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Resumo

As transfusdes de plaquetas (TP) desempenham um papel muito importante no
tratamento dos doentes hemato-oncolégicos com trombocitopenia, nomeadamente pela sua
contribuicdo em suportar os regimes terapéuticos. Contudo, a resposta é variavel e depende de
multiplos fatores relativos as plaquetas e ao doente, e em alguns casos desenvolve-se um
estado de refratariedade.

Na pratica clinica a avaliacdo da eficacia da TP baseia-se principalmente na resposta
clinica e no aumento contagem plaquetaria no sangue apés a transfusdo, utlizando o
incremento da contagem plaquetaria corrigido (ICPC) e a percentagem de recuperacdo
plaguetaria, ndo sendo avaliados aspetos funcionais das plaquetas transfundidas. A selectina-P
(CD62P) parece ser um bom indicador da ativacdo plaquetéria. Esta proteina encontra-se na
membrana dos granulos a das plaquetas ndo ativadas e, apos ativagdo, com a secre¢do dos
granulos, passa a ser expressa nha membrana plaquetaria, o que leva ao reconhecimento e
destruicdo das plaquetas pelos macréfagos. A expressdo de CD62P na superficie das
plaguetas correlaciona-se positivamente com a ativacdo e desgranulagéo plaquetaria e com a
destruicdo acelerada das plaquetas circulantes.

Neste trabalho foi feita uma revisdo da literatura sobre os aspetos estruturais e
funcionais das plaquetas, as causas subjacentes a trombocitopenia e a preparagdo de
concentrados de plaquetas para transfusdo, assim como sobre os fatores condicionantes da
resposta a TP, a avaliacdo dessa mesma resposta e 0 desenvolvimento de refratariedade a
transfusdo. Para além disso, investigou-se se a eficacia da transfusdo plaquetaria, avaliada
pelo ICPC, tinha relagdo com perfil demogréfico e clinico e com as caracteristicas das
plaguetas transfundidas. Relativamente a este Ultimo aspeto analisaram-se, para além de
outros, o tempo de armazenamento, a similaridade e compatibilidade de grupos sanguineos
entre dadores e recetores, o estado basal de ativacao plaquetéria e a resposta das plaguetas a
ativacdo induzida pela trombina, avaliada, entre outros, pela expressdo de selectina-P nas
plaquetas, quantificada por citometria de fluxo.

Foram estudados 30 doentes hemato-oncolégicos, dos quais 20% evidenciaram
refratariedade a TP. Nao se observou associacao estatisticamente significativa entre o ICPC
uma hora ap6s a transfusdo com os fatores demograficos e clinicos analisados. Por outro lado,
verificou-se que a ativacdo das plaquetas transfundidas era superior ao esperado, o que pode
ter resultado do método de processamento, e que a resposta das plaquetas a trombina
diminuia com o tempo de armazenamento das plaquetas transfundidas. Constatou-se ainda
que existia uma correlacdo positiva entre a capacidade de resposta a trombina por parte das
plaguetas transfundidas e a capacidade de resposta a trombina das plaquetas do sangue
venoso colhido uma hora apés transfuséo.

Palavras-chave: Plaquetas, Trombocitopenia, Transfusdo plaquetaria, Ativacdo plaquetaria,
Refratariedade a transfusdo, Citometria de fluxo, Glicoproteinas plaquetérias, Selectina-P.
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Abstract

Platelet transfusions (PT) play an important role in the treatment of hemato-oncological
patients with thrombocytopenia, in particular for their contribution in supporting the therapy.
However, the response to PT is hightly variable and often multifactorial, depending on platelet-
related or patient-related variables. In some cases, the clinical success is very limited, as
patients develop a state of platelet refractoriness.

In clinical daily practice, assessment of the effectiveness of platelets transfusion in
thrombocytopenic patients is based primarily on the clinical response as well as on the
evaluation of the increase in platelet counts, using the corrected increment count and the
percentage of platelets recovery, but the functional aspect of the transfused platelets are usually
not taken in consideration. P-selectin (CD62P) is a good indicator of platelet activation. In
quiescent platelets, this protein is located on the inner wall of the a-granules. Platelet activation
results in “membrane flipping” where the platelet releases a granules and the inner walls of the
granules are exposed on the outside of the platelet; because of that, CD62P becomes
expressed on the platelet membrane, leading to recognition and destruction of platelets by
macrophages. Thus, CD62P expression on the platelet surface correlates with platelet
activation and the accelerated destruction of circulating platelets.

In this work, we reviewed the literature on the platelet structural and functional aspects,
the causes of thrombocytopenia, the preparation of platelet concentrates, as well as the factors
affecting the response to platelet transfusion, the evaluation of this response and the
development of a refractoriness state. In addition, we have also investigated whether the
effectiveness of platelet transfusion, as measured by the corrected platelet count increment, is
related to the clinical and demographic profile of transfused patients, and with the
characteristics of the transfused platelets. For the latter, we have analyzed, amongst other
aspects, the storage time, the similarity and compatibility between blood groups from donors
and recipients as well as, the baseline platelet activation and the platelet response to thrombin,
evaluated, among others, by the expression of CD62P quantified by flow cytometry.

Thirteen hemato-oncological patients were studied, from which 20% were refractory to
platelet transfusion. Regarding the increase in corrected platelet count increment 1 hour after
transfusion, there was no statistically significant association with the demographic and clinical
factors analyzed. Moreover, the activation of the transfused platelets was higher than expected,
probably as a consequence of the processing method, and their responsiveness to thrombin
decreased with the storage time. It was further observed that there was a positive correlation
between the responsiveness to thrombin of the transfused platelets and the responsiveness to
thrombin of the platelets from venous blood collected 1 hour after PT.

Key-words: Platelets, Thrombocytopenia, Platelet transfusion, Platelet activation, Platelet
refractoriness, Flow cytometry, Platelet glycoproteins, P-selectin
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1. PLAQUETAS

1.1 Estrutura plaquetaria

As plaquetas foram identificadas em 1882, por Bizzozero, contudo sé em 1970 a sua
relacdo com a hemostase se tornou evidente.(1) Sdo pequenas células anucleadas de forma
discdide, com cerca de 2-3 um didmetro e 7-11 fl de volume, que se formam na medula éssea
(MO) a partir da fragmentacao do citoplasma dos seus percursores, 0s megacariocitos. A sua
produgcdo aumenta em resposta a trombopoietina, uma hormona produzida fundamentalmente
no figado, e o seu tempo de vida em circulacéo é de cerca de 10 dias. (2-5) Apesar de serem
células anucleadas, apresentam uma estrutura complexa, em que se destacam varios

componentes.

1.1.1 Membrana externa ou Glicocdlice

A membrana externa das plagquetas € uma camada lipoproteina que integra
glicoproteinas (Gp) com um papel muito importante na funcdo plaquetéria. Muitas destas
moléculas funcionam como recetores, aos quais se ligam moléculas de adeséo, agregacao,
inibicdo e fatores procoagulantes. Entre estas salientam-se os recetores das familias das
selectinas (como a selectina-P ou CD62P), das integrinas (como as Gp llb e Illa), dos recetores
ricos em leucina (como as Gp Ib, V e IX) e da superfamilia das imunoglobulinas (como a Gp
VI), assim como 0s recetores para agentes agonistas (como a adenosina difosfato, ADP),

colagénio, epinefrina e trombina).(4)

1.1.2 Citosqueleto

O citoesqueleto plaguetario € uma rede tridimensional de microfilamentos (constituidos
por actina e outras proteinas acessérias como a filamina), microtdbulos (constituidos
fundamentalmente por tubulina) e outros filamentos (que incluem proteinas como a vimentina
ou a laminina). Na periferia das plaquetas existe um conjunto marginal de microtibulos que
apoia o citoesqueleto e que mantém a sua estrutura discoide, no seu estado de repouso.
Durante a ativacdo, os citoesqueleto contrai e, consequentemente as plaquetas tornam-se

esféricas e emitem pseudopedes.(3)

1.1.3 Sistema canalicular aberto

O sistema canicular aberto (SCA) consiste em invagina¢cdes da membrana plasmatica
gue constituem nédo s6 uma via de acesso de moléculas plasmaticas ao interior das plaquetas

mas também uma reserva de membrana, para que durante a ativacdo possa ocorrer a
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mudanca de forma e a emissdo de pseuddpedes. Permite a libertagcdo para o exterior de

componentes contidos nos granulos.

1.1.4 Sistema tubular denso

O sistema tubular denso (STD) é o principal local de armazenamento de calcio no

interior das plaquetas.

1.1.5 Gréanulos plaquetérios

Para além de mitocOndrias, lisossomas e peroxisomas, que tém caracteristicas e
funcbes semelhantes aos de outras células, as plaquetas contém, distribuidas no seu

citoplasma, gréanulos especificos de diferentes tipos.

1.1.5.1 Granulos alfa

Os gréanulos alfa sdo os granulos de maior tamanho (~200-400nm), oS mais
heterogéneos e mais abundantes, em nimero de 50 a 60 por plaqueta. Contém fator
plaguetario 4 (PF4), selectina-P, trombospondina, 3-tromboglobulina, fatores que intervém na
coagulacéo (factor V, Xl, XIll, fibrinogénio, fator von Willebrand (FvW) e cininogénios de alto

peso molecular) e moléculas de adesao, como a fibronectina e a vitronectina.

1.1.5.2 Granulos densos

Os gréanulos densos sao, como o préprio nome indica, granulos com grande densidade
electrénica, devido a grande quantidade de célcio. Sdo mais pequenos (~150nm), existem em
menor nimero (3 a 8 granulos densos/plaqueta) e contém, para além de célcio, adenosina
trifosfato (ATP), ADP e serotonina.(3)

1.1.5.3 Lisossomas
Os gréanulos lisossomais tém um tamanho intermédio entre os granulos a e os granulos
densos (~200-250nm) e contém sobretudo hidrolases &cidas e CD63.

1.2 Glicoproteinas da membrana plaquetaria

1.2.1 Complexo Gp lIb/llla (CD41/CD61)

O complexo Gp llIb/llla é o complexo de Gp mais abundante da superficie plaquetéaria
(cerca de 50.000 moléculas por plaqueta) e as proteinas que o constituem pertencem a familia
das integrinas. Atua como um recetor na interacdo entre plaguetas e entre estas e o sub-
endotelio vascular, decisivos no processo de adeséo e de agregacdo. Isto porque a ativacao

plaguetaria desencadeia mudancgas conformacionais na Gp lIb/llla, que, para além de funcionar
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como recetor para o FvW, fibronectina e vibronectina, apés ativagdo, passa também a

funcionar como recetor para o fibrinogénio, essencial para a agregacao.

1.2.2 Complexo Gp Ib/IX/V (CD42b/CD42a/CD42d)

7

Este complexo contém Gp ricas em leucina, atua como receptor para o FYW e é
essencial para a adesdo das plaquetas aos vasos sanguineos lesados. Estd presente na
membrana plaquetaria, em ndmero de 25.000 moléculas por plaqueta, encontrando-se também

no SCA, nos granulos a e densos.

1.2.3 Selectina-P (CD62P)

A selectina-P, ou CD62P, encontra-se na membrana dos granulos a das plaquetas nao
ativadas. Apds a ativacdo, com a secrecao dos granulos a, passa a ser expressa na membrana

plaguetaria, em resultado da fusdo da membrana dos granulos com a membrana da plaqueta.

1.3 Funcéao plaquetéria

As plaquetas sdo multifuncionais ou seja, actuam ao nivel da regulacdo do ténus
vascular, na resposta inflamatoria, no sistema imunoldgico, na biologia tumoral e na trombose e
hemostase. (2) Em condig¢®es fisioldgicas, circulam no sangue no estado inativo, uma vez que
as células endoteliais secretam fatores que inibem a ativagcao plaquetaria.(6) Exemplos destes
fatores sdo a prostaglandina (PGI,), o 6xido nitrico (NO), e o CD39/ADPase, um componente
na superficie das células endoteliais que hidrolisa os vestigios de ADP, que poderiam ativar as
plaguetas.(7) Quando ativadas, as plaquetas agregam e catalizam a formacdo de um coagulo

estavel, via cascata da coagulacdo, protegendo rapidamente da hemorragia. (6)

1.3.1 Fases de formacé&o do trombo plaquetério

De acordo com o modelo classico da hemostase priméria, a formacdo de um trombo
plaguetario estavel apos uma leséo vascular, ocorre em 3 fases distintas: iniciacédo (adeséo de
plaguetas), extensdo (ativacdo, adesdo e agregacdo) e estabilizacdo (estabilizacdo do

trombo).

1.3.1.1 Fase de iniciagao

Durante a fase de ‘“iniciagdo”, as plaquetas circulantes interagem com moléculas do
sub-endotélio vascular e sua forma altera-se de discoide para esférica, formando-se uma
monocamada de plaquetas ativadas. Esta adesé@o é mediada pela interacdo entre o complexo
Gp Ib/VIIX presente na superficie das plaquetas com o FVW e entre as Gp VI e la com o

colagénio no local da lesao.(6)
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1.3.1.2 Fase de extensao

A fase de “extensdo” caracteriza-se pela secrecéo, por parte das plaquetas ativadas,
de varios agonistas como o tromboxano A2 (TxA2), a ADP, a serotonina, o colagénio e a
trombina que levam a adesédo de mais plaquetas. A libertacdo de ADP e TxA2 contribui ndo sé
para o recrutamento de mais plaquetas, como também para a mudanca da sua forma, aumento
da expressédo de moléculas pré-inflamatérias (incluindo a selectina-P ou CD62P), expressao da
actividade pro-coagulante e ativagdo do complexo Gp llb/llla, permitindo a agregacao

plaquetaria.

