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Resumo

As vesiculas extracelulares (VEs) sdo formagfes membranérias heterogéneas de
tamanhos submicrométricos, que possuem fungdes especificas dependentes de sua
biogénese. Os Concentrados de hemécias (CH) sofrem inGmeras alteracdes
bioquimicas e morfoldgicas durante a estocagem comprometendo o meio intracelular
e extracelular. O controle de qualidade das unidade de CH avalia essa lesdo de
estoque das hemaécias principalmente a partir da determinacdo do grau de hemolise
através da dosagem de hemoglobina livre. Ndo se sabe ao certo a quantidade de
vesiculas extracelulares que um CH pode gerar durante seu armazenamento mas
muitos estudos relacionam as VEs com complicac6es pds-transfusionais. O objetivo
deste estudo foi analisar o controle de qualidade de concentrados de hemacias sob o
aspecto da identificacdo de vesiculas extracelulares, correlacionando o grau de
hemdlise e a identificacdo de VEs em CH de hemécias em diferentes dias de
conservacdo. Métodos: CH foram obtidos de 20 doadores saudaveis, refrigerados
armazenados por 35 dias, e avaliados para o perfil de doacdo de sangue, grau de
hemolise e dosagem de VEs por citometria de fluxo nos dias 5, 15, 25 e 35 de
armazenamento. Resultados: N&o houve diferenga estatistica significante entre o
perfil da doagdo e as dosagens de grau de hemolise e VEs. O nimero total de VEs
aumentou significativamente com o armazenamento assim como o grau de hemdlise,
observando maior correlagdo entre os métodos em D25 (p=0,0002) e D35
(p<0,0001). O tamanho das VEs foi avaliado pela intensidade de fluorescéncia que
demonstrou VEs < 3um. O grau de hemélise demonstrou ser um parametro pouco
confidvel, j& que mesmo nas unidades com baixo volume apresentou conformidade
nos valores. Pesquisas em caracterizacdo, quantificacdo e avaliagdo de danos
provocados pelas VES poderdo nortear novos rumos para o esclarecimento das lesées
de armazenamento e mostrar possiveis melhorias na avaliagdo de qualidade desses

hemocomponentes.

Palavras-chave: Vesiculas extracelulares, concentrado de hemacias, controle

de qualidade, citometria de fluxo



Abstract

The extracellular vesicles (EVs) are heterogeneous membrane formations of
submicrometric sizes, which have specific functions depending on their
biogenesis. Red blood cell (RBC) undergo numerous biochemical and
morphological changes during storage age compromising the intracellular and
extracellular environment. The quality control of these units evaluates this
lesion RBCs inventory mainly from the haemolysis determination through the
measurement of free haemoglobin. It is unclear how much EVs the RBCs can
generate during its storage but many studies related the EVs with post-
transfusion complications. The objective of this study was to analyze the
RBCs quality control under the aspect of the identification of EVs, correlating
the haemolysis and the identification of VEs on different days of conservation.
Methods: RBC were obtained from 20 healthy donors, refrigerated and stored
for 35 days, and evaluated for blood donation profile, haemolysis and EVs
counting by flow cytometry on storage days 5, 15, 25 and 35. Results: There
was no statistically significant difference between the donation profile and
haemolysis percentual and EVs dosages. The total number of EVs increased
significantly with storage as well as the haemolysis, observing a higher
correlation between the methods in D25 (p = 0.0002) and D35 (p <0.0001).
The size of the VEs was evaluated by the fluorescence intensity that
demonstrated VEs < 3um. The haemolysis proved to be an unreliable
parameter, since even in the low volume units it showed compliance in the
values. Research on characterization, quantification and evaluation of damage
caused by EVs may guide new directions for the clarification of storage
lesions and show possible improvements in the quality evaluation of these

blood components.

Keywords: Extracellular vesicles, red blood cells, quality control, flow cytometry.
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Introducao

Para contextualizarmos o presente trabalho temos que resgatar as palavras
chave que nortearam a pesquisa: concentrado de hemécias (CH), vesiculas
extracelulares (VES) e controle de qualidade (CQ). Diante da importancia da
hemoterapia como um todo, em especial da transfusdo de CH, CQ vai muito além
de uma exigéncia legal, € um compromisso do servigo com a vida do paciente. Sabe-
se que apesar da evolugdo da hemoterapia, e de qudo bem sejam preparados 0s
hemocomponentes, seu armazenamento determina lesdes de estocagem, muitas
delas com mecanismos ainda pouco esclarecidos. Dentre os indicadores
monitorados como padrdo de controle da qualidade de CH pode-se citar: peso,
volume, taxa de hemoglobina e hematdcrito, determinacdo do grau de hemdlise,
pH, niveis de eletrdlitos, entre eles Na*, K*,Ca**, concentracdo de determinadas
moléculas como ATP, ou enzimas como a glutationa redutase e 2,3 difosfoglicerato
(2,3DPG) sendo que esta coordena a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, entre
outros. No entanto, se por um lado a determinacdo das quantidades de ATP e
2,3DPG tém relevancia quando se analisa CH em estoque a +/-4°C, por outro lado,
estas analises sdo mais dificeis de serem executadas e onerosas, sendo limitadas ao
uso em pesquisa. Os demais indicadores sdo executados de forma sistematica como
Controle de Qualidade de CH, além das analises microbiologicas e os testes
obrigatorios soroldgicos e por tecnologia de acidos nucleicos, para a comprovagao
da conformidade do hemocomponente (1).

Além da lesdo das hemdcias, que ocorrem por armazenamento, ou seja, in
vitro, as hemacias humanas sofrem a senescéncia fisioldgica. As senescentes
apresentam caracteristicas semelhantes as células nucleadas que sofrem apoptose.
Para alguns autores, a hemdcia ¢ a fase terminal da apoptose que ocorre durante a
eritropoiese envolvendo as diferentes etapas do amadurecimento dos eritroblastos
(2,3) . A evolucéo eritroblastica no sentido da formacdo das hemécias confere a
estas Ultimas um estado poOs-apoptotico. Pode se dizer que o processo de
envelhecimento das hemacias envolve dois processos distintos: um nos precursores

nucleados onde ocorre a apoptose, por ativacdo das caspases 3,6, 7 e a via do ligante
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Fas durante a evolugdo do processo de expulsdo do nucleo e eliminagdo das
organelas como das mitocondrias, reticulo endoplasmatico ha a acdo da DNase tipo
Il macrofagica. O outro processo, ja na etapa anucleada, denominada de eriptose.
As vias da eriptose pode ser CD47 dependente e caspase independente (4).

Independentemente dos grandes avangos nos mecanismos celulares e
moleculares da morte celular, a morte programada das hemécias envolve grandes
enigmas. Por exemplo, para muitos pacientes politransfundidos, sem a presenca de
alo-anticorpos, a duracdo do efeito terapéutico de uma transfuséo pode ser muito
fugaz. Quais teriam sido as razdes pelo qual estas hemécias corretamente coletadas
e armazenadas foram retiradas da circulacdo em tdo pouco tempo (5). Para Beutler
a ineficécia transfusional nestes casos se deve por um lado a profunda ignorancia
cientifica que se tem em relacdo as lesGes de estocagem e por outro, pelo fato de
que inexiste de fato técnica simples de avaliar a viabilidade das hemaécias (6) .

