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EDITORIAL

A quimioprofilaxia de doencas transmissiveis por transfuséo
em componentes labeis hemoterapicos

Chemoprophylaxis of transfusion-transmitted
agents in labile blood components

Silvano Wendel*

Desde a descoberta que a violeta de genciana
poderia inativar formas vivas circulantes de
Trypanosoma cruzi no sangue doado®® “°, muito esforgo
foi dispendido na obtencdo e desenvolvimento de
agentes que pudessem inativar agentes infecciosos
transmitidos por transfusdes de componentes labeis.

Para que um composto possa ser considerado como
eficaz e eficiente na inativacdo de patégenos
transfusionais, este deve preencher 0s seguintes
requisitos®®: ser ativo nas temperaturas e pH em que
sdo preservados os diferentes componentes
hemoterapicos, ser ativo no sangue sob forma néo
diluida, ndo afetar as vias energéticas e metabdlicas
das plaquetas e hemécias, ndo afetar as estruturas e
funcdes das proteinas plasméticas e nem interferir com
a sua capacidade antigénica ou criar neo-antigenos;
além disso, deve ser considerado seguro e ndo causar
danos ao receptor do componente transfundido.
Infelizmente, poucos agentes preencheram
completamente estes critérios®.

Desta forma, a violeta de genciana, embora eficaz
na prevencgéo da transmissdo do T. cruzi transfusional
(e talvez para Toxoplasma gondii*?), pelo seu efeito
limitado a alguns patégenos e acao deletéria sobre as
plaquetas, nunca teve o seu uso em larga escala na
pratica hemoterapica.

Com o aparecimento do HIV na década de 80 e o
descobrimento de novos agentes virais transmitidos por
via transfusional (HCV, HTLV I/l etc.), a constatacao
de que bactérias também criam sérios problemas ao
receptor, e o recente descobrimento de agentes
emergentes ou re-emergentes na populacdo mundial,
0 processo de inativacdo universal de patdgenos
presentes no sangue doado passou a ser uma meta
prioritéria na pesquisa hemoterapica. Desta forma, ao
longo dos ultimos 10 anos, varios compostos foram
pesquisados e desenvolvidos* 101348,

Os processos atuais de inativagéo de patégenos em
componentes hemoterapicos (concentrado de glébulos,

Since when gentian violet was recognized as an
effective inactivation compound against live forms of
Trypanosoma cruzi in whole blood®* “°, much effort was
put to develop inactivating agents that could be rapidly
and easily applied to labile blood components.

To be considered as appropriate as a pathogen blood
inactivating agent, some requirements are demanded?®:
be active at temperatures and pH where blood
components are stored, be active in undiluted
concentration, promote no damage to the energetic red
cells and platelet pathways, no effect on the various
structures and functions from plasmatic proteins, nor to
interfere in their antigenic profile or promote
neoantigens; besides, it has to be considered as safe
and pose no threat to the blood recipient. Unfortunately,
quite a few compounds fulfill such requirements®2.

Thus, although gentian violet is beyond doubt
effective to prevent transfusion-transmission T. cruzi
(and possibly Toxoplasma gondii“?), due to the limited
action against other major pathogens and considerable
side effects on platelets, it was never used as a large
scale procedure.

When HIV became a transfusion problem in the 80’s
and new infective agents were really recognized as able
to be transmitted by blood transfusions (HCV, HTLV /11,
etc), added to that bacterial contamination (even though
left as a secondary problem until recently) is also a major
threat to recipients, and that emergent or re-emergent
agents have to be considered in the transfusion safety
scenario, the universal blood labile components
inactivation became a major target in blood transfusion
research. So, after 10 years of intensive research,
several inactivating compounds arrived to a more mature
and viable step*101348,

The current inactivation pathogen procedures to
labile blood components (packed red cells, platelets,
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plaquetas, plasma ou crioprecipitado) envolvem o
contacto do agente inativador e processos
subseqliientes de remocdo, através de sistemas
integrados ao processo de coleta e processamento. Por
ser uma atividade voltada a industria de insumos, todo
0 sistema tem que ser validado por agéncias
reguladoras, através de processos abrangentes e
complexos utilizando modelos animais, avaliacéo das
propriedades fisico-quimicas das diferentes fracdes
protéicas, da sobrevida das diversas células por ele
preservado e por fim, das altera¢des finais em
receptores humanos.

