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1.Introducio:
Em 1883, Giulio Bizzozero documentou o achado microscépico chamado por

diversos autores de globulins, pequenos glébulos, ou “petites plaques” como sem cor,
redondas ou ovais e com um tergo do tamanho de uma hemdcia, consolidando as
plaquetas como o 32 componente, juntamente com as hemacias e leucdcitos, tendo atuacao
na coagulacéo e formacio de trombos.

A transfusdo de sangue ja é uma idéia muito antiga e foi por muito tempo uma
pratica muito mais religiosa que cientifica. Os estudos envolvendo as células sanguineas,
sua compatibilidade e preservacdo permitiu a criagdo dos bancos de sangue, inicialmente
representados por soldados compativeis entre si, evoluindo para os banco de sangue
atuais que permitem o fracionamento das porgées celulares e do plasma com tipificagido
imunolégica.

As plaquetas podem ser obtidas via aférese ou por fracionamento via
centrifugacdo de sangue total. Elas possuem sistemas canaliculares que permitem o rapido
contato com o meio extracelular e resposta a partir disto, liberando intiimeros fatores
tréficos e de infliéncia na coagulagdo. O foco nelas como componente secretor de iniimeros
componentes vitais e comuns para os mais diversos tecidos, como VEGF, ADP, ATP e
fatores tréficos neuronais, estd além do simples conhecimento acerca de coagulagio
sanguinea; as plaquetas foram e sdo utilizadas para matrizes de regeneragio tecidual
assim como suplemento em cirurgias e doengas em que o sangramento profuso ocorre na
sua falta.

Entéo, as plaquetas tém todo seu papel medicinal e biotecnolégico restrito por dois
fatores: armazenamento e doagdo. Até hoje ndo foi desenvolvido um substituto feito
artificialmente para as plaquetas, de modo que a doagfio continua como a tinica forma de
obtengédo do material. Ja quanto ao armazenamento, os 6rgios de controle concordam que
as plaquetas devem ser mantidas a 22°C por até cinco dias, restringindo possivel
contaminacdo, e sob agitacdo, para evitar dano excessivo. Isso cria o problema de
desperdicio ap6s decorrido esse curto periodo de tempo.

No Hospital de Clinicas de Porto Alegre, a situagio é igual a citada, cinco dias e
depois segue-se o desperdicio, com uma tnica diferenca: temos a possibilidade de efetivar
o protocolo de criopreservagdo. Este trabalho foi proposto e desenvolvido, para criar a
rotina de congelamento de plaquetas, permitindo acesso & material de qualidade

indiferente ao tempo de armazenamento.



1.1 Histérico
A prética de transfusdo sanguinea humana como conhecemos atualmente

atingiu sua maior aplicagdo em torno da segunda guerra mundial, contudo a idéia
de transfusdo é muito mais antiga e vai de mito a ciéncia. Temos na histéria de
diversos povos a evidéncia de que o sangue sempre foi considerado uma forga vital
presente no individuo, percorrendo o sentido por vezes ritualistico em culturas
indigenas de absorver a for¢a e a personalidade bebendo o sangue alheio, ou
ofertando-o aos deuses, como no caso de gregos e romanos. Esse sentido mitico do
sangue permeou durante muito tempo até mesmo sua aplica¢cao na medicina de até
1000 antes de cristo: na China, ele era a alma do individuo e fonte de todas as
dores; no Egito, as propriedades curativas e restauradoras seriam passadas
através de um banho com sangue, trazendo o rejuvenescimento e a cura para
muitas doengas[19].

Uma invengdo foi crucial para a transferéncia da fé nas propriedades
sanguineas para seu real conhecimento cientifico celular: o microscépio. Somente
com ele que numerosos estudos foram feitos, de modo que em meados de 1658 a
1680, os bidlogos alemdes Jan Swammerdam e Anton Leeuwenhoek,
respectivamente, citaram as heméceas através da observagao do sangue de ra. Mas
devido ao seu reduzido tamanho, as plaquetas escaparam de observacgao até 1842,
com autoria controversa, pois tanto o francés Alfred Donné quanto os ingleses
George Gulliver e William Addison publicaram descrevendo pequenas particulas
que podiam formar trombos mediante estimulo. Oito anos depois, o potencial de
resposta a trauma foi descrito por Thomas Wharton, pela observagdao no
microscépio éptico de que o sangue de ras apds trauma, apresentavam trombos
contendo hemécias e aparentemente fibrina dando consisténcia e aderéncia.
Contudo, até entdo nio havia a relagdo de sangue circulante com essas particulas e
a delimitacdo de que as plaquetas eram elementos individuais do sangue e nao
somente restos celulares de hemdcias e linfécitos. Isso ocorreu com William Osler,
que, pela observagdo das veias de filhotes de ratos recém eutanaziados, descreve
esses pequenos glébulos como elementos individuais da circulagdo. Em 1983,
Giulio Bizzozero documentou a morfologia das plaquetas como sem cor, redondas

ou ovais e com um ter¢o do tamanho de uma hemaécea, as classificou como “petites



plaques” e as consolidou como componentes sanguineos presentes na coagulacio,
formagdo de trombos e sua nomenclatura [19,20].

O processo de transfusao sanguinea em si correu paralelo as descobertas
celulares e teve seu inicio em meados de 1600, uma época em que para a medicina
quase tudo curava-se com sangria. Contudo, a transfusdo iniciou com sangue de
cordeiro, visto que, para a mentalidade da época, este seria desprovido de vicios. O
procedimento consistia em efetuar as sangrias e depois passar o sangue da
carétida do cordeiro para o paciente, visando a cura de doengas mentais até febres,
de modo que o procedimento resultava muitas vezes em ainda mais febre, reagoes
hemoliticas e hemoglobintria por causa da rejei¢do. Por fim, as reacdes e as mortes
levaram os colégios de medicina Frances e Londrino juntamente com o Papa a
proibirem as transfuses de animal para humano.

O retorno ocorreu com James Blundell, conhecido obstetra que pensou
utilizar a transfusdo de sangue para tratar hemorragia pés parto por um método
inovador para a época: de humano para humano. Para tanto, ele desenvolveu um
mecanismo que consistia basicamente de um funil com uma bomba, preenchido

com agua quente(figura 1).
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Figura 1. Desenho do primeiro aparato utilizado para extrair sangue. 1. Entrada do
sangue 2. Saida do sangue 3.Camara preenchida com dgua morna para manter a
temperatura do sangue 4. Mecanismo para dar press&o na saida do sangue. [19]

A partir de entdo, as transfusGes sanguineas ganharam uso novamente e

continuavam esbarrando em diversos problemas, como contaminagio, rejeicio e



bolhas de ar injetadas nos pacientes. A primeira atitude para contornar esses
problemas e justificar seu uso foi utilizar sangue nos casos de hemorragia e nos
quais a vida do paciente seria perdida de qualquer forma sem a transfusao.
Concomitantemente foram sendo criadas novas técnicas como sistema fechado
visando reduzir a entrada de ar, e novos conhecimentos, como as descobertas de
Louis Pasteur sobre bactérias em 1865 e os antissépticos desenvolvidos por Joseph
Lister. Finalmente a descoberta do sistema ABO por Karls Landsteiner, possibilitou
a triagem e a transfusdo sanguinea mais préxima de como a conhecemos hoje,
ocorrendo a triagem Laboratorial pré-transfusdo para evitar a rejei¢do.