As condi¢Ges em que 0s CH sé@o expostos durante 0 armazenamento tais
como a mudanca de temperatura e a natureza do meio circundante sao
diametralmente diferentes daquelas encontradas in vivo. Durante a estocagem
muitas alteragdes bioquimicas e fisioldgicas ocorrem incluindo o aumento da
concentracdo da hemoglobina livre, de lipideos com a reducéo de outros indicadores
como pH, diminuicdo da concentragdo de ATP e de 2,3 difosfoglicerato. As
hemacias estocadas ainda alteram a bomba sodio- potassio com a perda deste
altimo. Este conjunto de alteracdes tornam a membrana mais rigida havendo a
ruptura de fosfolipideos de forma assimétrica, rearranjando outros complexos
lipidicos, que, consequentemente leva a exposicao da fosfatidilserina induzindo a
eriptose com a liberacéo das VEs (7,8).

Diante do que foi até agora exposto, a transfusdo de CH envolve uma série
de efeitos adversos monitorados no mundo todo pelos programas de
hemovigilancia. H& anos, observa-se que a transfusdo de CH pode levar a
fendmenos tromboembdlicos, em pos-operatério, a Sindrome Inflamatoria
Sistémica (SIS), a Transfusion-Related Acute Lung Injury (TRALI) sendo que as
justificativas ficavam por conta da alteracdo da viscosidade sanguinea aliada a

imobilidade do paciente no leito, e a SIS e TRALI, por liberagdo de leucotrienos e
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citocinas dos leucdcitos, em especial dos neutrofilos e pela presenca de anticorpos
anti-HLA. Com o advento da deleucocitacdo a diminuicdo dos efeitos adversos
relacionados a fendmenos inflamatdrios sistémicos esperava-se praticamente abolir
tais efeitos deletérios. Observou-se que isto de fato ndo aconteceu. Uma das
hipoteses era de que o leucocito tinha que ser removido de forma universal, ainda
na bolsa de sangue total. Mas mesmo com este procedimento, SIS continua
acontecendo, em menor percentual, mas ocorre. Mais recentemente emergiu a
tecnologia das microparticulas, microvesiculas, ectossomas, etc, cuja investigagdo
vem corroborar com o entendimento da fisiopatologia de muitas destas reagc0es
adversas (9).

Didaticamente abordaremos um histérico da identificacdo das vesiculas
extracelulares para posteriormente apresentar uma revisdo sobre a vesiculagdo das

hemécias, e entdo, em forma de artigo, os resultados do estudo realizado.

Vesiculas extracelulares: Microparticulas, Microvesiculas, Corpos
apoptoticos, Corpos multi-vesiculares, Exossomas, Endossomas,
Ectossomas

A primeira descricdo com o termo microparticulas foi feito em 1967 por
Peter Wolf. Esta denomina¢do foi usada por ele para designar “manchas como
pequenas plaquetas”, posteriormente conhecido como microparticulas de plaquetas
no artigo intitulado The Nature and Significance of Platelet Products in Human
Plasma.
No texto, o autor descreveu:
“The purpose of the present communication is to provide evidence
for the occurrence in normal plasma, serum, and fractions derived
from coagulant material in minute particulate form, sedimentable
by high-speed centrifugation and originating from platelets, but
distinguishable from intact platelets.”
Neste trabalho, o autor demonstrou que as plaquetas emitiam
microestruturas com atividade pré-trombotica, por microscopia eletronica (10).

Somente em 1980, em trabalho publicado sobre a senescéncia das hemaécias
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é que surge o primeiro trabalho de microparticula de hemacias (11) e em 1994 surge
a terminologia de vesiculacdo em artigo publicado sobre mondcitos (12), e em 1999
o termo usado para a analise da vesiculacdo das células endoteliais foi
“microparticulas” (13). A partir dai um grande namero de diferentes denominagdes
surgiram na literatura especializada: exosomes, exosome-like vesicles, vesicles,
endosomes microvesicles, particles, microparticles, apoptotic bodies, tolerosome,
texosome, proteasome, nanovesicles, etc. Em 2005, sob a égide da comunidade
cientifica foi constituido pela Organizagdo Mundial da Satde um grupo de trabalho
para a analise da terminologia e a classificacdo a partir de dados dos diferentes
consultores. Este grupo de trabalho fundou em 2012 uma sélida Instituicdo, com
aproximadamente 1.000 colaboradores no mundo todo denominada de International
Society for Extracelullar Vesicles (ISEV)(14).

As vesiculas extracelulares (VESs) sdo particulas heterogéneas produzidas
pelas células animais e estdo envolvidas na comunicacdo/interacdo célula-célula
(15). Sabe-se que a comunicacdo entre as células € essencial para a homeostase dos
organismos vivos e que existem diferentes tipos de comunicagdo celular:
dependente de sinal, enddcrina, sindptica, paracrina e autdcrina (16) As VEstem um
papel coordenador destes sinais e diferem entre si quanto a sua biogénese, tamanho,
composi¢do e fungdo (17), apresentando varios subtipos, hoje denominados

vesiculas extracelulares (Figura 1).
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Figura 1 — Subtipos de Vesiculas Extracelulares quanto & biogénese

2- ECTOSSOMOS OU VESICULAS
SECRETADAS

1-EXOSSOMOS

Secrecao
de
vesiculas

3- CORPOS APOPTOTICOS

Fonte: Imagem traduzida de Kaira et al.Int.J.Mol.Sci.(2016)Feb 6;17(2).(15)

Desde 2012, sob a orientacdo a ISEV vem respondendo diversas perguntas
sobre a biogénese das VEs, denominacdo esta que engloba todas as demais tais
como microvesiculas, micropafrticulas, exossomas, endossomas, ectossomas,
corpos apoptoticos, oncossomas, proteassomas, etc. Alguns dos questionamentos,

bem como as respostas, 0 grupo de trabalho estéo representados na Figura 2 (18):
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Figura 2 — Davidas sobre VES e 0 posicionamento da ISEV

SISEV

TERNATIONAL SOCIETY FOR
TRACELLULAR VESICLES

Questionamentos sobre VEs

Onde

estin? S&o estruturas extracelulares

O que . .

G Transportam moléculas, nucleotideos, aminoacidos. etc
Q.ua¥ g =cu Estao implicados na comunicacdo celular
significado?

Qual a sua Em todos os liquidos corporais :plasma, soro, liquor, saliva,

istribuicdo? : : : : .
distribuicao? lagrimas, liquido seminal, leite materno. urina.

Fonte: Adaptado de Soares RP, Xander P, Costa AO, et al. Highlights of the Sdo Paulo ISEV workshop on
extracellular vesicles in cross-kingdom communication. Journal of Extracellular Vesicles. 2017;6(1):1407213.
doi:10.1080/20013078.2017.1407213.

Dados recentes destacam a importancia do estudo das VEs, com énfase em:
1) identificacdo de marcadores que poderiam identificar diferentes tipos de VEs,
poderdo ser utilizados para purificacdo das mesmas; 2) estudo da identificacdo
funcional das VEs, podem ser estudados e relacionados com estado de salde e
doenca(19-21).

