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Efeito de dois agentes tripanosomicidas, violeta de genciana
e WR6026, na preservacao de concentrado de plaguetas

Effects of two trypanosomicide drugs, gention violet
and WR6026, on platelet concentrates preservation

Sheila Soares?, Hélio Moraes-Souza!, Maria Aparecida Vieira Tostes' e Dayse Maria Lourenco?

RESUMO

Visando verificar a viabilidade do concentrado de plaquetas, ap6s sua preservacdo com substancias, que adicionadas
ao sangue sejam capazes de destruir o Trypanosoma cruzi, testamos concentrado de plaquetas estocado com a violeta de
genciana e a quinolina WR6026. A viabilidade foi avaliada através da contagem do ndmero de plaquetas, da medida do
pH e agregacdo plaquetaria com par de agonistas durante seu periodo de estocagem. Alterages significativas foram
observadas nos concentrados plaquetérios tratados com violeta de genciana sugerindo comprometimento da viabilidade
plaquetéaria. Com o WR6026 foram observados valores similares aos controles, abrindo perspectivas para o emprego
deste sal na quimioprofilaxia da doenca de Chagas transfusional, em regides altamente endémicas.

Palavras-chaves: Doencga de Chagas transfusional. Concentrados de plaquetas. Quimioprofilaxia. Violeta de genciana.
Quinolina WR6026.

ABSTRACT

In order to verify the viability of platelet concentrate during its preservation period when added with two trypanosomicidal
chemical substances, gentian violet and quinoline WR6026, we tested these concentrates and verified the following
parameters: number of platelets, pH and platelet aggregation test with a pair of agonists. Significant alterations were
observed in the platelet concentrate treated with gentian violet suggesting important damage to the platelet viability.
With WR6026 similar values to the controls were observed, opening new perspectives for the utilization of this salt for
the chemoprophylaxis of transfusional Chagas’ disease in highly endemic regions.

Key-words: Transfusional Chagas’disease . Platelets concentrate. Chemoprophylaxis. Gentian violet. Quinoline WR6026.

A transmissdo da doenca de Chagas (DC) por transfusdo
sangiiinea é relatada ha varias décadas'?. Nos dias atuais, com o
controle da transmissdo natural, via erradicacdo do vetor e as
migragBes do chagasico para centros urbanos de paises endémicos
e ndo endémicos, a transmissdo transfusional da DC passou a ser
o principal mecanismo de disseminagéo da doenga®. A prevaléncia
média da infeccdo chagésica entre doadores de sangue na América
Latina na década de oitenta era de aproximadamente 7%,
reduzindo para 3% na década subseqiente. Atualmente este indice,
que decresceu sensivelmente em paises como Equador (0,2%) e
Brasil (0,6%), continua ser de 14,8% na Bolivia™®

Nas regifes endémicas para DC com transmissdo ativa a alta
prevaléncia de sorologia positiva para Trypanosoma cruzi

compromete o suprimento de sangue e aumenta 0 risco
transfusional, pela possibilidade de transfundir hemocomponente
com sorologia falso negativa.

Todos estes fatos vém despertando a comunidade
cientifica para busca de substancias que adicionadas ao
sangue sejam capazes de esteriliza-lo, sem alterar a
viabilidade dos seus componentes. As substancias com este
potencial séo a violeta de genciana (VG), identificada como
eficiente tripanossomicida desde 1953%, e recentemente a
quinolina WR6026*. Moraes-Souza et al** *> demonstraram
que o eritrocito preservado em presenga da VG ou do WR6026
mantém sua viabilidade, reforcando o potencial de uso dos
mesmos na quimioprofilaxia da DC.
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Com o crescente aumento no uso de transfusdes de plaquetas
em pacientes trombocitopénicos, e 0 emprego quase exclusivo
de concentrados individuais de plaquetas, o risco de
contaminacdo do receptor pela possibilidade de receber
unidades com sorologia falso-negativa tem aumentado
consideravelmente nas regides endémicas. Portanto, a
identificacdo de drogas com segura acdo tripanossomicida, que
ndo acarretem efeito colateral no receptor e nem alteragdes
metabodlicas e funcionais sobre plaquetas, é plenamente
justificavel e é o objeto deste estudo.

