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RIANI COSTA, C.C.M. Influéncia das alteracdes fisicas e quimicas sobre a fungéo
plaquetaria e a expressdo da GPIIbllla em concentrados de plaquetas caninos
estocados. Botucatu, 2011. 81p. Dissertagcdo de Mestrado em Medicina Veterinaria —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Campus

de Botucatu.

RESUMO

O concentrado de plaquetas € um hemocomponente importante para a transfusdo de grandes
quantidades de plaguetas. Durante a estocagem, as plaquetas sofrem lesdes que devem ser
analisadas por meio de testes laboratoriais. O objetivo do presente estudo foi avaliar as
qualidades fisicas, quimicas, microbioldgicas, estruturais e funcionais plaquetarias em
concentrados de plaquetas caninos estocados durante 5 e 7 dias. Foram realizadas contagem
de plaquetas, leucocitos e hemécias por unidade, mensuracdo do pH, glicose, avaliagdo do
swirling, analise microbioldgica, avaliacdo da agregacdo plaquetaria e da expressdo da
GPlIbllla pela citometria de fluxo. As anélises foram realizadas logo ap0s a centrifugacao,
e no quinto (grupo ) e sétimo (grupo 1) dias de estocagem dos concentrados de plaquetas
obtidos de 22 cédes higidos. Todas as bolsas foram negativas para o isolamento de
microorganismos. Houve diminuicéo significativa nas contagens de plaquetas e leucdcitos,
pH, glicose e swirling nos dois grupos. Ocorreu diminui¢do na resposta agregatoria nos
dois grupos, com o uso isolado e associado de ADP e epinefrina. Os anticorpos CD41 e
CD61 apresentaram alta porcentagem de fluorescéncia em todos os momentos, e ndo houve
variagdo significativa na média de intensidade de fluorescéncia das plaquetas durante a
estocagem. Conclui-se que, mantida a esterilidade microbiologica, os concentrados de
plaquetas caninas podem ser estocados por até 7 dias, no entanto, ha uma maior perda da
viabilidade plaquetaria e qualidade dos concentrados quando comparados ao grupo
armazenado durante 5 dias. Houve perda funcional das plaquetas durante a estocagem pela
reducdo da agregacdo plaquetaria. Os anticorpos CD41 e CD61 podem ser utilizados na

avaliacdo da GPIIbllla de plaquetas caninas estocadas durante os periodos avaliados.

Palavras-chave: cdo, concentrado de plaquetas, controle de qualidade, citometria de fluxo,

agregacao plaquetéria.



RIANI COSTA, C.C.M. Influence of physical and chemical alterations on platelet
function and the expression of GPlIbllla in stored canine platelet concentrates.
Botucatu, 2011. 81p. Master’s Dissertation in Veterinary Medicine — School of Veterinary

Medicine and Animal Husbandry. S&o Paulo State University, Botucatu.

ABSTRACT

Platelet concentrate is an important blood component for platelet transfusion. During
storage, platelets undergo lesions that should be evaluated by laboratory assays. The aim of
this study was to evaluate the physical, chemical, microbiological, structural and functional
platelet qualities in canine platelet concentrate stored for 5 and 7 days. Platelet, leukocytes
and erythrocytes concentrations per unit, pH and glucose measurements, swirling
observation, microbiological analysis, assessment of platelet agregation and expression of
GPlIbllla by flow cytometry were performed. Analyses were performed after
centrifugation, and the fifth (group 1) and seventh (group Il) days of platelet concentrate
storage obtained from 22 healthy dogs. All platelet concentrate bags were negative for
microorganisms isolation. Platelet and leukocytes concentrations, pH, glucose, and swirling
decreased significantly during storage, in both groups. A significant reduction in
aggregatory response was detected in both groups, in the presence of ADP, epinephrine or
both simultaneously. CD41 and CD61 antibodies showed high fluorescence at all times,
and no significant variation in mean fluorescence intensity during storage. In conclusion,
canine platelet concentrates should be stored for 5 days, however, can be stored for up to 7
days with greater loss of viability and quality of bags during this period. There was
functional loss observed by the reduction of platelet aggregation during storage in both
groups. CD41 and CD61 antibodies can be used to assess GPlIbllla in canine platelets

stored during the evaluated period.

Key-words: dog, platelet concentrate, quality control, flow cytometry, platelet aggregation.
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INTRODUCAO

A transfusdo sanguinea é definida como uma terapia intravenosa realizada com
sangue total ou seus componentes. Nas ultimas décadas, tem ocorrido na Medicina
Veterinaria um aumento na utilizacdo de hemocomponentes em relacdo a transfusao de
sangue total. Esse aumento se deve as vantagens do fracionamento do sangue, que
possibilita uma reposicdo especifica para a necessidade de cada paciente, minimiza a
ocorréncia de reagdes transfusionais devido a menor exposicdo a antigenos e componentes
desnecessarios, diminui o risco da transmissao de agentes infecciosos e ainda possibilita a
utilizacdo de uma bolsa de sangue para varios pacientes (SCHNEIDER, 1995; ABRAMS-
OGG, 2000; KRISTENSEN & FELDMAN, 2004).

A partir do sangue total, podem ser obtidos o concentrado de hemacias, plasma
fresco congelado, plasma congelado, criopreciptado, plasma criopobre, plasma rico em
plaquetas e concentrado de plaquetas (PEREIRA & RAMALHO, 2001). Os componentes
do sangue que possuem uma maior concentracdo plaquetaria sdo o plasma rico em
plaquetas (PRP) e o concentrado de plaquetas (CP). O primeiro é obtido pela centrifugacédo
lenta do sangue fresco total, enquanto o CP é obtido por uma segunda centrifugagdo mais
rapida do PRP ou por aférese (ABRAMS-OGG, 2003; KRISTENSEN & FELDMAN,
2004).

A bolsa de CP apresenta um volume reduzido (50 a 70mL), com maior concentracao
de plaquetas e menor de plasma, possibilitando maiores beneficios para o paciente
transfundido. O uso do CP permite transfusdes de grandes quantidades de plaquetas,
promove um incremento plaquetdrio maior no paciente, e também reduz possiveis
complicagdes como hipervolemia, hiperproteinemia e outras reacdes transfusionais
(ABRAMS-0OGG, 2003; ULATA, 2005; GONCALVES, 2006).

A transfusdo de plaquetas é uma terapia que visa controlar episodios de
sangramento ativo em animais que apresentam diminuicdo do ndimero de plaquetas na
circulagdo (trombocitopenia) ou que apresentem disfuncbes plaquetérias qualitativas
(trombocitopatia) (DE COPEGUI & FELDMAN, 1995). Também pode ser utilizado

profilaticamente, na prevencdo de um possivel sangramento causado por procedimentos



cirirgicos em animais trombocitopénicos (ABRAMS-OGG, 2003; KRISTENSEN &
FELDMAN, 2004).

Apesar de ainda pouco comum na Medicina Veterinaria, a utilizacdo de
componentes ricos em plaquetas vem sendo estudada e estimulada ao longo dos ultimos
anos (ABRAMS-OGG et al., 1993; ALLYSON et al., 1997; KLEIN et al., 1999; ULATA,
2005; GONCALVES, 2006).

Entretanto, para a realizacdo da transfusdo de CP € necessario que se garanta a
qualidade deste material. Sabe-se que durante a estocagem, as plaquetas sofrem alteracGes
estruturais e bioquimicas denominadas “lesdes plaquetarias de estocagem” (WANG et al.,
1999; DIJKSTRA-TIEKSTRA et al., 2004; SHANWELL et al., 2006) que podem levar a
reducéo da sua funcéo e viabilidade (SLICHTER, 2004).

Portanto, durante a estocagem, as plaquetas devem ser avaliadas por meio de testes
in vitro que analisem sua viabilidade e funcdo. Além disso, a avaliagcdo da esterilidade
microbioldgica é muito importante, ja que é um fator limitante para o tempo de estocagem e
um fator de risco ao receptor. Estudos na area de hemoterapia veterinaria que avaliaram CP
caninos sdo escassos. Desta forma, € importante o estabelecimento de protocolos de
estocagem, de afericdo da qualidade das bolsas durante o armazenamento e a avaliacdo das
plaquetas por meio de técnicas especificas como a agregacdo plaquetaria e a citometria de

fluxo.



REVISAO DE LITERATURA

As plaquetas

As plaquetas sdo células anucleadas, originadas da constriccdo citoplasmatica dos
megacariocitos, células polipléides presentes na medula dssea (PRATER & TVEDTEN,
2004). O tamanho e a densidade das plaquetas formadas s&o controlados pelo
megacariocito (CRAMER & FONTENAY, 2006), sendo que a vida média das plaquetas
caninas varia de 5 a 7 dias e a contagem normal dessas células na circulacdo € de 160.000 a
430.000/uL (MEYER & HARVEY, 2004).

Essas células possuem um papel fundamental na hemostasia, atuando
principalmente na regulacdo da hemostasia primaria. Os mecanismos envolvidos nessa
regulacdo incluem: adesdo, agregacdo, secrecdo e contracdo do citoplasma plaquetario
(ESCOLAR & WHITE, 2000; BROOKS et al., 2009). A injaria vascular desencadeia uma
série de reacOes plaquetérias, promovendo a formacdo do tampéo hemostatico de plaquetas
no local lesionado (BROOKS et al., 2009).

A estrutura plaquetaria pode ser dividida em trés regibes distintas: regido
periférica, composta por membrana plasmatica, glicocalix e sistema canicular aberto; regido
do citoesqueleto; e regido citoplasmatica, que contém as organelas e granulos
(HARMENING & LEMERY, 1997).

O sistema canicular aberto (SCA) €& composto por invaginagdes da
membrana plasmatica para o interior da plaqueta, formando um sistema de canais e
canaliculos por entre o citoplasma, como uma rede (HARMENING & LEMERY, 1997;
CRAMER & FONTENAY, 2006). O SCA pode promover uma grande extensdo da
membrana e a area da superficie plaquetaria pode aumentar em até 400% quando ha
externalizacdo deste sistema (ESCOLAR & WHITE, 2000).

O glicocélix é um importante componente da membrana plasmatica, formado por
oligossacarideos e polissacarideos. Nesta por¢éo, estdo inseridos receptores e enzimas que
promovem o potencial adesivo plaquetario e a transmissdo dos estimulos por toda a célula.
Ele é responsavel pela manutencdo da carga negativa na superficie plaquetéria, evitando

interacOes indesejadas com outros elementos da parede vascular e do sangue quando a



plagueta se encontra em repouso (HARMENING & LEMERY, 1997; CRAMER &
FONTENAY, 2006).

Na membrana estdo localizados os principais receptores plaquetarios, denominados
glicoproteinas (GP). As GP s@o heterodimeros que possuem diversas funcGes nos
mecanismos de adesdo e agregacao plaquetarios. S&o também denominadas integrinas, pois
fazem a comunicagdo do meio extracelular com o intracelular. Elas estdo presentes na
membrana plasmaética e em alguns grénulos plaquetéarios (DE GOPEGUI & FELDMAN,
1998; RAND et al., 2003).

Dentre as GP mais importantes estdo: os receptores de adesdo formados por um
complexo de trés GP, a GPlb, GPIX e GPV, responsaveis pela ligacdo ao fator de von
Willebrand (fvW) e a trombina; a GPVI que é um receptor de ativacdo para o colageno; a
GPlIbllla que é o principal e mais representativo receptor da agregacdo plaquetaria,
responsavel pela ligacdo ao fibrinogénio, fibronectina e ao fvW, promovendo uma forte
ligacdo entre as plaquetas; e a GPIV que esta envolvida nas fun¢des de adesédo e agregacao,
ligando-se ao colageno e a trombospondina (DE GOPEGUI & FELDMAN, 1998;
ESCOLAR & WHITE, 2000; CRAMER & FONTENAY, 2006).

A regido das organelas plagquetarias é responsavel por toda a atividade metabolica
da célula (HARMENING & LEMERY, 1997). As plaquetas possuem granulos
citoplasmaticos, classificados de acordo com sua ultraestrutura, densidade e conteddo,
chamados de alfa (o) granulos, granulos densos, lisossomos e peroxissomos (PRATER &
TVEDTEN, 2004; CRAMER & FONTENAY, 2006).

Os o granulos sdo 0s mais numerosos e seu contetido é variado, sendo composto por
proteinas adesivas, GP, fatores de coagulacdo, fatores de crescimento, imunoglobulinas e
inibidores de proteases. Alguns exemplos desses componentes séo: fibrinogénio, fator V,
fator de crescimento vascular e endotelial, plasminogénio, P-selectina (componente
granular especifico) e 30% da quantidade total da GPIIbllla plaquetaria (HARMENING &
LEMERY, 1997; PRATER & TVEDTEN, 2004; CRAMER & FONTENAY, 2006).

Os grénulos densos estdo em menor quantidade nas plaquetas. Seu conteudo é
composto principalmente pela serotonina, catecolaminas, Ca™, Mg*?, ATP e ADP
(HARMENING & LEMERY, 1997; PRATER & TVEDTEN, 2004; MEYER & HARVEY,
2004; CRAMER & FONTENAY, 2006).