O principal fator que estimulou a busca e consolidou os conhecimentos
sobre transfusdo foram as guerras: a guerra franco prussiana ja teve transfusoes;
na primeira guerra mundial, em que Albert Husin e Luis Agote descobriram que o
citrato de sédio evitava a coagula¢ao do sangue; a posterior suplementacao com
glicose permitira o bom armazenamento; por sequéncia na segunda guerra
mundial, tivemos a formagdo de bancos e de unidades de sangue levados a batalha
para dar suporte aos soldados. Culminando ,em 1937 , na formag¢do de um banco
de sangue em Chicago, visando a preservagdo de sangue por um prazo de dez anos.
Além disso, descobriu-se o sistema Rh, novas solu¢gbes de preservacdo e a
criopreservagdo de plasma concomitantemente aos anos predecessores e durante
a segunda guerra[19,20].

Ap6s, ao redor de 1960, iniciou-se a idéia do congelamento via glicerol,
possibilitando o aumento de tempo de estoque de componentes sanguineos e
gerando um panorama parecido com nossa prética habitual de banco de sangue, o
qual consiste na transfusdo de plaquetas, hemacias e plasma, juntamente com a
possibilidade de sua criopreservagdo. Judith Graham Pool e Kenneth Merle
Brinkhous, iniciaram a idéia de congelar concentrados de sangue e plasma visando
o aumento dos fatores de coagulagdo transfundidos para pacientes hemofilicos e
hemorragicos(?. Mas até entdo as técnicas de criopreservacdo ainda eram
limitantes e prezava-se pelo uso de plasma para tratar esses pacientes quando
sangue total ou o plasma fresco rico em plaquetas nio estava disponivel [21,22].

Visando resolver o problema da falta de material fresco e aumentar a
possibilidade de tratamento dos pacientes hemorragicos, pesquisou-se formas de

preservar as plaquetas. Desse modo, na década de 60 e 70 foram percorridas



diversas hipéteses, indo do resfriamento a 4°C, armazenamento em gelatina, até o
proprio congelamento com resultados diversos, até que nos anos 80, comprovou-
se que as plaquetas congeladas em DMSO sdo viaveis ao transplante e uma
ferramenta importante e eficaz para o tratamento de pacientes [56], e que o
melhor modo de armazenamento é por 5 dias a 22°C [22].

Todo esse percurso histérico caracterizou a pratica clinica dos bancos de
sangue atuais, com transfusdo e armazenamento do material biolégico doado.
Assim, seja comprovada pela fé ou pela ciéncia, o sangue trata os males que afetam
a populagdo humana praticamente desde o inicio da nossa histéria, mesmo que
sem a delicadeza técnica que possuimos hoje.

Atualmente encontramos um ponto critico: a relagdo entre demanda do
material coletado e o niimero de doagdes pode variar para ambos os lados, ou
levando a falta de material para os pacientes ou descartando material vidvel pelo
prazo de validade. As plaquetas enquadram-se normalmente nesse ponto por
terem seu tempo vidvel de somente cinco dias quando preservadas a 22°C. Isso
torna crucial que esse material seja congelado para uso futuro, valorizando a
doacdo e o respeito por ela e também melhorando o atendimento aos pacientes na

clinica.



1.2 Fung¢do Bioldgica das Plaquetas
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cadafasa 123] de membrana consiste em dois tipos de

canais(sistema): o sistema canalicular aberto é um remanescente dos canais de
demarcacdo de plaquetas dos megacariocitos, sendo uma invaginacdo da membrana
plasméatica para dentro do citoplasma; ja o sistema tubular denso, contém material
originado do reticulo endoplasmatico rugoso do megacariécito, servindo de
armazenamento de calcio, contendo enzimas(cicloxigenase e tromboxano
sintetase,por exemplo) que produzem tromboxano A, a partir de acido aracnéico e
adenilato ciclase. A zona periférica consiste na membrana celular recoberta por um
espesso glicocdlice formado a partir de glicoproteinas, glicosaminoglicanas e proteinas,
como fatores de coagulacdo, absorvidos do plasma. A zona estrutural é formada por
microttibulos, actinas, proteinas ligadoras de actina, realizando a manutencgao da
forma discoidal das plaquetas de dois a quatro micrédmetros e a mudanca para um

formato mais estrelado quando ativadas. A zona de organelas é a chave para sua



funcao fisioldgica, contendo além de mitocéndrias, peroxissomos, glicogénio e os
granulos plaquetérios. Os granulos alfa sdo mais numerosos, possuindo fibrinogénio,
fatores de coagulacdo, plasminogénio, tromboxano A,, inibidor do ativador de
plasminogénio e fator de crescimento derivado de plaquetas. Os granulos delta sdo
mais densos e menos numerosos, contendo ADP, ATP, serotonina e histamina. Por fim,
os granulos gama, s3o responsaveis pela dissolucdo de codgulos, contendo enzimas
hidroliticas. [12]

A funcao fisiolégica das plaquetas consiste basicamente de cinco momentos:
adesao, agregacao, secrecao, formacdo e posterior retracdo do codgulo. Desse modo,
elas devem estar presentes em todos os vasos do corpo para que possam realizar sua
funcdo, submetendo-se do forte fluxo arterial ao mais brando das veias e capilares
[23]. Entdo quando ocorre a lesdo do vaso sanguineo, elas precisam de um fator
bioquimico que proporcione sua adesdo, isso ocorre quando a lesdo expde o coldgeno
da matriz extra celular e esse liga-se ao complexo protéico GPlb da membrana da
plaqueta e ao fator de Von willebrand; em condicdes de alto fluxo de cissalhamento, a
proteina plasmatica Von Willebrand exerce maior influéncia na adesdo [24]. Desse
modo o fator de Von Willebrand pode realizar a primeira associacao da plaqueta ao
sitio de lesdo [1], utilizando-se da proteina de matriz trombospondina-1 para a adesio
nesse processo [2]. Apds, a glicoproteina GPlb também promove o rolamento, via p-
selectinas, no local da lesdo, ativando as plaquetas e permitindo que os receptores
GPlib/lla e integrina a;uBs liguem-se ao fibrinogénio e liberem seus granulos. Nesse
processo a membrana plasmdtica das plaquetas sofrem alteracdes que levam a
formacdo de pseudépodos que interagem entre as plaquetas, formando uma rede, e
também os granulos movem-se para a periferia para sofrer exocitose [25].