MATERIAL E METODOS

Os concentrados de plaquetas (CPs) foram obtidos de
doadores aptos, segundo critérios da Portaria numero 1376/93,
do Ministério da Satde, e que negassem uso de anti-inflamat6rios
ndo hormonais nos Ultimos 10 dias, anticoncepcionais orais e
ingestdo de bebidas alcodlicas nos Gltimos 3 dias.

Foram obtidos CPs pela técnica do plasma rico em plaquetas®.
Para diminuir a variabilidade da fung¢do e do nimero de
plaquetas, quatro unidades de CPs foram agrupadas em pool de
200ml, e novamente divididas em quatro aliquotas: a uma era
adicionada VG concentracdo final 250ug/ml (1:4000); a outra,
VG concentracdo final 62,5ug/ml (1:16.000); e acido ascdrbico
na terceira, 0 WR6026 na concentragdo final de 2,6ug/ml e a
Ultima era empregada como controle.

Todos os concentrados plaquetarios foram mantidos sob
temperatura de 22°C e constante rotacdo em agitador Fisher
Scientific®, da Kawasumi Laboratories INC a 8rpm.

Amostras dos CPs, aproximadamente 3ml, foram obtidas
das respectivas bolsas nos tempos: 3; 24; 48 e 72 horas, ap6s
0 processamento do sangue e submetidas as seguintes
andlises:

Contagem plaquetaria. Foi realizada em 10 CPs, por
método eletrdnico, empregando-se o contador automatico
de células Coulter T890® (Coulter Electronics, Inc,
Hialeach, FL, USA). Para a obtencédo do ndmero de plaquetas
do CP, empregou-se a seguinte formula:

N°Plag. Bolsa = N° Plag. amostra/mm? x 1000 x Volume
do CP.

Medida do pH. Foi realizado em 15 CPs, usando um
determinador de pH marca Mettler Toledo® 320.

Agregacdo plaquetéria. Foi realizada em 10 CPs,
utilizando-se o agregébmetro Chrono-log Corporationa,
modelo 500-VS. O método utilizado foi o de Born (1963),
sendo empregados 0s seguintes pares de agonistas: acido
aracddnico (5,5umol) e adrenalina (1,25umol) e acido
aracdonico e adenosina disfosfato (ADP 2,5umol). A
agregacdo esponténea foi avaliada ap6s ou durante trés
minutos de registro, sem adicéo de agonistas. Os resultados
foram expressos em percentagem de agregacao.

Métodos estatisticos. Para analisar a variagdo de um
determinado parametro, ao longo do tempo de estocagem

(de 3 a 72 horas), foi empregado o Teste de Friedman e,
para comparar as médias obtidas em cada tempo, nos quatro
diferentes grupos estudados, foi usado o teste ANOVA. Em
todos os testes foi fixado em 0.05 ou 5% o nivel para a rejeicdo
da hipotese de nulidade.

RESULTADOS

Contagem de plaquetas. A média do nimero de plaquetas,
obtidas nos diferentes tempos e com diferentes drogas e/ou
concentragOes destas, estd representada na Tabela 1.

Tabela 1- Média do nimero de plaquetas (x 10%°) em CP tratados
com VG 1:4000, VG 1:16.000, WR6025 e controle, nos diferentes
tempos de estocagem.

Tempo Controle VG1:4000 VG 1:16000 WR ANOVA
3h 56+04 55+04 55+05 58%+05 P>0,05
24h 53+0,3 50%+03 51+£05 53+0,3 P > 0,05
48h 53+03 50+04 49+06* 52+03 P=0,0001
72h 51+03 44+04* 46x0,6 51+04 P=0,0001
Friedman P=0,0001 P=0,0001 P=0,0001 P=0,0001

* diferenga observada na ANOVA.

Houve reducdo estatisticamente significante do numero
de plaquetas em todos os grupos durante a estocagem
(Friedman p= 0,001), conforme mostra a Tabela 1.

Na comparacéo entre os diferentes grupos, CPs tratados
com violeta de genciana apresentaram maiores quedas com
significancia estatistica as 48 horas com a VG16 e s 72 horas
com a VG 1:4000 (Figura 1).