Os lisossomos, pequenos granulos homogéneos, e 0S peroxissomos, estdo em
pequena quantidade no citoplasma plaquetario. A funcdo dos lisossomos ndo esta bem
esclarecida, mas eles podem ser importantes na interacdo com a parede vascular e na
degradacdo de proteinas intracelulares (PRATER & TVEDTEN, 2004; CRAMER &
FONTENAY, 2006).

O citoplasma das plagquetas é organizado por uma rede de proteinas estruturais
chamada de citoesqueleto, composto por moléculas de tubulina, polimeros de actina, e por
microtubulos localizados proximos & membrana citoplasmatica. Estas estruturas sdo
responsaveis pela manutencdo do formato discoide nas plaquetas quando em repouso, e
apos a ativacdo sdo responsaveis por mudancas estruturais dindmicas e sua sustentacao.
Essas mudancas incluem a modifica¢do do formato discéide para o esférico (ou ativado) e a
formacéo de prolongamentos citoplasmaéticos e pseudopodes, possibilitando que a plaqueta
se espalhe por uma superficie (HARMENING & LEMERY, 1997; MEYER & HARVEY,
2004; CRAMER & FONTENAY, 2006).

Os microttbulos atuam na organizacdo, centralizagdo e secre¢do dos granulos
citoplasmaticos durante a ativacdo plaquetaria. Eles também sdo responsaveis pela
contragdo do citoesqueleto plaquetario levando a retragdo final do codgulo (HARMENING
& LEMERY, 1997; CRAMER & FONTENAY, 2006).

Atuacdo das plaguetas na hemostasia primaria

Apo0s injuria da parede vascular, a matriz do endotélio expbe o fator de von
Willebrand (fvW), o coldgeno e a fibronectina. Com a exposicdo dessas proteinas, as
plaquetas circulantes apresentam uma série de mudangas bioquimicas e conformacionais,
iniciando o processo de adesdo e ativacdo plaquetarios (DE GOPEGUI & FELDMAN,
1998; RAND et al., 2003; MEYER & HARVEY, 2004).

Apo6s a mudanca do formato discoide (repouso) para o esférico (ativado), as
plaquetas ligam-se ao fvW pela interacdo com o complexo receptor GPIb/IX/V,
estabelecendo a adesdo plaquetaria com o endotélio vascular de forma passiva, formando-se
o tampdo plaquetério inicial (RAND et al., 2003; MEYER & HARVEY, 2004). Apoés a

adesdo, as plaquetas passam por diversas alteracbes morfoldgicas com a emissdo de



prolongamentos, pseuddpodes e modificagdes de sua superficie (ESCOLAR & WHITE,
2000; CRAMER & FONTENAY, 2006).

A glicoproteina GPIIbllla presente na membrana plasmatica, modifica sua
conformagdo durante a ativacdo plaquetaria, tornando-se ativada e ligando-se ao
fibrinogénio, aumentando ainda mais a interacdo entre as plaquetas e formando um conciso
agregado plaquetario (ESCOLAR & WHITE, 2000; MEYER & HARVEY, 2004;
LINDAHL & RAMSTROM, 2009).

Inicialmente, essa ativacao é reversivel, pois ndo ocorre a degranulacdo ou liberacao
dos componentes citoplasmaticos. Apenas ha um rearranjo interno dos granulos e organelas
pelos microtibulos e microfilamentos, promovendo algumas mudancgas conformacionais.
Em uma segunda fase da ativacdo, irreversivel e dependente de energia, ocorre a fusdo de
todos os granulos plaquetarios com a liberagdo de seus componentes e receptores para 0
meio externo (MEYER & HARVEY, 2004; CRAMER & FONTENAY, 2006).

Na fase de secrecdo dos componentes granulares, hA uma movimentacdo das
organelas citoplasmaticas para o centro da plaqueta e, a partir da fusdo dos granulos, os
componentes sdo liberados (ESCOLAR & WHITE, 2000). Agonistas plaquetarios como o
ADP, serotonina, epinefrina, tromboxano (TXA;), entre outros, também sdo liberados
(MEYER & HARVEY, 2004). Os componentes e substancias degranulados e receptores
expressos ativam ainda mais as plaquetas circulantes, que chegam ao sitio lesionado e sdo
estimuladas a mudarem sua conformacgdo, emitir pseudopodes e formar agregados
juntamente com as plaquetas j& aderidas (RAND et al., 2003). A agregacdo plaquetéria
ocorre quase que concomitantemente com o0 processo de adesdo e secregdo dos
componentes citoplasmaticos (HARMENING & LEMERY, 1997).

A plagueta pode se tornar ativada por diferentes mecanismos, como a exposi¢do do
colédgeno ou do fvW pelo endotélio vascular, pela liberacdo de seus proprios componentes
granulares ou pela trombina, formada na hemostasia secundaria (RAND et al., 2003;
LINDAHL & RAMSTROM, 2009). Todos sd&o agonistas plaquetarios e agem
sinergicamente no processo de ativacao e agregacao plaquetaria (RAND et al., 2003).

Apo6s a formacdo do tampdo plaquetario e de sua estabilizacdo pela fibrina,
proveniente da hemostasia secundaria, as plaquetas incorporadas e agregadas ao tampéao

passam por um rearranjo e contragdo do seu citoesqueleto. Ocorre assim a retragcdo do
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coagulo, que possui um importante papel fisiolégico no restabelecimento da reparacdo
vascular e do fluxo sanguineo (LINDAHL & RAMSTROM, 2009). Portanto, ¢é pela adesdo
no endotélio vascular lesionado, agregacdo e propagacdo da coagulacdo, que hd o
restabelecimento da integridade vascular e do fluxo sanguineo (SCOTT & STOCKHAM,
2008; LINDAHL & RAMSTROM, 2009).

Transfuséo de plaquetas

Na Medicina Veterinaria, a terapia transfusional de plaquetas pode ser utilizada para
fins terapéuticos ou profilaticos, em animais que apresentam trombocitopenias ou
trombocitopatias (ABRAMS-OGG, 2003).

A trombocitopenia, diminuicdo da contagem plaquetaria na circulacdo, € um dos
disturbios hematolégicos mais identificados nos caes. Ela pode ocorrer em diversas
doencas e suas causas incluem: consumo, diminui¢do da producéo, destruicdo e sequestro.

A reposicdo de plaquetas pode ser indicada em cdes que apresentam
trombocitopenia decorrente de causas infecciosas, induzidas por drogas ou quimioterapico
e decorrente da diminuicdo na producdo plagquetaria na medula éssea, observada em casos
de leucemia aguda, anemia aplastica ou hipoplasia de medula 6ssea por causas variadas
(DE GOPEGUI & FELDMAN, 1995; ABRAMS-OGG, 2003).

A transfusdo terapéutica de plaquetas € indicada principalmente para interromper
hemorragias em pacientes trombocitopénicos com contagens plaquetarias abaixo de
20.000/pL. A transfusdo profilatica é indicada nos casos de animais trombocitopénicos
acompanhados de risco hemorragico, como por exemplo, animais que serdo submetidos a
procedimentos cirdrgicos e apresentam contagens plaquetérias abaixo de 50.000/uL (DE
GOPEGUI & FELDMAN, 1995; ABRAMS-OGG, 2003). As trombocitopatias, ou
disturbios de fungdo plaquetéria, possuem indicacdo de terapia transfusional somente em
casos de hemorragia ativa, condi¢des de risco hemorragico ou previamente a procedimentos
cirurgicos (DE GOPEGUI & FELDMAN, 1998).

A transfusdo de plaquetas é contra-indicada em casos de aumento da destruigéo e
consumo plaquetario, como observado na trombocitopenia imunomediada, na coagulacdo
intravascular disseminada ou nas vasculites, pois as plaquetas sdo rapidamente destruidas

ou consumidas apo6s a transfusdo (ABRAMS-OGG, 2003). Nestes casos, 0 procedimento
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transfusional sé deve ser realizado em cdes que precisem ser submetidos a algum
procedimento cirdrgico, imediatamente antes ou durante a cirurgia (DE GOPEGUI &
FELDMAN, 1995; ABRAMS-OGG, 2003). Nos casos de sequestro de plaquetas, como
observado nas esplenomegalias, esta terapia também é contra-indicada, visto que a massa
de plaquetas total do animal encontra-se normal (DE GOPEGUI & FELDMAN, 1995).

O célculo para a transfusdo de CP é feito adotando-se 1U (uma unidade de CP) para
cada 10kg de peso vivo, esperando-se um incremento plaquetario na circulacdo do receptor
de 30.000 a 40.000 plaquetas/pL. As plaquetas transfundidas apresentam uma vida média
curta, sendo esperado um decréscimo de aproximadamente 30% a cada 24 horas. Desta
forma, podem ser recomendas novas transfusdes em 48 ou 72 horas (KRISTENSEN &
FELDMAN, 2004; ABRAMS-OGG, 2003).

Controle de qualidade dos concentrados de plaquetas

Na Medicina Veterindria, a avaliacdo de CP caninos busca seguir especifica¢des de
controle de qualidade nos moldes de bancos de sangue humanos e de estudos veterinarios
prévios. As bolsas de CP devem ser conservadas a temperaturas entre 20 a 24°C e mantidas
em constante movimentacdo. A manutencdo de um pH adequado, esterilidade
microbioldgica e avaliacbes da viabilidade e funcdo plaquetarias também séo necessarias
para o controle de qualidade durante o periodo de estocagem (ALLYSON et al., 1997;
ABRAMS-0GG, 2003; ANVISA, 2004; ULATA, 2005; GONCALVES, 2006).

Estudos médicos tém sido realizados em CP para avaliacdo da viabilidade, funcéo e
ativacdo das plaquetas durante o armazenamento, possibilitando uma analise criteriosa da
qualidade do hemocomponente a ser transfundido (DIJKSTRA-TIEKSTRA et al., 2004;
AKAY et al., 2007; SANDGREN et al., 2007). Na Medicina Veterinaria, também tém sido
desenvolvidos testes que avaliam a viabilidade e funcdo plaquetarias in vitro para CP
caninos (ALLYSON et al., 1997; KLEIN et al., 1999; ABRAMS-OGG, 2003; ULATA,
2005; GONCALVES, 2006).

A avaliacdo do pH, por exemplo, tem demonstrado ser um fator importante com alta
correlacdo com alteragcbes morfoldgicas e reducdo da funcdo e viabilidade plaquetarias
(VAN DE MEER et al., 2001; DEKKERS et al., 2007).
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Como as plaquetas mantém seu metabolismo durante a estocagem, as mensuragdes
do pH e da glicose, entre outros elementos, sdo importantes parametros para avaliacdo do
metabolismo celular e qualidade do concentrado estocado (CARDIGAN et al., 2005;
KAUFMAN, 2006; DEKKERS et al., 2007).

A obtengdo de CP com uma baixa contagem de hemacias e principalmente de
leucécitos € necessaria para minimizar a incidéncia de reacGes transfusionais,
aloimunizacdo, refratariedade na transfusdo plaquetiria e transmissdo de agentes
infecciosos (DIJKSTRA-TIEKSTRA et al., 2004; CHABANEL et al., 2008). Assim, a
avaliacdo do numero de células deve ser incluida entre os testes de controle de qualidade
dos CP caninos (ABRAMS-OGG et al., 1993; ALLYSON et al., 1997).

As modificacBes morfoldgicas da plaqueta, que ocorrem durante a fase de ativacgéo,
podem ser identificadas por meio da técnica de avaliagdo visual chamada swirling. Nessa
técnica, as plaquetas sdo expostas a uma fonte luminosa e, sob adequada movimentacéo
manual, apresentam refringéncia da luz quando estdo na forma discoide ou ndo ativada. As
plaquetas que sofreram ativacdo nédo refringem a luz, ou seja, apresentam diminui¢do no
swirling. Este é um método considerado facil e pratico para o controle de qualidade do
concentrado de plaquetas (HERVIG et al., 1999; CARDIGAN et al., 2005).

A contaminacdo bacteriana em componentes sanguineos € um fator de risco na
medicina transfusional, sendo o concentrado de plaquetas um dos componentes mais
afetados devido a sua necessidade de estocagem a temperatura ambiente (SLICHTER,
2004; SHANWELL et al., 2006). A contaminacdo pode ocorrer pela introducdo de
bactérias da pele do doador durante a flebotomia, por bacteremia assintomatica do doador
ou por contaminagdo durante o processo de estocagem. A transfusdo de bolsas
contaminadas pode ocasionar casos de sepse e Obito em pacientes (KAUFMAN, 2006;
PALAVECINO et al., 2010).