1.3.1.3 Fase de estabilizacao

Na fase de “estabilizagdo” o fibrinogénio forma pontes entre as plaquetas ativadas

estabilizando o trombo plaquetério (interacéo plaqueta — plaqueta). (7)
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2. CONTAGEM PLAQUETARIA

A contagem normal de plaguetas no sangue periférico varia entre 150 e 350x10°/L.
Dentro deste intervalo, o nimero de plaquetas circulantes, é adequado a hemostase. (1, 8)
Dado que as plaquetas tém um tempo de vida em circulacdo de cerca de 10 dias e que cerca
de um terco das plaquetas sdo retidas no baco, estima-se que sejam produzidas cerca de
100x10° plaquetas por dia, a fim de manter uma contagem normal. E assim fundamental um
equilibrio constante entre a trombocitopoiese e o consumo plaquetario, por senescéncia ou
ativacdo plaquetéria. (8) Quando este equilibrio € perturbado, pode ocorrer um aumento ou

uma diminui¢do do numero de plaquetas circulantes.

2.1 Trombocitose

E o aumento do numero de plaquetas circulantes, isto é, quando a contagem
plaquetaria ultrapassa 350 x 10%L. A trombocitose primaria (hereditaria ou adquirida) é
causada por alteracdes ao nivel das células hematopoiéticas, e a trombocitose secundaria é o

resultado de fatores externos, tais como inflamacéo crénica ou cancro.(1, 2)

2.2 Trombocitopenia

E a diminuicdo do nimero de plaquetas circulantes, isto é, quando a contagem
plaguetaria é inferior a 150 x 10°/L. Pode ser causada pelo aumento do consumo de plaquetas
a periferia (secundario, por exemplo, ao aumento da destruicdo das plaquetas por mecanismos
imunes, ou ao aumento da retencdo esplénica de plaquetas por esplenomegalia) ou pela
diminuicdo da trombocitopoiese (secundaria, por exemplo, a supressdo medular por infecao,

faléncia medular priméria ou infiltragdo medular por neoplasias).(1, 2)

2.2.1 Trombocitopenia nos doentes hemato-oncoldgicos

As doengas do foro hemato-oncolégico podem cursar com trombocitopenia devido, por
exemplo, a falha da MO que, por sua vez pode ser causada pela doenca em si e/ou pelo
tratamento (radioterapia e quimioterapia). (9-11) De acordo com os aspetos clinicos, estes

pacientes podem ser classificados em diferentes grupos:

2.2.1.1 Doentes com producédo diminuida de plaquetas

Qualquer situacao que conduza a aplasia medular ou a uma diminuicdo do nimero de
megacariocitos na MO pode dar origem a uma trombocitopenia. A maioria dos doentes com
leucemias agudas apresenta citopenias, incluindo trombocitopenia, em consequéncia da
infiltraco da medula por blastos. Nos linfomas e nas doencas linfoproliferativas crénicas, as

citopenias podem resultar da infiltracdo medular pelos linfécitos neoplasicos. Nas anemias
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megaloblasticas ocorrem defeitos na sintese do ADN que se manifestam por pancitopenia, com
diminuicdo de todas as linhagens celulares, incluindo as plaguetas. Os agentes citotoxicos
usados na quimioterapia, normalmente interferem com o ciclo celular, reduzindo por
conseguinte o niumero de plaquetas. Nos doentes em quimioterapia citostatica as plaquetas
sdo cuidadosamente monitorizadas, e pode ser necessario administrar transfusbes de
plaguetas. A producéo de plaquetas também pode ser afetada por processos infeciosos, viricos
ou bacterianos, supondo-se que o mecanismo possa ser multifatorial, incluindo a supresséo
megacariocitica e a toxicidade direta sobre as plaquetas circulantes (1). Assim, alguns virus,
como o citomegalovirus (CMV), o virus de Epstein-Barr (EBV), o virus da varicela e o virus da

rubéola, assim como algumas bactérias, podem causar trombocitopenia.

2.2.1.2 Doentes com aumento da destruicdo periférica das plaquetas

Um baco normal contém um terco do nimero total de plaquetas. Em algumas situacdes
hematolégicas, o seu aumento faz parte do processo patoldégico, como por exemplo nas
doencas mieloproliferativas, na hematopoiese extramedular e nas anemias hemoliticas. A
medida que o baco aumenta, 0 sangue acumula-se neste 6Orgdo, retendo plaquetas da
circulacdo periférica. Se o 6rgéo for removido, um ndmero elevado de plaquetas passa para a
circulacdo, podendo condicionar um aumento da contagem plaquetaria ho sangue periférico e

até causar complicacdes trombéticas. (1)
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3. TRANSFUSAO DE PLAQUETAS

Desde 1960 que as transfusdes de plaquetas (TP) tém desempenhado um papel muito
importante no tratamento das trombocitopenias transitérias ou persistentes observadas em
numerosas doencas, incluindo as hemato-oncoldgicas.(9-11) Assim, foram publicadas
diretrizes europeias e americanas que recomendam que as TP devem ser usadas
profilaticamente, no sentido de prevenir complicacdes hemorragicas e manter o valor de
plaguetas acima de 10.000/ml e de forma terapéutica, quando se pretende realizar uma

manobra invasiva ou quando o paciente tem manifestagdes hemorragicas.(12)

3.1 Preparacao de concentrados de plaquetas

Os concentrados de plaquetas (CP) sdo produzidos usando diferentes materiais e
processos centrifugacdo/leucorreducéo e armazenados a temperatura ambiente (20-24°C) em
agitacado continua até 5 dias. Na preparacédo podem ser usados fundamentalmente 3 métodos:

plasma rico em plaquetas (PRP), buffy-coat (BC) e aférese. (12, 13)

3.1.1 Método do plasma rico em plaguetas

Este método consiste na separacao das plaquetas a partir do PRP. O primeiro passo €
centrifugacdo do sangue total (ST) a baixa rota¢édo, o que sedimenta os glébulos vermelhos e
os glébulos brancos e concentra as plaquetas no plasma sobrenadante, designado PRP. No
segundo passo, o PRP é centrifugado a rotagcBes mais elevadas, o que faz sedimentar as
plaguetas. O plasma sobrenadante, livre de plaquetas, € removido e as plaquetas séo

ressuspendidas em 50 a 70 mL de plasma. (14)

3.1.2 Método do “buffy-coat”

No método de separagdo das plaquetas a partir do BC, o ST colhido é centrifugado a
altas rotagfes, 0 que permite a separacdo nas seguintes camadas: os glébulos vermelhos, o
“buffy coat” (90% das plaquetas e 70% dos leucdcitos) e o plasma. Apés centrigacdo a baixas

rotacBes do “buffy coat” sdo produzidos os CP unitarios.(14)

3.1.3 Método de aférese

No método de aférese, o sangue é imediatamente combinado com o anticoagulante e
separado em componentes, de acordo com as densidades. As plaquetas sao transferidas para
um saco enquanto os restantes componentes sao re-infundidos no dador. O componente final
tem um volume aproximado de 200 mL e é designado de componente unitario de plaquetas
(CUP).(14)
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4. FATORES CONDICIONANTES DA RESPOSTA A TRANSFUSAO
PLAQUETARIA

A resposta as TP é variavel e depende de multiplos fatores, relativos as plaquetas e ao

doente, quer de natureza imune, quer de outra natureza.
4.1 Fatores intrinsecos as plaguetas

4.1.1 Numero reduzido de plaquetas

O numero de plaguetas por CP depende do nimero de plaquetas do dador e da perda
de plaquetas durante o processamento, sobretudo durante a desleucocitacdo. As contagens
plaguetarias sdo menores na desleucocitacdo pré-armazenamento (DPA), devido a perda de

10 + 3% de plaquetas, sobretudo das plaguetas de maior tamanho.(15)

4.1.2 Contaminagdo com leucécitos

Estudos anteriores revelaram que a remocdo de leucécitos dos componentes
sanguineos, processo designado de leucorreducdo, minimiza 0s riscos associados aos

leucécitos contaminantes.

A leucorreducdo pode ser efetuada antes ou apés o armazenamento das plaquetas,

sendo que as vantagem da desleucocitacdo antes do armazenamento sdo as seguintes:

* Reduz a quantidade de citocinas inflamatérias libertadas pelos leucécitos durante o

armazenamento, 0 que previne reagdes transfusionais febris ndo hemoliticas (RTFNH).

»  Minimiza o risco de aloimunizacéo contra antigénios (Ag) leucocitarios humanos (HLA)
através da remocdo de leucdcitos intactos, ao contrario da filtragdo pds-armazenamento,

onde os fragmentos dos leucécitos passam atraves dos filtros e imunizam o recetor.

=  Minimiza o risco de transmissao de virus com tropismo para leucécitos, tais como o
EBV e o CMV, pois ap0s 72 horas de armazenamento, os leucécitos desintegram-se e

libertam organismos intracelulares.

=  Permite a monitorizacdo do processo de leucorreducéo. (16)

4.1.3 Aumento do tempo de armazenamento

Mustard et al, mencionaram pela primeira vez em 1957, alteracées que ocorrem nas
plaguetas durante o armazenamento, mas s6 apoés quase 15 anos, é que Murphy et al,
introduziu o conceito “lesdo plaquetaria” durante o armazenamento relacionada com a

acumulacéo de lactato, alteracdo da morfologia de discoide para esférica e resposta reduzida
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ao ADP; estes estudos revelaram ainda que algumas dessas alteragBes, parecem ser

parcialmente reversiveis apoés a transfusao. (17)

A lesao das plaquetas durante o tempo de armazenamento, € definida por alguns
autores, como o somatorio das alteracBes na estrutura, morfologia e funcdo das plaquetas,

desde o momento da dadiva até a administracdo dos CP. (17, 18)

As lesdes nas plaquetas séo causadas por alteracdes bioguimicas no meio extracelular
(pH, pCO, e concentracdo de lactato), implicando ndo s6 uma reducdo quantitativa das
plaguetas mas também a diminuicdo ou perda de funcdo plaquetaria. (19) Assim, durante o
periodo de armazenamento desenvolvem-se marcadores de ativacdo, secrecdo ou lise
plaguetaria nomeadamente, a libertacdo de moléculas de HLA soluveis, a expressdo da
selectina-P (CD62P), Gplb, Gpllb-llla, FYW, anexina V e a libertagdo de B-tromboglobulina. (15)
A expressdo de CD62P e de fosfatidilserina provoca o reconhecimento das plaquetas pelos
macrofagos e subsequente remocao da circulagdo. Deste modo, tempos de armazenamento
prolongados provocam alteracdes na superficie das plaquetas transfundidas e por sua vez,

uma diminui¢éo da semi-vida destas em circulacéo.(20)

Estudos concluem que, em doentes clinicamente estaveis, tanto as plaquetas
armazenadas como as plaquetas com tempos de armazenamento inferiores a 3 dias, tém
sobrevidas comparaveis e condicionam aumentos sobreponiveis das contagens plaquetérias;
no entanto, em doentes clinicamente instaveis, CP com tempo de armazenamento até dois dias
tém significativamente melhores resultados. Por outro lado, a administracdo de CP com um
periodo de armazenamento superior a 3 dias esta associada a um aumento da incidéncia de
reacbes adversas nao hemoliticas, devido a libertacdo de citocinas e a ativagdo do

complemento.

As alteracdes provocadas pelo tempo de armazenamento prolongado sdo parcialmente

contrariadas pela DPA.(15)

4.1.4 Viabilidade plaguetéaria diminuida

Alteracdes morfolégicas e funcionais das plaquetas, nomeadamente por
processamento tardio apds a colheita ou armazenamento em condi¢cdes de temperatura e de
agitacao inadequadas, podem comprometer a viabilidade plaquetéaria, que por sua vez pode ser
responsavel por um falso diagnéstico de refratariedade a transfus@o de plaquetas (RTP) do

ponto de vista clinico.

A viabilidade e a qualidade dos CP pode ser verificada com recurso as contagens
plaguetarias, a determinacdo do pH, ao doseamento da desidrogenase latica (DHL), a
determinacé@o dos niveis de glicocalicina, a avaliagdo da expresséo de Gp plaquetéarias (ex.

CD42b) ou selectina—P (CD62P) na membrana das plaquetas, ao estudo microbiol6gico para
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avaliar contaminacdo bacteriana e ao teste do turbilh&o. O aumento da expressdo de CD62P
na membrana das plaquetas esta associado a uma redugdo marcada da semi-vida plaquetéria,

seja por retencao esplénica e consequente clearance ou por consumo em microcirculagéao.