Véarios métodos estdo descritos na literatura, como ferramentas de
identificacdo, isolamento e enriquecimento de VES de acordo com suas
caracteristicas: ultracentrifugacdo, gradiente de densidade, cromatografia de
exclusdo por tamanho e imunoafinidade, entre outros, além de existirem propostas
de isolamentos simples de VEs, tendo em vista, que o surgimento de VEs é

dependente de forma direta do método de obtencdo das mesmas (14) (Figura 3). Os
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métodos de andlise incluem a citometria de fluxo, protedbmica, metaboldémica,

microscopia eletronica de varredura, microscopia confocal, entre outros (22)

Figura 3 — Método de separacdo dos subtipos de VEs por centrifugacao

Suspensdo das
células

~ Sobrenadante /'\ ) Sobrenadante ’ Sobrenadante lg/ \ ) Sobrenadante /’

' 2000 rpm/ y 4.000 rpm/ ﬁ 9.000 rpm/ @ 30.000 a

15 min 20 min 30 min rpm/
I 1 hora

Corpos Ectossomos EXOSSOITIOS
apoptoticos

Fonte: Traduzida de Biogenesis and Release of Extracellular Vesicles — Curso Online.

Quanto ao tamanho das VEs identificadas na literatura s@o classificadas
entre trés faixas: de 30-150nm, entre 100 e 1.000nm e maiores de 1.00nm e menores
de 5.000nm (Quadro 1).

Quadro 1 — Caracteristicas de subtipos de vesiculas extracelulares

Exossomas Ectossomas Corpos apoptoticos
Tamanho em nm 30-150 100-1.000 1.000-5.000
Formados por Formados por ,
. . Formados em células
. brotamento interno brotamento direto . R
Origem submetidas a morte
da membrana da membrana
A ‘o celular programada.
endossOmica. plasmatica.

Fonte: Elaborado pela autora.

O mecanismo de formacdo de cada subtipo de VEs é diferente. Os
exossomas sao considerados as menores VEs. S&o formados por brotamento interno
da membrana endossémica enquanto que 0s ectossomas por brotamento chamado
direto os corpos apoptoticos ou corpos multi-vesiculares formados pelo mecanismo
de morte celular programada (apoptose). Utilizando-se de métodos comparativos
pode-se afirmar que os exossomas sdo em media, do tamanho de virus enquanto que

0s ectossomas equiparaveis as bactérias e 0s corpos apoptéticos sdo as maiores VES
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(Figura 4). Os exemplos mais remarcaveis para isto sdo as plaquetas que resultam
como VEs dos megacariocitos e as proprias hemacias, que sdo grandes VES com
fungdes da maior relevancia na homeostase. Destaca-se ainda que estas duas VES
possuem habilidades especificas de vesiculagdo, sendo que mais especificamente
das hemaécias sera abordada oportunamente.

Figura 4 — Comparacéo entre os subtipos de VESs conforme seu tamanho

Corpos apoptéticos

Exossomos Ectossomos =

N
- =
s N r o
N e X IS
30-150 nm 100 -1.000 nm 1.000 - 5.000 nm
" v ]
e <& >

Virus i S
Bactérias Plaquetas Hemacias

Fonte: Adaptado de Masamitsu Kanada, Michael H. Bachmann, Christopher H. ContagREVIEW-
Signaling by Extracellular Vesicles Advances Cancer Hallmarks. Trends in cancer/DOI:
https://doi.org/10.1016/j.trecan.2015.12.005

Da lesdo de estocagem as vesiculas extracelulares das hemacias

Os CH sdo os hemocomponentes mais transfundidos no mundo todo
perfazendo um total anual de 85 milhdes de unidades por ano (23,24). Este dado
projeta de forma clara a relevancia deste hemocomponente na pratica transfusional
e na medicina como um todo.

As hemacias sdo cerca de 5 milhGes por microlitro de sangue em individuos
saudaveis. Seu estogque € constantemente renovado e cada um deles é
silenciosamente eliminado a cada trés a quatro meses. O prolongamento da vida de
prateleira dos CH é um desafio constante para os servi¢os de hemoterapia desde a
Segunda Guerra Mundial, mas, apesar dos grandes progressos da Clinica
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Transfusional nas ultimas décadas, o conhecimento detalhado das denominadas
lesBes de estocagem permanece ainda foco de estudo (25).

Hemacias anormais persistem no sangue tanto durante certas doencas, como
ao longo da preservacdo dos concentrados de hemécias sob refrigeracdo. Estas
hemécias sdo alteradas por inmeros mecanismos. Levando-se em consideracao que
o0 gloébulo vermelho s6 pode sobreviver adaptando-se continuamente as condicGes
fisicas da microcirculacdo e que essa adaptacdo e feita gracas a fluidez da
hemoglobina, a importancia da relagao superficie / volume (um baldo menos inflado
se deforma melhor que um baldo bem insuflado) e as propriedades de elasticidade
e deformabilidade da membrana das hemacias, as hemécias anormais
eventualmente se separam e liberam seu conteudo, o que é chamado de hemolise
intravascular (26).

Pesquisadores franceses liderados por Olivier Blanc-Brude da Universidade
Paris-Descartes, mostraram que no exato momento da hemolise, as heméacias nédo
desaparecem: na verdade, liberam uma grande quantidade de fragmentos, chamados
na epoca de microparticulas. Sabe-se que esses fragmentos nao sao inofensivos. As
observacdes realizadas em hemacias de pacientes com doenca falciforme € uma das
provas disto. A rigidez das hemacias falcizadas leva a uma hemolise
particularmente importante e, portanto, mais facil de estudar. As heméacias contém
hemoglobina. Como resultado, os fragmentos de hemacias também a transportam,
mas de forma degradada e toxica: o ferro previamente contido na hemoglobina €
exposto na superficie desses milhares de “microparticulas” de hemécias. E esse
recurso que torna as “microparticulas” perigosas (27).

Na verdade, na microcirculacdo, as particulas de hemacias servem como
transportadores de diferentes moléculas e vém para pressionar as substancias
toxicas contra as células de revestimento interno dos vasos, as células endoteliais.
Esta transferéncia de heme e ferro das células vermelhas do sangue para a parede
vascular interrompe a dilatacdo, limitando o fluxo de sangue para os tecidos que
precisam dele, em funcéo da agressdo tissular. Isto determina estresse oxidativo e
promove a obstrucdo dos vasos sanguineos. Em pacientes com doenca falciforme,

fragmentos de hemacias estdo sendo parcialmente responsaveis por ataques vaso-
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oclusivos muito dolorosos. As VEs dos eritrocitos podem representar novos alvos
da doenca veno-oclusiva e lesdo cardiovascular na doenca falciforme, devido ao seu
enriquecimento em heme e seus niveis elevados durante a hemdlise (28,29).

Essas podem ser novas oportunidades terapéuticas para o controle do heme
plasmaético pela suplementacdo de hemopexina ou administracdo de anexina-5 Estas
VEs provavelmente também participam de multiplas lesdes causadas por uma
crénica falta de oxigenacgdo, principalmente nos rins. Estes resultados inovadores
permitem visualizar novas abordagens terapéuticas para prevenir e tratar crises
vaso-oclusivas, mas também para prevenir algumas doencas cardiovasculares mais
comuns (30).

Essas novas terapias podem ter como alvo varios componentes das VES de
hemacias, como elementos de membrana, como a fosfatidilserina, ou heme livre. A
hemopexina ¢ uma molécula naturalmente presente no sangue e cujo papel é
conhecido por eliminar as hemécias danificadas e fornecer protecdo sistémica
contra o estresse oxidativo. Um suplemento de hemopexina neutralizaria o heme
livre transportado por VEs de hemacias. In vitro, a hemopexina captura o heme
separando-o0 da VEs de eritrdcitos falcizados. Isto anula a producdo endotelial
subsequente de espécies reativas de oxigénio e diminui a apoptose. In vivo, a
hemopexina impede VEs transportadoras de heme de comprometer a dilatagéo
microvascular ou induzir a vaso-oclusdo. Isto implica que o heme associado a VES,
provavelmente na superficie da mesma, tenha um efetor priméario da toxicidade
endotelial (31,32).