A funcdo secretora das plaquetas é complexa, envolvendo cerca de 300
proteinas, que vao desde ADP, proteinas de adesdo, proteinas de recrutamento,
proteinas para agir na remodelacdo do trombo,VEGF, IL-8, outras moléculas
quimiotaxicas da resposta inflamatéria, e até mesmo seqiiestrando moléculas de
adesao, como as p-selectinas e integrina ay;pBs, em granulos alfa e os transferindo para
a superficie plaquetdria para facilitar sua agregacdo com outras plaquetas [27). Assim,
para que ocorra a secrecao de todas essas moléculas, primeiramente ocorre a ativagio

de proteina G, que ativa fosfolipase C, que ativa IP; e DAG, as quais fazem suas



cascatas de sinalizacdo, ativando as ATPases do sistema tubular denso, liberando
calcio para a exocitose e o aumento da atividade dos microtibulos para mover os
granulos. Apds, ocorre a fusdo dos granulos com a membrana plasmatica via interacdo
das v-SNAREs da membrana plasmatica e receptores VAMP e t-SNARE presentes nos
granulos, culminando na liberacdo destes e na sinalizagdo celular realizada pelas
plaquetas [26,23].

Em termos de hemostase, a secre¢do serve basicamente a dois termos: agregar
mais plaquetas e realizar vasoconstricdo. Para tanto, as plaquetas liberam, pelo
mecanismo citado acima, ADP, ATP,GTP, tromboxano A,fator de Von Willebrand,
fibrinogénio, fibronectina e serotonina realizando um efeito de agregac¢do: aumento da
interacdo das plaquetas com o endotélio, com outras plaquetas no locas da leséo e
com as circulantes. Aqui, a membrana plasmatica plaquetaria tem uma funcao vital:
elas sofrem um flip-flop, expondo fosfolipideos negativos, os quais permitem a ligacao
dos fatores de coagulagio nas plaquetas no sitio de lesdo. Essa ligagdo ocorre
principalmente com os fatores V e X, que realizam a cascata de ativagdo da
protrombina em trombina, que converte o fribrinogénio em fibrina, formando um rede
que estabiliza o tampao plaquetdrio. Além disso, as moléculas de adesao, p-selectinas
GPlIb/Illa, expressas nas membranas das plasquetas ligam-se aos receptores PSGL1
dos leucdcitos e as células T via CD40, agregando-os ao tampdo [25]. Apds, as
plaquetas sofrem sinalizacdo do endotélio via ativador de plasminogénio tecidual,
liberando os granulos gama, e cumprindo seu papel na retracdo do coagulo,
diminuindo a incidéncia de trombos.

Assim, podemos perceber que as plaquetas sdo fundamentais na reagao
fisiolégica do organismo 3 perda de sangue e dano tecidual, visto que além da cascata
coagulatéria citada brevemente acima, o fator de derivado de plaquetas estimula a

proliferacdo de musculo liso e fibroblastos para a reparacao do tecido [12].
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Figura 3: Demonstragio da fungio plaquetaria: adesfo, secre¢ido e agregacio. [34]

Tabela 1: Receptores e seus receptivos ligantes envolvidos na funcio plaquetaria. [25]

Funcao Plaquetéria Ligantes Receptores
Adesdo vWF GPIb/V/IX
TSP1 GPIb/V/IX,CD36
Colageno a,pB;GPVI,CD6
Fibrinogénio b3
Fibronectina asP,
Vitronectina aB1
Laminina agfBy
Cisalhamento GPIb/V/IX
Ativacgao Trombina PAR1,PAR4,GPIb/V/IX
ADP P2Y,, P2Y,,
TxA; TPa,TPB
Epinefrina Qoa
Serotonina SHT2A
MMP-2, MMP-1 ?
Complexo Imune Feylla
Complemento C1q,C33,C5a

Plasmina

?




Streptoquinase ?

Agregacao Fibrina a,,B; ativado
vWF ayuB; ativado,GPlb/V/IX
TSP-1 P ativado,CD36,IAP
Fibronectina aypPs ativado
sCD40L apBativado
Gasb Axl
SDF-1, TARC, MDC CXCR4,CCR4

VWF, Von willebrand factor; TSP1 trombospondina-1;ADP, adenosina difosfato; T,A2, tromboxano
A2 MMP metaloproteinase de matriz;IAP, proteina associada a integrina;SDF, fator derivagéo
estromal;MD, quimiocina derivada de macrofago

1.3 Doacao e Utilizagoes

Seja qual for a gravidade do estado em que encontra-se o paciente e sua
necessidade de componentes sanguineos a partir disto, ele s6 obtera este recurso a
partir da doagdo voluntdria de sangue. Gragas aos avangos sociais que
acompanharam o conhecimento cientifico na sociedade, o habito de doar sangue e
repor os estoques sanguineos esta sendo cada vez mais embutido na cultura.

Desse modo, quando um cidaddo encontra-se apto e realiza a doagdo dos seus
componentes sanguineos, estes passam por triagens e procedimentos que vao
desde um questionério, que funciona como um depoimento direcionado em que
enquadra-se o sangue do paciente como seguro para doagdo ou ndo, até os testes
laboratoriais para verificar a presen¢a de antigenos especificos das doenc¢as mais
comuns e tipagem de compatibilidade. As plaquetas enquadram-se dentro desse
panorama, de modo que o sangue total é doado em um sistema fechado constituido
de 3 bolsas, as quais serdo centrifugadas e fracionadas de acordo com a
necessidade em plasma, hemdcias e plaquetas. Assim, mantém-se de 60 a 75% das
plaquetas do sangue total coletado, elas ficam sadias, pois a bolsa ¢ permeavel a
diéxido de carbono e oxigénio [28].

Outro modo de coletar algum componente requerido é por aférese. O paciente é
ligado 2 maquina de aférese, para que seu sangue passe por ela e retorne retirando
somente o componente desejado. Existem diversos modelos e fabricantes, mas os
principios béasicos sdo os mesmos: o sangue total passa dentro de uma membrana

circular com porosidade especifica, como demonstrado na figura 4, ou ¢

10



centrifugado, valendo-se da densidade de cada componente sanguineo para isola-

lo [29].
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Figura 4 : Funcionamento da membrana de aférese [29]

Seja qual for a forma de coleta, o concentrado de plaquetas é mantido sob
agitagdo a 22°C, podendo ser mantido por até 5 dias. O maior beneficio da aférese é
que consegue-se um valor até oito vezes maior de células do que através de uma
doagdo normal(3x101t e 5x102° respectivamente). Os motivos para uma transfusio
plaquetdria sdo os mais diversos, podendo também variar a contagem para cada
caso, como: paciente oncohematolégico estavel; mielograma e biépsia de medula
Ossea; pungdo lombar em paciente leucémico pedidtrico estével; coagulacio
Intravascular Disseminada; broncoscopia em pacientes de transplante de medula
6ssea;  trombocitopenia  Neonatal Aloimune; cirurgia em leucemia;

Trombocitopenia secundéria a transfusdo; bypass cardiopulmonar; neurocirurgia;
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presen¢a de sangramento ativo com menos que 100.000 plaquetas mm? ou tempo
de sangramento aumentado ou pacientes com defeitos qualitativos de plaquetas,
trombocitopatias [29,30], e por fim temos a linha geral de que pacientes estaveis
com contagem plaquetaria inferior a 5.000/pL correm risco alto de sangramento
espontdneo e devem receber plaquetas [30].