Devido ao risco de contaminacdo bacteriana em CP, o tempo de estocagem
atualmente preconizado é de cinco dias (ABRAMS-0OGG, 2000; DIJKSTRA-TIEKSTRA
et al., 2004; ANVISA, 2004; KAUFMAN, 2006). No entanto, pesquisadores ainda
discutem a possibilidade do uso de bolsas estocadas por até sete dias, pois se mantida a
esterilidade bacteriana a viabilidade e funcdo plaquetérias passam a ser os fatores limitantes
para a transfusdo das bolsas (SHANWELL et al., 2006; KAUFMAN, 2006).
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Para avaliacdo da fungdo das plaquetas nos CP, pode-se utilizar a prova de
agregacao plaquetaria. A agregacao plaquetaria € um método cléassico, que ainda nos dias
de hoje, na Medicina e na Medicina Veterinaria, é considerado o método “padrdo ouro”
para a avaliacdo funcional das plaquetas (HARRISON, 2005; NIELSEN et al., 2007;
LINDAHL & RAMSTROM, 2009; ALBANTNER et al., 2009). O método de escolha é o
turbidimétrico, que pela adicdo de um ou mais agonistas a amostra, ¢ possivel obter
informacdes sobre os aspectos funcionais e bioquimicos das plaquetas caninas (NIELSEN
et al., 2007). Como exemplos desses agentes agonistas tém-se o ADP, epinefrina, colageno,
acido araquidonico, entre outros (NIELSEN et al., 2007; SOLOVIEV et al., 1999).

Outro método utilizado para avaliacdo plaquetaria em bancos de sangue humano é a
citometria de fluxo (CF) (WANG et al., 1999; LANDI et al., 2003; SANDGREN et al.,
2007). Por ser uma técnica sensivel, de facil execucdo e boa reprodutibilidade, esta tem
sido utilizada para detectar a expressdo de glicoproteinas e granulos na superficie
plaquetaria quando esta se encontra em repouso ou ativada. A detec¢do da ativagdo
plaquetaria pela CF pode avaliar precocemente as alteragdes que iréo influir na viabilidade
e funcdo das plaquetas durante o periodo de estocagem (MATSUBAYASHI et al., 1999;
LIM & HYUN, 2002; LANDI et al., 2003; CARDIGAN et al., 2005; GOODRICH et al.,
2006).

O principio da CF é medir rapidamente caracteristicas especificas de um grande
numero de celulas individuais em suspensdo (MICHELSON, 1996; WEISS, 2002). Apos
colocar a amostra a ser analisada no citébmetro de fluxo, o aparelho faz a leitura das
plaguetas que sdo identificadas pelo seu tamanho, granulosidade e fluorescéncia
(MICHELSON, 1996). As amostras podem ser incubadas com diversos tipos de anticorpos
monoclonais conjugados a fluorocromos, ou incubadas com corantes vitais, que marcam
especificamente proteinas, receptores de membrana, granulos ou lipidios plaquetérios
(TANAKA, 2006; WILLS et al., 2006; LINDAHL & RAMSTROM, 2009). A popula¢édo
celular selecionada pode ser analisada por histograma de pontos ou intensidade de
fluorescéncia (MORITZ et al., 2003)

A citometria de fluxo (CF) é uma técnica emergente na Medicina Veterinaria e

possui uma grande aplicacdo na avaliacdo plaquetaria de cées (WEISS, 2002; MORITZ et
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al., 2003; NAKAGE et al., 2005; WILLS et al., 2006), no entanto, até o presente momento,

nenhum estudo relata a sua utilizagdo em CP caninos.
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OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar a manutengéo das qualidades fisicas,
quimicas, microbioldgicas, estruturais e funcionais plaquetarias em concentrados de

plaquetas caninos estocados durante 5 e 7 dias, para a terapia transfusional com plaquetas.

Como objetivos especificos:

1. Padronizar a técnica de fracionamento do sangue total de cdes para obtencdo de

concentrados de plaguetas e implementacdo do banco de sangue na Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Unesp, campus de Botucatu;

2. Avaliar as alteragbes das qualidades fisicas, quimicas, estruturais e funcionais

plaquetarias em concentrados de plaquetas caninos estocados;

3. Determinar a influéncia das alteracdes dos testes de controle de qualidade sobre os testes

de agregacdo plaquetéria e de deteccdo da GPlIbllla.

4. Desenvolver, padronizar e validar a técnica de deteccdo da glicoproteina de superficie

plaquetaria GPIIbllla, em concentrado de plaquetas estocados.
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Influéncia das alteracdes fisicas e quimicas em concentrados de plaquetas caninos
estocados durante 5 e 7 dias
Influence of phisical and chemical alterations in canine platelet concentrates stored during 5

and 7 days

RIANI COSTA, C.C.M.;; RIBEIRO, M.G.%;, TAKAHIRA, R.K.*
! Departamento de Clinica Veterinaria - Laboratério Clinico Veterinario; Departamento de
Higiene e Saude Publica, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ),
UNESP, campus de Botucatu. Distrito de Rubido Jr., s/n° caixa postal 560, CEP:18618-

970, Botucatu, SP, Brasil. E-mail: takahira@fmvz.unesp.br *autor para correspondéncia

RESUMO

O concentrado de plaquetas € um hemocomponente obtido pela dupla centrifugacdo da
bolsa de sangue total. Durante o periodo de estocagem das bolsas, as plaquetas sofrem
lesbes estruturais e bioguimicas, que devem ser analisadas por testes laboratoriais. O
objetivo do presente estudo foi determinar a manutencdo da qualidade e viabilidade
plaquetarias em concentrados de plaquetas caninos estocados, por meio da contagem de
plaquetas, leucdcitos e hemacias, mensuracdo do pH, glicose, avaliacdo do swirling e
analise microbioldgica. Foram utilizadas 22 bolsas obtidas de cdes saudaveis, separadas em
dois grupos, sendo um estocado durante 5 dias e o outro durante 7 dias. As bolsas dos dois
grupos foram negativas para o isolamento de microorganismos. Houve diminuigdo
significativa nas contagens de plaquetas e leucocitos, na mensuracdo do pH, glicose e
swirling, nos dois grupos durante o periodo de estocagem, e correlacdo direta entre pH,
swirling e glicose. 100% das bolsas estocadas por 5 dias e 73% das bolsas estocadas por 7
dias apresentaram adequados parametros de qualidade. Conclui-se que, mantida a
esterilidade microbiolégica, as bolsas de concentrados de plaquetas caninas podem ser
estocadas por até 7 dias, no entanto, h4 uma maior perda da viabilidade plaquetaria e

qualidade dos concentrados quando comparados ao grupo armazenado durante 5 dias.

Palavras-chave: cdo, plaqueta, concentrado de plaquetas, controle de qualidade.
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INTRODUCAO

Os concentrados de plaquetas (CP) podem ser obtidos pela dupla centrifugacdo de
uma bolsa de sangue total ou por aférese, sendo a primeira técnica a mais utilizada na
Medicina Veterinaria (ALLYSON et al., 1997; ABRAMS-0OGG, 2003). As bolsas de CP
contém grande concentracdo de plaquetas em um pequeno volume de plasma (50 a 70mL),
possibilitando, apds a transfusdo, um incremento plaquetario maior em relacdo aos outros
hemocomponentes e reducdo dos riscos de hipervolemia, hiperproteinemia e outras reacdes
transfusionais (ABRAMS-OGG, 2003; ULATA, 2005; GONCALVES, 2006).

A qualidade dos CP é um importante fator na terapia transfusional. Sabe-se que
durante o armazenamento, as plaquetas sofrem alteracbes estruturais e bioguimicas
denominadas “lesdes plaquetarias de estocagem” (DIJKSTRA-TIEKSTRA et al., 2004;
SHANWELL et al., 2006) que podem levar a reducdo da sua viabilidade e funcdo (SINGH
et al., 2003; SLICHTER, 2004). Desta forma, assim como € feito para os CP em bancos de
sangue humanos, estudos in vitro sdo necessarios para a avaliacdo das plaquetas durante o
armazenamento das bolsas, possibilitando uma andlise criteriosa da qualidade do
hemocomponente (ALLYSON et al., 1997; KLEIN et al., 1999; ABRAMS-OGG, 2003;
DIJKSTRA-TIEKSTRA et al., 2004; SANDGREN et al., 2007).

Dentre as analises de controle de qualidade em CP, as mensuracdes de pH e glicose,
entre outros elementos, sdo importantes parametros para a avaliagdo do metabolismo
celular e da qualidade do concentrado estocado (SINGH et al., 2003; CARDIGAN et al.,
2005; KAUFMAN, 2006; DEKKERS et al., 2007). As plaquetas mantém seu metabolismo
durante a estocagem das bolsas de modo que o metabolismo celular passa a ser o
anaerobico. Desta forma, ha o consumo da glicose e liberacdo de produtos como o COy,
fons de hidrogénio e o lactato. Esses componentes acidos promovem a diminuicdo do pH na
bolsa, alterando o meio plasmatico (SINGH et al., 2003; CARDIGAN et al., 2005;
KAUFMAN, 2006; GUERIN & BURTET, 2006; DEKKERS et al., 2007; ZHANG et al.,
2008). Portanto, a mensuracdo da concentracdo de glicose é muito utilizada como um
parametro de controle de qualidade em bancos de sangue humanos (TYNNGARD, 2009).

De acordo com as normas nacionais que regem bancos de sangue, preconiza-se

manter o pH das bolsas de CP maior ou igual a 6,2 (ANVISA, 2004). No entanto, alguns



62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92

19

hemocentros indicam a manutencdo de um pH maior ou igual a 6,4, devido a melhor
viabilidade plaquetéria nestas mensuracdes (GUERIN & BURTET, 2006; DEKKERS et
al., 2007; STOMER et al.,, 2008). Diminuicbes do pH podem levar a alteragdes
morfologicas significativas nas plaquetas e valores abaixo de 6,2 causam alteracdes
irreversiveis que culminam em hipofuncdo e reducdo da sobrevida plaquetaria (VAN DE
MEER et al., 2001; GULLIKSSON, 2003). Neste meio acido, as plaquetas perdem o
formato discoide passando para o esférico, iniciam a degranulagdo de seus componentes e
podem sofrer fragmentacédo do citoplasma (GUERIN & BURTET, 2006).

A avaliagdo do numero de células nos CP deve ser incluida entre os testes de
controle de qualidade. Bolsas de concentrados com altas contagens plaquetarias e baixa
contagem de hemécias e leucécitos sdo preconizadas para que ocorra um adequado
incremento plaquetario no paciente, e minimize a incidéncia de reacgdes transfusionais,
aloimunizacdo, refratariedade na transfusdo plaquetaria e transmissdo de agentes
infecciosos (ALLYSON et al., 1997; ABRAMS-0OGG, 2000).

Modificacdes morfoldgicas das plaquetas também ocorrem durante a estocagem das
bolsas, e a sua deteccdo torna-se um importante parametro na avaliacdo dessas células em
CP. Uma técnica visual frequentemente utilizada na avaliacdo indireta da funcédo
plaquetaria em CP estocados é a observacao do swirling (HERVIG et al., 1999; MAURER-
SPUREJ et al., 2008). A técnica consiste em examinar a bolsa de CP contra uma fonte de
luz, enquanto o plasma é suavemente homogeneizado com a mao. As plaquetas no estado
de repouso (discoide) irdo refringir a luz e formar um redemoinho no plasma da bolsa,
fendbmeno chamado swirling. As plaquetas que sofreram ativacdo (formato esférico) ou
perderam sua integridade ndo refringem a luz, ou seja, na bolsa h4 diminuicéo ou auséncia
do swirling (CARDIGAN et al., 2005; MAURER-SPURE]J et al., 2008). Esta avaliagdo €
mensurada numa escala de 0 a 3, sendo 0 a auséncia do swirling e 3 a observacdo méxima
do fendmeno (HERVIG et al., 1999; SINGH et al., 2009). A presenca do fenbmeno,
portanto, indica uma preservagdo conformacional das plaquetas e pode ter uma correlagéo
direta com um pH adequado na bolsa. A sua reducdo ou auséncia indica uma qualidade
ruim da bolsa e provavelmente uma capacidade funcional plaquetaria reduzida, devendo-se
descartar a bolsa em mensuragdes menores a 1 (ULATA, 2005; GONCALVES, 2006;
LINDAHL & RAMSTROM, 2009).
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A contaminacgdo bacteriana € um fator de risco na medicina transfusional de
plaquetas, pois o CP é um dos componentes de maior risco devido a necessidade de
estocagem & temperatura ambiente (SLICHTER, 2004; SHANWELL et al., 2006). A
contaminacdo pode ocorrer pela introducdo de bactérias da pele do doador durante a
flebotomia, por bacteremia assintomatica do doador ou por contaminacdo durante o
processo de estocagem. A transfusdo de bolsas contaminadas pode ocasionar casos de sepse
e Obito em pacientes, portanto, uma avaliagdo criteriosa de contaminacdo bacteriana das
bolsas deve ser constantemente realizada nos bancos de sangue (KAUFMAN, 2006;
PALAVECINO et al., 2010).

Desta forma, o tempo de armazenamento é um fator limitante em bancos de sangue,
e 0 periodo méaximo de estocagem regulamentado atualmente é de 5 dias (ANVISA, 2004).
No entanto, diversos estudos realizados em CP humanos avaliaram bolsas estocadas por
periodos prolongados, que variaram de 7 até 21 dias (MATSUBAYASHI et al., 1999;
DIJKSTRA-TIEKSTRA et al., 2004; MOHAMMADI et al., 2005; SANDGREN et al.,
2007; TYNNGARD, 2009). Na Medicina Veterinaria, poucos estudos avaliaram a
viabilidade e a esterilidade em CP caninos por periodos maiores que 5 dias (ALLYSON et
al., 1997; KLEIN et al., 1999). Mantida a esterilidade microbioldgica, as bolsas de CP
podem ser estocadas por mais tempo e a viabilidade plaquetaria passa a ser o fator
determinante para o uso do CP em transfusdes (SHANWELL et al., 2006; SPURE]J &
CHIPPERFIELD, 2007).