ANOVA ANOVA ANOVA ANOVA
p=05180 p=0,1194 p = 0,0294 p = 0,0008

Plaquetas x 100/ pl

3h 24 h 48 h 72h

Figura 1 - Contagem de plaguetas em diferentes tempos nos CPs
tratados com VG 1:4000(), VG1:16.000(m), WR 6026 (4#) e controle
(O) e valor de “p” obtido apds a aplicacdo do teste de ANOVA.

Medida do pH. Aumento em quase todos 0s CPs ao longo
da estocagem foi observado, sendo este estatisticamente
significante (Friedman p=0,0001) em todos, exceto no CP
com VG1: 16.000, nos quais houve redugdo significante, como
esta mostrado na Tabela 2 e Figura 2.

Agregacdo plaquetdria. Ndo houve agregacéo
espontanea em nenhum CP ao longo do periodo de preservacéo
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Tabela 2 - Média dos valores do pH nos CPs estocados com VG1:4000,
VG 1:16.000, WR 6026 e controles.

VG1:4000 VG1:16000 WR ANOVA
713+009 713+£009 714+£010 P>0,05
718+012 7,02+022* 730+£0,08 P=0,0001
727+015 7,01+031* 732+0,19 P=0,0001
741+019 7,00+041* 734+£041 P=0,0001

Controle
3h 717+0,14
24h 7,25+0,12
48h 7,34 +£0,15
72h 743021

Friedman  P=0,0001 P=0,0001 P=0,4307 P=0,0001
* diferenca observada na ANOVA.
1 ANOVA ANOVA ANOVA ANOVA
p = 0,7450 p =0,0001 p =0,0002 p=0,0015
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Figura 2 - Medida do pH em diferentes tempos para o controle(O)
e 0s CPs tratados com VG 1:4000 (), VG1:16.000(M) e WR 6026
(@) e ovalor de “p” obtido apds a aplicacéo do teste de ANOVA.

(dados ndo mostrados). A agregago plaquetéria induzida por pares
de agonistas mostrou-se reduzida desde a terceira hora em todos 0s
CPs. Para as duas concentragbes de VG, porém, reducéo
estatisticamente significante foi observada apenas nos controles e com
a VG- 1:4000, com pares de agonistas AA+ADP (Tabelas 3 e 4).

Na comparagao entre os diferentes grupos, observa-se queda
mais acentuada nos concentrados tratados com VG. Nas duas
concentrages, porém, diferenca significante estatisticamente foi
verificada apenas as 24 horas, nas amostras com VG 1:4000 e
com os pares de agonistas AA+ADP (p=0,001) (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3 - Média dos valores de agregacdo plaquetaria dos CPs
tratados com VG- 1:4000, VG- 1:16000, WR 6026 e controles,
induzida pelos pares de agonistas AA + Adrenalina, nos diferentes
tempos de estocagem.

Tempos Controle VG1:4000 VG1:16000 WR ANOVA

3h 74+19 56 + 23 59 + 08 76 £10 P>0,05
24h 61+ 20 41 +18* 51+20 70+14  P=0,0001
48h 57+29 3713 47+ 20 60 £ 23 P>0,05

72h 47+ 20 37x22 47+ 22 47+29 P>0,05

Friedman P =0,0039 P=0,0161  P=0,1402  P=0,0867

Tabela 4 - Média dos valores de agregacdo plaquetaria dos CPs
tratados com VG- 1:4000, VG- 1:16000, WR 6026 e controles,
induzida pelos pares de agonistas AA + ADP, nos diferentes tempos
de estocagem.

Tempos Controle VG1:4000 VG1:16000 WR ANOVA
3h 63+ 20 51+15 48+ 14 64 +15 P>0,05
24h 53+20 44+ 10 46 + 14 63+ 15 P>0,05
48h 48 +22 44+ 14 40+20 53+19 P>0,05
72h 43+19 38+13 41v16 40+ 27 P>0,05
Friedeman P =0,2933 P=0329% P=07692 P=0,1176

*Diferenca observada na ANOVA.
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DISCUSSAO

A diminuicdo do namero de plaquetas, durante o periodo
de estocagem referida na literatura*®, é explicada tanto pela
formacdo de microagregados plaquetarios como pela lise das
plaquetas. Em nosso material, esta queda foi significante em
todos os grupos estudados, com excegdo dos valores médios
obtidos as 3 horas de estocagem, quando todos estavam abaixo
dos limites minimos, de acordo com os critérios da Associagao
Americana de Bancos de Sangue. Estes valores podem ser
explicados pelo método empregado na contagem e/ou pela
reducdo do volume dos CPs pela retirada de amostras para a
realizacdo dos testes®. Assim é que estudos tém demonstrado
que a contagem eletronica geralmente registra valores 20%
inferiores a contagem microscopica e que a redugdo do volume,
abaixo dos 50ml, interfere na viabilidade das plaguetas, podendo
até provocar sua lise’.