Mas pensar nas plaquetas somente pela sua fungdo coagulatéria é pensar
pequeno. A medicina esportiva demonstrou inicialmente que as plaquetas podem
ser uteis para regenerar tanto 0ssos quanto tenddes [5], prevenir e tratar infec¢oes
[6]. Isso ocorre por que os granulos plaquetdrios contém muitos fatores de
crescimento envolvidos na regeneragdo tecidual, o que culminou na criacao de
uma solu¢do de concentrado de plaquetas e fribrina utilizada na cirurgia
bucomaxilofacial [7]. Na verdade, a matriz de fribrina é obtida de um modo muito
simples e rapido para aplicagdo na cirurgia: o sangue do paciente é coletado em um
tubo sem anticoagulante, deixado por um tempo suficiente para comecar a cascata
de coagulagio, centrifugado a alta velocidade, o plasma € retirado e forma-se uma
matriz rica em fibrina e toda a vasta gama de fatores dos granulos plaquetérios. O
desenvolvimento de tecnologias envolvendo matrizes plaquetarias possui uma
aplicagdo muito abrangente e pratica; os mecanismos e moléculas sinalizadoras
presentes apds trauma sdo comuns aos tecidos e envolvem fases inflamatérias,
proliferativas e migratérias, angiogénise, formacdo de novo tecido, matriz e
remodela¢io, de modo que muitas destas proteinas e mecanismos sdo ativados
pelas plaquetas.

Matrizes de fibrina mais atuais retiram os leucécitos para evitar possivel acdo
de proteases e hidrolases e utilizam cloreto de célcio para maximizar a presenc¢a de
fatores de crescimento plaquetario. Varios avan¢os como este possibilitou hoje
termos diferentes modos de aplicacdo a partir da necessidade técnica do
procedimento cirurgico: uma formulagdo liquida com meio de cultura usado em
cirurgia geral (figura 5.3); formato de massa maledvel, usada para fornecer a base
do implante de tindneo nas préteses dentaria (figura 6); conformagdo firme,
formando um “scafold”, utilizado para revestir grades usadas em uleras (figura
5.2), aplicagdo de células tronco e revestir implantes 6sseos e para fechar extragao

dentéria com completa regeneracao epitelial(figura 5.1)[31]
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Figura 5: 1. Scafold utilizado para implante com célula tronco 2. Grade recoberta com a
matriz a partir de plaquetas 3. Aplicagdo da matriz para acelerar a regeneragio cirurgica
[31]

A razao de existéncia das tecnologias envolvendo plaquetas é o transplante
do material biolégico no paciente, seja pelas matrizes ou por transfusido. Nesses
casos, sempre hd o risco de rejeigdo, ou aloimunizacio apés transfusées repetidas.
A transfusdo plaquetdria, para estes termos, deve ser monitorada apés uma hora
via contagem; caso apés o decorrido tempo ocorra aumento inferior a 4500/pL

[35], € estabelecido que pode estar ocorrendo algum tipo de ataque as células.
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Para diminuir ao maximo a possibilidade destas reagées, sdo retiradas as
fragbes branca e vermelha. Somado a isso, pode-se fazer a tipificacdo e a
transfusdo correspondente dentro da compatibilidade antigénica, sistema ABO,
HLA (human leukocyte antigen), HPA (human platelet antigen) e Rh. Este dltimo é
um mecanismo de seguranga, pois as plaquetas ndo apresentam fra¢do D positiva
ou negativa, ndo tendo Rh, inclusive Cid et al demonstra rea¢do negativa na
transfusdao de 4700 pacientes[36]. Mas a literatura é controversa quanto a isso e
estabeleceu-se manter essa tipificagdo de Rh pré-transfusdo por seguranca das
possiveis hemdécias e leucécitos que podem persistir, mesmo sendo aférese ou
retirado as fragdes. A reacao contra HLA e HPA ocorre, na maioria dos casos, em
pacientes com trombocitopenias cronicas e cancer, porque nestes casos sao
comuns as transfusdes repetidas frequentemente, representando um ntmero
massivo de células; além disso, as conorbidades dessas doencgas, como
esplenomegalia e infec¢des recorrentes, favorecem a reagao ao transplante[37].
Mas de todo modo, considera-se que somente cerca de 5% dos pacientes sob
quimioterapia sofrem efeitos de refratoriedade quando transfundidos usando
bolsas plaquetérias com nimero reduzido de leucécitos [9]. Caso o laboratério
tenha recursos, pode-se verificar se os mondécitos do paciente vao atacar as
plaquetas, método desenvolvido por Lim etal [10].

Em alguns casos, registrou-se que a queda das plaquetas estava relaciona a
outros fatores fisiolégicos que ndo os imunes [35,37], ndo definiu-se exatamente as
causas, mas determinou-se a relagdo com doenga vaso oclusiva, irradiagado total do
corpo,altos niveis de bilirrubina, ciclosporina e tacrolima [35].

Seja utilizando matrizes de fibrina, transfundindo pacientes em cirurgia,
trauma, ou profilaticamente, uma certeza podemos ter sobre as plaquetas: elas
salvam vidas. Até hoje, ndo temos um substituto vidvel que balanceie custo e
eficiéncia como as plaquetas, tornando-as um material precioso dentro dos
hospitais do mundo. Mas, todo esse preciosismo, toda essa aplica¢do de suporte a
vida e ao tratamento, tem um prazo de validade curto nos bancos de sangue: cinco
dias a 22°C. O que significa que estamos legitimamente jogando fora o material
biolégico como rotina. Muitos lugares no mundo, ja no século passado, resolveram

esse problema: congelamento.
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1.4 Criopreservacao
Desde a década de 90, passamos da manutengdo por 1 hora pré transfusio,

para armazenamento a 4°C por 24h, dai entao para cinco dias a 22°C, com bolsas
melhores que permitem a passagem de gases e as tecnologias de “scafolds” a partir
de homogeneizados plaquetdrios. Ou seja, o conhecimento demonstrou a
importancia das plaquetas, associando conhecimento com tecnologia para a
melhor atencdo a condigdo do paciente, e o congelamento é justamente isso: a
forma mais viavel hoje de se preservar o material e manté-lo disponivel, o préximo
passo que tecnologia e conhecimento permitem.

Quando qualquer célula ou fragdo celular que contenha membrana entra em
processo de congelamento, a formagdo de cristais pelas moléculas de &4gua
normalmente resultam na lise da membrana com perda da funcfo e integridade. A
partir disso, desenvolveu-se varios criopreservantes e métodos de congelamento
[38], boa maioria deles foram testados para as plaquetas, glicerol, etileno glicol,
propileno glicol, dextran e DMSO. Gao et al e outros autores, demonstraram que o
melhor criopreservante é o DMSO, dentro da concentragdo limite de 2M [39,40], de
modo que ele forma pontes de hidrogénio com as moléculas de 4gua da célula
possibilitando a queda relativamente segura da temperatura [40].