O objetivo do presente estudo foi determinar a manutencdo da qualidade e
viabilidade plagquetarias em CP caninos estocados por 5 e 7 dias, por meio da contagem de

plaquetas, leucdcitos e heméacias, mensuracéo do pH, glicose e avaliacdo do swirling.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 22 cées higidos, com peso minimo de 25 kg, machos e fémeas,
com idade entre 1 e 8 anos, de diversas ragas, provenientes do canil da FMVZ — Unesp -
campus de Botucatu ou de proprietarios voluntérios. Estes animais foram avaliados quanto
ao estado de higidez por meio da avaliacdo clinica, hemograma, exames bioquimicos
(uréia, creatinina, ALT, FA, GGT, proteinas totais e alboumina) e PCR para Erlichia sp.

Todos os cdes possuiam vacinacdo anual e vermifugacdo semestral atualizada e sem
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histérico de uso de medicamentos nos Gltimos dois meses. O estudo foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia — Unesp — campus de Botucatu, protocolo n°166/2008 — CEEA. A colheita do
sangue foi realizada pela venopuncdo da jugular, apos tricotomia e antisepsia local com
gazes estéreis embebidas em alcool, seguida de iodo povidine e alcool novamente
(MATHALI, 2009). Utilizou-se o método gravitacional para o preenchimento da bolsa de
sangue, com homogeneiza¢do mecénica durante todo o procedimento. O tempo médio de
colheita foi de 8 minutos. Foram utilizadas bolsas de sangue triplas de plastico, com
anticoagulante CPDA-1, sendo a bolsa principal com capacidade para 450 + 50 mL de
sangue total (JP IndUstria Farmacéutica®). A pesagem das bolsas durante a colheita foi
realizada em balanca digital, atingindo-se o peso final de 560 + 5 gramas, correspondendo a
cerca de 450mL de sangue total.

O sangue fresco total foi processado em até trés horas apés a colheita para
obtencdo do CP e as duas centrifugagdes da bolsa foram realizadas a 22°C (ROTANTA
460RS - Hettich ®). Na primeira centrifugacéo da bolsa de sangue total, foi utilizada uma
forca centrifuga relativa de 1.000g durante 8 minutos e 30 segundos (incluindo o tempo de
aceleracdo de 2 minutos e 30 segundos), para obtencéo do plasma rico em plaquetas (PRP),
caracterizando a centrifugacdo leve. O PRP foi separado do concentrado de hemacias e
transferido para a bolsa satélite especifica para plaquetas. Em seguida, foi feita a segunda
centrifugacdo a partir do PRP durante 11 minutos a 2.000g (incluindo o tempo de
aceleracdo de 1 minuto). O sobrenadante ou plasma pobre em plaquetas (PPP), foi
transferido para outra bolsa satélite, obtendo-se o concentrado de plaquetas com um peso
médio de 67 gramas. O volume das bolsas foi determinado pela pesagem em balanca
digital. A balanca foi previamente tarada com o peso da bolsa de CP vazia, e 0 volume final
foi estabelecido considerando-se que cada 1,03 grama corresponde a 1 mL de concentrado
de plaquetas (ALLYSON et al., 1997). O CP foi mantido em repouso durante 60 minutos
para promover a desagregacdo plaquetaria. Apds este periodo, a bolsa foi armazenada sob
agitacdo constante em um homogeneizador de plaquetas rotacional (AP30 - PRESVAC®)
em ambiente climatizado a temperatura de 22 a 24°C.

Foram constituidos dois grupos experimentais, sendo o grupo | (n=11)

concentrados de plaquetas armazenados durante 5 dias e o grupo Il (n=11) concentrados de
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plaquetas armazenados por 7 dias. Os dois grupos foram submetidos as analises de controle
de qualidade (volume, contagem de células, mensuracdo do pH, glicose, swirling) e anélise
microbiolégica no momento controle, logo apds a colheita, e no quinto (grupo 1) e sétimo
(grupo I1) dias de armazenamento. A colheita das amostras de cada bolsa no primeiro dia de
avaliacdo (momento controle) foi realizada pela selagem do manguito da bolsa pléstica,
mantendo-se o sistema sempre fechado e estéril. Antes da selagem, foram realizadas 4
homogeneizagdes do manguito com alicate de ordenha especifico para esta finalidade, no
intuito de se obter uma amostra fidedigna ao conteudo da bolsa de CP. A avaliacdo no
altimo dia de estocagem foi realizada com a abertura da bolsa, sendo que a amostra para o
cultivo microbioldgico foi colheitada antes da abertura do sistema.

As contagens celulares foram realizadas em cadmara de Neubauer. A diluigcdo
para a contagem plaquetéria foi realizada em solucdo de Brecher (diluicdo 1:200), a de
leucocitos em solucdo de Turk (diluicdo 1:20) e a de hemécias em solucdo isotbnica de
Marcano (dilui¢do 1:100). O hematdcrito das bolsas de CP foi realizado pela técnica de
centrifugacdo de microhematdcrito (JAIN, 1993).

A mensuracdo do pH foi realizada pela fita de pH Merck®, que possui uma faixa
de avaliacdo entre 6,4 a 8,0. No dltimo dia de estocagem, as mensuragcdes também foram
realizadas em pHmetro digital (SOLAB®).

A mensuracdo da glicose foi realizada por meio de método colorimétrico
enzimético (KATAL®) em espectrofotdmetro SB-190 CELM®.

O swirling foi avaliado mediante a observacao do aspecto visual do concentrado
plaquetario quanto a homogeneidade ou heterogeneidade e “turbilhonamento” das
particulas por meio de agitacdo manual da bolsa, a altura dos olhos e contra a luz. A
avaliacdo foi determinada em uma escala 0 a 3, de acordo com Hervig et al. (1999) e Singh
et al. (2009), sendo: “0” — plasma homogéneo, auséncia de swirling; “1” — plasma com
aspecto heterogéneo e pouco contraste, swirling observado em alguns pontos da bolsa
(fraco); “2” — plasma heterogéneo com bom contraste por toda a bolsa (bom); “3” — plasma
muito heterogéneo com contraste observado em finos detalhes por toda a bolsa (6timo).

Para a avaliacdo microbioldgica, as amostras de concentrado de plaquetas foram
colheitadas de forma asséptica. Aliquotas de 0,5 mL foram obtidas no momento controle

nos dois grupos, no quinto dia (grupo 1) e no sétimo dia (grupo 11), mantidas estocadas a -
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70°C até o momento do processamento, visando 0 exame microbioldgico para detecgdo de
microorganismos. Todas as amostras foram semeadas nos meios de &gar sangue ovino
desfibrinado (5%) e agar MacConkey, em condicdes de aerobiose a 37°C, mantidas
respectivamente por 96h e 48h, com vistas ao isolamento bacteriano (QUINN et al., 2005).
O isolamento de fungos e leveduras foi procedido semeando as aliquotas do concentrado de
plaquetas nos meios de Micozel e Sabouraud, em condic¢des de aerobiose, respectivamente
a 25°C e 37°C, mantidos por até 30 dias (LACAZ et al., 1998). Simultaneamente, aliquotas
foram semeadas em agar sangue ovino desfibrinado (5%) e cultivadas em condi¢des estritas
de anaerobiose, mantidas por 5 a 7 dias, utilizando gerador de anaerobiose (Difco®),
conforme as recomendacdes do fabricante (QUINN et al., 2005).

Os resultados foram submetidos & anélise descritiva e as médias dos momentos
foram comparadas pelo teste t pareado ou pelo método de Mann-Whitney, de acordo com
as caracteristicas de distribuicdo (paramétrica ou ndo paramétrica) das variaveis. As
comparacdes entre os grupos foram realizadas por meio do teste t ou Wilcoxon de acordo
com as caracteristicas de distribuicdo (paramétrica ou ndo parametrica) das variaveis. As
analises de correlacdo das variaveis pH e swirling, glicose e swirling, glicose e pH foram
realizadas por meio da analise de correlagdo de Pearson. Todas as analises foram realizadas
ao nivel de 5% de significancia, no software SIGMASTAT.

RESULTADOS

As bolsas de concentrado de plaquetas dos dois grupos (n=22) apresentaram um
volume médio de 65 mL por unidade. Os valores médios (+ D.P.) da contagem de
plaquetas, hemécias, leucocitos, glicose, pH e swirling estdo descritos nas Tab 1 e 2.

As contagens de plaquetas e leucdcitos apresentaram diminuicdo estatisticamente
significativa (p<0,05) entre 0 momento controle e o ultimo dia de estocagem, nos dois
grupos. N&o foram observadas variaces significativas (p>0,05) em relacdo a contagem de
hemacias. O indice de hematocrito foi inferior a 1% em todas as bolsas de concentrados de
plaquetas utilizadas.

Em relagdo a mensuracdo do pH, houve diminuicdo estatisticamente significativa
(p<0,05) entre 0 momento controle e o Gltimo dia de estocagem, nos dois grupos e foi

observada diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre os momentos finais dos
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grupos avaliados (5 dias e 7 dias). Uma porcentagem significativa dos CP apresentou
valores de pH adequados no ultimo dia de estocagem, sendo que o pH manteve-se > 6,4 em
91% (10/11) das bolsas do grupo | e em 45% (5/11) das bolsas no grupo Il. Considerando-
se como parametro de qualidade pH > 6,2 e utilizando valores obtidos por meio do
phmetro, este pH foi observado em 100% (11/11) das bolsas do grupo | e em 73% (8/11)
das bolsas do grupo Il, no Gltimo dia de estocagem. Os valores de pH obtidos com a fita de
pH foram proximos aos obtidas pelo pHmetro.

Os valores mensurados de glicose apresentaram diminuicdo estatisticamente
significativa (p<0,05) entre 0 momento controle e o uUltimo dia de estocagem, nos dois
grupos.

A avaliagdo do swirling apresentou diminuicdo estatisticamente significativa
(p<0,05) entre 0 momento controle e o ultimo dia de estocagem nos grupos | e Il. Foi
observada diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre 0 5° e o 7° dia. No ultimo
dia de armazenamento das bolsas, 100% (11/11) do grupo | e 82% (9/11) do grupo Il
apresentaram swirling maior ou igual a 1.

Houve correlacdo positiva estatisticamente significativa entre o swirling e pH no
grupo | (r=0,542, p<0,05) e no grupo Il (r=0,888, p<0,001). Houve correlacdo positiva
estatisticamente significativa entre o swirling e glicose no grupo | (r=0,646, p<0,05) e no
grupo Il (r=0,638, p<0,05). Ocorreu também correlacdo positiva estatisticamente
significativa ocorreu entre o pH e glicose no grupo Il (r=0,697, p<0,001).

Todas as 22 bolsas utilizadas no estudo apresentaram resultados negativos para o

isolamento de microorganismos.

DISCUSSAO

Na Medicina Veterinaria, sdo escassos 0s estudos que avaliaram as alteracdes
plaquetarias em CP caninos o que torna importante a realizacdo de estudos especificos na
area da hemoterapia veterinaria.

Os volumes das unidades plaquetarias obtidas apresentaram-se dentro do valor de
referencia preconizado, que varia de 50 a 70mL (ANVISA, 2004). Volumes inadequados
de CP podem reduzir significativamente a viabilidade e funcdo das plaquetas. Volumes

inferiores a 50 mL podem promover aumento na formacéo de lactato e consequente maior
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reducdo do pH, prejuizos no tamponamento do meio plasmatico alterando o metabolismo
celular e também ocorréncia de estimulacgéo e ativacao plaquetarias pelo maior contato com
a parede plastica da bolsa (SINGH et al., 2009).

A obtencdo de concentracfes adequadas de plaquetas nas bolsas depende de uma
padronizacdo adequada dos protocolos de centrifugacdo para cada hemocentro veterinario
(ABRAMS-OGG et al.,, 1993; ALLYSON et al.,, 1997; ABRAMS-OGG, 2000). No
presente estudo, todas as bolsas apresentaram contagens plaquetarias acima de 5,5 X
10"%unidade no momento controle, atendendo as especificacBes para bancos de sangue
humanos (ANVISA, 2004). Apesar da diminuigdo significativa na contagem plaquetaria,
todas as bolsas do grupo I e 11 apresentaram valores acima de 5,3 x 10*/unidade no dltimo
dia de estocagem. Estes valores foram discretamente inferiores aos relatados em estudos
veterinarios previos (ABRAMS-OGG et al, 1993; ALLYSON et al., 1997; ULATA, 2005;
GONCALVES, 2006), entretanto, ainda ndo foram estabelecidos valores especificos para
CP caninos. Diminui¢Bes das contagens de plaquetas também foram descritas em CP
humanos estocados durante apenas dois dias (NEIVA et al., 2003). Em um estudo médico,
Tostes et al. (2008), encontraram reducdes significativas na concentracdo de plaquetas em
CP estocados por 5 dias, atribuindo a este fato a formagdo de microagregados plaquetarios,
lise celular e alteracGes metabolicas durante o armazenamento. No entanto, diminui¢@es nas
contagens plaquetarias ndo foram relatadas em estudos veterinarios que avaliaram CP
estocados durante 5 dias (ULATA, 2005; GONCALVES, 2006) e 7 dias (ALLYSON et al.,
1997).