A morfologia das plaquetas configura-se na pratica clinica como um indicador da
capacidade das plaquetas armazenadas se manterem em circulacdo. O teste do turbilhdo
baseia-se no fenédmeno de dispersdo da luz pelas plaquetas de morfologia normal e confirma

se estas ainda estdo na forma discoide ou completamente convertidas na forma esférica. (15)

4.2 Fatores extrinsecos as plaquetas, de natureza ndo imune

S&o provavelmente os fatores mais frequentes (e desconhecidos), de prevencéo e
intervencdo complicadas. Os Unicos fatores ndo imunes que provocam contagens plaquetarias

diminuidas a 1.2 hora séo a febre e a esplenomegalia.(15)

4.2.1 Febre, infecéo grave, sépsis

Alguns estudos demonstraram que a febre, infecéo grave e sépsis levam a diminui¢do

de 20-40% nos aumentos pés-transfusionais das contagens plaquetarias.(21)

A infe¢do € uma das causas mais comuns da trombocitopenia. Alguns exemplos sao as
infecdes pelos virus de imunodeficiéncia humana (VIH), da hepatite C (VHC), da rubéola e da

varicela e ainda da malaria, entre outras. (1)

4.2.2 Coagulagéo intravascular disseminada

z

A coagulacdo intravascular disseminada (CID) é definida como uma sindrome
adquirida, caracterizada pela ativacao generalizada da coagula¢éo intravascular, pelo consumo
de plaquetas e fatores da coagulagéo, que leva a formacao e deposi¢édo de fibrina. O sistema
fibrinolitico estd, em geral, amplamente inativado durante a fase de maior ativacdo da
coagulacéo, o que contribui na deposicao de fibrina, na oclusdo de vasos e consequentemente
na faléncia de mdultiplos 6rgaos. Porém, em algumas situagdes (por exemplo, na leucemia
promielocitica aguda) a fibrindlise pode estar aumentada, contribuindo assim para quadros de

hemorragia grave. (21)

4.2.3 Transplante com células progenitoras hematopoiéticas

O transplante com células progenitoras hematopoiéticas € uma modalidade terapéutica
utilizada atualmente no tratamento de diversas doencas, incluindo as hemato-oncoldgias.
Dependendo do processo fisiopatolégico, da resposta a quimioterapia e da disponibilidade de
dadores, o paciente é selecionado para transplante com células de MO ou de sangue

periférico, alogénico ou autélogo. Com o aparecimento de aplasia medular, em decorréncia do
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regime de quimioterapia e/ou radioterapia instituido, os pacientes submetidos ao transplante
tornam-se susceptiveis a hemorragias (por trombocitopenia), e infegGes (por neutropenia) e
desenvolvem anemia, necessitando de transfusdes de plaquetas e de eritrocitos. O suporte

transfusional é, portanto, fundamental para o sucesso desta terapéutica. (21)

4.2.4 Esplenomegalia e hiperesplenismo

A maioria dos processos patolégicos que envolvem o bago provoca o aumento deste
orgdo. O termo hiperesplenismo é utilizado para designar a retencéo de células sanguineas no

baco a que normalmente a esplenomegalia conduz, provocando citopenias.

O hiperesplenismo é um dos fatores clinicos que mais afecta o incremento da
contagem plaquetaria (ICP) apods transfusdo, através do sequestro e da clearance esplénica.
Normalmente 1/3 das plaquetas existentes em circulagdo séo retidas no baco, o que significa
que mesmo aumentos discretos do tamanho (esplenomegalia ligeira) e/ou da fun¢éo esplénica,
podem resultar em perda plaquetaria ndo desprezivel. A esplenomegalia macica pode
ocasionar uma perda de mais de 90% das plaquetas circulantes. Por outro lado, os doentes
esplenectomizados apresentam ICP pds-transfusional significativamente superior aos doentes

com status esplénico normal.(15)

4.2.5 Hemodiluicao

A transfusdo de componentes como concentrado de eritrécitos (CE), plasma e
crioprecipitado, pode levar a diluicdo das plaguetas no volume de ST do doente e

consequentemente, um falso diagnéstico de RTP do ponto de vista laboratorial.(15)

4.2.6 Causas farmacoldgicas

Alguns medicamentos quando administrados 24 horas antes e apés a TP estdo
associados ao desenvolvimento de RTP, tais como, anticoagulantes (heparina), anti-epiléticos,

anti-hipertensores, analgésicos, antibiéticos, diuréticos e cardioténicos.(15)

4.3 Fatores extrinsecos as plaquetas, de natureza imune

Os fatores de natureza imune podem envolver a presenca de imunocomplexos
circulantes, assim como anticorpos (Ac) anti-plaqueta (AcAp), com especificidades varias,

incluindo Ag dos grupos sanguineos, das plaquetas e dos leucécitos.

A purpura pés-transfusional ocorre apés a transfusdo de componentes contendo
plaguetas contra as quais o doente desenvolveu Ac. Estes Ac sdo dirigidos contra Ag

plaguetérios, desencadeando a remocéao das plaquetas pelo bacgo.(1)
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4.3.1 Complexos imunes circulantes

A presenca de complexos imunes em circulagédo (CIC) correlaciona-se inversamente
com o aumento pos-transfusional da contagem plaquetéaria. Os CIC ligam-se ao receptor tipo I
para o fragmento Fc da IgG (FcyRIl) das plaquetas, levando a que estas sejam removidas pelo

sistema reticulo-endotelial.(21)

4.3.2 Aloimunizacao plaguetéaria

Os fatores imunes sdo responsaveis pelo desenvolvimento de Ac contra os

aloantigénios plaquetérios, com destrui¢cdo das plaquetas transfundidas.

A aloimunizagcdo é definida, como o resultado da resposta imune (RI) do receptor
contra as células transfundidas, ndo self, de um dador da mesma espécie, sendo confirmada
pela identificacdo do Ac no receptor contra o/os Ag do dador. A Rl depende dos Ag existentes
no componente transfundido e do status imunitario do receptor, que pode estar comprometido
pela patologia subjacente e/ou terapéutica instituida. O Ag dos componentes transfundidos nao
sdo apenas os plaquetarios, mas também, Ag dos leucécitos circulantes que as acompanham,
Ag das proteinas plasmasticas e dos medicamentos. A exposicdo ocorre através de
transfusbes e/ou gestacdes anteriores e também apds o transplante de MO ou de orgéo
s6lido.(15)

Existem trés grandes grupos de aloantigénios plaquetarios veiculados pela TP, contra
0s quais o sistema imunitario do receptor, produz AcAp: os Ag dos grupos sanguineos (ABO,
Lewis e P), os Ag especificos das plaquetas (Human Platelet Antigen, HPA) e por fim os Ag do

sistema HLA.

4.3.2.1 Anticorpos anti-HLA

Os Ag HLA sédo glicoproteinas presentes na superficie da maioria das células
nucleadas e estdo frequentemente envolvidos em alo-imunizacdes, refratariedade as TP,
RTFNH, lesdo pulmonar aguda relacionada com a transfusdo (TRALI) e a doenca de enxerto
contra hospedeiro (GVHD). Isto porque apesar da desleucocitacdo, a TP veicula leucécitos
residuais que expressam Ag HLA classe Il e células apresentadoras de Ag (APC, Antigen
Presenting Cells): células dendriticas, macrofagos, mondcitos e linfocitos B. A “desleucocitagéo
universal”, ao diminuir o nimero de leucdcitos residuais para valores inferiores a 1x10%/unidade

de CP ou CE, nimero este que se pensa ser o limiar imunogénico, levou a prevencédo do

desenvolvimento de RI priméarias, em individuos nédo previamente sensibilizados.(15)
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4.3.2.2 Anticorpos anti-HPA

Os HPA (Human Platelet Antigens) sdo Ag expressos por porcdes polimorficas das Gp
da membrana plaquetaria, capazes de produzir uma Rl em individuos susceptiveis que foram
expostos por gravidez, transfusdo sanguinea e por transplante.(15) Os AcAp resultantes da
alo-imunizacédo levam a destruicdo plaquetaria e consequentemente a uma trombocitopenia.
Esta trombocitopenia pode resultar em doencas hemorragicas graves como Pulrpura
Trombocitopénica Aloimune Neonatal e na Refratariedade Plaquetaria. Aproximadamente 10%
dos pacientes politransfundidos desenvolvem AcAp, contudo desconhece-se qual a sua
verdadeira contribuicdo na génese da RTP, sobretudo quando coexistem em doentes com
aloimunizacdo anti-HLA. Suspeita-se sempre de aloimunizacdo HPA (clinicamente semelhante
a aloimunizagcdo HLA), se as contagens plaquetarias sdo inadequadas uma hora apés a TP,
ndo sao identificados Ac anti-HLA e o doente apresente um crossmatch incompativel com as

plaquetas da maioria dos dadores.(15)

4.3.2.3 Anticorpos anti-ABO

As plaquetas transfundidas podem expressar Ag A e/ou B correspondentes ao grupo
sanguineo ABO e, uma vez em circulacdo, estdo suspensas em plasma do dador, o qual tem
naturalmente Ac contra o Ag A e/ou B, se ausentes no dador.(22) Existem dois tipos de
incompatibilidade ABO nas TP: a incompatibilidade ABO major e a incompatibilidade ABO

minor.

A incompatibilidade ABO major ocorre quando as plaquetas do dador tém Ag
incompativeis com os Ac presentes no recetor (transfundir CP do grupo A a receptores do
grupo O). Contrariamente ao que se pensava, a expressao dos Ag ABH nas plaquetas pode
afetar a sobrevida das plaquetas transfundidas - ABH incompativeis.(23) Desta forma ap6s
diversas transfusdes ABO incompativeis ocorre um aumento dos titulos anti-A e/ou anti-B no
recetor e uma diminuicdo da sobrevivéncia das plaquetas incompativeis. Brian Curtis et al,
verificaram que existem alguns dadores que tém uma expressao anormalmente elevada de Ag
A e B nas plaquetas. (23) No Japdo, aproximadamente 7% da populacdo expressa niveis
significativamente elevados de Ag A ou B nas superficie das plaquetas. Deste modo, os
individuos podem ser classificados de “low expressers” (LE) ou“high expressers” (HE), de
acordo com a quantidade de Ag A e B detetados nas suas plaquetas, fato que parece ser
determinado geneticamente.(22) Os individuos de tipo HE apresentam niveis de
glicosiltransferases A e B no soro significativamente mais elevados do que os individuos do
grupo Al e B com expressao normal e consequentemente baixos niveis do Ag H nos
eritrécitos. (23)
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A incompatibilidade ABO minor surge quando se transfundem CP que possuem Ac
incompativeis com os Ag ABO do recetor.(24) Os Ac adquiridos passivamente ligam-se as
plaguetas e eritrocitos do receptor, o que podem originar uma hemdlise clinicamente
significativa - complicacdo rara e potencialmente severa (particularmente associado a dadores
do grupo O). Estas reacdes sdo o resultado de titulos anormalmente elevados de Ac anti-A
presentes no plasma de alguns dadores do grupo O que, quando administradas em receptores

do grupo A e AB, podem causar uma hemolise significativa.(24)

Deste modo, sempre que possivel a TP deve ser isogrupal para evitar ou atenuar estas
reacdes transfusionais. No entanto, muitos bancos de sangue em todo o mundo transfundem

plaguetas n&o isogrupais atendendo a limitada disponibilidade de dadores, bem como ao

grande nimero de dadores do grupo O. (22)
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5. AVALIACAO DA EFICACIA DAS TRANSFUSOES DE PLAQUETAS

5.1 Recuperacao da contagem plaquetaria

O principal objetivo da TP é manter a contagem de plaquetas do doente acima de um limite

definido, tanto tempo quanto possivel no sentido de prevenir complicagdes hemorragicas.

5.1.1 Incremento da contagem plaquetaria

O ICP é determinado subtraindo a contagem de plaquetas pré-transfusional a
contagem de plaquetas, 10 minutos, 1 hora e/ou 20-24 horas apés a transfusdo. No entanto,
esse depende de varios fatores relacionados com a transfusdo (nomeadamente da quantidade
de plaquetas transfundidas) e com o recetor da transfusdo (ex. superficie corporal, volume
sanguineo). Desta forma, para monitorizar a eficacia da TP tém sido utilizadas duas férmulas, o
incremento da contagem plaquetaria corrigido (ICPC) e a percentagem de recuperacao
plaquetaria, que tém em conta, respetivamente, a corre¢do do aumento pos-transfusional do
namero de plaguetas, para a area de superficie corporal e para o volume sanguineo do doente.
(21, 25).

5.1.2 Incremento da contagem plaquetaria corrigido

E calculado a partir da formula que se segue e é expresso como aumento pos

transfusional da contagem de plaquetas x 10°/L. (21)

ICPC= Incremento da contagem plaquetaria (10°/1) x area de superficie corporal (m?)