O maior problema de se criopreservar e depois transfundir um tecido é que
as substancias crioprotetoras sdo bastante téxicas, inclusive o préprio DMSO cria
poros em membranas lipidicas a concentragdes de 30% [11]. Visando evitar danos
ao paciente, € aceita uma concentragdo de 1g de DMSO por quilograma do paciente
para transfusdo e até 10% de volume na solugdo no ato de congelamento, esses
dados baseiam-se no fato de que ele nédo é altamente t6xico além de ndo depositar-
se no corpo de modo permanente ou mutagénico [41].

Mesmo o DMSO sendo seguro e utilizado no mundo todo, pensou-se num
modo simples de diminuir muito sua concentragéo: centrifugacao.

O exército dos pafses baixos ja ha alguns anos congela plasma, hemécias e
plaquetas para suprir seus soldados em missdes de paz. Essa pratica, que comegou
com o alojamento de soldados doadores e hoje encontra-se com os
hemocomponentes congelados levados a campo de batalha, tem sido de vital
importancia, segundo seus préprios relatos [42]. Eles reafirmam a necessidade e

importancia da transfusdo plaquetdria para salvar a vida dos soldados com
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hemorragia massiva, sendo inclusive as plaquetas congeladas mais eficientes;
outro fator importante, é o lugar em que encontram-se, pois em paises de terceiro
mundo nao é confidvel a obtenc¢do de sangue dos hospitais ou até mesmo de seus
préprios soldados devido a infec¢bes e parasitoses, portanto, a pratica de
congelamento tem papel vital no suporte aos soldados [42].

Afora experiéncias militares, eles efetuaram a aplicagdo de plaquetas pds
congelamento em pacientes com sangramento constante e contagem de plaquetas
baixas, obtendo a parada do sangramento em vinte minutos. Entdo, as experiéncias
do banco de sangue militar dos pafses baixos demonstra que os principios da
congelamento podem realizar um papel vital dentro do funcionamento dos bancos
de sangues do mundo. O método usado foi desenvolvido por Valeri et al, ele foi
inovador em duas coisas simples: economia de uma hora no descongelamento das
plaquetas ao descartar o passo da lavagem e economiza de espaco pela simples
idéia de centrifugar a bolsa j4 com DMSO e a retirada posterior do excesso do
plasma. [43]

Valeri, assim como os dados clinicos dos paises baixos, demonstram que o
congelamento de plaquetas conquistou seu espago na pratica clinica de alguns

lugares do mundo por ser confidvel e seguro para os termos de coagulacdo.

1.5 O papel do pH

Toda a carga de proteinas na forma de fatores tréficos e sinalizadores que
envolvem a funcio e as diversas aplicagdes plaquetdrias geram e sofrem efeito de
alteracdes no pH. Logo que ocorre algum dano, seja fratura ou em tecidos moles,
temos pH 4cido que vai migrando para alcalinidade ao longo do processo de cura
[15,16], um teoria para explicar isso é que o ambiente acido faz com que as
plaquetas produzam mais fatores de crescimento[17].

Em plaquetas humanas, a regulacdo do pH ocorre prioritariamente pelo
NHE (sodium hydrogen exchanger), uma proteina transmembrana com 7 isoformas,
cuja ativagdo da-se pelo gradiente balanceado de sédio e hidrogénio, sendo
rapidamente ativado quando ocorre acidificagdo pelo acimulo destes para manter
a alcalinidade que permite uma permeabilidade aumentada ao Ca*? ou pelos
agonistas plaquetdrios, como trombina, que ligam-se alostericamente ao receptor e

o tornam mais suscetivel & gradientes mais alcalinos de pH para aumentar a
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atividade da plaqueta em torno do ph fisiolégico[44]. Entdo, somente com a agdo
do NHE ja podemos destacar que o pH modula as fases da fun¢do plaquetéria,
principalmente agrega¢do e secre¢do [18]. O papel do HCOsz é citado tanto
relacionado ao stress oxidativo quando ao pH, mas sua atuagdo especificamente
nas plaquetas é dubia e o NHE apresenta efeito mais expressivo confirmado[44].

O trabalho com plaquetas e justificativa para sua criopreservacdo giram ao
redor do fator tempo. O armazenamento por cinco dias é devido ao risco de
proliferagdo bacteriana, envolvendo também suas toxinas e produtos metabélicos,
mas isso até pode ser contestado ou prevenido com adventos de novas tecnologia.
Contudo, é ainda mais importante do que isto, o dano que as plaquetas sofrem
naturalmente quando armazenadas, envolvendo modificagdo da forma, aumento
da expressao de fosfatidilserina e de integrinas na membrana, aumento na
producéo de lactato [45] e diminui¢do do pH, de modo que o Europian Blood Bank
Regulation estabelece uma janela entre 6.4 e 7.4 para que o pH esteja aceitivel
considerando as alteragdes de fungio [46].

Raymond et al [47] demonstrou que o pH é um fator vital para se analisar o
impacto da transfusdo in vivo; ele esta diretamente relacionado com o tempo de
sobrevivéncia das plaquetas e com a recuperagio delas no paciente. Além disso, o
aumento do pH pode ser devido a producdo de lactato na célula, visto que ele
também demonstrou uma relagdo inversa dentro dos mesmos pardmetros das
plaquetas. Muitos autores corroboram essas descobertas em vista de estabelecer o
controle dos niveis de pH, lactato, pressdo de O, e de CO2 como o padrdo de
qualidade das plaquetas armazenadas [45,47]

Tang et al [44] demonstrou a preservagdo do pH pré e pds congelamento. A
partir disso, podemos induzir que ocorre a preservacio do mecanismo de controle
de pH nas células plaquetarias e que este pode ser um mecanismo vélido para a
obtengdo de parametros de eficiéncia tanto da técnica de congelamento quanto da
utilizagdo na transfusdo, principalmente se associado a afericio do lactato

produzido.
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1.6 Proposta

A possibilidade de criopreservar plaquetas é uma realidade para muitos
lugares do mundo. No Brasil, isso torna-se um pouco mais complexo devido a
necessidade de  profissionais capacitados e treinados para trabalhos em
criobiologia e, ainda mais dificil, ultra freezers de -80°C ou equipamento para
manipulagido de nitrogénio liquido. Aqui no Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA) temos todos esses prérequesitos.

Em 2012, o HCPA produziu via doagdo numa média anual 1500 bolsas de
plaquetas por aférese e 12000 a partir de doagdes de sangue total. De todo esse
estoque, cerca de 20% teve que ser descartado devido a estreita janela de validade
das plaquetas, representando um prejuizo, somente no valor das bolsas de coleta,
de 145000 reais. O maior prejuizo ndo é pecunidrio, mas sim o trabalho dos
profissionais envolvidos desde a coleta até a triagem  laboratorial, e
principalmente o material biolégico obtido via doacao.

Além disso, como o estoque apresenta baixa durabilidade, muitas vezes a
demanda a partir dos pacientes do hospital obriga a transfusdo de plaquetas fora
da compatibilidade ABO. Isso demonstra que o hospital estd sujeito ao prejuizo,
tendo todo o material necessério para remediar esse fato através da criobiologia.