Todas as bolsas de CP utilizadas neste estudo apresentaram indice de hematdcrito
<1% e baixa contagem de hemacias, semelhante aos valores de estudos veterinarios prévios
(ALLYSON et al., 1997; ULATA, 2005; GONCALVES, 2006). A presenca de hemacias
nas bolsas pode influenciar na incompatibilidade do CP durante a transfusdo, consumir
nutrientes e diminuir o pH da bolsa, j& que as hemécias mantém seu metabolismo durante a
estocagem (ULATA, 2005).

Preconiza-se um numero reduzido de leucocitos nas bolsas de CP, pois, além dos
riscos ja descritos anteriormente, a presenca de leucdcitos em nimero significativo pode
alterar o meio promovendo reducdo do pH, aumento do consumo de glicose e da producédo
de &cido latico (ALLYSON et al., 1997; SINGH et al., 2009; TYNNGARD, 2009). A
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contagem de leucécitos no momento controle nos dois grupos foi de 0,3 x 10%/unidade,
nimero préximo ao obtido em CP humanos (0,4 a 0,5 x 10° leucécitos/unidade) e caninos
(0,4 a 0,8 x 10® leucocitos/unidade) obtidos pelo mesmo método de centrifugagdo
(ULATA, 2005; TOSTES et al., 2008; SINGH et al., 2009). Neste estudo, houve
diminuicdo no numero de leucdécitos durante o periodo de estocagem, demonstrando uma
perda dessas células durante o armazenamento. Em estudo médico realizado por Tostes et
al. (2008), tambem foi observada uma diminuicdo significativa do nimero de leucdcitos
durante a estocagem de CP por 5 dias.

Uma baixa contagem de hemacias e leucdcitos nas bolsas pode ser atribuida ao
método de centrifugacédo e separacdo do PRP (ABRAMS-OGG et al., 1993; ALLYSON et
al., 1997). Neste estudo, apds a primeira centrifugacdo, a extracdo do plasma foi
interrompida quando a fase de separacdo plasma/hemacias encontrava-se a 2 cm do topo da
bolsa, evitando-se que houvesse contaminacao do PRP por leucocitos durante a extracao.

A mensuracdo do pH em CP é um dos parametros mais importantes para a
utilizacdo ou descarte das bolsas para transfusdo, j& que influencia diretamente a
viabilidade plaquetaria (VAN DE MEER et al., 2001; TYNNGARD, 2009). Para a
avaliagdo do pH dos CP caninos optou-se por utilizar a fita de pH (Merck®), referenciada
em alguns estudos em bancos de sangue humanos como uma técnica fidedigna, simples,
rapida e que necessita de um pequeno volume de amostra, possibilitando uma avaliagédo
continua das bolsas sem a necessidade da abertura do sistema (BUCHIGNANI et al., 1998;
MATSUBAYASHI et al., 1999; HAY & BRECHER, 2004; GUERIN & BURTET, 2006).
No ultimo dia de estocagem, foi realizada também a mensuracdo do pH por meio de um
pHmetro. Os resultados obtidos por meio da fita apresentaram indica¢fes proximas aos do
pHmetro, sendo portanto, um adequado método de avaliacdo do pH em bolsas de CP
caninos.

Neste estudo, houve diminuicdo do pH durante o periodo de estocagem nos dois
grupos, sendo que a diminui¢do foi mais significativa no grupo estocado até o 7°dia. Em
um estudo realizado por Klein et al. (1999), foram avaliados 22 CP caninos estocados
durante 10 dias a 22°C e os autores observaram diminuigdes significativas do pH (abaixo de

6,3) a partir do 5° dia de estocagem. Os autores concluiram que as mudancas bioquimicas
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que ocorrem nos CP caninos durante o armazenamento séo semelhante as que ocorrem em
CP humanos.

A visualizagdo do swirling é um método simples e ndo invasivo, que avalia
indiretamente da manutengdo da morfologia e funcéo plaquetarias durante a estocagem dos
CP (HERVIG et al., 1999). Assim como o pH, o swirling diminuiu com o tempo de
armazenamento nos dois grupos, tendo ocorrido reduces mais significativas nas bolsas
armazenadas até o 7° dia. A correlagdo positiva entre pH e swirling observada no presente
estudo também foi descrita em trabalhos humanos e veterinarios (HERVIG et al., 1999;
DIJKSTRA-TIEKSTRA et al., 2004; ULATA, 2005; DEVINE & SERRANO, 2010). As
bolsas de CP que apresentaram, no ultimo dia de estocagem, valores de pH acima de 6,4
apresentaram escore de swirling maior ou igual a 2, demonstrando boa viabilidade e funcéo
plaquetérias. Nas bolsas que apresentaram valores de pH entre 6,4 e 6,2 observou-se escore
de swirling igual a 1, e em CP que apresentaram pH inferior a 6,2, o escore de swirling foi
zero. Estes resultados reforcam a relagdo direta entre o pH e a avaliacdo da funcéo
plaquetaria em CP.

Durante o periodo de estocagem das bolsas de CP, as plaquetas caninas mantém seu
metabolismo, consumindo a glicose presente no meio e reduzindo o pH (ALLYSON et al.,
1997; GUERIN & BURTET, 2006; DEKKERS et al., 2007; ZHANG et al., 2008). Houve
diminuicdo significativa nos niveis de glicose durante a estocagem nos dois grupos,
demonstrando o consumo deste componente durante 0 armazenamento. A correlacdo direta
entre os valores de glicose, pH e swirling demonstram a interacdo desses parametros
quimicos e fisicos analisados nas bolsas de CP caninos, que envolvem diretamente o

metabolismo celular, a morfologia das plagquetas e sua viabilidade durante a estocagem.

CONCLUSAO

Durante o periodo de estocagem de CP caninos é importante a analise das suas
caracteristicas fisicas e quimicas para um adequado controle de qualidade.

O tempo de armazenamento das bolsas influi diretamente nessas caracteristicas,
quanto maior o periodo, mais intensas sdo as alteragdes. Desta forma, as bolsas de CP
caninas podem ser estocadas por até 7 dias, atentando-se ao fato de que ha uma diminuicdo

mais evidente da viabilidade e funcdo plaquetarias pelo prolongamento do tempo de
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armazenamento. O periodo de 5 dias mostrou ser um tempo adequado para a estocagem CP
caninos, com a manutencéo da qualidade das bolsas.

Na medicina transfusional, ndo ha um exame especifico que, utilizado isoladamente,
seja capaz de avaliar todos os pardmetros relacionados a qualidade das bolsas de CP, sendo
necessaria a combinacdo de vérias analises para que se obtenham informacdes sobre a
viabilidade das plaquetas estocadas. Para a avaliacdo de CP caninos em hemocentros
veterindrios, sugere-se que sempre seja realizada a mensuracdo do pH, contagem de
plaquetas e observacdo do swirling. Na Medicina Veterinaria, embora existam poucos
estudos na area, € importante que protocolos sejam estabelecidos, técnicas avaliadas e

parametros especificos sejam relatados.
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Tabela 1. Avaliacdo dos parametros de qualidade em concentrados de plaquetas caninos
(média £ D.P.) por meio de contagens celulares e mensuraces de glicose, pH (fita

MercK®) e swirling, no momento controle (M0) e no 5° dia de estocagem.

Momentos
MO 5° dia

Plaqueta x 10'% unidade 5,9 (+ 1,4)° 5,4 (+ 0,4)°
Hemacias x 10'°/unidade 0,6 (+ 0,4)* 0,4 (+0,3)?
Leucécitos x 10%/unidade 0,3(+0,3)2 0,1(+0,1)°
Glicose (mg/dL) 456 (+ 80)*° 388 (+ 121)°

pH 7,0(x0,1)? 6,7 (+0,2)"
Swirling (escore 0 a 3) 100% (3) 9% (1); 55% (2); 36% (3)

Letras mindsculas diferentes representam valores significativamente diferentes (p<0,05)

Tabela 2. Avaliacdo dos pardmetros de qualidade em concentrados de plaquetas caninos
(média £ D.P.) por meio de contagens celulares e mensuraces de glicose, pH (fita

MercK®) e swirling, no momento controle (M0) e no 7° dia de estocagem.

Momentos
MO 7° dia
Plaqueta x 10"% unidade 5,8 (+0,6)° 53 (+0,3)"
Hemaécias x 10*%/unidade 0,4 (+0,5)2 0,4 (+0,2)2
Leucéeitos x 10%/unidade 0,4 (x0,3)*° 0,1(+0,1)°
Glicose (mg/dL) 452 (+ 90)? 340 (+ 96)°
pH 7,01(x0,1)2 6,5 (+0,2)°
Swirling (escore 0 a 3) 100% (3) 27% (0); 27% (1); 46% (2)

Letras mindsculas diferentes representam valores significativamente diferentes (p<0,05)
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Avaliacdo da fungéo plaquetéria e expressdo da GPIIbllla em concentrados de
plaquetas caninos estocados

Avaliacao de concentrados de plaguetas caninos

CARLA C.M. RIANI COSTA'; MARJORIE A. GOLIM?* REGINA K. TAKAHIRA"
! Departamento de Clinica Veterinaria - Laboratério Clinico Veterinario, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), UNESP, campus de Botucatu; 2Hemocentro,
Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB), UNESP, campus de Botucatu Distrito de
Rubido Jr., s/n° caixa postal 560, CEP:18618-970, Botucatu, SP, Brasil. E-mail:

takahira@fmvz.unesp.br *autor para correspondéncia

RESUMO

A transfusdo de concentrado de plaquetas é uma terapia que visa controlar episodios
de sangramento ativo em animais com trombocitopenia ou trombocitopatia. Durante o
periodo de estocagem das bolsas, as plaquetas sofrem alteracdes que devem ser analisadas.
O objetivo do presente estudo foi avaliar a funcdo plaquetéria pela técnica turbidimétrica de
agregacédo e a expressdo da GPlIbllla por meio da citometria de fluxo, em concentrados de
plaquetas caninos estocados. Foram utilizadas 22 bolsas de sangue obtidas de cées
saudaveis, divididas em dois grupos, sendo um estocado por 5 dias e o outro por 7 dias. Foi
realizado o teste de agregacdo plaquetaria, com os agonistas ADP e epinefrina, para
avaliacdo funcional das plaquetas. A avaliacdo da expressdao da GPIIbllla na superficie
plaquetaria foi realizada por meio de citometria de fluxo, com os anticorpos monoclonais
CD41 e CD61. Houve diminuicdo na resposta agregatdria nos dois grupos durante o

periodo de estocagem, com o uso isolado ou associado aos agonistas. Na citometria de
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fluxo, os anticorpos apresentaram uma alta porcentagem de fluorescéncia em todos os
momentos, e ndo houve variacdo significativa na média de intensidade de fluorescéncia
plaquetéria. Conclui-se que durante o periodo de estocagem de concentrados de plaquetas,
h& uma perda funcional das células devido a reducdo da resposta agregatoria, e sugere-se a
utilizacdo associada dos agonistas para a realizacdo da técnica. Os anticorpos usados na
citometria de fluxo podem ser utilizados na avaliacdo da GPlIbllla de plaquetas caninas

durante os periodos de estocagem avaliados.

Palavras-chave: agregacdo plaquetaria, cdo, citometria de fluxo, concentrado de plaquetas,

plaquetas.

INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, tem ocorrido na Medicina Veterinaria um aumento na
utilizagcdo de hemocomponentes em relacéo a transfuséo do sangue total*?.

Os concentrados de plaquetas (CP) apresentam um volume reduzido (50 a 70mL) e
uma concentracdo maior de plaguetas em compara¢do com o sangue total ou com outros
hemocomponentes, possibilitando maiores beneficios para o paciente transfundido. O uso
de CP permite a transfusdo de grandes quantidades dessas células, proporcionando um
incremento plaquetario maior em relacdo ao uso de outros hemocomponentes, além de
evitar complicacdes como hipervolemia, hiperproteinemia e outras reages transfusionais *.

A transfusdo de plaquetas é uma terapia que visa controlar episodios de
sangramento ativo em animais que apresentam diminuicdo no numero de plaquetas
circulantes (trombocitopenias) ou que apresentem disfuncbes plaquetarias qualitativas

(trombocitopatias)*. Também pode ser utilizada profilaticamente, na prevencdo de um
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possivel sangramento causado por procedimentos cirdrgicos em  animais
trombocitopénicos®.

Existem testes de avaliacdo da qualidade de CP em bancos de sangue, como a
mensuragdo do pH, glicose, contagem celular, entre outros. Estes testes possibilitam uma
analise mais criteriosa do hemocomponente a ser transfundido™°.