NUmero de plaquetas transfundidas (x 10™)

5.1.3 Percentagem de recuperacdo plaquetéria

E calculado a partir da férmula que se segue e é expresso como percentagem de

plaguetas recuperadas em circulacéo. (21)

% Recuperacdo= Incremento da contagem plaquetaria (10°/L) x 10° x volume sanguineo (mL)

Plaquetéaria NUmero de plaquetas transfundidas (x 10™)

A contagem de plaquetas, o ICPC e a percentagem de recuperacdo plaquetaria pos-
transfusionais sdo valores de referéncia para a determinagdo da eficacia da transfusédo. No
entanto, um maior nimero de plaquetas apés a transfusao néo indica necessariamente melhor
funcdo plaguetdria ou uma hemostase primaria restaurada. Deste modo a eficicia da

transfus@o correlaciona-se com maior precisdo com a melhoria da func¢éo.(26)
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5.2 Avaliacado da funcdo plaquetaria

Na pratica clinica, a eficacia das TP é baseada principalmente no aumento de
plaguetas ndo sendo considerado o aspeto funcional das plaquetas transfundidas.(27) Alguns
dos testes usados para avaliar a fungao das plaquetas sdo o seu estudo morfolégico, o tempo
de hemorragia (e outros testes funcionais semelhantes), as provas de agregacao plaquetaria, e
outros processos que avaliam a funcdo das plaguetas nomeadamente através de alteracfes

bioguimicas e da composicdo da membrana, associadas a ativacao plaquetaria. (27)

5.3 Avaliacédo da forma plaquetaria

A microscopia de campo escuro permite visualizar, as estruturas da superficie da
plagueta, e com a ajuda de um software possibilita a medicdo destas enquanto mudam de
forma. A mudanca de forma, pode ser quantificada e analisada através de uma base de dados

de didmetros que descrevem os diferentes estadios da ativagao plaquetéria.(28)

5.4 Avaliagéo do tempo de hemorragia

O PFA (Platelet Function Assay) tem sido utilizado para avaliar a fungdo plaquetéria,
em substituicdo do “tempo de hemorragia” convencional. A metodologia do PFA consiste em
medir o tempo necessario para a formacdo de um tampéo plaquetario (tempo de ocluséo)
utilizando dois agonistas (colagénio/epinefrina e colagénio/ADP) e uma membrana sintética. No
caso de TP, o PFA pode auxiliar na avaliacdo da atividade plaquetaria dos dadores de
plaquetas transfundidas garantindo assim, TP funcionais.(29)

5.5 Estudos de agregacao plaquetaria

Mede a agregacdo plaquetaria em resposta a diferentes agonistas, como por exemplo,
ADP, colagénio, epinefrina e trombina. No entanto, a agregometria correlaciona-se mal com

outros testes de ativagdo e tem limitagBes na quantificagdo da ativag&o plaquetaria in vivo.(4)

5.6 Doseamento de moléculas sollveis

O doseamento plasmatico de proteinas plaquetarias especificas libertadas apos
ativacdo das plaquetas, como a 3-tromboglobulina, o fator plaquetéario 4 (PF4, Platelet Factor 4)
e o0s metabolitos do tromboxano A2 (TxA2), também pode ser usado para avaliar,

indiretamente, a ativacdo plaquetaria (30)
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5.7 Estudo das glicoproteinas da membrana plaquetéria

A citometria de fluxo permite avaliar individualmente e de uma forma rapida e precisa
as caracteristicas fisico-quimicas de um grande namero de particulas (incluindo células) e
pode ser usada para caracterizar alteracdes das plaquetas, que podem ser resultado da sua
ativagdo, da fungdo hemostatica ou do processo de maturacdo.(31) O estado de ativagdo das
plaguetas, pode ser avaliado através da utilizacdo de anticorpos monoclonais (AcMo)

especificos para diversas Gp plaquetarias:

5.7.1 Complexo Gp lIb/llla (CD41/CD61)

Os AcMo anti-CD41 e anti-CD61, que reconhecem epitopos da Gp lIb/llla ligam-se a
membrana das plaquetas em repouso e das plaquetas ativadas, sendo que a intensidade de
expressdo destas Gp aumenta com a ativagdo. Ha também AcMo que reconhece a

conformacdao da Gp lIb/llla ativada ou ligada a molécula de adesao (ex. PAC). (30)

5.7.2 Complexo Gp Ib/IX/V (CD42b/CD42a/CD42d)

Os AcMo anti-CD42b ligam-se a membrana das plaquetas em repouso e das plaquetas
ativadas. ApGs a ativacdo plaquetaria ocorre uma diminuicdo da expressdo do complexo Gp
Ib/IX/V na superficie das plaquetas (podem apresentar 60% a 80% de reducéo). O fendmeno
pode ser reversivel, ndo afeta a capacidade de adeséo plaquetaria em condi¢bes de fluxo e
pode ser atribuido a translocacéo deste complexo para a membrana do SCA (internalizacéo) e
/ou a protedlise da GpV pela trombina. Desta forma, os AcMo anti-CD42 permitem o estudo de
deficiéncias de glicoproteinas, reacdes metabdlicas responsaveis por mudancas na superficie
das plaquetas, adesédo plaquetaria e a identificagdo de plaquetas no sangue periférico e de

megacariocitos.(30)

5.7.3 Selectina-P (CD62P)

Os AcMo anti-CD62P ligam-se as plaquetas ativadas e desgranuladas, mas nédo as
plaguetas em repouso, uma vez que s6 apds ativacdo a selectina-P passa a ser expressa na
membrana externa das plaquetas.(31)

A quantificacdo da selectina-P é um indicador muito bom de ativacdo plaquetaria:
permite detetar plaguetas ativadas e desgranuladas; correlaciona-se bem com o tempo de
armazenamento dos CP; a sua expressao na superficie das plaquetas leva a uma destruicao
rapida das mesmas e correlaciona-se inversamente com um aumento pds-transfusional de
plaguetas.(30-32)

A reatividade destes AcMo pode ser expressa em percentagem de plaquetas positivas

elou intensidade média de fluorescéncia (IMF), expressa em unidades arbitrarias de
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fluorescéncia (u.a.f.). Por exemplo, a expressdo das Gp do complexo Gp Ib/IX/V é geralmente
avaliada pela IMF e nédo pela percentagem de células positivas porque a redugdo da expressao
€ normalmente insuficiente para levar a auséncia completa de fluorescéncia.(30)

Embora a citometria tenha muitas potencialidades para o estudo das plaquetas, tem
também algumas desvantagens. Em primeiro lugar, os citbmetros sdo equipamentos caros
para adquirir e manter; em segundo lugar, a preparacdo das amostras € dificil e, em terceiro
lugar, para evitar a ativacdo das plaquetas ex vivo, as amostras de sangue tém de ser
processadas rapidamente apés a colheita.(21, 22) Alguns destes aspetos sdo comuns aos

outros métodos de avaliagdo da ativacéo das plaquetas.
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6. REFRATARIEDADE AS TRANSFUSOES DE PLAQUETAS

6.1 Definicao

A Refratariedade a Transfusdo de Plaquetas (RTP) é definida empiricamente como
baixo rendimento transfusional, apés duas ou mais TP contendo um adequado nimero de
plaguetas, ABO compativeis, no decurso de duas semanas. Atinge sobretudo a populacdo de
doentes hemato-oncolégicos politransfundidos, estd associada a uma elevada taxa de
mortalidade e obriga a uma abordagem tranfusional especializada. (15). Trata-se de uma
sindroma hemorragica cutdneo-mucosa, devida a diminuicdo da sobrevida plaquetaria, do
préprio e/ou das plaquetas alogénicas transfundidas, de causa frequentemente multifatorial.
Em aproximadamente 66% dos casos a etiologia da RTP é ndo imunolégica e em 33% dos

casos € a aloimunizagdo. (15)

6.2 Critérios de diagndstico

Bishop et al. determinaram quais os valores que melhor correspondiam com um
aumento pés-transfusional do nimero de plaquetas de pelo menos 20x10%L e com a
manutencdo desse numero até 20 horas apoOs a transfusdo. Deste modo, os valores de
referéncia usados para identificar a refratariedade sdo um ICPC <7.5 plaquetas x10°/L apoés 1
hora, um ICPC <4.5 plaquetas x10°/L apo6s 20 horas ou ainda, uma percentagem de

recuperacao plaquetaria <20% apés 1 hora.(21)
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O objetivo geral deste trabalho consistiu em avaliar se existia alguma relacdo do perfil
demogréfico e clinico dos doentes transfundidos com CP, das caracteristicas dos “pools” de CP
administrados e da ativacdo das plaquetas com o rendimento da transfusdo plaquetaria,

avaliado pelo ICPC.
Os objetivos especificos foram avaliar se existia alguma relacao entre:

e Variaveis demogréaficas (idade, sexo) e clinicas dos doentes (diagnostico, febre, infecédo

e esplenomegalia) e ICPC.

e Caracteristicas dos “pools” de CP transfundidos (grupo sanguineo, tempo de

armazenamento, ativagdo plaquetaria basal e apés adi¢do de trombina) e ICPC.

e  Ativacdo das plaquetas (basal e apds adi¢édo de trombina) presentes no sangue venoso
colhido uma hora ap6s a transfusdo de plaquetas, grau de ativacdo das plaquetas
transfundidas e ICPC.
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1. Amostras

Foram estudados 30 doentes com trombocitopenia submetidos a TP na Unidade de
Hemato-Oncologia (UHO) e na Unidade de Doentes Neutropénicos (UDN) do Hospital de Sao
Jodo (HSJ), Porto, entre Abril de 2011 e Janeiro de 2012.

Foram incluidos todos os doentes com trombocitopenia da UHO e UDN sujeitos a TP
durante esse periodo de tempo, nos dias em que havia disponibilidade para executar o estudo
laboratorial. Foram excluidos os doentes que se recusaram a participar no estudo, assim como

os doentes transfundidos com CUP ou com “pools” de CP provenientes do exterior.

2. Metodologia

2.1 Procedimentos

Antes do inicio deste trabalho, foram pedidas autorizacBes aos Diretores da UDN, da
UHO e do Servico de Imunohemoterapia (SIH). O estudo foi submetido a aprovacdo da
Comisséo de Etica do HSJ e solicitado consentimento informado aos doentes para participar no

estudo.

2.1.1 Preparacédo do pool de plaquetas para transfusédo

Foram transfundidos CP obtidos por centrifugagéo de plasma rico em plaquetas (PRP)
sendo que a compatibilidade ABO foi respeitada sempre que possivel. Antes do seu envio para
transfuséo foi retirado, por expressao da tubuladura, 1 ml a cada CP e composto um “pool” de
CP.

2.1.2 Colheitas de sangue

As amostras de sangue foram colhidas, por puncdo venosa sem uso de garrote ou por
cateter central, em tubos com dois tipos de anticoagulante: sal tripotassico de acido etileno-

diamino-tetra-acético (EDTA-K3) e citrato de sodio.

Avaliacdo pré-transfusional: Antes da TP foi colhida uma amostra de sangue em tubo com

EDTA-K3, destinada a contagem plaquetaria.

Avaliacdo pés-transfusional: Uma hora apds a concluséo da transfusdo de plaquetas, foram

colhidas duas amostras de sangue: uma amostra em tubo com EDTA-K3 e outra em tubo com
citrato de sodio, destinadas a contagem plaquetaria e ao estudo de ativacdo plaquetaria,

respetivamente.

DISSERTAGAO APRESENTADA PARA A OBTENGAO DO GRAU DE MESTRE EM ANALISES CLINICAS E SAUDE PUBLICA 29

INSTITUTO DEE CIENCIAS DA SAUDE DO PORTO, UNIVERSIDADE CATOLICA PORTUGUESA



ACTIVAGAO PLAQUETARIA E OUTROS FACTORES CONDICIONANTES DA RESPOSTA A TRANSFUSAO DE PLAQUETAS

DINA HORTELAO, 2012

2.1.3 Recolha de dados dos doentes

Foram recolhidos alguns dados dos doentes, considerados relevantes para a
interpretacao dos resultados do estudo, nomeadamente: o diagnéstico, a presenga ou auséncia
de febre, infecdo e esplenomegalia, a medicagdo em curso, se o doente ja tinha feito
transfusfes de plaquetas anteriormente, se os CP transfundidos eram isogrupais para os Ag do
sistema ABO e Rh (D) e, no caso de ndo serem isogrupais, se havia incompatibilidade entre
dadores e recetores. Para a recolha desses dados foi solicitada a colaboracdo dos médicos da

UHO e da UDN. O formulério de recolha de dados é apresentado em anexo (anexol).

2.1.4 Estudos laboratoriais

O trabalho laboratorial foi realizado no SIH do HSJ, Porto.

2.1.4.1 Contagem de plaquetas

A quantificacdo das plaquetas (n° de plaquetas x 109/L) foi feita nos pools de CP a
transfundir e nas amostras de sangue do doente, colhidas antes da transfusdo e uma hora

apds a mesma (calculo do ICPC), no contador hematolégico Sysmex XE 5000™.

2.1.4.2 Imunofenotipagem plaquetaria

O estudo imunofenotipico das plaquetas foi efetuado através de imunomarcacao,
seguida de aquisicdo em citémetro de fluxo FACSort™ (Becton Dickinson) e andlise dos

resultados.

Para a imunomarcacéo foi usada uma técnica de imunofluorescéncia direta, usando os
AcMo conjugados com diferentes fluorocromos, com especificidade para Ag considerados
relevantes para a identificacdo das plaquetas (CD41a, CD42b, CD61) e para a avaliacdo da
ativagdo plaquetaria (CD41a, CD42b, CD62P) (anexo 2).

Procedeu-se a caracterizagdo do estado basal de ativagdo plaquetaria e da resposta
das plaquetas a estimulos, no pool a transfundir, avaliados pela intensidade de expressao das
Gp lIb (CD41), llla (CD61) e Ib (CD42b), assim como pela % de plaquetas CD62P positivas e

pela expressdo de CD62P, medida pela IMF, antes e apds adi¢do de trombina, respetivamente.

Procedeu-se também a caracterizacdo do estado de ativacao plaquetéaria e da resposta
das plaquetas a estimulos na amostra de sangue colhida ao doente uma hora pos-transfusao,
avaliada pela percentagem de plaquetas CD62P positivas e pela intensidade de expressédo de

CD62P, avaliada pela IMF, antes e ap6s adi¢cdo da trombina.
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2.1.4.3. Pesquisa de anticorpos anti-plaqueta

Foram congeladas amostras de plasma de todos dos doentes para pesquisa de AcAp,
pelo método Solide Phase Red Cell Adherence (Capture P Solide Phase System da Immucor),

no caso de suspeita de refratariedade a TP por aloimunizacéo.

3. Analise estatistica

Para o tratamento estatistico dos dados foi utilizado o Software SPSS Statistics 18.0.

Foi assumido o nivel de significancia de 0.05.

3.1 Variaveis quantitativas continuas

No caso das variaveis quantitativas continuas (idade, ICP, ICPC, etc.) foram calculados
a mediana, o minimo, o maximo; para avaliar as diferencas entre grupos foram usados o teste
U de Mann Whitney (amostras ndo emparelhadas) e o teste de Wilcoxon (amostras
emparelhadas) e para avaliar a correlagcdo entre as variaveis foi feito o estudo de regressao
linear usando o teste de correlagdo de Spearman.