As alteracdes de hemacias transfundidas devido ao tempo de conservacao
("fresco™ versus "velho™) e modificacdo de pardmetros de sobrevida e eficiéncia no
contexto de condigdes patologicas agudas tem sido estudadas atualmente. A vida
atil méxima dos CH baseia-se nos critérios de hemdlise e desempenho transfusional.
Um impacto do tempo de armazenamento dos CH transfundidas em pacientes tem
sido relacionado com a morbidade, infecgdes nosocomiais, tempo de permanéncia
no hospital), entre outros indicadores. Uma das grandes preocupac¢des do momento
é se dependendo do tempo de armazenamento das bolsas transfundidas, os CH

podem ser alterados pelo ambiente do paciente "receptor” de acordo com sua
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condicao clinica (33).

O impacto das lesbes de estocagem na Clinica Transfusional e a
compreensdo total dos efeitos adversos esta longe de ser alcangada, mas, levando
em consideracdo de que as VESs sdo bioativas a hipotese de que as VEs de hemacias
estejam implicadas como mediadores das reagdes transfusionais tem cada vez mais
adeptos (34).

Vesiculacdo das hemécias

As hemécias sdo células extremamente sensiveis e, embora ndo tenham
nucleos e mitocdndrias, sdo importantes indicadores de salde. So classicamente
definidos como discos bicdncavos, flexiveis, com tamanho médio de 5-7um e sdo
consideradas mais admiravel vesicula extracelular da literatura. Além da sua funcao
de transporte de oxigénio, as hemacias transportam um grande nimero de enzimas
de grande relevancia e o 6xido nitrico (35).

As hemécias maduras sao geradas a partir de células-tronco hematopoiéticas
multipotentes, através de um processo complexo de maturacao que envolve diversas
alteragdes morfoldgicas para produzir células especializadas altamente funcionais.
Nos mamiferos, as etapas terminais envolvem a expulsdo do ndcleo dos
eritroblastos, o que leva a formacéo de reticuldcitos.

Para produzir hemécias bicbncavas maduras, organelas e ribossomos sao
seletivamente eliminados dos reticuldcitos, assim como a membrana plasmatica
sofre remodelacgdo. A enucleacdo envolve a condensacdo dramética da cromatina e
0 estabelecimento da polaridade nuclear, que é impulsionada por um rearranjo do
citoesqueleto de actina e pela geragdo de vacuolos dependente de clatrina na jungéo
citoplasmatica nuclear. Parece impossivel portanto a formacao de exosossomas,
ectossomas e endossomas pelas hemaécias. As VEs das hemaécias correspondem aos
corpos apoptéticos, com tamanho entre 1.000 e 5000 um. O esqueleto de membrana
composto de espectrina / actina e a hemoglobina densamente empacotada no seu
interior devem ser proibitivos para a internalizacdo de vesiculas de membrana (36).

As hemacias tém uma estrutura de membrana altamente especializada e
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organizada, que interage e reage a agressdes de moléculas inflamatorias, e sofre
morte celular programada, semelhante a apoptose, conhecida como eriptose
(37)gerando as VEs que conterdo parte da hemoglobina degradada e moléculas de
ferro altamente toxicas para endotélio.

Nos Ultimos anos, os estudos de eriptose se concentraram em determinar se
ocorreram alteracbes na membrana, particularmente se fragmentos de
fosfatidilserina, o estravazamento de Ca** na célula, alteracfes na ceramida e
diminuicdo do volume corpuscular médio da hemécia ocorreram, fatores estes
determinantes do surgimento das VEs eritrocitéarias. A elucidacdo da formacéo de
biologia e vesiculas é importante para a compreensdo do seu papel na satde e em
varios transtornos. Apesar dos diferentes métodos aplicados (citometria de fluxo,
microscopia, ELISA), o mecanismo exato e 0s componentes da formagédo do
processo envolvido na vesicula permanecem apenas parcialmente estabelecidos e
requerem estudos adicionais.

Durante a vida, como todos os outros tipos de células, as hemacias liberam
VEs, no entanto, os eritroblastos e reticulocitos formam exossomas e ectossomas
derivados da acdo da maquinaria celular, nicleo e membrana plasmética. Os
exossomas das sdo formados apenas durante o desenvolvimento dessas células na
medula dssea e sdo liberados apds a fusdo de corpos microvesiculares com a
membrana plasmatica (32,38). Por outro lado, outros tipos de VEs sdo geradas
durante o envelhecimento normal das hemécias em circulagdo por brotamento da
membrana plasmatica devido ao influxo de célcio mediado pelo complemento,
seguido da secrecdo de vesiculas. Como as hemécias sdo anucleadas, seu
mecanismo de vesiculacéo ¢ diferente e a maioria dos autores consideram se tratar
apenas de corpos apoptoticos ou multivesiculares, também denominado de
microvesiculas antes da padronizacao da ISEV (39). Isso faz com que as hemaécias
e 0s concentrados de hemécias armazenados sejam uma fonte importante de VEs
para pesquisas(38).

Vaérios fatores durante o armazenamento dos CH sdo conhecidos por
desencadear a producéo de VEs, incluindo: aumento de célcio intracelular, aumento

da expoliacdo de potassio e falha de energia com deplecdo de ATP(32,40). A
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composigdo de VEs em CH é diferente em unidades com coletas recentes e ndo
armazenadas, daqueles conservados em geladeira. Estudos demonstram que quanto
mais recentes as unidades armazenadas, menores séo as VEs(40).

Os processos bioativos com as quais as VEs em CH estdo envolvidas
incluem a promocdo da coagulagdo (estimulo a trombose), modula¢do imune e
promocao da adesdo endotelial, bem como influéncia sobre a vaso-regulacao através
da eliminacdo de 6xido nitrico (41).

Sob condicdes fisioldgicas, a distribuicdo assimétrica de fosfolipedes da
membrana € mantida pela acdo cooperativa das translocases (flipase, flopase e
escramblase) que concentram aminofosfolipidios carregados negativamente, como
fosfatidilserina em seu folheto interno e diante de adversidades, a externalizam
(42,43).

Uma das caracteristicas mais importantes das VEs derivadas de hemacias é
de seu tamanho é mais homogéneo, em geral, 0,15 um (44). Estima-se que as VES
derivadas de hemacias correspondam a 8% do total de VES presentes em uma bolsa
de PFC. Durante os 120 dias de vida das hemécias, estima-se que 20% do volume
delas se perca sob a forma de vesiculas (45,46). A vesiculagdo seria uma maneira
para eritrocitos se livrarem de agentes toxicos especificos como hemoglobina
desnaturada, complexo de ataque membranario C5b-9, neoantigenos expostos da
banda 3 ne (criptoantigenos)(47-49).

As hemécias possuem um importante marcador, 0 CD47, também conhecido
em inglés pelo termo: dont eat me. E uma proteina integral de membrana presente
na superficie dos eritrécitos, agindo como um marcador de si mesmo. Gragas ao
CDA47, as hemécias normais sdo reconhecidos como proprios pelos macréfagos e a
fagocitose € inibida. CH senescentes ou danificados, cuja expressdo de CD47 é
reduzida pela eliminacdo de VEs sdo mais facilmente reconhecido pelos macréfago
(50,51).