O primeiro processo comercial aplicado na
inativagdo em larga escala de componentes plasmaticos
foi o de solventes e detergentes?!, que requer uma
estrutura farmacéutica complexa, prestando-se a
inativacao de virus providos de envelopes (HIV, HBV,
HCV, HTLV I/ll). Infelizmente, ndo inativam o HAV e o
parvovirus B19% %3; além disso, o seu alto custo e o
pouco beneficio adicional conferido!, mesmo em
pacientes com baixo risco de mortalidade, suplantando
0 custo aceitavel por uma comunidade em termos de
anos de vida ajustados por qualidade (QALY)*, ndo o
torna uma alternativa interessante a maioria dos paises.

A foto-inativacdo tem como principio basico a
aplicacdo de moléculas fotossenssibilizantes, que se
excitam por intermédio de fontes definidas e especificas
de luz. A inativagdo dos patdgenos ocorre ou por acao
direta da geracéo de radicais de oxigénio ativo (e lesé&o
da parede celular)®, ou por modificac¢&o irreversivel dos
acidos nucléicos dos patdgenos presentes no sangue
foto-inativado?®. Dentre 0os novos compostos foto-
inativadores, sdo utilizados os fenotiazinicos?®,
derivados porfirinicos*?, cianinas®®?, psoralénicos®® e
a riboflavina (vitamina B2)!2. Até o momento, trés
procedimentos j& estdo em ensaios clinicos ou fase final
de testes de desenvolvimento.

Fenotiazinicos. As propriedades inativantes do azul
de metileno em combinagdo com a luz no espectro
visivel permite com que este corante hidrofilico produza
radicais livres de oxigénio, na dosagem final de 1nmol
(320mmy/L) a cada unidade de plasma fresco congelado.
Este tipo de tratamento inativa virus envelopados e,
provavelmente, degrade acidos nucléicos do parvovirus
B192%; 0 seu mecanismo de ag¢do sobre protozoarios
ainda ndo é bem conhecido. Mais de um milhdo de
unidades de plasma fresco congelado ja foram utilizadas
desde 1992 na Alemanha, Suica, Espanha e Escocia?**.
Unidades de crioprecipitado preparados com este
tratamento apresentam uma queda em torno de 40%
de F VIII e fibrinogénio, embora ainda em niveis
satisfatérios?. Por ser um agente altamente hidrofilico,
ndo tem a capacidade de penetrar completamente no
interior da célula e portanto, ndo se presta a inativagéo
de patdgenos intracelulares. Este problema tem sido
minimizado com a investigagdo da acao do azul de 1,9-
dimetilmetileno (DMMB) que tem a capacidade de
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plasma or cryoprecipitate) demand an initial contact
between the inactivation agent and subsequent removal,
through integrated systems linked to the collection and
processing of blood components. Since this is primarily
an industrial manufacturing process, the whole
procedure has to be validated by regulatory agencies,
using comprehensive and complex investigation
protocols, including animal models, physico-chemical
disturbances on plasmatic proteins, and survival of
peripheral blood cells which underwent such treatment;
finally, human studies have to be completed.

The first large scale commercial inactivation procedure
applied on blood labile components was the solvent/
detergent process?', which demands a complex
pharmaceutical facility; this method is highly effective
against enveloped viruses (HIV, HBV, HCV, HTLV I/).
Unfortunately, no action is attainable against HAV and
parvovirus B19%53; besides, the high cost and the little
benefit achieved?, even for low mortality risk patients,
surpasses the acceptable cost for a community as far as
QALY (quality-adjusted life years) is concerned, making
the solvent/detergent a process that does not promote a
deep interest for wide application in most of the countries*.