3.2 Variaveis qualitativas

No caso das varidveis qualitativas (sexo, presenga ou auséncia de febre, infe¢des,
esplenomegalia, etc.) foram calculadas as frequéncias absolutas e relativas; para avaliar as
diferencas entre grupos foi usado o teste de Qui-quadrado.
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1. Caracteristicas da populagcéo estudada

Neste estudo participaram 30 doentes, 19 do sexo feminino (63.3%) e 11 do sexo
masculino (36.7%), com idades compreendidas entre 20 e 76 anos (mediana de 55.5 anos)

(Tabela 1), sendo que 66.7% tinham leucemias agudas (Tabela 2).

Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos doentes incluidos neste estudo.

Caracteristicas demograficas Grupo N (%)
Feminino 19 (63.3)
Sexo Relacdo M/F: 0.58
Masculino 11 (36.7)
Inferior a 60 anos 16 (53.3)
Idade (anos) 55.5 (20 — 76)
Igual ou superior a 60 anos | 14 (46.7)

Abreviaturas: N (%), frequéncia absoluta (frequéncia relativa); M, masculino; F, feminino.

Tabela 2. Diagndstico dos doentes incluidos neste estudo.

Grupo de diagnéstico Diagnoéstico N (%)
Leucemia Linfoblastica Aguda 4 (13.3)
Leucemias agudas 20 (66.7)
Leucemia Mieloblastica Aguda 16 (53.3)
Linfoma de Burkitt 1(3.3)
] Linfoma B difuso de grandes células 1(3.3)
Linfomas e doencgas
. s 5 (16.7)
linfoproliferativas ) )
Linfoma n&o Hodgkin 2(6.7)
Leucemia Linfocitica Crénica 1(3.3)
Aplasia medular 3(10.0)
Outras doen’ga}s Sindromes Mielodisplasicas 1(3.3) 5(16.7)
hemato-oncoldgicas
Mieloma multiplo 1(3.3)
Abreviaturas: N (%), frequéncia absoluta (frequéncia relativa)
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As amostras foram colhidas por cateter em todos 0s casos.

A mediana da contagem plaguetaria no sangue periférico antes da transfuséo era de
10x10°/L, variando entre 10 e 27 x 10%/L.

Todos os doentes faziam medicacéo e todos tinham sido previamente transfundidos.

No que respeita as restantes variaveis analisadas como febre, infecdo e

esplenomegalia, a populacéo estudada era bastante heterogénea (Tabela 3).

A maioria dos doentes (73.3%) tinha infecdo documentada, mas apenas 30.0%
apresentava febre na altura da TP; em 2 destes casos, a hipertermia foi revertida com anti-
piréticos antes de iniciar a transfusdo, pelo que sé 23.3% dos doentes foram transfundidos com
hipertermia. Dez por cento dos doentes apresentava esplenomegalia e 1 doente tinha sido
previamente esplenectomizado. Apenas um doente tinha evidéncia de hemorragia ativa.

Tabela 3. Descri¢ao dos aspetos clinicos dos doentes incluidos neste estudo.

Aspetos clinicos N (%)
Febre 9 (30.0)
Infecdo 22 (73.3)
Esplenomegalia 3 (10.0)
Esplenectomia 1(3.3)
Medicagéo 30 (100.0)
Transfusdes Anteriores 30 (100.0)
Hemorragia ativa 1(3.3)

Abreviaturas: N (%), frequéncia absoluta (frequéncia relativa)
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2. Caracteristicas das plaquetas transfundidas

2.1 Compatibilidade ABO e Rh

Em 40% dos doentes a TP foi isogrupal para os Ag do sistema ABO e Rh (D); os
restantes 60% foram transfundidos com CP n&o isogrupais para estes Ag. No entanto, s6 havia
incompatibilidade ABO e/ou Rh (D) entre dador e recetor em 30% dos casos (Tabela 4).

Tabela 4. Caracterizacéo das transfusdes plaquetérias quanto a identidade e compatibilidade dos
grupos sanguineos ABO e Rh (D) de dadores e recetores.

Discrepancia ou incompatibilidade de grupo N % Total de % Casos com
sanguineo entre dador e recetor casos transfus&o ndo
isogrupal
Para o sistemas ABO e/ou Rh 18 60.0 100.0
« Apenas para o sistema ABO 7 233 38.9
Plaquetas néo
ISogrupais Apenas para o sistema Rh (D) 4 13.3 222
Para os sistemas ABO e Rh (D) 7 23.3 38.9
Para o sistemas ABO e/ou Rh 9 30.0 50.0
Apenas para o sistema ABO 7 233 38.9
Plaquetas
Incompativels Apenas para o sistema Rh (D) 2 6.7 11.1
Para os sistemas ABO e Rh (D) 0 0.0 0.0

2.2 Quantidade de plaquetas

A mediana do nimero de plaquetas transfundidas por doente (quantidade de plaquetas
presentes nos “pools” de CP) foi de 3.1 x 10", variando entre 1.3 e 5.0 x 10'". O estudo por
citometria de fluxo confirmou que praticamente todas células presentes nos “pools” de CP eram
plaguetas, de acordo com a positividade para CD4la (mediana 98.3%) e CD42b (mediana
97.4%) (Tabela 5).
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Tabela 5. Caracterizagido dos “pools” de concentrados de plaquetas quanto a quantidade de
plaquetas, a percentagem de células CD41la+ e CD42b+ e a intensidade de expressao destas
moléculas nas plaquetas.

Parametro avaliado Mediana Minimo Méaximo
Numero de CP / “pool” * 6 5 8
Plaquetas x 10" / “pool” " 3.1 1.3 5.0
% Células CD41la+ 98.3 74.2 99.8
Intensidade de expressao de CD41a (IMF) 630.3 227.6 1684.0
% Células CD42b+ 97.4 89.6 99.5
Intensidade de expressao de CD42b (IMF) 326.1 198.7 1303.0

Abreviaturas: CP, concentrado de plaguetas; IMF, Intensidade média de fluorescéncia expressa em unidades
arbitrarias de fluorescéncia.
* Contagem em contador hematoldgico.

2.3 Tempo de armazenamento

A mediana do tempo de armazenamento dos “pools” de plaquetas foi de 3.9 dias,

variando entre 3 a 5 dias (Tabela 6).

Tabela 6. Caracterizagcado dos “pools” de concentrados de plaquetas quanto ao tempo de

armazenamento.
Tempo de armazenamento N (%) Mediana (minimo — maximo)
Igual ou inferior a 2 dias 0 (0.0%)
Igual ou inferior a 4 dias 17 (57%) 3.9 (2.5-5.0) dias
Superior a 4 dias 13 (43%)

Abreviaturas: N (%), frequéncia absoluta (frequéncia relativa)

2.4 Ativacao plaquetaria

Relativamente ao estado de ativacdo das plaquetas, verificamos que a mediana das
percentagens de plaquetas CD62P+ presentes nos “pools” de CP transfundidos era de 74.8%;

apos adicdo de trombina (agonista forte) este valor aumentou para 97.3% (p<0.001) (Tabela 7),
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da mesma forma que aumentou a intensidade de expressdo de CD62P a superficie das
plaguetas (p<0.001) (Tabela 7).

Tabela 7. Caracterizagao dos “pools” de concentrados de plaquetas quanto a percentagem de
plaguetas ativadas (CD62P+) e a intensidade de expresséo de CD62P nas plaquetas, antes e apés
adicdo de trombina.

Plaquetas CD62P+ Intensidade de
Condigdes (%) * p ** expresséo de CD62P p **
nas plaquetas (IMF) *
Antes da adicédo de
trombina (basal) 74.8 (11.0 — 98.0) 192.8 (21.4 — 468.1)
- <0.001 <0.001
Apos adicdo de 97.3 (88.0 — 100.0) 456.0 (241.1 — 759.5)
trombina
Variagdo 21.1 (0.9 -82.8) NA 272.3 (15.6 — 478.7) NA

Abreviaturas: NA, ndo aplicavel; IMF, Intensidade média de fluorescéncia expressa em unidades arbitrarias de
fluorescéncia;

* Mediana (minimo — maximo)

** Teste de Wilcoxon; nivel de significancia: p<0.05.

2.5 Relacgéo entre a ativacao plaquetaria e tempo de armazenamento

2.5.1. Ativagao plaquetéaria basal e tempo de armazenamento

N&o foi encontrada correlacdo entre ativacao plaquetaria e o tempo de armazenamento
das plaquetas, nem no que respeita a percentagem de plaquetas CD62P+ (teste de Spearman;
p=0.314; r=0.190), nem no que respeita a intensidade de expressdo de CD62P nas plaquetas
(teste de Spearman; p=0.567; r=-0.109). Também nao foi encontrada correlagdo entre ativagdo
plaguetaria e tempo de armazenamento, quando analisada a intensidade de expressdo de
CD41a (teste de Spearman; p=0.751; r=-0.016) e de CD42b (teste de Spearman; p=0.052; r=-
0.358). A mediana da percentagem de plaquetas ativadas (CD62P+) observada nos “pools” de
CP com tempo de armazenamento superior a quatro dias (77.0%) ligeiramente superior a
observada naqueles com tempo de armazenamento igual ou inferior (72.5%), mas a diferenca
ndo foi estatisticamente significativa, assim como nédo foram estatisticamente significativas as

diferencas observadas na intensidade de expressdo de CD62P, CD41a e CD42b (Tabela 8).
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Tabela 8. Ativagéo basal das plaquetas em fungédo do tempo de armazenamento.

Variavel analisada nas Tempo de armazenamento das plaguetas

plaguetas transfundidas, sem Igual ou inferior a 4 Superior a 4 dias p **
adicdo de trombina dias (N=17) (N=13)

0.572
Plaquetas CD62P+ (%) * 72.5 (49.4 — 98.5) 77.0 (10.6 —94.1) (NS)
Intensidade de expresséao de 0.414
CD62P nas plaquetas (IMF) * 198.4 (103.9 - 377.2) 178.4 (21.4 — 468.1) (NS)
Expressao de CD41a nas 0.884
plaguetas (IMF) * 656.3 (277.6 — 1508.0) | 612.3 (445.3 — 1684.0) (NS)
Intensidade de expresséo de 0.149
CD42b nas plaquetas (IMF) * 316.1 (198.7 — 700.5) 344.7 (246.5 — 1303.0) (NS)

Abreviaturas: NS, ndo significativo; IMF, Intensidade média de fluorescéncia expressa em unidades arbitrarias de
fluorescénci
* Mediana (minimo — maximo)
** Teste U de Mann Whitney; nivel de significancia: p<0.05.
2.5.2 Ativacdo plaquetdria induzida pela trombina e tempo de

armazenamento

N&o foi encontrada correlacdo entre a ativagcao plaquetéria induzida pela trombina e o
tempo de armazenamento das plaquetas, no que respeita a percentagem de plaquetas
CD62P+ ap0s adicdo de trombina (teste de Spearman; p=0.399; r=-0.16). No entanto, a
variagdo da percentagem de plaguetas CD62P+ antes e apds adicdo de trombina
correlacionava-se negativamente com o0 tempo de armazenamento, sugerindo que as
plaguetas armazenadas durante mais tempo sdo menos reativas (teste de Spearman; p=0.047;
r=-0.365).

Apesar disso, ndo foram observadas diferencas entre as plaquetas com tempo de
armazenamento superior a quatro dias e aquelas com tempo de armazenamento igual ou
inferior, no que respeita quer a percentagem de plaquetas CD62P quer a intensidade de
expressdo de CD62P apo6s adicdo de trombina, assim como nas variagfes destes parametros

em relacdo aos observados antes da adicdo deste agonista (Tabela 9).
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Tabela 9. Ativacdo das plaquetas induzida pela trombina em fun¢do do tempo de armazenamento.

Variavel analisada nas

Tempo de armazenamento das plaguetas

plaguetas transfundidas,
apos adicao de trombina

Igual ou inferior a 4 dias
(N=17)

Superior a 4 dias
(N=13)

P**

Plaquetas CD62P+ (%) *

97.4 (96.4 — 99.8)

97.1 (87.9 — 99.1)

0.267
(NS)

Variacédo (em relacéo ao valor
obtido sem adig&o de
trombina) *

23.9 (0.9 — 47.9)

19.6 (4.4 — 82.8)

0.439
(NS)

Intensidade de expresséo de
CD62P nas plaquetas (IMF) *

559.1 (286.4 — 759.5)

417.0 (241.1 — 608.8)

0.149
(NS)

Variacéo (em relacéo ao valor
obtido sem adic&o de
trombina) *

317.8 (15.6 — 478.7)

231.1 (54.2 — 358.5)

0.107
(NS)

Abreviaturas: NS, néo significativo; IMF, Intensidade média de fluorescéncia expressa em unidades arbitrarias de

fluorescéncia.
* Mediana (minimo — maximo)

** Teste U de Mann Whitney; nivel de significancia: p<0.05.
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3. Resposta a transfuséo de plaquetas

3.1 Incremento da contagem de plaquetas

A mediana das contagens de plaguetas 1 hora apés transfus&o foi de 39 x10°/L e os
valores das contagens pos-transfusionais de plaquetas diferiam significativamente dos pré-

transfusionais (teste de Wilcoxon; p<0.001).

As medianas do ICP e do ICPC determinados 1 hora apdés transfusdo foram de 28.0
x10° plaguetas/L e de 15.7 x10° plaguetas/L, respetivamente, havendo uma grande variacéo de

doente para doente (Tabela 10).

Tabela 10. Resposta a transfusado de plaquetas avaliada pelo incremento da contagem plaquetéria
e pelo incremento da contagem plaquetéria corrigido.