Ao compararmos 0 nimero de plaguetas dos CPs expostos
as diversas drogas com o controle, foi observado que as 48 horas
e as 72 horas a diminuicdo foi significante naqueles que
continham VG1.16:000 e 1:4.000, respectivamente. Tais achados
sugerem que a VG, mesmo em pequenas concentragdes,
interferiu na preservagao plaquetaria, possivelmente induzindo
a formacdo de grumos ou lise. Na verdade, a inspe¢do
microscopica dos esfregacos do material obtido dos CPs tratados
com VG evidenciou a presenca des agregados plaquetarios, o
que n&o foi observado com os controles e com as amostras
tratados com WR6026.

Quando ao pH, existe preocupacdo com a acidificagdo do
meio durante a estocagem, 0 que interfere na viabilidade das
plaquetas®. No presente estudo observamos, ao contrério,
elevacdo estatisticamente significante do pH durante a estocagem
nos CP controle e naqueles tratados com WR6026 e com VG
1:4000, apesar de todos terem se mantido dentro dos limites
normais. Portanto, o uso destes agentes tripanossomicidas parece
ndo alterar o pH dos CPs de modo a comprometer a viabilidade
das plaguetas estocadas.

0O estudo da agregacéo plaquetaria nos CPs € realizado
para avaliar a capacidade funcional das plaquetas estocadas*.
Varias sdo as dificuldades desta avaliagdo, uma vez que a
agregacao plaquetaria in vitro com agentes agonistas isolados
nao reflete a qualidade hemostética das plaquetas estocadas®.

A divergéncia entre a baixa agregacdo plaquetéria in vitro
com agente agonista Unico e a adequada resposta hemostatica in
vivo pode ser explicada quando se utiliza dois agentes agonistas
simultaneamente e observa-se taxas de agregacdo satisfatorias?.

A agregacdo plaquetaria com os pares de agonistas
empregados no presente estudo evidenciou, sobretudo nos
CPs controles e com WR6026, valores comparaveis aos
referidos na literatura®. O encontro de niveis de agregagdo
iguais ou superiores aos controles nos PCs preservados com
WR6026 sugere que este sal ndo interfere na viabilidade
plaquetéria. Ja os CPs tratados com VG 1:4.000 e 1:16.000
apresentaram taxa de agregacdo reduzida em relacdo ao
controle, em todos os momentos de preservagdo, sugerindo
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que a VG interfere na agregacéo e, possivelmente, na funcéo
de plaquetas preservadas.

Tomados em conjunto, 0s resultados deste estudo sugerem
que o uso de VG como quimioprofilético da DC transfusional ndo
¢ adequado para o tratamento de CP.. O efeito deletério da VG
sobre as plaquetas foi demonstrado pela formagéo de
microagregados & microscopia e na redugéo da intensidade da
agregaco plaguetaria.

Por outro lado, o uso do WR6026 parece promissor no
tratamento quimioprofilatico dos CPs. Ndo se observou
alteracdo da contagem de plaquetas, dos niveis de pH e nem
da agregacdo plaquetaria induzida por par de agonistas, o
que nos permite sugerir ser este agente um forte candidato
a substituir a VG na quimioprofilaxia da DC transfusional,
especialmente em regides com altas prevaléncias de doadores
chagasicos e/ou que ndo disponham de sorologia segura. Esta
droga, além de incolor, 0 que minimiza a rejeicdo dos
transfusionistas, (rejeicdo freqlientemente demonstrada
a VG), se revelou relativamente pouca toxica quando
empregada no tratamento da leishmaniose visceral®®.

No entanto, ensaios clinicos e avaliagdo da lesdo de estocagem,
como a medida da P-selectina®, seriam recomendaveis antes do
Seu emprego sistematico no sangue e ou hemocomponentes
estocado para fins transfusionais.
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