The photoinactivation has, as a basic principle, the
use of photosensitizing molecules, which are excited
by defined lightwave sources. The pathogen inactivation
will occur either by direct generation of singlet oxygen
radicals (promoting a cell wall damage)®®, or due to
irreversible changes induced in the pathogen nucleic
acid®®. Among the new photoinactivating compounds,
one can mention the phenothiazines?, porphyrins* %,
cyanines® %2, psoralens®54 and riboflavin (vitamin B2)*2.
Until this moment, three methods are under final clinical
assay evaluation.

Phenothiazines. The inactivating properties of
methylene blue (MB) combined with the visible light
renders this dye to generate free oxygen radicals, at
the final dosage of 1mmol (320ny/L) per fresh frozen
plasma unit. The method is suitable for inactivation of
all enveloped viruses, and most likely, also active
against parvovirus B19%; the mechanism of action over
protozoa is still unknown. More than a million fresh frozen
plasma units have already been used since 1992 in
Germany, Switzerland, Spain and Scotland?“ 4. MB
treated cryoprecipitate units show some 40% decrease
in F VIIl and fybrinogen, though still within acceptable
levels?°. Since MB is a highly hydrophilic agent it is
unable to penetrate in the cell wall and so, it cannot
inactivate intracellular pathogens. This problem has been
minimized with the use of 1,9-dymethymethylene blue
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inativar virus com e sem envelopes, e também do
T. cruzi®®5t, Outro agente promissor sob investigacéo é
a tionina, util apenas para concentrados de plaquetas,
com manutencéo da atividade celular e inativacéo de
Varios virus (com e sem envelope)3¢ 43,

Psoraleno S-59. O primeiro agente psoralénico
utilizado foi o 8-metoxipsoraleno (8-MOP)%, cuja acéo
sobre linfomas de célula T e psoriase ja era conhecida;
porém, o processo de inativagdo para concentrados
plaquetérios era longo e impraticavel. Desta forma, outros
psoralenos foram desenvolvidos, culminando com um
aminopsoraleno mais especifico, denominado de S-59
(amotosalen HCI)10112¢ sendo ativo contra virus, bactérias,
treponemas, plasmédios, tripanossomas e leucdcitos
presentes nos concentrados plaquetariosé 1719273133 Este
agente ja demonstra a sua eficiéncia apdés apenas
3 minutos de contacto na presenca de raios UVA?.
O sistema requer posterior remog¢&o do psoralénico, o
que é obtido por meio de méaquinas desenvolvidas
especificamente para este fim. Estudos clinicos em fase
I e Il demonstraram a seguranca inicial do produto?24,
e dois estudos em fase lll foram realizados para a
avaliacdo da eficacia dos concentrados plaquetérios:
um na Europa (EuroSPRITE, num total de 103 pacientes
com trombocitopenia adquirida)’, e outro nos Estados
Unidos (SPRINT, totalizando 671 pacientes
trombocitopénicos secundarios a cancer, na vigéncia
de sangramento - ainda em fase final de avaliacéo)*.
Para o plasma fresco congelado no suporte de
coagulopatias adquiridas, h& dois estudos em fase Ill em
andamento: um de intervencgao clinica com um Unico brago
em 34 pacientes (STEP-CC, com recuperagao normal dos
fatores |1, 11, V, VII, X, Xl e XIIl, Proteina C, S e AT-1l1)%, e um
duplo cego em 121 hepatopatas (STEP-AC);
adicionalmente, um estudo duplo cego no manuseio de
30 pacientes com purpura trombocitopénica trombdética
(STEP-TTP) também esta em evolugéo; os resultados
preliminares ou finais destes estudos demonstram que
o PFC tratado com o S-59 € capaz de repor os fatores
I, VII, IX e X na mesma maneira que o plasma fresco
congelado nao tratado'!. Para o crioprecipitado,
nenhuma alteragéo significativa foi observada quanto
a concentracao de fibrinogénio e F VIII*. Este sistema
encontra-se, portanto, em fase final de aprovacao
(Helinx ™) e estard disponivel comercialmente num
futuro bem préximo. Infelizmente, ndo se presta ao
tratamento de concentrados de heméacias, havendo a
necessidade de adog¢do de um sistema distinto para
estes componentes (ver FRALE adiante).