Para a avaliacdo funcional das plaquetas no CP, pode-se utilizar a prova de
agregacdo plaquetéria. A agregacdo € um método cléssico, que ainda nos dias de hoje, na
Medicina e na Medicina Veterinaria, € considerado 0 método “padrdo ouro” para a
avaliacdo funcional das plaquetas e a técnica de escolha é a turbidimetria®’.

A técnica turbidimétrica baseia-se na mensuragdo de mudancas na densidade Optica
do plasma, causadas pelo aumento da transmissédo da luz por meio do plasma rico em
plaquetas (PRP), ap6s a adicdo do agonista. O aparelho mensura a porcentagem de
agregacdo comparando a amostra de PRP com o plasma pobre em plaquetas (PPP) do
mesmo animal. Se todas as plaquetas da amostra agregarem, a transmissao de luz do PRP
sera de 100% em relagdo ao PPP e uma curva sera desenhada de acordo com esta resposta °.

Os agonistas mais citados na avaliacdo da agregacdo plaquetaria em cédes sdo o
ADP, epinefrina, fator ativador de plaquetas (PAF), é&cido araquidbnico, trombina,
ristocetina e colageno. Estes agonistas podem ser utilizados isoladamente ou aos pares®®®.

A avaliacdo da agregacdo plaquetdria em cdes pelo método turbidimétrico é
considerada uma técnica de importante relevancia clinica, de facil padronizacdo e utilizada
frequentemente em estudos clinicos e em pesquisas®®™°. A agregacéo plaquetaria é um teste
utilizado na avaliacdo funcional de plaquetas estocadas em bancos de sangue humanos e

estudos tém demonstrado que ocorrem diminui¢cBes da resposta agregatdria em bolsas
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estocadas’?*®. No entanto, so escassos o0s estudos que avaliaram a funcdo plaquetaria em
CP caninos®*".

Outro método utilizado na avaliagdo das plaquetas é a citometria de fluxo (CF)**™.
Na Medicina Veterinaria, esta técnica possui importante aplica¢do na avaliacdo funcional,
estrutural e na ativagdo plaquetaria em diversos estudos in vivo e in vitro'®*"81°,

A citometria consiste em analisar amostras de células em suspensdo marcadas com
anticorpos monoclonais especificos, ligados a fluocromos. A analise é realizada por meio
do citdmetro de fluxo com a leitura das células baseando-se no tamanho (Forward Scatter -
FSC), granulosidade ou complexidade interna (Side Scatter - SSC) e fluorescéncia das
mesmas. Apds a identificacdo e leitura da populagdo celular da amostra, os sinais de
fluorescéncia sdo expressos em porcentagem de células positivas ou em média de
intensidade de fluorescéncia (MIF)*®202,

A CF pode ser utilizada na analise plaquetaria por meio da mensuracdo de
componentes granulares especificos, na expressdo de receptores de membrana, e na
avaliacdo da resposta plagquetéria & adicéo de agonistas’®'®*"?*?* Mudancas na expressdo
dos receptores de membrana, também chamados de glicoproteinas, sdo muito estudadas em
CP estocados em bancos de sangue humanos. As glicoproteinas plaquetérias
frequentemente avaliadas séo a GPIb, GPlIbllla e GPIV, entre outras. Dentre os estudos
realizados em bancos de sangue humanos com CP, a avaliacdo da expressdo da GPIIbllla
tem sido muito utilizada'®?*?*%,

A GPIlIbllla (CD41/CD61) é a principal e mais representativa glicoproteina na

superficie plaquetaria. Ela é formada por um complexo de cadeias de polipeptideos,

composta pelas subunidades 1lb (CD41) e Illa (CD61). Sabe-se que a plaqueta humana em
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repouso apresenta aproximadamente 50.000 copias da GPlIbllla na superficie da membrana
e 30.000 copias ficam internalizadas na célula®®?"28,

Na ativacdo plaquetaria, a GPIlIbllla muda sua conformagdo e expressdo na
superficie da membrana, atuando como um receptor de interacdo entre as plaquetas e na
ligacdo das plaquetas com proteinas do subendotélio vascular. Portanto, esta glicoproteina é
fundamental no processo de adesdo e agregacdo plaquetarias, funcionando como um
receptor na ligacdo com o fibrinogénio, fator de von Willebrand e fibronectina™%.

A identificacdo e expressdo da GPIIbllla em plaquetas caninas estocadas também
pode ser um importante pardmetro de avaliacdo dessas celulas durante o armazenamento
em CP. No entanto, apesar dos estudos realizados em bancos de sangue humanos, até o
presente momento ndo foram encontrados estudos que tenham avaliado esses parametros
em CP caninos pela citometria de fluxo.

A expressdo deste receptor depende da natureza e intensidade dos estimulos que
ativam as plaquetas, podendo estes estimulos desencadear aumentos ou ndo alterar a
expressao da glicoproteina. A diminuicdo na expressao da GPIIbllla também pode ocorrer,
embora estudos médicos tenham demonstrado que essas reducbes ndo apresentaram
relevancia sobre a funcéo plaquetaria®®*"?®,

Os anticorpos monoclonais podem se ligar a glicoproteina de diversas formas, como
por exemplo, reconhecendo todo o receptor na superficie plaquetaria, ligando-se
especificamente as subunidades Ilb e Illa, ou reconhecendo sitios expostos pela
glicoproteina quando esta muda sua conformacdo na ativagdo plaquetaria>?. Existe uma
grande variedade de anticorpos monoclonais vendidos comercialmente que sdo utilizados
na identificacdo da GPIIbllla em plaquetas humanas, embora apenas alguns anticorpos sdo

citados por apresentarem reacéo cruzada com plaquetas caninas'®#329303%,
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Desta forma, torna-se importante a padronizacdo de técnicas para a utilizacdo de
anticorpos monoclonais que identifiquem a GPIIbllla em plaquetas caninas estocadas em
CP, permitindo a avaliacdo de mudancas na expressao desta glicoproteina durante o periodo
de estocagem e possibilitando outras avaliagcdes de viabilidade e ativagdo plaquetérias em
estudos futuros.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a funcdo plaquetaria pela técnica
turbidimétrica de agregacdo com o uso de ADP e epinefrina, e avaliar a expressdo da
GPlIbllla por meio da citometria de fluxo, em CP caninos durante o periodo de estocagem

de 5 e 7 dias.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 22 cées higidos, com peso minimo de 25 kg, machos e fémeas,
com idade entre 1 e 8 anos, de diversas ragas, provenientes do canil da FMVZ — Unesp -
campus de Botucatu ou de proprietarios voluntérios. Estes animais foram avaliados quanto
ao estado de higidez por meio de avaliacdo clinica, hemograma, exames bioquimicos
(uréia, creatinina, ALT, FA, GGT, proteinas totais e albumina) e PCR para Erlichia sp.
Todos os cées possuiam vacinagdo anual e vermifugacdo semestral atualizadas e sem
histérico de uso de medicamento nos ultimos dois meses. O estudo foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Experimentacio Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia — Unesp — campus de Botucatu, protocolo n°166/2008 - CEEA

A colheita do sangue foi realizada pela venopuncéo da jugular, ap6s tricotomia e
antisepsia local. Utilizou-se o método gravitacional para o preenchimento da bolsa de
sangue, com homogeneiza¢do mecénica durante todo o procedimento. O tempo médio de

colheita foi de 8 minutos. Foram utilizadas bolsas de sangue triplas de plastico, com
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anticoagulante CPDA-1, sendo a bolsa principal com capacidade para 450 £ 50 mL de
sangue total (JP Industria Farmacéutica®). A pesagem das bolsas durante a colheita foi
realizada em balanca digital, atingindo-se o peso final 560 + 5 gramas, correspondendo a
cerca de 450mL de sangue total.

O sangue fresco total obtido foi processado em até trés horas apds a colheita,
para obtencdo do CP. As duas centrifugacdes da bolsa foram realizadas a 22°C (ROTANTA
460RS - Hettich ®). Na primeira centrifugacdo da bolsa de sangue total, foi utilizada uma
forca centrifuga relativa de 1.000g durante 8 minutos e 30 segundos (incluindo o tempo de
aceleracdo de 2 minutos e 30 segundos), para obtencéo do plasma rico em plaquetas (PRP),
caracterizando a centrifugacdo leve. O PRP foi separado do concentrado de hemacias e
transferido para a bolsa satélite especifica para plaquetas. Em seguida, foi feita a segunda
centrifugacdo a partir do PRP durante 11 minutos a 2.000g (incluindo o tempo de
aceleracdo de 1 minuto). O sobrenadante ou plasma pobre em plaquetas (PPP), foi
transferido para outra bolsa satélite, obtendo-se o concentrado de plaquetas com um peso
médio de 67 gramas. O PPP de cada animal foi armazenado em freezer (-20°C) para sua
posterior utilizagdo na técnica de agregacao plaquetaria.

O concentrado de plaquetas foi mantido em repouso durante 60 minutos para
promover a desagregacdo plaquetaria. Apds este periodo, a bolsa foi armazenada sob
agitacdo constante em um homogeneizador de plaquetas rotacional (AP30 - PRESVAC®)
em ambiente climatizado & temperatura de 22 a 24°C.

Foram constituidos dois grupos experimentais, sendo o grupo | (n=11)
concentrados de plaquetas armazenados durante 5 dias e o grupo Il (n=11) concentrados de
plaquetas armazenados por 7 dias. Os dois grupos foram submetidos as andlises de

avaliacdo da agregacdo plaquetaria e andlise da expressdao da GPlIbllla no momento
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controle, logo apds a colheita, e no quinto (grupo 1) e sétimo (grupo Il) dias de
armazenamento. N&o houve isolamento de microorganismos (bactérias aerobicas,
anaerobicas ou fungos) durante o periodo de estocagem nos dois grupos.

O teste de agregacdo plaquetaria foi realizado pela técnica turbidimétrica, em
um agregdmetro de plaquetas (NETLAB 2000 — ZENITE®). A agregacdo plaquetéria foi
realizada mediante adicdo dos agonistas ADP (ADP reagent — Sigma Diagnostics®) e
epinefrina (Epinefrine reagent — Helena Diagnostics®), nas concentracfes 200puM/mL e
3mM/mL respectivamente. A amostra colheitada da bolsa de CP foi ajustada para uma
contagem de 200 a 300 x 10° plaguetas/pL, com o PPP autélogo. 450uL do concentrado
plaquetario ajustado foram incubados em uma cubeta de vidro contendo uma barra
magnética, a 37°C durante 5 minutos. Apds este periodo, os agonistas foram adicionados,
sendo 25uL de ADP e 25 pL de epinefrina quando associados e 50uL de ADP ou
epinefrina quando utilizados isoladamente. A calibracdo do aparelho foi realizada com o
PPP autdlogo de cada amostra e a resposta das plaquetas frente aos agonistas foi mensurada
durante 5 minutos e expressa em porcentagem de agregacdo®.

Para a avaliacdo por meio da citometria de fluxo, foram preparadas trés
aliquotas de cada bolsa em cada momento de avaliacdo e utilizando-se dois anticorpos
monoclonais na identificacgdo da GPllbllla, CD61-FITC (clone Y2/51, Dako® CA) e
CDA41/FITC (clone 5B12, Dako®, CA). As amostras foram diluidas em solugdo tampéo de
PBS filtrado para padronizacéo da contagem plaquetéria em 100 a 150 x 10° plaquetas/pLL.
Em seguida, dois tubos contendo 100uL cada desta solugédo foram incubados, um com
10pL do anticorpo monoclonal CD61 e o outro com 10uL do anticorpo monoclonal CD41,
no escuro e em temperatura ambiente (24°C) durante 15 minutos®’. Como controle

autofluorescente, foi utilizado um tubo contendo 100uL da solucdo, incubado durante 15
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minutos sob as mesmas condi¢des. Ao final do periodo de incubacdo, cada amostra foi
diluida em 500uL de solucdo tampéo PBS filtrado e a leitura realizada imediatamente apos
a diluigdo no citdmetro de fluxo.

As anélises foram realizadas no citometro de fluxo (FACScalibur® BD,
Hemocentro na Faculdade de Medicina da Unesp, Botucatu), e os dados processados no
programa CellQuest® (BD). A populacdo de plaquetas foi selecionada por “gates”
excluindo a marcacdo autofluorescente, usando-se os pardmetros de tamanho (FSC),
granulosidade (SSC) e positividade de fluorescéncia, contada em 20.000 eventos. Os
resultados obtidos em porcentagem de células marcadas pelos anticorpos e a média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) foram expressos em histogramas.

Os resultados foram submetidos a analise descritiva e as médias dos momentos
foram comparadas pelo teste t pareado. As comparacdes entre os grupos foram realizadas
por meio do teste t. Todas as anélises foram realizadas ao nivel de 5% de significancia, no

software SIGMASTAT®.