0 banco de sangue do HCPA é obrigado a jogar fora a parcela de plaquetas
da doagdo de muitas pessoas devido ao prazo de validade do material; isso
prejudica sua imagem frente aos doadores, visto que pode desincentivar todo o
processo, invalidando os intensos programas de conscientizacdo das pessoas sobre
a importancia da doagdo. Estamos perdendo todo o potencial terapéutico deste
material e diminuindo a possibilidade de repd-lo. Tendo em vista todos esses
problemas, propomos instaurar a resolu¢do mais simples e efetiva: validar o

protocolo de criopreservac¢ao plaquetario.
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2. Implementacao de Protocolo de Criopreservacido na
rotina do Banco de Sangue do HCPA
Rodrigues F! ; ONSTEN, Tor Gunnar Hugo?

1Felipe Rodrigues,estudante de biomedicina na UFRGS. E-mail, autor correspondente: felipe.vfr@gmail.com

2 Tor Gunnar Hugo Onsten, Phd. Chefe do Servigo de Hemoterapia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Abstract

As plaquetas apresentam um armazenamento problemético devido a sua duragio
de 5 dias a 22°C sob agitagdo. O procedimento de criopreservacdo torna-se uma
alternativa viavel para o estoque por longos periodos, possibilitando a formagdo de um
estoque tipificado quanto aos principais antigenos, prevenindo reagdes a transfusio. Neste
trabalho, nés utilizamos as técnicas mais avangadas para permitir tanto a reducio do
volume, ocupando menos espago fisico, quanto a menor reagido possivel do paciente ao
criopreservante. Para tanto, utilizamos bolsas aférese coletadas no banco de sangue do
HCPA, procedendo com a centrifugagdo da bolsa ja contendo o dimetil sulféxido(DMSO)
para criopreservagao, com a retirada do excesso de plasma. Pré manipulagdo e pds
descongelamento, no tempo de 7 dias, foi realizada a contagem celular, a recuperagio, a
gasometria, medida do lactato e citometria de fluxo para analisar a integridade dos
receptores plaquetérios. Nestes Parametros encontramos alteragdes significativas no pH,
lactato e na analise preliminar dos receptores plaquetarios, mas conclufmos que os dados
estdo dentro dos parametros do guia inglés e americano de transfusio, assim como do

utilizado no banco de sangue do hospital.

Palavras chave: CD 42b, criopreservagio, plaquetas, DMSO.

Introducao

Desde a décade de 1960 ja pensa-se
em criobiologia, mas inicialmente as
plaquetas ndo foram seu foco. Para
necessidades imediatas, manté-las
sob agita¢do por 5 dias a 22°C era o

suficiente na época. Contudo, isso ndo

se adéqua mais a necessidade atual,
quando estamos em constante falta
de material compativel com o
paciente. Aqui no HCPA, no ano de
2012, recebemos 1500 doagbes de
aférese e 12000 doagdes de plaquetas
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de sangue total, de modo que 20% de
todo esse material foi descartado por
terem vencido os 5 dias de validade
estabelecidos nas normas
internacionais, levando a transfusdo
de material fora da compatibilidade
hematolégica.

A criopreservagdo plaquetéria
é uma realidade no mundo, sendo
utilizada clinicamente ja em 2002,
quando Saroj Vadhan-Raj et al
demonstrou a eficiéncia de plaquetas
criopreservadas utilizadas em
pacientes trombocitopénicos pela
agio da quimioterapia; além disso, os
Pdises Baixos e a Australia fazem uso
delas em tempos de guerra para
suprir as necessidades em campo de
batalha dos soldados e nos hospitais
militares. Contudo, esta pratica de
congelamento no Brasil ndo chega a
ser uma rotina devido ao alto custo
dos freezers e de pessoal qualificado,
quesitos que o HCPA ja abrangia
previamente ao trabalho. Além disso,
estudos comprovaram que elas além
de serem vidveis para a transfusdo
pés congelamento, sdo mais eficientes
na hemadstase em alguns casos.

Diversos métodos e
criopreservantes foram propostos e

testados na literatura, concluindo-se

que o DMSO é o melhor para as

plaquetas. A  toxicidade dos
criopreservantes e a concentragao
estreita que pode ser ministrada no
paciente normalmente levam a
lavagens e perda de células. Aqui,
utilizamos o protocolo estabelicido
por Valeri et al, com a centrifugagao
da bolsa ja com o criopreservante e o
descarte do sobrenadante. Com isso, a
concentragdo de DMSO fica muito
abaixo do limite de 1g/kg permitida.
Nesse trabalho, propusemos
aplicar as técnicas padrao ouro no
mundo para instaurar o protocolo de
criopreservacdo plaquetaria no HCPA,
para resolver o problema de
desperdicio e de transfusbes fora de
compatibilidade através do
estabelecimento de um banco de
plaquetas congeladas, que podem
servir tanto a rotina do HCPA quanto
ao resto do Estado. Além disso, sendo
o HCPA um hospital escola muito
envolvido com o conhecimento
cientifico, com a expansao do tempo
de armazenamento possibilitamos o

aumento da produgao cientifica sobre

o tema.
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Materiais e Métodos
Métodos

Obtengdo do concentrado
plaquetario
As bolsas de plaquetas foram obtidas
ap6s andlise soroldgica e com 2 a 4
dias de estoque sob agitagdo
constante, através de doacgdo
rotineira no setor de Aphérisis do

banco de sangue do HCPA.

Criopreservacao
Foram utilizadas bolsas estocadas a

2-3 dias poés-doagdao. As plaquetas
foram congeladas seguindo o
protocolo desenvolvido por Valeri et
al. As bolsas (n=9) foram recebidas,
pesadas e tiveram a adi¢do de 5% de
DMSO 99% (Farmoterapica), apés
foram centrifugadas por 10 minutos a
1200g. Foram colocadas em extrator
manual e retirado a excesso de
plasma visando um volume final de
50 ml. Apds o pellet foi gentilmente
resuspendido utilizando uma gaze de
nylon, acondicionado em uma
bandeija de aluminio e levada
imediatamente ao freezer -80°C por 7

dias.

Contagem celular
A contagem plaquetdria e leucocitéria

foi realizada em aparelho

automatizado (Mindray,BC-2800),

imediatamente ao recebimento da

bolsa e ap6s o descongelamento.

Lactato, pH, pCO2, pO2
Imediatamente ao recebimento da
bolsa e 45 minutos pés
descongelamento, foi retirada
aliquota de 3 ml para a realiza¢do da
contagem do Lactato, pH, pCO2, pO:
em aparelho automatizado Siemens

Rapid Lab 1265.

Agregacao Plaquetaria
Imediatamente apos 0

descongelamento foi retirado 3 ml de
plasma e centrifugado a 2500 rpm
por 15 minutos. Apés, procedeu-se
com a agregacao nho agregébmetro
MYR-4(Qualiterm) com Coligeno
(Chrono-log Corporation),
adicionando-se 1pg de colageno
2pug/ml em 500pl de amostra. A
agregacao foi aferida pela
absorbancia no decorrer de 5 min; o
plasma autdlogo descongelado a
partir da bolsa foi utilizado como
controle. O grupo “pré congelamento”

foi submetido ao mesmo protocolo.