Parametro avaliado Plaguetas x 10°/L * p **
Contagem pré-transfusional de plaquetas 10 (10 - 27)
<0.001
Contagem de plaquetas uma hora apés transfuséo 39 (18 — 65)
ICP 28.0 (3.0 -53.0) NA
ICPC 15.7 (2.1 - 42.2) NA

Abreviaturas: NA, ndo aplicavel; ICP, incremento da contagem de plaquetas; ICPC, incremento da contagem de
plaguetas corrigido

* Mediana (minimo — maximo).

** Teste de Wilcoxon; p<0.05.

3.2 Refratariedade a transfusado de plaquetas

Vinte por cento dos doentes transfundidos cumpriam critérios de refratariedade a TP,
definidos por um ICPC inferior a 7,5 x 10° plaquetas/L, determinado 1 hora apés a transfusao
(Figura 2).
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Figura 1. Percentagem de casos com (ICPC <7.5 x 10° plaguetas/L) e sem (ICPC >7.5 x 10°
plaquetas/L) refratariedade a transfusao.

A mediana do ICPC nos doentes nao refratarios a TP foi de 16.8 x10° plaquetas/L, em

comparacao com o valor de 6.8 observado nos doentes refratarios (p<0.001) (Tabela 11).

Tabela 11. Incremento da contagem plaquetaria corrigido em doentes refratarios e nao refratarios a
transfuséo de plaquetas.

Variavel Grupo | ICPC (plaquetas x 10%L) * p **
Sim 6.8 (2.1-7.4)
Refratariedade a transfuséo de plaquetas*** <0.001
N&o 16.8 (8.4 — 42.2)

Abreviaturas: ICPC, Incremento da contagem plaquetaria corrigido;

* Mediana (minimo — maximo)

** Teste U de Mann Whitney; nivel de significancia: p<0.05.

** Para definir o estado de refratariedade & TP foi considerado um ICPC <7.5 x 10%L, determinado 1 hora apés
transfusao.

De notar que a pesquisa de AcAp foi negativa nos 6 casos em que houve
refratariedade as TP e que todos os casos ocorreram em doentes com diagnoéstico de LMA.

3.3 Ativacao das plaquetas apoés transfuséo

Foi avaliada a ativacdo plaquetaria no sangue venoso dos doentes, 1 hora apés
transfusédo de plaquetas. A mediana da percentagem de plaguetas ativadas (CD62P+) foi de
21.4%, aumentando para 88.2% ap0s adicdo de trombina (p<0.001) (Tabela 12), da mesma
forma que aumentou a intensidade de expressdo de CD62P a superficie das plaquetas
(p<0.001) (Tabela 12).
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Tabela 12. Percentagem de plaquetas ativadas (CD62P+) e intensidade de expressédo de CD62P nas
plaguetas, antes e ap6s adicdo de trombina, no sangue venoso dos doentes colhido uma hora
apés transfusao.

Plaquetas CD62P+ Intensidade de
Condigdes (%) * p ** expresséo de CD62P p **

nas plaquetas (IMF) *

Antes da adicao de

trombina (basal) 21.4 (8.4-68.4) onn 109.7 (61.3 - 269.4) oo
<0. <0.
Apés adicao de
trombina 88.2 (56.3 - 97.3) 364.7 (123.8 - 607.8)
Variagao 57.7 (12.7 - 84.7) NA 196.8 (63.6 - 452.2) NA

Abreviaturas: NA, ndo aplicavel; IMF, intensidade média de fluorescéncia expressa em unidades arbitrarias de
fluorescéncia.

* Mediana (minimo — maximo)

** Teste de Wilcoxon; nivel de significancia: p<0.05.

A percentagem de plaquetas ativadas no sangue venoso colhido 1 hora apés a
transfuséo era significativamente inferior a percentagem de plaquetas ativadas nos “pools” de
plaquetas transfundidos, 0 mesmo acontecendo com a intensidade de expressdo de CD62P

nas plaquetas (Tabela 13).

Tabela 13. Ativacdo basal das plaguetas no sangue venoso colhido uma hora apds transfuséo e a
ativacdo basal das plaquetas transfundidas.

Plaguetas no sangue
venoso colhido 1 hora p **
apos transfuséo

Plaquetas

Variaveis analisadas -
transfundidas

<0.001
Plaquetas CD62P+ 74.8 (10.6 — 98.5) 21.4 (8.4 - 68.4)
(%) S
Intensidade de 0.002
expressdo de CD62P |  195.2 (21.4 — 468.1) 109.7 (61.3 — 269.4)
(IMF) * (S)

Abreviaturas: NS, ndo significativo; S, significativo; IMF, intensidade média de fluorescéncia expressa em unidades
arbitrarias de fluorescéncia

* Mediana (minimo — maximo).

** Teste de Wilcoxon; nivel de significancia: p<0.05

A ativacdo basal das plaquetas do sangue venoso colhido 1 hora apés transfusao
correlacionava-se positivamente (teste de Spearman; r=0.57) com a ativacdo basal das
plaguetas transfundidas, quando avaliada pela percentagem de plaquetas CD62P+, sendo
essa correlagdo estatisticamente significativa (p=0.001); no entanto, ndo havia correlacdo
estatisticamente significativa entre a intensidade de expressdo de CD62P nas plaquetas do

sangue venoso dos doentes colhido 1 hora apés a transfusdo e esse mesmo pardmetro nas
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plaquetas transfundidas (teste de Spearman; p=0.295; r=-0.201) (Tabela 14). Também foram
encontradas correlagBes positivas estatisticamente significativas entre os parametros
relacionados com a ativagdo plaquetaria induzida pela trombina nas plaquetas transfundidas e

esses mesmos parametros nas plaquetas do sangue venoso poés-transfusional (Tabela 14).

Tabela 14. Correlac&o entre a ativacdo das plaquetas transfundidas e a ativagéo das plaquetas do

sangue venoso colhido 1 hora apés a transfuséo.

Analise de correlagao
Grupos o ) . . .
Variaveis analisadas linear simples
comparados
p ** r
0.001
Ativacdo plaquetaria basal +0.570
(S
Plaquetas Ativacdo plaquetaria 0.021 0.419
+0.
Plaquetas CD62P+ (%) induzida pela trombina (S)
transfundidas 0.029
Variagéo +0.398
versus (NS)
Plaquetas do
0.295
sangue venoso Ativacéo plaquetaria basal -0.201
. ] (NS)
colhido 1h apés _
Intensidade de — —
transfusdo B Ativacao plaquetéria 0.018
expressdo de ] ) ] +0.436
induzida pela trombina (S)
CD62P (IMF)
0.084
Variacao +0.326
(S)

Abreviaturas: NS, ndo significativo; S, significativo; IMF, intensidade média de fluorescéncia expressa em unidades
arbitrarias de fluorescéncia.
*Teste de correlagéo de Spearman; ** nivel de significancia: p<0.05.

Ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas entre doentes
transfundidos com plaquetas com tempo de armazenamento igual ou inferior a quatro dias e
aqueles que foram transfundidos com plaquetas com tempo de armazenamento superior, no
que respeita a ativacdo basal das plaquetas do sangue venoso colhido uma hora apés a
transfusédo, quer no que respeita a percentagem de plaquetas CD62P+, quer no que respeita a

intensidade de expresséo de CD62P (Tabela 15).
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Tabela 15. Ativacdo basal das plaquetas no sangue venoso dos doentes colhido uma hora apés a

transfusdo em func¢éo do tempo de armazenamento das plaquetas transfundidas.

Variavel analisada nas
plaquetas do sangue
venoso colhido uma hora
apos transfuséo

Tempo de armazenamento das plaquetas

Igual ou inferior a 4 dias
(N=17)

Superior a 4 dias
(N=13)

P**

Plaquetas CD62P+ (%) *

16.6 (8.4 — 61.2)

31.4 (11.9 — 68.4)

0.174
(NS)

Expressdo de CD62P nas
plaguetas (IMF) *

143.2 (64.2 — 251.3)

95.5 (61.3 — 269.4)

0.072
(NS)

Abreviaturas: NS, néo significativo; IMF, intensidade média de fluorescéncia expressa em unidades arbitrarias de

fluorescéncia.
* Mediana (minimo — maximo).

** Teste U de Mann Whitney; nivel de significancia: p<0.05.

Também ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas nesses

mesmos parametros de ativagdo plaquetaria, apds adicdo de trombina (Tabela 16).

Tabela 16. Ativacdo induzida pela trombina das plaquetas no sangue venoso dos doentes colhido
uma hora apés a transfusédo em funcéo do tempo de armazenamento das plaquetas transfundidas.

Variavel analisada nas
plaquetas do sangue
venoso colhido uma hora
ap6s transfuséo

Tempo de armazenamento das plaquetas

Igual ou inferior a 4 dias
(N=17)

Superior a 4 dias
(N=13)

p*

Plaquetas CD62P+ (%) *

86.9 (60.9 — 95.6)

90.0 (56.3 — 97.3)

0.368
(NS)

Expresséo de CD62P nas
plaguetas (IMF) *

347.4 (236.6 — 607.8)

437.3 (124.8 — 520.5)

0.861
(NS)

Abreviaturas: NS, nao significativo; IMF, intensidade média de fluorescéncia expressa em unidades arbitrarias de

fluorescéncia.
* Mediana (minimo — maximo).

** Teste U de Mann Whitney, nivel de significancia p<0.05.

46 DISSERTAGAO APRESENTADA PARA A OBTENGAO DO GRAU DE MESTRE EM ANALISES CLINICAS E SAUDE PUBLICA

INSTITUTO DEE CIENCIAS DA SAUDE DO PORTO, UNIVERSIDADE CATOLICA PORTUGUESA



ATIVAGAO PLAQUETARIA E OUTROS FATORES CONDICIONANTES DA RESPOSTA A TRANSFUSAO DE PLAQUETAS

DINA HORTELAO, 2012

4. Fatores condicionantes da resposta a transfuséo

4.1. Relacdo com as carateristicas demograficas e clinicas dos doentes

O ICPC foi ligeiramente superior nos doentes do sexo masculino, nos doentes sem
febre, nos doentes sem infe¢cdo e nos doentes sem esplenomegalia; no entanto, as diferencas

nao foram estatisticamente significativas. (Tabela 17)

Tabela 17. Incremento da contagem de plaquetas corrigido em fun¢édo das varidveis demograficas

e clinicas.
Variavel Grupo IcPC p **
P (Plaguetas x 10°/L) *
o Feminino (N=19) 15.1(2.1-42.2) 0236
NS
Masculino (N=11) 16.4 (6.6 — 31.1) (NS)
Inferior a 60 anos (N=16) 15.7 (6.6 — 31.1)
0.934
Idade (NS)
Igual ou superior a 60 anos (N=14) 15.7 (2.1 -42.2)
i = 13.7 (6.6 — 23.
Sim (N=9) 3.7 (6.6 — 23.9) 0.402
Febre (NS)
Nao (N=21) 16.4 (2.1 -42.2)
Sim (N=22) 144 (2.1-42.2)
Infecdo 0.159
NS
Nao (N=8) 21.7 (7.4 - 24.5) (NS)
i = 3(4.3-15.7
| Sim (N=3) 8.3(4.3-15.7) 0137
Esplenomegalia (NS)
Nao (N=27) 16.3(2.1-42.2)

Abreviaturas: NS, ndo significativo; ICPC, Incremento da contagem de plaquetas corrigido.
* Mediana (minimo — maximo).
** Teste U de Mann Whitney, nivel de significancia p<0.05.

4.2. Relagdo com as caracteristicas das plaquetas transfundidas

4.2.1 Grupos sanguineos

N&do se observaram diferencas estatisticamente significativas no ICPC entre as

transfusGes com plaquetas isogrupais ou ndo isogrupais e, dentro destas Ultimas, também néo
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houve diferencas significativas no ICPC entre transfusGes compativeis e incompativeis, quer no
gue respeita aos Ag do sistema ABO, quer no que respeita aos antigénios do sistema Rh (D).
(Tabela 18)

Tabela 18. Incremento da contagem de plagquetas corrigido em funcéo da semelhanca e
compatibilidade entre grupos sanguineos ABO e Rh de dadores e recetores.

Variaveis analisadas Grupos de ICPC p **
comparacdo | (plaguetas x 109/L) *
Sim (N=18) 14.4 (2.1-42.2)
0.271
ABO e/ou Rh (D) (NS)
Nao (N=12) 18.4 (6.8 — 39.6)
Sim (N=16) 16.0 (4.3 — 39.6)
Apenas ABO 0.934
Diferenca de P B (NS)
entre dadores e
recetores (Nao Sim (N=19) 16.4 (2.1 — 42.2)
isogrupal) Apenas Rh (D) 0(,3;)7
N&o (N=11) 15.1 (4.3 -22.2)
Sim (N=7) 15.7 (11.7 — 22.0)
0.980
ABO e Rh (D) (NS)
N&o (N=23) 15.7 (2.1-42.2)
Sim (N=9) 15.7 (2.1-31.1)
0.734
ABO e/ou Rh (D) (NS)
N&o (N=21) 15.7 (5.9-42.2)
Sim (N=7) 15.7 (2.1 - 31.1)
Incompatibilidade Apenas ABO (2{32)2
de grupos N&o (N=23) 15.7 (5.9 — 42.2)
sanguineos ABO
e/ou Rh (D) entre )
recetores Apenas Rh (D) (NS)
N&o (N=28) 159 (2.1-42.2)
Sim (N=0) NA
ABO e Rh (D) NA
Nao (N=30) 15.7 (2.1-42.2)

Abreviaturas: NA, ndo aplicavel; NS, néo significativo; ICPC, Incremento da contagem de plaquetas corrigido.