RESULTADOS

As porcentagens de agregacdo dos dois grupos estdo descritas nas tabelas 1 e 2.
Houve diminuicdo na resposta agregatdria estatisticamente significativa (p<0,05) entre o
momento controle e o Ultimo dia de estocagem, no grupo | e I, pela adigdo isolada e
concomitante de ADP e epinefrina. Ndo houve diferenga entre os momentos controle e
entre 0 5° e 7° dias de estocagem, nos dois grupos. Apesar de ndo haver diferenca
estatisticamente significativa, observou-se uma resposta plagquetaria potencializada com o

uso concomitante do ADP e epinefrina, em relacdo ao uso isolado dos agonistas.
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A porcentagem média de plaquetas marcadas pelos anticorpos monoclonais CD41 e
CD61 na analise por CF variou de 96 a 99% em todos 0s momentos nos dois grupos. Nao
houve variagdo estatisticamente significativa (p>0,05) na porcentagem de plaquetas
marcadas pelos anticorpos CD61 e CD41, sendo obtida uma intensa marcacdo pelos
anticorpos em todos os momentos. N&o houve diferenca estatisticamente significativa
(p>0,05) em relagcdo a MIF dos anticorpos monoclonais entre 0s momentos estudados e

entre 0S grupos.

DISCUSSAO

Na técnica de agregacgdo plaquetaria, o ADP e a epinefrina foram escolhidos como
agonistas, devido a sua ampla utilizacdo em estudos veterinarios e por eles interagirem em
diferentes vias da ativacdo plaquetaria®®®33. O ADP estimula a agregaco pela inducéo de
mudancas conformacionais na glicoproteina GPIIbllla promovendo a exposi¢do do sitio de
ligacdo do fibrinogénio, e a epinefrina atua na estimulacdo de receptores de membrana alfa
2 adrenérgicos’.

No presente estudo, a resposta agregatoria com o uso isolado ou concomitante dos
agonistas apresentou diminuicdo significativa nos dois grupos, sugerindo que o0
armazenamento e o tempo de estocagem sdo deletérios a funcdo das plaguetas caninas.
Estudos veterindrios que avaliaram CP caninos também observaram diminuicGes
significativas da agregacdo ap6s o 4° dia de estocagem™*.

Nos CP avaliados no presente estudo, a agregacdo plaquetaria com o uso dos
agonistas ADP e epinefrina isoladamente foram semelhantes entre si, e induziram uma
fraca resposta agregatoria. Em um estudo veterinério realizado por Allyson et al. (1997), a

agregacao plaquetaria em CP caninos foi avaliada nos dias 0, 3, 5 e 7 de estocagem, pela
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adicdo isolada e concomitante de ADP, colageno e PAF. A resposta agregatoria média em
relacdo ao uso isolado do ADP foi de aproximadamente 20% nos dias 0 e 5, e 15% no dia
7, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre os momentos.

Resultados semelhantes na porcentagem de agregagdo foram obtidos em estudos
médicos. NEIVA et al. (2003) avaliando a agregacao plaquetaria em CP, empregaram como
agonistas plaquetérios o colageno, ADP e epinefrina isoladamente, e obtiveram indices de
agregacéo no 5° dia de 15%, 4% e 3% respectivamente. MIYAJI et al. (2004) avaliaram a
agregacao plaquetaria em CP colhidos por aférese estocados durante 3 dias, pela adi¢do de
ADP e colageno separadamente, e a média (£ D.P.) de agregacdo obtida com o ADP no
altimo dia foi 17,6 £ 9,3%. Em outro estudo, realizado por AKAY et al. (2007), dois grupos
de bolsas CP foram avaliados em relacdo a funcdo plaquetaria pela agregacdo com ADP e
colageno, e em relacdo a ativacdo plaquetaria por meio da citometria de fluxo. Em relacéo a
resposta agregatoria, houve uma reducdo funcional significativa das plaquetas durante o
periodo de estocagem, sendo que as médias (+ D.P.) obtidas no 5° dia com o uso do ADP
foram 25 £ 17% e 13 £ 18%. Nao foram encontrados estudos com CP caninos utilizando a
epinefrina isolada ou associada ao ADP.

Apesar do ADP e epinefrina isoladamente demonstrarem uma capacidade reduzida
em induzir agregacdo em plaquetas caninas, a associagdo desses agonistas tem demonstrado
promover uma potencializacdo constante e irreversivel da agregagdo, em estudos clinicos
veterinarios®®°3,

As avaliacOes da agregacdo plaquetaria nos grupos | e 11 com o uso concomitante do
ADP e epinefrina, apresentaram uma resposta agregatoria mais intensa em relacdo ao uso
isolado dos agonistas. Embora no estudo veterinario realizado por Allyson et al. (1997)

tenham sido utilizados pares de agonistas diferentes (ADP, colageno e PAF), os autores
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também observaram potencializacdo da agregacdo com o0 uso associado dos agonistas
plaquetarios e diminuigdo significativa da resposta durante a estocagem. No entanto, em
um estudo médico realizado por Tostes et al. (2008), foram obtidas porcentagens de
agregacdo plaquetéaria mais elevadas com a utilizagdo concomitante do acido araquidénico
e ADP ou epinefrina. Estes autores concluiram que as porcentagens de agregacdo (40 a
60%) foram maiores que as de outros estudos médicos, devido ao uso concomitante desses
agonistas.

A andlise plaquetaria pela CF pode fornecer informacdes importantes sobre a
viabilidade dessas células estocadas em CP. O presente estudo avaliou a expressédo da
GPlIbllla, com a utilizagdo de dois anticorpos monoclonais, CD61 e CD41, que ligam-se
separadamente a subunidades Ilb e Illa. As avaliacbes demonstraram que as plaquetas
caninas sdo intensamente marcadas por esses anticorpos e que ndo houve variagdo na
expressdo da glicoproteina durante a estocagem, nos dois grupos.

Resultados semelhantes foram encontrados em estudos realizados com CP
provenientes de bancos de sangue humanos. Em estudo realizado por Sandgren et al.
(2007), foram analisadas a expressdo da GPIIbllla, entre outros receptores, através do uso
de anticorpos monoclonais CD41 e CD61 em plaquetas estocadas. Durante o periodo de
estocagem de 7 dias, ndo houve diferenca significativa na expresséo do CD61 e do CD41.
AKAY et al. (2007) também avaliaram a ativacdo plaquetaria em CP pela citometria de
fluxo, porém com a adicdo de agonistas, e ndo foram encontradas variagfes significativas
na expressao do CD41 durante o armazenamento. WANG et al. (1999) avaliaram CP
estocados por 5 dias, utilizando varios marcadores, dentre eles 0 CD41, na avaliacdo das
plaquetas em repouso e estimuladas pela trombina. Foram encontradas variacbes na

expressdo dos outros marcadores utilizados, no entanto, a expressdao do CD41 n&o variou
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durante o periodo de estocagem, condizendo com os resultados do presente estudo. Outro
estudo que avaliou a ativagdo plaquetéria pela CF em CP obtidos por trés metodos de
separacdo diferentes, ndo observou alteracBes na expressdao da GPlIbllla pelo CD41,
durante os 8 dias de estocagem. No entanto, varia¢des significativas ocorreram com outros
marcadores de superficie, como CD62P, CD42 e anexina V, demonstrando que alteracdes
plaquetéarias ocorrem durante a estocagem e que a citometria de fluxo é uma ferramenta
importante nesta avaliacdo®.

Contrariamente a estes resultados, em um estudo médico realizado por Lozano et al.
(1999) foi demonstrada uma reducdo de 25% na expressdo da GPIIbllla durante o periodo
de estocagem de 5 dias, atribuindo esta reducdo as lesGes plaquetérias ocorridas durante o
periodo de estocagem em bolsas obtidas pela centrifugacdo do PRP. No entanto, os autores
afirmam que pelas analises concomitantes com marcadores adesivos € Coesivos
plaquetérios, essa reducdo na expressdo da GPlIbllla ndo influenciou a capacidade
funcional das plaquetas.

Em estudo veterinario realizado por Wilkerson & Shuman (2001), utilizando tubos
de EDTA com sangue total estocados a 4°C durante 3 dias, os autores avaliaram a
expressdo da GPIIbllla de plaguetas caninas, entre outros marcadores, com e sem a adi¢éo
de agonistas. Houve uma diminuicdo significativa na porcentagem de plaquetas positivas
para 0 CD61 durante a estocagem, nas amostras ndao estimuladas. Em 4 horas ap6s a
colheita, 80% das plaquetas apresentaram positividade para CD61, em 24 horas de
estocagem esse valor caiu para 45% e ap0s, os valores foram menores que 20%. Os autores
atribuiram essa redugdo na expressdo da GPlIbllla pela internalizacdo do receptor por
endocitose, ja que quando estimuladas, as plaquetas voltaram a expressar uma maior

porcentagem do CD61. No entanto, em condicdes adversas de estocagem, temperatura e
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utilizacdo de anticoagulantes inadequados, as plaquetas podem sofrer alteragdes
conformacionais, funcionais e dissociacdo de seus receptores, levando a uma reducgdo na
expressdo dos mesmos. Estes fatores podem explicar a intensa redugdo na expressao da
glicoproteina observada no estudo citado. Como as plaquetas possuem a GPllbllla
distribuida externa e internamente na membrana plasmatica e nos alfa-granulos
citoplasmaticos, isso permite que, havendo um estimulo plaquetéario, haja possibilidade de
uma maior exposicao do receptor e um aumento de sua expressdo na superficie®’.

Estudos que avaliem a capacidade hemostatica plaquetaria e a expressdo de
receptores de membrana sdo importantes para a avaliagdo da viabilidade dessas células
durante a estocagem de CP, embora sejam escassos na Medicina Veterinaria. A agregacdo
plaquetaria em CP caninos apresenta baixa resposta agregatdria, havendo uma reduc¢édo da
funcdo plaquetaria ao longo do tempo, sugerindo que a estocagem e o tempo de
armazenamento das bolsas influenciam na funcdo das plaquetas in vitro. O uso associado
dos agonistas promoveu uma maior porcentagem de agregacdo em todas as avaliacOes.
Assim, sugere-se 0 uso concomitante dos agonistas ADP e epinefrina na técnica de
agregacao plagquetaria em CP caninos.

A citometria de fluxo, assim como é utilizada na Medicina, possui diversas
aplicacbes na avaliacdo plaquetaria de CP caninos, e novos estudos sdo necessarios para
analisar essas células durante a estocagem. As plaquetas caninas estocadas em CP ndo
apresentam variagdo significativa na expressdao da GPIlIbllla pelos anticorpos CD41 e
CD61, e possuem alta porcentagem de fluorescéncia por até 7 dias, possibilitando que
estudos futuros possam ser realizados na avaliacdo desse e de outros marcadores

plaquetarios.
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TABELA 1: Valores médios (+ D.P.) das porcentagens de agregacdo plaquetaria no
momento controle (MO) e no 5° dia de estocagem das bolsas do grupo I, com o uso isolado

e concomitante do ADP e epinefrina.

Momentos
MO 5% dia
ADP 11.5 + 8.9% 41+41°
Epinefrina 11.1+6.0° 45+37°
ADP + Epinefrina 21.3+10.6° 13.3+8.8"

Letras mindsculas diferentes representam valores significativamente diferentes (p<0.05)

TABELA 2: Valores médios (+ D.P.) das porcentagens de agregacdo plaquetaria no
momento controle (MO0) e no 7° dia de estocagem das bolsas do grupo 11, com o uso isolado

e concomitante do ADP e epinefrina.

Momentos
MO 7° dia
ADP 14.2 +8.4° 54+53"
Epinefrina 14.7 +6.3° 44+37°
ADP + Epinefrina 22.3+175° 9+6.1°

Letras minudsculas diferentes representam valores significativamente diferentes (p<0.05)
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DISCUSSAO GERAL

No presente estudo, foram realizadas a padronizacgéo e validacdo das técnicas de
centrifugacdo de bolsas de sangue canino para obtencdo de concentrados de plaquetas.
A padronizacdo das técnicas utilizadas para a obtencdo dos diferentes
hemocomponentes é de suma importancia para 0s hemocentros que as utilizam. Existem
alguns protocolos descritos em literatura veterinaria, no entanto, a validacdo do
protocolo para cada banco de sangue € um procedimento necessério devido as
diferencas das centrifugas utilizadas (ALLYSON et al., 1997; ABRAMS-0OGG, 2000;
ABRAMS-0OGG, 2003; ULATA, 2005; GONCALVES, 2006).

Os CP sdo hemocomponentes que, por serem estocados a temperatura ambiente,
possuem maior risco de apresentarem multiplicagdo microbiana. Vérios fatores
relacionados a colheita, processamento e estocagem, podem permitir o ingresso de
microrganismos nas bolsas de CP. Deste modo, essas etapas devem ser realizadas de
forma criteriosa. Além dos cuidados adotados para prevencdo de contaminagdes das
bolsas, € importante que seja realizada uma avaliagdo microbioldgica para confirmar a
esterilidade e evitar septicemias em decorréncia de transfusées (KAUFMAN, 2006;
PALAVECINO et al., 2010). Neste estudo, todas as bolsas apresentaram resultado
negativo para o isolamento de bactérias aerdbicas, anaerdbicas e fungos, desta forma,
ndo foi possivel estudar as possiveis alteracdes decorrentes da presenca de agentes
microbianos nos CP.