Estudos mostram que as alteracdes de lipideos e colesterol presentes em
individuos obesos cursa com uma expressiva diminuicdo de CDA47, favorecendo
desta forma a fagocitose dos eritrocitos. Isto pode ter maior relevancia quando da

necessidade transfusional destes individuos, com CH conservados por mais de 28



24

dias, onde associando-se a diminuicdo de CD47 do paciente e 0 aumento das VES
dos CH armazenados, a anemia possa ser recorrente de forma mais rapida (52).
Como o CD47 é uma molécula ubiquitaria, tem sido apresentada, mais recentemente
como proposta para imunoterapia de cancer (53).

Ainda sobre o processo de envelhecimento das hemacias, dois modelos
principais que resultaram em microvesiculacdo : o0 modelo da eriptose e o
agrupamento da banda 3 , este ultimo ocorrendo por oxidacdo de proteinas por
enzimas bacterianas e virais. Este Gltimo processo determina subsequentemente a
oxidagao da hemoglobina formando derivados da metahemoglobina (54,55).

Tanto o modelo de eriptose como o de oxidacao e fosforilacao das proteinas
da banda 3 compartilham o mesmo desfecho: a formacao de VESs e externalizacéo
da fosfatidilserina nos fragmentos membranarios de hemacias com a degradacao
do citoesqueleto (56,57).

Controle de qualidade dos concentrados de hemacias

Analisando a estabilidade dos hemocomponentes de um modo geral,
podemos afirmar que ela € maior no Plasma fresco congelado, seguido do
crioprecipitado, em terceiro lugar encontramos os concentrados de hemécias e o
mais labil de todos, os concentrados de plaquetas. Sabe-se que 0s hemocomponentes
preservados sofrem alteragdes metabolicas e estruturais durante o armazenamento,
apesar da evolucdo na area. Estas alteracdes sdo conhecidas como lesdo de

estocagem (Quadro 2).
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Quadro 2 - Leséo de estocagem em CH : alteracdes bioquimicas e morfoldgicas

Alteracoes da membrana da Hemacia/Meio interno

Acidose : |pH intracelular Acidose | pH
Metabolismo lentificado: | ATP 1 K* extracelular
| 2.3-DPG, | oferta de O2 themoglobina livre no plasma

Mudancas na forma, dano no citoesqueleto, desnaturacdo da banda 3 1 dano, proteinas oxidadas

Perda da bomba de cations 1 VEs
Dano oxidativo: 1 peroxidagao lipidica 1 debris celulares e fatores
bioativos

Fragmentacdo da membrana: formacao de VEs
|Volume celular | Deformabilidade
Perda de fosfolipedes assimétricos

Hemolise

Fonte: Adaptado de Sparrow LR. Red blood cell storage and transfusion-related immunomodulation.
Blood Transfus 2010; 8 Suppl 3:526-s30 DOI 10.2450/2010.005S

Atualmente o controle de qualidade das unidade de CH avalia essa lesdo de
estoque das hemadcias principalmente a partir da determinacéo do grau de hemdlise
através da dosagem de hemoglobina livre (58,59).

Sabe-se que a hemolise é um parametro fundamental na avaliacdo da
qualidade durante o armazenamento. Sendo assim, agéncias regulatérias
estabelecem parametros e valores aceitaveis para este teste. Para o grau de hemolise
no Brasil os valores conformes sdo < 0,8%, assim como na Europa e Canada, ja 0s
EUA o recomendado é < 1,0% (60-63).

Apesar de ter valores limites pre-definidos, ndo existe ainda um método
padrdo para o célculo do grau de hemolise. Estudos demonstram que o método
utilizado assim como os procedimentos preparatorios (forca de centrifugacéo,
etapas, tempo) afetam criticamente a determinacao do grau de hemolise (64)

As VEs de hemécias sdo o objeto deste estudo. O objetivo foi o de
caracteriza-las em concentrados de hemacias preservados em diferentes dias de

estocagem, tendo em vista que as VEs-CH sdo produzidas normalmente durante a
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maturacdo das hemacias e sua producdo é acelerada durante o processamento e
armazenamento do CH para transfusdo, usando metodos citofluorimétricos
comparados com testes classicos como o grau de hemolise, para posteriormente

estabelecer protocolos de estudos para determinar o seu papel na transfuséo.
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Introducao

O concentrado de hemacias (CH) é o hemocomponente mais utilizado na
pratica hemoterapica. Atualmente cerca de 85 milhGes unidades de CH sdo trans-
fundidas por ano no mundo(1). A seguranca na coleta e processamento do sangue
total em seus hemocomponentes, contribuem para a eficacia terapéutica desta pra-
tica. Porém, mesmo com toda a precaucdo, ainda existem riscos associados ao seu
uso. Dentre eles, atualmente, se destacam os riscos provocados pelo armazenamento
deste hemocomponente, conhecidos como lesdo de estoque (2).

Uma das consequéncias da lesdo de estoque vem se destacando atualmente
nas pesquisas dos efeitos provocados pelo armazenamento: as vesiculas extracelu-
lares (VES). As vesiculas extracelulares (VES) sdo produzidas pelas células e estéo
envolvidas na comunicacao/interacdo célula-célula (3). Na literatura, as VEs séo

identificadas de acordo com a sua biogénese.

As VEs sdo geradas durante o envelhecimento normal das hemacias em cir-
culacgéo por brotacdo da membrana plasmatica devido ao influxo de calcio mediado
pelo complemento, seguido da secrecdo de vesiculas. Isso faz com que as hemacias
e os concentrados de hemécias armazenados sejam uma fonte confiavel de VEs para

pesquisas(4).

Varios fatores durante o armazenamento dos CH sdo conhecidos por desen-
cadear a producdo de VEs, incluindo: aumento de célcio intracelular, aumento da
expoliacdo de potassio e falha de energia com deplecdo de ATP(5,6). A composicéo

de VEs em CH é diferente em unidades com coletas recentes e ndo armazenadas,
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daqueles conservados em geladeira. Estudos demonstram que quanto mais recentes
as unidades armazenadas, menores sdo as VEs(5).

Os processos bioativos com as quais as VEs em CH estdo envolvidas in-
cluem a promogéo da coagulacdo (estimulo a trombose), modulagédo imune e pro-
mocdo da adeséo endotelial, bem como influéncia sobre a vaso-regulagdo através
da eliminacdo de oxido nitrico(7).

Dados recentes destacam a importancia do estudo das VEs, séo elas: 1) iden-
tificacdo de marcadores que poderiam identificar diferentes tipos de VEs, poderdo
ser utilizados para purificacdo das mesmas; 2) estudo da identificacdo funcional das
VEs, podem ser estudados e relacionados com estado de salde e doenga(8-10).

Varios métodos estdo descritos na literatura, como ferramentas de identifi-
cacdo, isolamento e enriquecimento de VEs de acordo com suas caracteristicas(11-
14). Muitas das vezes esses protocolos incluem a ultracentrifugacdo. Porém, essa
técnica e o processamento das amostras demonstra ter influéncia no isolamento das
VEs, como também no grau de hemolise (11,15,16).