* Mediana (minimo — maximo).
** Teste U de Mann Whitney; nivel de significancia: p<0.05.
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4.2.2 Tempo de armazenamento dos concentrados de plaquetas

N&o foi encontrada correlacdo entre o tempo de armazenamento das plaquetas e o
ICPC (teste de Spearman; p=0.980; r=0.005). A mediana dos ICPC observados nas TP com
tempo de armazenamento superior a quatro dias (13.8 plaquetas x10°/L) foi ligeiramente
inferior a observada naquelas em que foram usadas plaguetas com tempo de armazenamento
igual ou inferior (16.4 plaquetas xlOglL), mas a diferenga néo foi estatisticamente significativa
(Tabela 19).

Tabela 19. Incremento da contagem de plaquetas corrigido em fungcao do tempo de
armazenamento das plaquetas transfundidas.

. . Grupos de ICPC ok
Variavel analisada comparacgao (plaquetas x 10°%/L) * P
Igual ou inferior a 4
dias (N=17) 16.4 (4.3 -42.2)
Tempo de 0.544
armazenamento das (i\lS)
plaquetas transfundidas i i
S“pe(rl'\?ilas? dias 13.8 (2.1 - 39.6)

Abreviaturas: NS, ndo significativo; ICPC, Incremento da contagem de plaquetas corrigido.
* Mediana (minimo — maximo).
** Teste U de Mann Whitney; nivel de significancia: p<0.05.

4.2.3 Ativacéao plaquetéria

N&o foi encontrada correlagdo estatisticamente significativa entre a ativagdo basal das
plaguetas transfundidas e o ICPC, nem entre ativacdo das plaquetas transfundidas induzida
pela trombina e o ICPC, quando avaliadas pela percentagem de plaquetas CD62P+, nem
quando avaliadas pela intensidade de expressdo de CD62P (Tabela 20). No entanto, a
intensidade basal de expressdo de CD4la e de CD42b nas plaquetas transfundidas
correlacionava-se positivamente com o ICPC (teste de Spearman; r=0.456 e r=0.430,
respetivamente), sendo essa correlagdo estatisticamente significativa em ambos os casos
(p=0.011 e p=0.018, respetivamente) Tabela 20).
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Tabela 20. Correlacdo entre a ativagdo das plaquetas transfundidas e o incremento da contagem

de plaquetas corrigido.

Anédlise de
Variavel analisada nas plaquetas Variavel de | correlacéo linear
transfundidas comparacao simples*
pP* r

Ativagao plaquetéaria basal 0(’\?;)6 -0.018

Ativagao plaquetaria 0.234
0 -

Plaquetas CD62P+ (%) induzida pela trombina (NS) 0.224
o 0.752

Variacdo (NS) -0.06

Ativacao plaquetéria basal O'ljég -0.066
ICPC (NS)

Intensidade de expresséo R - (plagquetas
Ativacao plaquetéria 9 0.077 )

de CD62P(Ir’:/?§)plaquetas induzida pela trombina x 10°/L) (NS) 0.328
o 0.195

Variacao (NS) -0.243
Intensidade de expresséo 0.011

de CD41a nas plaquetas Ativacdo plaquetaria basal ' +0.456

(IMF) ()

Expressao de CD42b nas LA - 0.018

plaguetas (IMF) Ativacdo plaquetaria basal (S) +0.430

Abreviaturas: NS, néo significativo; S, significativo; IMF, intensidade média de fluorescéncia, expressa em unidades
arbitrarias de fluorescéncia; ICPC, incremento da contagem de plaquetas corrigido.
*Teste de correlagéo de Spearman; nivel de significancia: p<0.05.

Em relacdo a ativacdo basal das plaquetas do sangue venoso dos doentes colhido 1

hora apds a transfuséo verificamos que também n&o havia correlagdo dos diversos parametros

analisados com o ICPC (Tabela 21). O mesmo aconteceu com a ativacdo destas plaquetas

induzida pela trombina, exceto no que respeita a uma correlacdo negativa (r=-0.418) entre a
intensidade de expressao de CD62P e o ICPC (p=0.024) (Tabela 21).
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Tabela 21. Correlacdo entre a ativagdo das plaquetas do sangue venoso colhido uma hora apos
transfusado e o incremento da contagem de plaquetas corrigido.

Variavel analisada nas plaquetas do sangue | Variavel de Analise de
venoso colhido 1 hora ap0s a transfusao comparacao correlacdo linear
simples
P* r
0.964
Ativacdo plaquetaria basal -0.009
(NS)
Ativacao plaquetaria 0.136
Plaguetas CD62P+ (%) ) i ) -0.279
induzida pela trombina (NS)
0.603
Variagéo -0.099
ICPC (NS)
(plaquetas x
9 0.432
Ativacao plaquetéria basal 10°L) -0.152
(NS)
Intensidade de expresséo
P Ativacéo plaquetaria 0.024
de CD62P nas plaquetas ] ) ] -0.418
induzida pela trombina (S)
(IMF)
0.054
Variagéo -0.362
(S

Abreviaturas: NS, néo significativo; S, significativo; IMF, intensidade média de fluorescéncia, expressa em unidades

arbitrarias de fluorescéncia; ICPC, incremento da contagem de plaquetas corrigido.
*Teste de correlacéo de Spearman; nivel de significancia: p<0.05.
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5. Fatores condicionantes da refratariedade a transfusao

5.1. Relagéo com as caracteristicas demograficas e clinicas dos doentes

A percentagem de doentes com refratariedade a transfuséo foi ligeiramente superior
nos doentes do sexo feminino, nos doentes com mais de 60 anos e naqueles com febre,
infecdo ou com esplenomegalia; no entanto, as diferencas nao foram estatisticamente
significativas em nenhum dos casos em relagdo aos doentes que ndo tinham estas

caracteristicas (Tabela 22).

Tabela 22. Refratariedade a transfusao de plaquetas e caracteristicas demogréficas e clinicas.

Variavel G d ~ Nao refratérios Refratérios P *
analisada rupos de comparagao N (%) N (%)
Feminino (N=19 15 (78.9 4(21.1

(N=19) (78.9) L) | oo

Sexo (NS)
Masculino (N=11) 9(81.8) 2(18.2)
Inferior a 60 anos (N=16) 13 (81.2) 3(18.2)

0.850

dade Igual ior a 60 (NS)

gual ou superior a

anos (N=14) 11 (78.6) 4 (21.4)
Nao (N=21 17 (81.0 4 (19.0

( ) (81.0) (19.0) 0.842

Febre (NS)
Sim (N=9) 7(77.8) 2(22.2)
N&o (N=8 7 (87.5 1125

x (N=8) ( ) ( ) 0.536

Infecdo (NS)
Sim (N=22) 17 (77.3) 5(22.7)
Nao (N=27 22 (81.5 5(18.5

. ( ) ( ) ( ) 0.543

Esplenomegalia (NS)
Sim (N=3) 2 (66.7) 1(33.3)

Abreviaturas: N(%), frequéncia absoluta (frequéncia relativa); NS, ndo significativo.
* Teste Qui quadrado, nivel de significancia p<0.05.

5.2. Relacéo com as caracteristicas das plaquetas transfundidas

5.2.1 Grupos sanguineos

A percentagem de doentes com refratariedade & transfusdo foi ligeiramente superior

nos doentes que fizeram transfusdo néo isogrupal e nos doentes que fizeram transfusdo com
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plaguetas incompativeis para os grupos ABO e/ou Rh (D), em relacdo a observada nos
doentes em que a transfusao respeitou a identidade e compatibilidade dos grupos sanguineos

entre dadores e recetores, mas as diferencas ndo atingiram significado estatistico (Tabela 23).

Tabela 23. Refratariedade a transfusédo de plaquetas e identidade e compatibilidade de grupos
sanguineos entre dadores e recetores.

Variavel analisada Grupos de N&o refratarios Refratarios p
comparacao N (%) N (%)
o Sim (N=12) 10 (83.3) 2 (16.7)
Transfusdo isogrupal para 0.709
0s grupos ABO e Rh (D) . (NS)
N&o (N=18) 14 (77.8) 4 (22.2)
Transfus&o incompativel Néo (N=21) 17 (78.6) 4(21.4) 0.842
para os antigénios dos (NS)
grupos ABO e/ou Rh (D) Sim (N=9) 7 (77.8) 2(22.2)

Abreviaturas: N (%), frequéncia absoluta (frequéncia relativa); NS, ndo significativo.
*Teste Qui quadrado, nivel de significancia p<0.05.

5.2.2 Tempo de armazenamento dos concentrados de plaquetas

N&o foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre o tempo de
armazenamento das plaquetas administradas aos doentes refratarios a transfusdo de
plaguetas (mediana 3.5 dias) e aquelas que foram administradas aos doentes ndo refratarios

(mediana 4.0 dias) (Tabela 24).

Tabela 24. Refratariedade a transfusdo de plaquetas e tempo de armazenamento das plaquetas.

. Tempo de armazenamento das
Grupos de comparagao ) p **
plaquetas (dias) *
Doentes néo refratarios (N=24) 4.0 (2.5-5.0) 0.483
Doentes refratarios (N=6) 3.5(3.0-5.0) (NS)

Abreviaturas: NS, néo significativo.
* Mediana (minimo — maximo)
** Teste U de Mann Whitney; nivel de significancia: p<0.05.

5.2.3 Ativacao plaquetaria

N&do foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre doentes
refratarios e nao refratarios a transfusao de plaquetas no que respeita a ativacao basal das
plaguetas transfundidas, assim como no que respeita a ativacdo destas plaquetas induzida
pela trombina (Tabela 25).
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Em relacdo a ativacéo basal das plaquetas do sangue venoso dos doentes colhido 1
hora apés a transfusdo verificamos que também ndo havia diferencas estatisticamente
significativas entre doentes refratarios e doentes nao refratarios a TP, o0 mesmo acontecendo
com a ativacdo das plaquetas do sangue venoso colhido 1 hora apés transfusao, induzida pela
trombina (Tabela 26).

Tabela 25. Refratariedade a transfusdo de plaquetas e ativagdo das plaquetas transfundidas.

Variavel analisada nas plaquetas N&o refractarios Refractarios b
transfundidas (N=24) (N=6)
Ativacao 74.9 72.4 0.836
plaquetaria basal (10.6 — 95.6) (49.9 — 98.5) (NS)
Ativacao
Plaguetas CD62P+ plagquetaria 96.8 97.9 0.147
(%) * induzida pela (87.9 — 99.8) (96.6 — 99.4) (NS)
trombina
} 21.1 25.0 0.534
Variagédo
(4.1 — 82.8) (0.9 — 47.7) (NS)
Ativacéo 184.1 204.4 0.378
plaguetaria basal (21.4 — 468.1) (163.6 — 291.0) (NS)
Intensidade de Ativacao
expressao de plaquetaria 413.3 589.4 0.01
CD62P nas induzida pela (241.1 — 759.5) (508.9 — 649.4) (S)
plaquetas (IMF) * trombina
226.4 358.5 0.008
Variagédo
(15.6 — 478.8) (344.4 — 448.3) (S)
Intensidade de
expresséo de Ativacéo 656.1 437.5 0.02
CDA4la nas plaquetaria basal | (506.1 — 1684.9) (227.7 - 764.0) (S)
plaquetas (IMF) *
Intensidade de
expressao de Ativagéo 342.8 271.3 0.017
CD42b nas plaquetaria basal (240.9 — 1303.0) (198.7 — 352.0) (S)
plaguetas (IMF) *

Abreviaturas: NS, néo significativo; S, significativo; IMF, intensidade média de fluorescéncia, expressa em unidades

arbitrarias de fluorescéncia.

* Mediana (minimo — maximo).
** Teste U de Mann Whitney; nivel de significancia: p<0.05.
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Tabela 26. Refratariedade a transfusao de plaquetas e ativacéo das plaquetas do sangue venoso

colhido uma hora apés a transfuséo.

Variavel analisada nas plaquetas do

Nao refratarios

Refratarios

sangue venoso colhido uma hora ap6s a p*
transfusao (N=24) (N=6)
Ativacao plaquetéria 23.4 20.2 0.568
basal (8.8 — 68.4) (8.4 — 48.0) (NS)
Plaquetas Ativacao plaquetaria 87.5 91.7 0.378
CD62P+ (%) * induzida pela trombina (56.3 — 97.3) (78.5 — 95.3) (NS)
54.8 65.4 0.276
Variagédo
(12.7 - 84.7) (42.6 — 84.2) (NS)
Ativacao plaquetaria 106.5 139.5 0.216
Intensidade de basal (61.3 — 269.4) (105.5-251.3) | (NS)
expressdo de
P Ativacdo plaquetaria 360.3 470.7 0.076
CD62P nas induzid & trombi
induzida pela trombina _ -
olaguetas (IMF) P (124.8 — 598.4) (305.1 — 607.8) (S)
* 176.0 341.8 0.106
Variagédo
(63.6 — 452.2) (196.8 —370.7) | (NS)

Abreviaturas: NS, néo significativo; S, significativo; IMF, intensidade média de fluorescéncia, expressa em unidades

arbitrarias de fluorescéncia.
* Mediana (minimo — m&ximo).

** Teste U de Mann Whitney; nivel de significancia: p<0.05.
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Capitulo 5. DISCUSSAO E CONCLUSOES
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A necessidade de TP para o tratamento e a prevencdo de trombocitopenias em
doentes hemato-oncolégicos tem vindo a aumentar. No entanto estas plaquetas sofrem les6es
durante a colheita, preparagdo e armazenamento, que podem condicionar a sua funcdo e a

clinica das transfusoes.