N&o ha um exame especifico que, utilizado isoladamente, seja capaz de garantir
a qualidade das bolsas de CP, sendo necessaria a combinacdo de varios métodos
diagnosticos para que se obtenham informacBes sobre a viabilidade das plaguetas
estocadas. No presente estudo, verificou-se que a mensuracdo do pH e glicose, a
avaliacdo do swirling e as contagens celulares sdo ferramentas importantes para esta
avaliacdo. O consumo celular da glicose proveniente do metabolismo celular é o
principal responsavel pela diminuicdo do pH durante a estocagem, e estes fendmenos
influenciam na manutencdo da morfologia plagquetaria detectada pela observacdo do
swirling e na contagem de células.

N&o existem valores estabelecidos para a contagem de hemacias e leucocitos em
CP caninos, embora se objetive que este hemocomponente apresente baixa contagem
para essas células. Também ndo existem valores estabelecidos para a contagem de

plaguetas em CP caninos, e as normas da ANVISA (2004) estabelecem apenas valores
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para CP humanos. Apesar da reducdo do nimero de plaquetas no presente estudo, as
contagens de plaquetas foram discretamente inferiores aos resultados de contagens
obtidos em outros estudos veterinarios (ABRAMS-0OGG et al, 1993; ALLYSON et al.,
1997; ULATA, 2005; GONCALVES, 2006). E importante destacar que, nio apenas a
analise quantitativa, mas também a manutencdo das qualidades quimicas, fisicas e
funcionais das plaquetas € essencial para que elas possam exercer adequadamente suas
funcbes apds a transfusdo (ALLYSON et al.,, 1997; CARDIGAN et al.,, 2005;
KAUFMAN, 2006; DEKKERS et al., 2007).

O tempo de estocagem influenciou na qualidade dos CP caninos, sendo que as
bolsas estocadas durante 7 dias apresentaram maior porcentagem de unidades com
diminuicBes nos parametros analisados, quando comparadas aos CP estocado até o 5°
dia. Desta forma, recomenda-se 0 periodo de 5 dias para a estocagem de CP caninos,
entretanto, as bolsas podem ser mantidas até o 7° dia, atentado-se ao fato da maior perda
da qualidade e descarte das bolsas, alem da maior importancia aos exames de avaliacéo
dos CP.

O presente estudo avaliou as caracteristicas funcionais das plaquetas, aspecto
importante, porém pouco avaliado na medicina veterinaria transfusional. Os escassos
estudos humanos e veterinarios que avaliaram a agregacdo plaquetaria em CP
observaram diminuicdes significativas na porcentagem agregatéria durante o periodo de
estocagem (ALLYSON et al., 1997; KLEIN et al., 1999; NEIVA et al., 2003; MIYAJI
et al., 2004; AKAY et al., 2007) assim como neste estudo. Esses resultados demonstram
que ocorrem alteracGes funcionais nas plaguetas durante o0 armazenamento, associadas
as alteragdes de pH, glicose, swirling e contagens celulares. A avaliacdo da agregacdo
plaquetéria, que é o método padrdo ouro para avaliacdo funcional, reforca a necessidade
de anélises qualitativas das plaquetas presentes em CP caninos estocados, entretanto as
avaliacbes de pH, glicose e swirling foram capazes de detectar a diminuicdo da
qualidade dos CP.

A citometria de fluxo € uma técnica pouco utilizada na rotina veterinaria e nao
existem relatos prévios sobre a avaliagdo da GPIIbllla em CP caninos. A maioria dos
resultados das pesquisas em bancos de sangue humanos nao demonstraram variagdes na
expressao da GPlIblla durante o periodo de estocagem (WANG et al., 1999; AKAY et
al., 2007; SANDGREN et al., 2007), em acordo com o observado no presente estudo.
Entretanto, a citometria de fluxo demonstrou ser uma ferramenta importante a ser

utilizada em outros estudos plaquetarios, inclusive de plaquetas estocadas, uma vez que
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os anticorpos CD41 e CD61 apresentaram alta porcentagem de fluorescéncia e néo
apresentaram variagdes na MIF em plaquetas caninas. Estudos futuros poderédo
determinar as melhores técnicas para avaliacdo da qualidade dos CP no decorrer do

tempo de armazenamento.
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CONCLUSOES GERAIS

Nas condicdes em que foi realizado o estudo, os resultados obtidos permitiram

concluir que:

1. Durante o periodo de estocagem dos CP caninos ocorrem diminui¢Ges no pH, glicose,
swirling, contagem de plaquetas e leucécitos. Ndo ha variacdo na contagem de

hemacias;

2. Ha correlacao direta positiva entre o pH e swirling e glicose e swirling no grupo
estocado até o 5°%dia. H& correlacdo direta positiva entre o pH e swirling, glicose e
swirling e glicose e pH no grupo estocado até o 7°dia;

3. Os CP estocados até o 7°dia apresentam diminuicGes de pH, swirling e glicose mais

intensas que o grupo estocado até o 5°dia;

5. Durante o periodo de estocagem, ha diminuicdo na agregacdo plaquetéria avaliada

com o uso isolado e concomitante de ADP e epinefrina;

6. O uso concomitante do ADP e epinefrina promovem uma maior porcentagem de

agregacao plaquetaria.

7. As alteracdes fisicas (swirling) e quimicas (pH e glicose) observadas nos CP estdo
relacionadas a diminuicdo da capacidade funcional das plaquetas durante o periodo de

estocagem.

8. Os anticorpos monoclonais CD41 e CD61 apresentam alta porcentagem de

fluorescéncia nas plaquetas caninas estocadas;

9. N&o héa variacdo na MIF dos anticorpos monoclonais CD41 e CD61 em plaquetas

caninas durante o armazenamento;

10. Apesar das alteracdes fisicas, quimicas e funcionais encontradas nas plaquetas
caninas durante a estocagem, elas ndo apresentam variacbes na MIF e mantém a alta

porcentagem de fluorescéncia por até 7 dias.
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QUADRO 1. Valores individuais do pH mensurados no momento controle (MO0) e no

5°dia de estocagem das bolsas de concentrado de plaquetas do Grupo |I.

Bolsas Momentos
MO 5° dia 50 dia*
1 7,2 6,7 6,9
2 7 <6,4 6,2
3 7 6,7 6,8
4 6,7 6,7 7
5 7 7 7,1
6 7 6,7 7
7 7,2 6,7 7,2
8 7 6,7 6,8
9 7 6,7 7,2
10 7 6,7 6,8
11 7 7 7,1

* valores mensurados no aparelho de pHmetro
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QUADRO 2. Valores individuais do pH mensurados no momento controle (MO) e no

7°dia de estocagem das bolsas de concentrado de plaquetas do Grupo II.

Bolsa Momentos
MO 7° dia 7° dia*
1 7 <6,4 5,3
2 7 <6,4 6,3
3 7 6,4 6,4
4 7 <6,4 6
5 6,7 <6,4 6
6 7 6,7 6,7
7 7,2 <6,4 6,2
8 7 6,7 7,1
9 7,2 6,7 7
10 7 6,7 7,1
11 7 6,4 6,7

* valores mensurados no aparelho de pHmetro
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QUADRO 3: Valores individuais e médias da glicose (mg/dL) no momento controle
(MO) e no 5° dia de estocagem das bolsas de concentrado de plaquetas do Grupo I.

Bolsas Momentos
MO 5°dia

1 516 410
2 356 190
3 432 400
4 470 454
5 494 576
6 484 334
7 468 337
8 311 290
9 383 300
10 586 600
11 518 380

Médias 456 388

QUADRO 4: Valores individuais e médias da glicose (mg/dL) no momento controle
(MO) e 7° dia de estocagem das bolsas de concentrado de plaquetas do Grupo |II.

Bolsas Momentos
MO 7° dia

1 294 283
2 339 214
3 375 386
4 399 479
5 454 424
6 478 316
7 500 413
8 506 458
9 508 240
10 518 308
11 600 220

Médias 452 340
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QUADRO 5: Valores individuais e médias do swirling no momento controle (MO) e no

5°dia de estocagem das bolsas de concentrado de plaquetas do Grupo I (escala 0 a 3).

Bolsas Momentos
MO 5°dia

1 3 2
2 3 1
3 3 3
4 3 3
5 3 2
6 3 2
7 3 2
8 3 3
9 3 2
10 3 3
11 3 2

Médias 3 2,3

QUADRO 6: Valores individuais e médias do swirling no momento controle (MO0) e

7°dia de estocagem das bolsas de concentrado de plaquetas do Grupo Il (escala 0 a 3).

Bolsas Momentos
MO 7° dia

1 3 0
2 3 1
3 3 1
4 3 1
5 3 0
6 3 2
7 3 1
8 3 2
9 3 2
10 3 2
11 3 2

Médias 3 13
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QUADRO 7: Valores médios de intensidade de fluorescéncia (MIF) individuais do
anticorpo monoclonal CD61, avaliadas no momento controle (MO) e 5° dia de

estocagem das bolsas de concentrado de plaquetas caninos do Grupo |I.

Bolsas Momentos

MO 5°dia
1 609,8 276,3
2 385,4 134,6
3 4142 187,7
4 429,4 392,4
5 514,0 152,6
6 349,1 352,3
7 491,4 336,8
8 2414 518,6
9 245,8 504,8
10 572,6 116,5
11 368,5 365,2

QUADRO 8: Valores médios de intensidade de fluorescéncia (MIF) individuais do
anticorpo monoclonal CD61, avaliadas no momento controle (M0) e no 7° dia de

estocagem das bolsas de concentrado de plaquetas caninos do Grupo |II.

Bolsas Momentos

MO 7° dia
1 222,7 257,1
2 173,1 637,8
3 365,2 1747
4 264,2 106,5
5 214.8 220,7
6 254.8 138,2
7 296,9 230,8
8 425,5 396,0
9 453,2 349,1
10 433,2 333,8
11 449,1 269,0
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QUADRO 9: Valores médios de intensidade de fluorescéncia (MIF) individuais do

anticorpo monoclonal CDA41, avaliadas no momento controle (M0) e no 5° dia de

estocagem das bolsas de concentrado de plaquetas caninos do Grupo |I.

Bolsas Momentos

MO 5°dia
1 604,3 294,3
2 378,6 211,0
3 286,4 162,5
4 307,8 296,9
5 324,9 143,3
6 264,2 299,6
7 327,8 310,6
8 226,7 469,8
9 177,8 609,8
10 392,4 167,0
11 365,2 316,2

QUADRO 10: Valores médios de intensidade de fluorescéncia (MIF) individuais do
anticorpo monoclonal CDA41, avaliadas no momento controle (M0) e no 7° dia de

estocagem das bolsas de concentrado de plaquetas caninos do Grupo II.

Bolsas Momentos

MO 7° dia
1 243,6 149,9
2 230,8 349,1
3 4740 2642
4 316,2 207,2
5 237,1 230,8
6 3429 235,0
7 192,8 276,3
8 388,9 361,9
9 346,0 320,3
10 316,2 281,3
11 358,7 322,0
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TABELA 5. Intervalo das médias de intensidade de fluorescéncia (MIF) dos anticorpos
monoclonais CD41 e CD61, avaliados no momento controle (MO0) e no Gltimo dia de

estocagem das bolsas de concentrado de plaquetas caninos, do Grupo I.

Momentos
MO 5° dia
CD41 177,8 - 604,3° 143,3 - 609,8°
CD61 241,4 - 609,8° 116,5-518,6°

Letras minGsculas iguais representam valores significativamente iguais (p>0,05)

TABELA 6. Intervalo das médias de intensidade de fluorescéncia (MIF) dos anticorpos
monoclonais CD41 e CD61, avaliados no momento controle (MO0) e no ultimo dia de

estocagem das bolsas de concentrado de plaquetas caninos, do Grupo II.

Momentos
MO 7° dia
CD41 192,8 - 4742 149,9 - 361,9°
CD61 173,1 - 453,2° 106,5 - 637,8°

Letras minGsculas iguais representam valores significativamente iguais (p>0,05)
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FIGURA 1. Médias da agregacdo plaquetaria (%) dos concentrados de plaquetas
caninos, avaliados no momento controle (MO0) e no 5° dia de estocagem, pela adicdo dos
agonistas ADP e epinefrina.
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FIGURA 2: Médias da agregacéo plaguetaria (%) dos concentrados de plaquetas
caninos, avaliados no momento controle (MQ) e no 7° dia de estocagem, pela adi¢cdo dos
agonistas ADP e epinefrina.
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FIGURA 3: A) Histograma da populacdo de plaquetas selecionada (“gate”), em grafico
de tamanho (FSC-Height) e granulosidade (SSC-Height), obtido a partir do concentrado
de plaguetas canino. B) Histograma representando a autofluorescéncia da populagéo

plaquetaria, obtido a partir do concentrado de plaquetas canino.
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FIGURA 4: Histogramas representando a populagédo plaquetaria positiva para a

marcacgdo dos anticorpos monoclonais CD41 e CD61, obtidos a partir do concentrado de

plaguetas canino dos Grupos | e 11, no momento controle (A - CD41; B - CD61), no 5°
dia (C - CD41; D - CD61) e 7° dia de estocagem (E - CD41; F - CD61).
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