Citometria de fluxo
Foi seguido o protocolo modificado

de Angela Latorraca et al. Apés o
descongelamento, obteve-se uma

aliquota de 500ul, sendo adicionado
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igual volume de parafolmaldeido 1%
e incubado por 10 minutos. Apds,
lavou-se 3x com PBS, incubou-se
anticorpo  monoclonal CD42b na
propor¢ao 1:20 por 20 minutos. Além
disso, ajustou-se a concentra¢ao entre
500 a 1000 plaquetas/pl. As amostras
foram lidas no citémetro Attune (Life
Technologies). Foram utilizadas

plaquetas recém coletadas como

controle.

Recuperacao Celular
Foi realizada a porcentagem de perda

via propor¢ao simples comparando-
se a contagem plaquetdria pré
protocolo de criopreservagdo e pos

descongelamento.

Analise Estatistica
Foi utilizado o programa GraphPad

Prisma 5 para realizar teste t
pareado. No caso da citometria foi

realizado o teste “t one sample”

Resultados

A integridade celular das
plaquetas  foi  analisada  pré
congelamento e pdés congelamento,

como demonstrado na tabela 2. A

recuperagao média foi elevada dentro
do protocolo proposto, atingindo
85%(tabela 3). O pH ficou dentro do
parametro limite de 6,4 a 7,4
estabelecido pelo guia europeu de
transfusdo[32] e do Americano[30],
mas teve alteragdo  estatistica
significante dentro destes
limites(figura 8, A). A contagem de
Leucécitos(WBC) também respeitou o
limites estabelecidos dentro do guia
europeu de transfusdo ,mas é uma
medida de qualidade transfusional e
ndo celular sobre o congelamento de
plaquetas(tabela 2). A pressao parcial
de oxigénio ndao teve alteragdo
significativa, provavelmente devido a
variedade de valores individuais das
bolsas utilizadas (Figura 8, E). A
pressdo parcial de diéxido de carbono
teve perda significante
estatisticamente(figura 8,D), talvez
para servir de fator tamponante ao
aumento do lactato, mas para essa
afirmagdo seria necessario medir
HCOs. A produgdao de lactato no
plasma autélogo em que as plaquetas

foram congeladas teve aumento

significante (figura 8, B).

22



Tabela 2: Qualidade in Vitro das Plaquetas”

Pré Congelamento

Pés Congelamento

Contagem (x10™ céls/ml) 1,63 (+- 0,42) 1,4 (+- 0,34)

pH 7,21 (+- 0,09) 7,07 (0,15)#
Lactato (mmol/L) 7,14 (+- 1,25) 8,26 (+-1,68)#
pCO2 (mmHg) 19,41 (+- 2,67) 28,11 (+-6,33)#
pO2 (mmHg) 84,75 (+-24,3) 48,53 (+-30,47)
WBC (céls/ml 0,29 (+- 0,24) 0,59 (+-0,43)
cD42a" 92,17 93,02 (+-1,84)
CD42b" 91,9 87,51 (+-1,58)#
Agregacao(%) 68,44 (+- 27,48) 20,39 (+-23,66)

* Média (+- Desvio Padrao);

# p < 0,05 comparando Pés Descongelamento com Pré Congelamento via teste t pariado

“one sample t test

“# p<0,05 comparado com controle via one sample t test

Na agregacdo plaquetaria, a
alteracao nao foi significativa (figura
8, C); contudo, devido a média no pés
descongelamento ser inferior ao

desvio padrido, o teste estatistico ndo

é confidvel para o n estabelecido.

Necessitaria-se, entdo, um numero
maior de amostras para um teste

mais robusto.

A ligacdo plaquetdria ao fator
de Von Willebrand no endotélio
requer o receptor GP-b-IX-V nas
plaquetas [33]. Na anédlise de
expressdo dos marcadores CD42a e
CD42b, glicoproteina IX e
glicoproteina Ib respectivamente,
somente o CD42b teve diminuicdo

significativa p6s descongelamento.

o
8 — g —
g — g
o IIIIIIIII‘ o —
10°% 107 102 103 109 10% . .40? 102 10® 10%

CD42a FITCFL1-H -> CD42b FITCFL1-H ->

Figura 7: A expressdo dos marcadores de ativagio presentes na superficie plaquetaria pode ser
alterada pelo processo de congelamento. A figura demonstra a marcagéo, pés descongelamento, para
glicoproteina 1X(cd42a) e glicoproteina Ib(cd42b)
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85,76 ( +- 8,39)
6,69 (+-0,7)

Recuperacdo (%)
DMSO (ml)

* Média (+- Desvio Padrio)

Discussao

Nossos resultados demonstram a
eficiéncia e andlise de protocolo de
congelamento e descongelamento de

plaquetas concentradas em plasma

autélogo. Na literatura, muitos
trabalhos utilizam aditivos, como
Trombosol, SSP+ e PAS(platelets

addtive solutions), para aumentar a
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Figura 8: Analise da qualidade in vitro. O material foi aliquotado e submetido & analise de gasometria total,pH
e Lactato no mesmo equipamento; a analise Pré foi realizada imediatamente ao recebimento da amostra e
Pés até uma hora ap6s descongelamento(A,B,D,E). A agregacdo(C) foi realizada com colageno, com bolsas
entre 2 a 4 dias de estoque e uma semana congeladas.



recuperacao e preservar a célula.
Visto termos o plasma na prépria
bolsa a ser criopreservada, nio fez-se
necessdria a utilizagdo de aditivos.
Além disso, o objetivo final é
implementar o protocolo na rotina do
banco de sangue para diminuir o
desperdicio e consequentemente o
custo, trabalhando com os elementos
ja existentes no hospital, pré requisito
que uma solug¢do crioprotetora nio se
enquadraria e ainda teriamos o viés
do que a ANVISA permite ou nio.
Atualmente, o banco de sangue do
HCPA obedece o manual de controle
REDSANG,

consistindo em contagem do niimero

de  qualidade da

de plaquetas e leucécitos, pH e
andlise visual da bolsa. Dentro dos
parametros ja implementados os
resultados apresentados enquadram-
se perfeitamente.

Gao et al [40] demonstrou que
o DMSO é o mais indicado para
plaquetas dentre os possiveis
criopreservantes, como HES, Dextran,
Glicerol ou Etileno Glicol. 0 DMSO é
um fator de toxicidade e pode causar
reagoes adversas severas se hdo
respeitada a concentragdo de 1mg/kg
de paciente; no nosso protocolo o

processo de centrifugacio reduz

drasticamente a concentracio ha

bolsa, permitindo aplicagio em
pacientes de diversas idades.