Segundo Meltcalfe et al, apesar de se verificar um aumento da expressao dos niveis da
CD62P durante o armazenamento, o maior incremento de ativacdo ocorre durante o
processamento, sendo maior na metodologia de PRP do que na de BC.(33) O armazenamento
tem assim um impacto pequeno na expressao da selectina-P nos CP preparados pelo método
de PRP, os quais apresentam ao 5.°dia cerca de 50%, enquanto os CP preparados pelos
métodos de BC e de aférese tém respetivamente, 20% e 35%.(33) Também Holme et al
evidenciou que os CP preparados pelo método PRP apresentavam uma expressdo de CD62P
no 1.° dia de 30£13 aumentando no 5.° dia para 51+17; e Wang et al verificou que nao é
estatisticamente significativo o pequeno aumento da expressdo do CD62P com o tempo de
armazenamento. (34, 35) No presente estudo, os “pools” de CP apresentavam uma ativacao
plaguetaria basal mais elevada do que a referida na literatura, o que parece ter por base o
método de processamento, pois ndo foi demonstrada nenhuma correlagdo entre a ativagdo
plaguetaria e o tempo de armazenamento (r=0,190). De salientar o facto de os “pools” serem
compostos por CP com diferentes datas de colheita e consequentemente diferentes tempos de

armazenamento.

Wang et al demonstrou ainda um aumento na proporcdo de plaguetas que expressam
0 CD62P apds a exposicdo a trombina, sendo a capacidade de responder a esta
progressivamente reduzida com um aumento do tempo de armazenamento.(35) Neste trabalho
observa-se também um aumento na proporcdo de plaquetas ativadas apds a adicdo de
trombina e uma variacdo na percentagem de plaquetas CD62P positivas (apds a adicdo de
trombina), que se correlaciona negativamente com o tempo de armazenamento, sugerindo que,
tal como no estudo referido anteriormente, quanto maior o tempo de armazenamento menor a

capacidade de resposta a trombina.

A frequéncia de refratariedade a TP encontrada no presente estudo foi de 20%,
proxima da que estd descrita na literatura, a qual se encontra entre 30 a 70% dos casos.
Exemplo disso é o estudo realizado por Fabris et al que avaliou 25 doentes, entre 0s quais 6
(24%) foram refratarios.(36) Assim como o estudo realizado por Ferreira et al, que em 16
doentes estudados, encontrou uma refratariedade de 19%, sendo que a frequéncia de alo-
imunizacdo nestes doentes foi de 67%, enquanto a literatura apresenta valores de 25 a
43%.(10) Neste estudo, nenhum doente refratario apresentou alo-imunizagéo pela presenca de

AcAp, ndo tendo sido avaliada a presenca de ac anti-HLA.
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Michelson et al, demonstrou que plaquetas desgranuladas rapidamente perdem a
expressdo de CD62P da sua membrana para o plasma, mas continuam em circulacao,
mantendo a sua func¢éo in vivo.(37) Por outro lado, Holme et al descreve que a maioria da

perda de selectina-P é resultado da sua internalizacdo e ndo da sua perda da superficie.(34)

No presente estudo, os dados obtidos parecem apoiar os trabalhos supracitados, uma
vez que se verifica uma diminuicdo de plaguetas CD62P positivas no sangue venoso (sem
trombina) quando comparada com as plaquetas transfundidas (apesar de apenas a
percentagem de CD62P apresentar uma correlagdo positiva estatisticamente significativa).
Também existe uma correlacdo positiva entre a capacidade de resposta a trombina das
plaguetas transfundidas e a capacidade de resposta a trombina das plaguetas no sangue
venoso, indicando a importancia de transfundir componentes cujas plaquetas sejam mais
reativas. Os dados deste estudo revelam ainda que o tempo de armazenamento das plaquetas
transfundidas néo esta relacionado com as plaquetas CD62P positivas, com e sem a adi¢céo de

trombina, no sangue venoso uma hora apés a TP.

Os doentes hemato-oncolégicos apresentam frequentemente fatores clinicos e tomam
medicacdo que interfere com a resposta a TP. Estudos anteriores evidenciaram que alguns
fatores, como ser do sexo masculino, ter esplenomegalia, hemorragia, febre ou infecdo se
associam a redugdes significativas do ICPC, 1 hora apés a TP.(9) Contrariamente ao esperado
néo foi verificada uma associagéo estatisticamente significativa entre o ICPC 1 hora ap6s a TP
e os fatores demograficos e clinicos acima referidos; contudo este foi ligeiramente superior nos
doentes sem febre, sem infecéo, sem esplenomegalia e, embora a literatura apresente dados
discordantes, no sexo masculino. Por outro lado, estudos anteriores mostraram que plaquetas
ABO compativeis e plaguetas armazenadas por um periodo de tempo inferior a 48 horas estdo
associadas a um aumento do ICPC 1 hora apés a TP.(9) No entanto, neste estudo, em que
apenas foram usadas plaquetas armazenadas por mais de 48 horas, ndo foi verificada

nenhuma relacéo entre a compatibilidade ABO e o ICPC uma hora apds a TP.

Este estudo evidenciou correlagbes positivas entre o ICPC e a intensidade de
expressdo do CD41a, do CD42b e do CD62P (ativagdo plaquetaria induzida pela trombina) das
plaguetas transfundidas, no entanto ndo existem estudos que permitam perceber e comparar
estes resultados. Paralelamente os doentes néo refratarios revelam intensidades de expresséo
do CD4la, do CD42b superiores aos doentes refratarios, indicando a importancia das

glicoproteinas lib/llla e Ib/IX/V.

Estudos evidenciaram que a expresséao de selectina-P correlaciona-se de forma inversa
com a percentagem de recuperagdo, porém nos resultados observados nao foi encontrada
nenhuma correlacdo entre a expressdo de CD62P nas plaquetas transfundidas e o ICPC 1

hora apds a TP.
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Estes trabalho apresenta algumas limitacbes nomeadamente: os pool serem
compostos por CP com diferentes tempos de armazenamento, a amostra ser pequena, os CP
terem tempos de armazenamentos superiores a 48 horas, as plaquetas transfundidas serem
tanto isogrupais como ndo isogrupais e o fato de ter sido utilizado um agonista forte (trombina)
para avaliar a resposta das plaquetas a estimulos.

Seria importante realizar outros estudos no sentido de:

e Avaliar a contagem e a ativacdo das plaquetas 10 minutos, 1 hora e 20-24 horas ap6s a
transfuséo, para verificar, por um lado, se a expressdo do CD62P na superficie das
plaguetas, leva uma reducdo da sua semi-vida e por outro lado avaliar a resposta destas
plaguetas ao longo do tempo na circulagéo.

e Usar agonistas fracos como o ADP ou a epinefrina para melhor avaliar a capacidade de
resposta das plaquetas a estimulos.

e Estabelecer uma relacdo entre a resposta das plaquetas a diferentes estimulos e a
resposta clinica do doente.

Em conclusao:

As TP desempenham um papel importante na prevencdo e tratamento da hemorragia
em doentes hemato-oncoldgicos. Os avancos que gradualmente se tém vindo a implementar
ao nivel do fracionamento e armazenamento das plaquetas contribuiram para uma maior
disponibilidade deste componentes, sendo imprescindivel realizar estudos para avaliar a
qualidade destes componentes e analisar se proporcionam a resposta desejada. Neste estudo,
realizado em doentes hemato-oncolégicos, verificamos que 20% dos doentes eram refratarios
as TP e ndo encontramos associagfes estatisticamente significativas entre o ICPC uma hora
apos transfusdo e os fatores demograficos e clinicos analisados. Observamos que as
plaguetas transfundidas apresentavam uma ativagdo mais elevada do que seria de esperar,
provavelmente resultante do método de processamento, e que a capacidade de resposta a
trombina diminuia com o tempo de armazenamento. Deste modo, a melhoria continua da
qualidade dos componentes plaquetarios através do aperfeicoamento dos métodos de
producdo e armazenamento, assim como uma avaliagdo mais rigorosa da eficacia da

transfusdo sdo um desafio que se coloca a todos os especialistas desta area.
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Anexo 1: Formuléario de recolha de dados

A recolha destes dados destina-se ao trabalho de mestrado:

EFICACIA DAS TRANSFUSOES DE CONCENTRADOS DE PLAQUETAS E ACTIVACAO

PLAQUETARIA.
DADOS DO DOENTE
Nome do doente
N.2 Interno N.2 do doente
Idade Sexo: Feminino O Masculino O
UNIDADE DE HEMATO-ONCOLOGIA
Diagndstico
Colheita: Cateter o Puncgdo venosano Peso Altura
1. O paciente tem febre? Sim o Naoo
2. O paciente tem infec¢do? Sim o Nadono

3. O paciente tem esplenomegalia? Sim o Nadono

4. O paciente toma medicagao? Sim o Nadoo Qual?
Data / / Assinatura
SERVICO DE SANGUE

1. A transfusdo de concentrados de plaquetas enviada é isogrupal?
Sim o Ndo o

2.0 paciente ja fez, anteriormente, transfusdo de concentrados de plaquetas?
Sim O Nao O

Data [/ [
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Anexo 2: Imunomarcacgéao das plaquetas

Anticorpos monoclonais

No presente estudo foram usados os anticorpos monoclonais indicados no Quadro 1.

Quadro 1. Caracteristicas dos anticorpos monoclonais utilizados neste estudo.

Especificidade Clone Fluorocromo (a) Fabricante (b)
CD4la RVV-VL7F1 FITC BD
CD42b HIP 1 FITC BD
CD61 HIP 8 PerCP BD
CD62P AK-4 PE BD

(@) PE, Phycoerythrin; PerCP, Peridinin Chlorophyll protein; (b) BD, Becton Dickinson Bioscience.
Procedimentos técnicos
Para determinar a expressdo do CD62P no “pool” de plaquetas e no doente 1 hora

apos a TP, procedeu-se a imunomarcacgéo da seguinte forma:
a) Diluicdo amostra a estudar (50 ul de amostra /450 ul de tampé&o).

b) Identificagdo de 3 tubos: tubol — controlo negativo, tubo 2 — ativagdo basal, tubo 3

— reatividade plaquetaria a trombina.
¢) Preparacdo das amostras segundo o esquema:

Tubo 1: 25 pl de amostra + 5 yl anti-CD61
Tubo 2: 25 pl de amostra + 5 yl anti-CD61+ 5 ul anti-CD62P

Tubo 3: 25 uyl de amostra + 5 yl GPRP + 5 ul anti-CD61 + 5 pl anti-CD62P + 5
pl Trombina (BC Thrombin Reagent, Siemens)

d) Incubacdo das amostras marcadas durante 15 minutos no escuro a temperatura
ambiente (18-25°C).

e) No final do periodo de incubacéo, adicionou-se 1 ml de solucdo tampéao de fosfatos
em meio salino (BD FACSFlow™), ficando as amostras preparadas para a leitura

no citdbmetro de fluxo.

Para caracterizar as amostras para o CD4la e o CD42a, procedeu-se a

imunomarcacao da seguinte forma:
a) Diluicdo do pool de plaquetas (50 yl de amostra + 450 pl de tamp&o).

b) Preparacdo das amostras segundo o esquema:

iV DISSERTACAO APRESENTADA PARA A OBTENGCAO DO GRAU DE MESTRE EM ANALISES CLINICAS E SAUDE PUBLICA

INSTITUTO DEE CIENCIAS DA SAUDE DO PORTO, UNIVERSIDADE CATOLICA PORTUGUESA




ATIVAGAO PLAQUETARIA E OUTROS FATORES CONDICIONANTES DA RESPOSTA A TRANSFUSAO DE PLAQUETAS

DINA HORTELAO, 2012

Tubo 1: 10 pl anti-CD61 + 10 pl anti-CD41a + 10 pl da amostra diluida
Tubo 2: 10 pl anti-CD61+ 10 pl CD42b + 10 pl da amostra diluida

c) Agitacdo suave.
d) Incubagao durante 15 minutos no escuro a temperatura ambiente (18-25°C).

e) No final do periodo de incubagéo, adicionou-se 1 ml de soro fisiologico, ficando as
amostras preparadas para a leitura no citdbmetro de fluxo.

As amostras foram lidas no citdmetro de fluxo FACSort ™ da Becton Dickinson com as

caracteristicas mencionadas no Quadro 2.

Quadro 2. Caracteristicas do citometro de fluxo usado neste estudo.

Comprlmejnto~ de Exemplos de Comprmjento, d_e onda
Laser onda de emisséo do Canal de emissao maxima dos
fluorocromos
laser (nm) fluorocromos (nm)
FS - -
SS - -
Azul 488 FL1 FITC 541
FL2 PE 575
FL3 PerCP 695
Vermelho 638 FL4 APC 660

Para a leitura, foi usado o Software CellQuest versdo 4.1. Em cada amostra foram
adquiridos 10000 eventos.

A analise da expressdo do CD4la e do CD42b consistiu fundamentalmente nas

seguintes etapas:
a) Selecéo das plaguetas com base na expressdo de CD61 e no SSC;
b) Quantificacdo da % de células CD41a+ e de células CD42b+

c) Avaliacdo da IMF de expressdo de CD4la e CD42b nas células CD4la+ e de
células CD42b+

Por outro lado, a analise da expressdo do CD62P consistiu nas seguintes etapas:
a) Selecdo das plaquetas com base na expressdo de CD61 e no SSC;
b) Calculo da % de plaquetas ativadas, considerando um valor de cut-off de 0,5%

para o controlo negativo.

c) Determinacgéo das % de plaguetas CD62P+ na amostra sem trombina (tubo 2) e com
trombina (tubo 3).

d) Avaliacéo da IMF de expressédo de CD62P nas plaquetas CD62P+.
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