Dessa forma, atenta-se para que o processamento dos hemocomponentes até
a transfusdo, ocorra de maneira a evitar danos ao material, além dos provocados
pelo armazenamento.

Em busca de estabelecer correlacdo e caracterizar as VEs de CH de maneira
ndo isolada, este trabalho foi delineado para identificar e caracterizar as VES encon-
tradas em CH nos seus diferentes dias de armazenamento, porém, diferentemente
da maioria dos protocolos ja descritos, seguiu-se a linha do ndo isolamento das VEs,

levando em consideracdo que os CH ndo passam por mais nenhuma centrifugacéo
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pré transfusional, que ndo aquela que o separa do sangue total no processamento
padrdo. Dessa forma, espera-se uma analise mais fidedigna possivel do estado em

que o CH é liberado para transfuséo.

Materiais e métodos

O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade Estadual Paulista — UNESP.

(CAAE: 82072218.6.0000.5411/Parecer: 2.499.289).

Coleta de dados do perfil da doacéo

Para nivel de anélise da influéncia do perfil da doacdo de sangue sob as do-
sagens de VEs e controle de qualidade, dados referentes a doacdo como a tipagem
sanguinea ABO e RhD, sexo e idade dos doadores e tipo de bolsa utilizada na doa-
¢do (dupla ou tripla), foram levantados de todos os doadores participantes do estudo,

através do sistema automatizado de registro do Banco de Sangue.

Coleta das amostras

Vinte unidades de CH selecionadas aleatoriamente foram fornecidas pelo
Hemocentro do Hospital das Clinicas de Botucatu. Apenas unidades de doadores
com pesquisa de anticorpos irregulares (PAI) positivo foram utilizadas neste estudo.
Sangue total (450 ml = 50 ml) foi coletado de doadores voluntéarios saudaveis em
bolsas de sangue duplas ou triplas (Fresenius Kabi, Zverinek, Republica Checa)

contendo anticoagulante CPDA-1 (63 ml). Ap6s centrifugacdo e processamento dos
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hemocomponentes e conclusdo da sorologia e imuno-hematologia dos doadores, as
bolsas foram obtidas para a pesquisa. O protocolo utilizado nesse estudo foi adap-
tado partindo-se da ideia de que manipulacdo das células influencia na quantidade
de VEs. Por isso, ndo foi realizado o isolamentos das VEs para quantificacao, de-
vido ao processo necessitar de varias etapas de centrifugagdo, com isso objetivou-
se mimetizar o processamento do CH pre-transfusional. As unidades de CH foram
armazenados sob condic¢des padrdo do banco de sangue (4 £ 2 ° C) até o vencimento
(dia 35). As amostras foram coletadas por dispositivo estéril nos dias 5, 15, 25 e 35,
e foram testados para a dosagem de vesiculas extracelulares e submetidos ao con-

trole de qualidade de CH standard.

Determinacéo do grau de hemolise

Foram medidos o hematdcrito (Ht) e a hemoglobina total (Hb) dos CH
usando analisador ABX Micros ES 60 (Horiba, Montpellier, Franca). A concentra-
¢ao de hemoglobina livre (HbL) foi determinada pelo método de espectrofotometria
direta de cinco comprimentos de onda (5CO) com as absorbancias lidas em 370,
415, 510, 577 e 600nm, apo6s centrifugacdo da amostra em 1307xG por 5 minutos.

O grau de hemolise foi calculado usando a seguinte formula:

Ht X HbL

Tien (00 — B
Grau de hemdlise (%) = 100 T
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Determinacdo das vesiculas extracelulares por citometria

de fluxo

A contagem de vesiculas extracelulares (VEs) de CH foi realizada através
da técnica de citometria de fluxo. O marcador usado neste estudo foi anticorpo anti-
CD235a humano conjugado a R-ficoeritrina (PE), anti-glicoforina A.
O CD235a ¢ uma sialoglicoproteina transmembrana expressa em hemacias e seus
precursores, sendo assim, foi utilizado como marcador para hemacias e VESs de he-
mécias. A amostra de CH foi homogeneizada por inversdo em tubo de hemolise para
a preparacdo de suspensdo de hemécias a 5% (diluicdo 1:20) com solucédo salina
isotdnica. Dessa solugdo 25 pum foram transferidos para os tubos TruCount® (BD
Bioscience), contendo um numero padronizado de esferas fluorescentes, para per-
mitir a quantificacdo das VEs, adicionado 2,5ul de CD235a. Apds incubacao por 15
minutos no escuro, completou-se a amostra para volume final de 350 ul com Isoton.
A analise das VEs-CH foi realizada em citometro FACS Calibur™. Uma amostra
nédo corada foi adquirida para detectar a auto-fluorescéncia da amostra. A aquisi¢ao
das imagens foi realizada através do software Cell Quest/BD™. A aquisi¢do da
amostra foi interrompida quando o nimero de beads TruCount na regido relativa
alcancou 1000 eventos. O numero de VEs foi calculado a partir da seguinte for-

mula(12):

ne de eventos no gate VEs n?de beads do lote Trucountx

VE = X FD

node eventos no gate das beads volume da amostra(ul)

*0 nlmero de beads varia de acordo com o lote.
FD= fator de diluicéo.
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Controle Microbioldgico

O controle microbiol6gico foi realizado no D5 e D35 de cada bolsa, de ma-
neira a avaliar provavel contaminacédo das bolsas durante os momentos analisados.
Foram utilizados frascos de hemocultura BD BACTEC™ Peds Plus™ (Becton

Dickinson™), para detec¢dao de microrganismos aerobios (bactérias e leveduras).

Analise Estatistica

Para verificar se houve correlacdo entre os valores de grau de hemolise e
vesiculas extracelulares foi realizada uma correlacdo de Pearson. Para realizar as
comparagdes, verificou-se se 0s dados apresentavam uma distribuicdo simétrica, e
para isso, foi realizada um teste de normalidade dos valores. Com a distribui¢do
simétrica dos dados, ajustou-se um modelo linear generalizado seguido de Tukey
para as comparacdes multiplas dos valores das varidveis: tipagem de sanguinea ,
sexo, tipo de bolsa da doacéo e idade.

Considerou-se p< 0,05 como nivel de significancia. O software utilizado

para realizar as analises foi Statistical Analysis System® (SAS), versdo 9.3.
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Resultados

Perfil da doacéo

No total, 21 doadores de sangue saudaveis participaram do estudo, porém
uma das unidades foi retirada da analise devido a intercorréncia durante processa-
mento (queda). Todos os voluntarios participantes desse estudo sdo doadores de re-
peticdo com pesquisa de anticorpos irregulares positiva.

As tipagens sanguineas foram variadas, sendo que A+ foi 0 mais predomi-
nante representando 50% dos doadores do estudo. Com relagdo ao sexo dos doa-
dores, 12 eram mulheres e 8 homens, com idade média de 38 (19 — 61) anos. As
doacdes foram realizadas em bolsas duplas (n=11) e triplas (n=9), todas em antico-
agulante CPDA-1. O volume médio das unidades de CH avaliadas foi de 242 ml
(174m1-299ml) no inicio e 158 ml (116ml-215ml) em D35. Maiores informagdes

séo descritas abaixo no Quadro 1:
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Quadro 1. Perfil da doagdo de sangue dos doadores voluntarios participantes

do estudo.