A importéncia de analisar o pH
é por ele estar ligado a alteragdao da
forma plaquetaria de discoide para
esférica. Ja foi descrita alteragbes de
morfologia plaquetaria pés
congelamento [48], mas esses
resultados mostravam uma perda na
contagem de plaquetas muito maior
que o nosso protocolo, demonstrando
que nosso trabalho, seja pelo
protocolo em si ou por sais mais
confidveis nas solugdes, pode ser
considerado mais confidvel para
manter a morfologia. Além disso,
Solberg et al, 1986 demonstrou que
as mudanc¢as morfoldgicas comegam
em torno de 6,7-6,8 e tornam-se
irreversiveis em meio acido com pH
em niveis menores de 6.1, e ocorre o
comprometimento da  estrutura
interna dos granulos em pH basico,
acima de 7.3. Desse modo, embora
niao tenhamos procedido com a
analise morfolégica nem com a
analise da integridade dos granulos
internos, o pH estar dentro dos
limites estabelecidos [30,32] e fora da
margem estabelecida pelos
resultados de Solberg, permite

assegura confianca na estrutura

plaquetaria dentro do nosso trabalho.
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Van Der Meer [49]
demonstrou existirem diferencas a
partir de como é feita a calibragao dos
contadores  automatizados  para
andlise do pH com plaquetas
estocadas, como o que nés utilizamos
tanto no grupo pés como nho pré
congelamento. Esse viés de calibragao
nao foi incluido no nosso trabalho;
contudo, no estudo citado, o grupo de
menor varia¢do, provavelmente pela
maior capacidade tamponante, foram
as plaquetas mantidas em 100% do
plasma, sem solu¢bes preservantes
como PAS, corroborando com o
protocolo utilizado por nés, visto que
tanto o nosso resultado como o
encontrado pelo autor citado, estdao
dentro dos limites aceitaveis.

O lactato é um pardmetro
muito usado para observar a
qualidade das plaquetas, visto que
elas ficam estocadas em uma bolsa
com estoque limitado de glicose a
partir do estado alimentado do
doador e consequentemente pode
variar um pouco de regido para
regido. Nosso objetivo é demonstrar
que no poés descongelamento, as
plaquetas ainda estdo tdo viaveis
quanto as estocadas dentro do
periodo legal de 5 dias. Dentro deste

panorama, Vassalo et al [50]

demonstrou que no 5° dia as
plaquetas apresentam mais lactato do
que nosso grupo pos congelamento e
um aumento de 1,4
fmol/plaquetas/dia; Goodrich et al
[51] chegou a resultados similares a
partir desse dado, podemos concluir
que as plaquetas descongeladas estéo
em um meio com melhores condicdes
energéticas do que as armazenadas
por 5 dias, corroborando com a
eficiéncia do nosso protocolo e com a
instauragdo dele no  hospital.
Contudo, pelos nossos dados, o
congelamento ainda assim afeta de
algum modo o consumo energético
das plaquetas, talvez como uma
consequéncia da producdo de
proteinas de defesa frente a queda da
temperatura ou alguma toxicidade
inicial  induzida pelo  DMSO.
Consequentemente, caso
utilizdssemos plaquetas de 5 dias no
estoque para o congelamento,
estarfamos correndo o risco o
aumentar muito além do aceitavel o
nivel de lactato. Ainda devemos
estabelecer esse ponto de corte para
o tempo de estoque aceito para uma
bolsa visando o congelamento, assim
como pode ser feita a andlise do

consumo de glicose e produgao de

ATP para complementar o estudo.
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Outro viés ndo controlado seria a
contaminagao com algum
microorganismo produtor de lactato,
mas considero improvavel esse fato
dado o experimento todo ter sido
conduzido em ambiente estéril assim
como a coleta, também ndo teria
decorrido tempo para 0
microorganismo proliferar e produzir
lactato significativamente em questéo
de horas ou armazenado em -80°C,
mas para as bolsas a serem
transfundidas em pacientes, esse
controle sera feito.

A agregacdo, no nosso
trabalho, ndo €é um dado
representativo pela variacio do
grupo, necessitando de um n mais
representativo. Além do diferencial
individual das amostras também foi
percebida variagdo a partir do tempo
de estoque, o que é completamente
aceitavel visto que o fabricante do
colageno sugere um maximo de 4
horas para a realizagdo do teste.
Assim esse fator permanece ainda
para ser padronizado, caso seja
considerado um parametro vdlido,
pois a agregacao nao realizada
normalmente pelos guias de controle
de qualidade. Coélho et al, 2011 [52]
demonstrou a agregacio no banco de

sangue do amazonas, demonstrou

uma queda acentuada da agregacao
envolvendo colageno e ADP do 1° ao
5° dia, comprovando que a agregacdo
plaquetdria sofre influéncia ja no
tempo de estocagem e ndo seria um
parametro valido para andlise da
integridade da fung¢do ou da célula
plaquetéria. Além disso, Jhonson et al,
2013 [53] demonstrou valores baixos
de agragacdo pds congelamento,
mesmo utilizando crioprotetores bem
estabelecidos na literatura. Entédo, a
agregacdo plaquetdria ainda precisa
de mais estudos e padronizagao para
ser considerada um fator confiavel no
controle de qualidade.

A citometria de fluxo
representa dados preliminares por
ser comparada a somente um
controle, enquanto o ideal dentro do
trabalho seriam controles dentro do
estoque no 1° e 5° dia. Contudo, com
esses dados ja podemos identificar
que ha uma grande preservagdo dos
receptor plaquetdrio GP Ib-IX-V no
grupo pés congelamento,
demonstrando que as plaquetas estio
integras para serem ativadas quando
em contato com o fator de Von
Willebrand no endotélio, cumprindo
seu papel coagulatério e o objetivo
Contudo, esse

desse trabalho.

receptor nido tem sua expressio
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alterada com a ativagao plaquetéria
[54], entdo ndo sabemos se nem
quanto das plaquetas ja estdo
ativadas quando entrarem em
contato com o paciente, assim, seria
interessante complementar 0
trabalho com CD62p ou medir célcio
para analise da ativagdo prévia.
Complementar aos dados in
vitro, muitas vezes a translacao in
vitro para in vivo tratando-se de
plaquetas pode ser complicada por
nio termos como controlar os
mesmos fatores in vivo com a mesma
reprodutibilidade.  Dentro  desse
quesito, Khuri et al, 1998 [55] testou

plaquetas cripreservadas em cirurgia

Conclusao
Esse trabalho apresenta dados

concretos e preliminares. Somente os
concretos o enquadram no controle
de qualidade aplicado hoje. Contudo,
ha uma variedade de dados que
podem complementa-lo, mesmo que
os resultados preliminares estejam de

acordo com a literatura do

de “bypass” cardiopulmonar
comparada com plaquetas frescas. Ele
observou que a perda sanguinea nao
cirirgica, nao decorrente das incisoes
necessarias ao procedimento, e sim
pelos defeitos de coagulagdo
aumentados e caracteristicos no caso
de “bypass”, foram significativamente
menores com as plaquetas
criopreservadas. Entdo, a literatura
comprova a eficiéncia das plaquetas
congeladas dentro de sua proposta
coagulatéria e nossos estdo em
concordancia com isso, mesmo que
alguns parametros possam ainda ser
investigados mais a fundo e nosso n

expandido

desenvolvedor do protocolo utilizado
por nés [43]. Entao, podemos afirmar
0 sucesso da proposta inicial da
aplicagdo do protocolo, somente sdo
requeridos alguns experimentos a
mais para podermos embasar com
certeza cientifica sua instauracao no

Hospital de Clinicas de Porto Alegre
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