Tipagem Sexo Idade Tipo de bolsa Volume inicial Coleta

ABO/RhD CH (ml)
B+ Feminino 41 DUPLA 213 Externa
A+ Masculino 29 DUPLA 240 Interna
A+ Masculino 61 TRIPLA 244 Interna
A+ Feminino 42 TRIPLA 174 Interna
O negativo Masculino 40 DUPLA 287 Interna
O negativo Feminino 36 TRIPLA 243 Interna
A+ Masculino 19 TRIPLA 278 Interna
O negativo Feminino 42 DUPLA 205 Interna
O negativo Feminino 32 DUPLA 249 Interna
O negativo Feminino 36 DUPLA 201 Interna
AB+ Feminino 24 DUPLA 224 Interna
A+ Feminino 31 TRIPLA 250 Interna
A+ Masculino 34 TRIPLA 277 Interna
A+ Feminino 44 DUPLA 257 Interna
O+ Masculino 41 TRIPLA 299 Interna
A+ Masculino 32 TRIPLA 284 Interna
A+ Masculino 35 TRIPLA 286 Interna
A+ Feminino 41 DUPLA 209 Interna
O negativo Feminino 54 DUPLA 216 Interna
A negativo Feminino 39 DUPLA 200 Interna

Controle de qualidade

Hemoglobina livre e grau de hemdlise

A dosagem de hemoglobina livre teve média de 0,05g/dl (DP=0,03) em D5,

0,17g/dl (DP=0,10) em D15, 0,22g/dl (DP=0,11) em D25 e 0,32g/dl (DP=0,17) em

D35.

O grau de hemdlise aumentou relativamente com o tempo de estocagem com

média de 0,05% em D5 e 0,29% em D35. Todas as amostras apresentaram padrao

de qualidade conforme para este indice (< 0,8%) em todos os periodos. Ndo houve

diferenca estatistica significante entre o perfil da doacdo e o grau de hemolise geral

nesse estudo (Tabela 1).
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Tabela 1. Relacéo do perfil da doagdo com as médias do grau de hemolise (%)

N MEDIA DP MEDIANA MIN MAX
Aneg 1 0.17 0.16 0.11 0.04 0.40

Tipagem sanguinea

ABO/RhD
A+ 10 0.19 0.14 0.17 0.02 0.60
AB+ 1 0.21 0.18 0.17 0.06 0.46
B+ 1 0.27 0.18 0.32 0.02 042
Oneg 6 0.15 0.08 0.15 0.03 0.32
O+ 1 0.07 0.04 0.06 0.02 0.12
Sexo Fem 12 0.19 0.13 0.16 0.02 0.49
Masc 8 0.15 0.12 0.12 0.02 0.60
Tipo de Bolsa Dupla 12 0.18 0.14 0.16 0.02 0.60

Tripla 8 0.17 0.12 0.15 0.02 0.49

Controle microbioldgico

Todas as amostras do estudo tiveram resultados negativos para as hemocul-

turas tanto em D5 quanto em D35.

Vesiculas extracelulares

Citometria de Fluxo

Assim como observado com o grau de hemdlise, a dosagem de vesiculas
extracelulares também apresentou aumento com o tempo de estocagem. Os graficos
obtidos em citometria de fluxo exibem visivel aumento no gate das VEs (Figura 1A

- 1D).
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Figuras 1 A-D. Aquisicdo das imagens da citometria de fluxo bolsa 5 em D5,

D15, D25 e D35

1A 1B

BOLSA 5-D5-2354 002 BOLSA 5-D15-CD235A D0
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g0 W s TR TR
1C 1D
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.j:_,;:'
=
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Tt TR T o EV=24?7
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Legenda Figuras 1 A-D: R3: gate total das células e VVEs positivas para CD235a. R4: gate das VEs.
EV: nimero de eventos lidos pela CF no gate das VESs em 1000 eventos das beads Trucount. A: CF
Bolsa 5 em D5. B: CF Bolsa 5 em D15. C: CF Bolsa 5 em D25. D: CF Bolsa 5 em D35.
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Intensidade de fluorescéncia e tamanho das VEs

O nivel de expressdo de CD235a mantem-se em eritrdcitos e vesiculas extracelula-

res, observado pela média de intensidade de fluorescéncia (Figura 2).

Figura 2. Intensidade de fluorescéncia CD235a+

BOLSA 5 D15-CD2354A 004

Caunts
200 1500 2400 200 4000

0

T T T T IIIII 1 1 1 [} IIII 1 1 1 L} I|I| 1 T T T |||||
10? 107 102 0 1ot
FL2-H

Fig 2. Counts x FL2-H: positividade para CD235a

O tamanho das vesiculas extracelulares foi observado em escala de fluores-
céncia. Com isso observou-se que as beads Trucount® sdo menores que as hemacias,
com um tamanho de aproximadamente 3um, conforme informado pelo fabricante

(Figuras 3A-3C).
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Figura 3A) Dot Plot das células totais obtidos em citometria de fluxo para de-

marcacao das areas de gate

T D35- BOLSA1- 235 A.002

Figura 3A) FSC x SSC Gate 1 (G1): Total de células adquiridas; Gate 2(G2): Beads Tru-
count® (= 3um).

Figura 3B) Histograma D35 Bolsa 1 — Populagéo das VEs CD235a+

- D35- BOLSAT- 235 A.002

—_— T T T
100 101 102 1073 104
FSC-H

Figura 3B) FSC x SSC: Populacéo de VEs CD235a+
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Figura 3C) Histograma da contagem x tamanho das beads Trucount e VEs
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Figura 3C) Histograma de distribui¢cdo da contagem de VESs e beads (Counts x FSC: Po-
pulagdo das beads e VES)

Para esclarecer a davida sobre o tamanho das beads Trucount™ foram
realizados testes, em colaboragdo com o fabricante. Estes testes utilizaram beads de
calibracao, projetadas para uso em citdmetros de fluxo BD ™ executando o
softwvare BD FACSuite ™. As beads permitem que o software execute
automaticamente o controle de qualidade de desempenho (diario) e de
caracterizacdo, que deve ser usado a cada seis meses. As esferas de pesquisa de CS
& T sdo marcadas com fluorocromos que sdo excitados pelos lasers do citbmetro.
As beads emitem fluorescéncia nos detectores usados para os fluorocromos, com
tamanho conhecido entre dois e trés um. Os testes determinaram que as beads
Trucount™ sido menores que as beads de 3 um do CS & T. O tamanho estimado é

de 2,7 um (Figura 4).
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Figura 4 — Determinagéo do tamanho das beads Trucount™
A B

Sample Name | Subset Hame | Median : FSC-H
2 5K _- :Dli 004 .TMM : 280 311 R2=1 o
Data, 004 Jum 387 2,9 =

01/ 0xa 004  |2um [ @0 =27 :
2,5
2,3
2.1
1 1,9 y =0,0031x + 1,8066
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m
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Tamanho(
)

Count
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Fig 4A) Testes comparativos das beads de tamanho conhecido de 2 e 3 um CS & T para identificacdo
do tamanho correspondente no lote das beads Trucount™ utilizadas. B) Coeficiente de correlagdo
de Pearson, onde em vermelho e azul as medianas das beads CS & T de 2 e 3 um e em amarelo forte
a mediana do tamanho das beads Trucount™.

A limitacdo para estimar o tamanho das VEs talvez seja o tamanho delas
mesmas. O FACSCalibur™ tem sensibilidade para a analise de particulas a partir
de 0,5 um. Particulas menores que isso, se detectadas em FSC, provavelmente
ficardo fora da escala de linearidade. Desta forma, pode-se afirmar que as VES
identificadas nos CH nos diferentes dias de conservacgéo analisado, s&o menores que

2,7 pm.
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Né&o foi observada correlagdo dos valores de VEs com o perfil da doagéo
(Tabela 2).
Tabela 2. Relagéo do perfil da doacdo com as médias de vesiculas extracelula-

res (VEs/ml) em todos os periodos analisados
N MEDIA DP MIN MAX

Tipagem sangui- )
Anegativo 1 1,62E+06 8,89E+05 8,48E+05 2,74E+06

nea ABO/RhD
A+ 10 2,65E+06 1,82E+06 5,38E+05 9,03E+06
AB+ 1 231E+06 1,77E+06 6,21E+05 4,78E+06
B+ 1 3,71E+06 2,71E+06 8,40E+05 7,15E+06
Onegativo 6 2,78E+06 150E+06 9,02E+05 6,36E+06
O+ 1 1,71E+06 5,62E+05 1,15E+06 2,25E+06
Sexo Feminino 12 2,81E+06 1,73E+06 6,21E+05 7,15E+06
Masculino 8 2,35E+06 1,65E+06 5,38E+05 9,03E+06
Tipo de Bolsa Dupla 11 2,78E+06 1,90E+06 6,21E+05 9,03E+06

Tripla 9 244E+06 1,44E+06 5,38E+05 6,94E+06

Correlacdo entre grau de hemdlise e vesiculas extracelula-

res

A correlacdo entre grau de hemdlise e a quantidade de vesiculas extracelu-
lares foi diferente nos periodos analisados. Em D5 e D15 foi observada baixa cor-
relacdo entre os testes, com r = 0.22209 em D5 e r = 0,35037 em D15 (Figuras 4 e
5). A partir de D25, observou-se aumento dessa correlagdo, sendo r = 0,73458
(p=0,0002) em D25, e r = 0,78435 (p<0,0001) em D35, 0 que apontou uma corre-

lacdo forte entre os testes nos periodos analisados. (Figuras 6 e 7).
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Figura 4. Correlacdo e coeficiente de Pearson grau de hemdlise X vesiculas ex-
tracelulares D5
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Fig. 4- Coeficiente de Pearson em D5 VEs x GH

Figura 5. Correlacéo e coeficiente de Pearson grau de hemolise X vesiculas ex-
tracelulares D15
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Fig. 4- Coeficiente de Pearson em D15 VEs x GH
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Figura 6. Correlacéo e coeficiente de Pearson grau de hemdlise X vesiculas ex-
tracelulares D25
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Fig. 4- Coeficiente de Pearson em D25 VEs x GH

Figura 7. Correlacgéo e coeficiente de Pearson grau de hemdlise X vesiculas ex-
tracelulares D35
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Fig. 4- Coeficiente de Pearson em D35 VEs x GH
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Discussao

O grau de hemolise esta relacionado com a viscosidade e volume do CH
(17). Apesar da diminuicdo do volume da bolsa-mée durante as coletas, ndo obser-
vou-se acentuacdo dos niveis de hemolise nas unidades estudadas, todos permane-
ceram abaixo do valor recomendado (<0,8%). Este dado pode fazer emergir o fato
de que a determinacdo do grau de hemolise possa nao ser um indicador de qualidade.

O aumento de VEs também foi observado como um preditivo para o apare-
cimento de hemécias de menor volume corpuscular, pois estima-se que a vesicula-
cdo das hemacias em estoque fazem com que essas células diminuam em tamanho
devido a alteracdo da membrana plasmatica, levando ao aparecimento de poiquilo-
citoses como: esferocitose, equinocitose e esquizocitose. Essas hemécias sdo retidas
pelo bago apoés a transfusdo, ndo realizando assim seu papel de aumentar o nivel de
hemoglobina e consequentemente a oxigenacdo dos tecidos, portanto sdo conside-
radas ndo funcionais (18).

Constatou-se neste trabalho que ha uma fraca correlacdo entre o grau de he-
molise e a concentracdo de VESs nos dias 5 e 15 do armazenamento dos CH, en-
guanto que essa mesma correlacéo se torna forte e positiva nos dias 25 e 35. Esses
dados corroboram achados recentes da literatura (19) em estudo com bolsas de san-
gue total filtradas e CH filtrados, onde foram testadas as unidades em D7 e D42
(vencimento), onde o0s autores encontraram uma moderada correlagdo entre a con-
centracdo de VEs e o percentual de hemolise, para ambos 0s processamentos testa-
dos, com r2 = 0,4435 para CH filtrada (n=12) e r2 = 0,4783 para sangue total filtrado

(n=12).
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Neste trabalho ndo foi possivel definir qual a quantidade de VEs/ml que po-
deria significar riscos aos receptores, porém, estudar a base e compreender a fisio-
logia das VEs e como se comportam in vitro, colabora para que as pesquisas possam
evoluir em questfes de seguranca transfusional e novas técnicas diagnosticas.

De acordo com a avaliagéo dos tamanhos das VEs nos dot plots e histogra-
mas baseados na fluorescéncia emitida, foi possivel analisar que as VESs encontradas
nesse estudo apresentam tamanho < 2,7 um, correspondente ao tamanho de corpos
apoptdéticos. As VEs identificadas sdo fragmentos que carregam consigo parte da
membrana celular, de maneira que a marcacao e quantificagdo so foi possivel devido
a presenca de CD235a nas mesmas.

Neste trabalho evidenciamos que as VEs se acumulam e aumentam gradati-
vamente nos CH durante o tempo de armazenamento, como ja descrito, e que ha
correlagdo com o teste padrdo de avaliacdo de qualidade, grau de hemdlise, princi-
palmente nos dias finais do armazenamento. No entanto, os mecanismos de forma-
cao e liberacdo das VEs ainda ndo sdo totalmente elucidados e o contetido das mes-
mas e suas func¢des variam bastante. A identificacdo de componentes distintos da
lesdo de armazenamento com tais qualidades preditivas orientara o atendimento cli-
nico, e também fornecerd uma base racional para o rapido desenvolvimento e adap-

tacdo do sistema de armazenamento de CH.
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Perspectivas

In vitro:

e reanalisar retrospectivamente a eficidcia da determinacdo do grau de
hemdlise como indicador de qualidade para CH.

e Determinar de maneira universal a quantificacdo de VEs em bolsas de CH
standard, filtrado in line, filtrado na bancada, irradiado e lavados.

e Propor a quantificacdo de VEs por meétodos biotecnoldgicos, rapidos e
seguros que sejam economicamente viaveis para serem implantados na

pratica transfusional (Lab-on-a-chip).

In vivo:

e Quantificar VEs em pacientes transfundidos, segundo o sexo, as
comorbidades e o tempo de armazenamento dos CH.

e Quantificar VEs em pacientes transfundidos, segundo o sexo, as
comorbidades e o tempo de armazenamento dos CH, que tenham tido uma
reacdo adversa imediata ou ineficicia transfusional com sequestro do CH
transfundido, mais rapidamente.

e Estabelecer protocolo de infusdo de diferentes quantidade de VE de CH, em
modelo murino, analisando em grupo de animais as consequéncias na
hemostasia, na producdo de citocina sericas e analise histopatoldgica em
cortes histolégicos de cérebro, pulmdes, rins, figado e baco 24 e 48 horas

apos a infusdo.
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