Riboflavina. A vitamina B2 participa em varias
reactes de oxido-reducéo celular, além de importante
papel na estrutura de véarias enzimas. Por ser altamente
sollvel, penetra rapidamente na célula. Desde a década
de 60 j& se conhecia a sua a¢&o inativadora ha presenca
de luz visivel ou UV“. A sua acdo ocorre em
concentracdo de 10nM com a irradia¢@o em luz visivel,
induzindo ligagBes cruzadas aos acidos nucléicos por

(DMMB), which inactivates enveloped and unenveloped
viruses, and T. cruzi® 5. Another promising agent is
thionine, active only with platelet concentrates® .

Psoralen S-59. The first psoralen that was used for
inactivating purposes was 8-methoxypsoralen (8-
MOP)Z, whose action against T cell lymphomas and
psoriasis was already established; however the
inactivating process was long and unpractical. Therefore,
other psoralens were developed to a more specific
aminopsoralen (S-59, amotosalen HCI)101126 active
against viruses, bacteria, treponemes, plasmodia,
trypanosomes and leukocytes present in platelet
concentrates'®1719273133 This agent shows its action
after only three minute exposure in the presence of
UVAZ®. The system requires a subsequent psoralen
removal, which is undertaken by specific machines.
Phase | and Il studies had all demonstrated the
initial safety of the method*! 24, and two phase Il
studies were performed to evaluate the clinical
efficacy of platelet concentrates: one in Europe
(EuroSPRITE, with 103 patients with acquired
thrombocytopenia’, and the other in the United
States (SPRINT, with 671 thrombocytopenic
patients secondary to cancer under active bleeding
(still in the final stage of evaluation)*’. For fresh
frozen plasma, there are two phase |l studies: one
is a single arm clinical intervention study with 34
patients (STEP-CC, with normal recovery of factor
[, 11, V, VII, X, XI e XIll, Protein C, S and AT-111)¢,
and a double blind study in 121 chronic liver patients
(STEP-AC)%; additionally a double blind study
dealing with 30 thrombotic thrombocytopenic
patients (STEP-TTP) is also under investigation;
preliminary results show that S-59 treated FFP is
able to replace factors I, VII, IX and X in the same
proportion on untreated FFP!! . For cryoprecipitate,
no significant changes were found concerning
fibrinogen and F VIII*, This system in actually in
the final steps of evaluation and will shortly be
available in the market (Helinx ™). Unfortunately it
is unsuitable for red cell concentrates, which require
a different system (see FRALE).

Riboflavin. Vitamin B2 is a component of a
series of cellular reactions, and also plays an
important role in several enzyme structures. Due
to its high solubility, it penetrates very quickly in
the cell. The knowledge of the inactivating
properties of riboflavin in the presence of visible
light or UV goes back to the 60’s*. It is active at a
10mM concentration with visible light irradiation,
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oxidacdo a moléculas de oxigénio presentes nos
residuos da guanina4, impedindo a replicacdo de
agentes presentes no sangue tratado. Esta acao
compromete a atividade de virus com e sem envelopes,
além de bactérias gram positivas e negativas, sem acao
final deletéria sobre a capacidade funcional das
plaguetas. Embora também se ligue & albumina e outras
proteinas plasmatica, a adicdo de ascorbato ao meio
permite a boa preservagdo das mesmas. Por ser uma
substancia naturalmente encontrada no organismo
(assim como seus metabdlitos, inclusive os induzidos
pela foto-irradia¢éo), ndo é considerada até o momento
como mutagénica ou toxica*. Sua agdo como agente
inativador em componentes labeis tem sido
extensamente estudada, com reducgfes de 4 a 6 log
nos titulos de virus (intra e extra celulares) e bactérias,
sem efeitos consideraveis sobre as plaquetas ou fatores
de coagulagdo. Os estudos sobre concentrados de
hemécias se encontram numa fase mais preliminar.

Além dos agentes foto-inativadores, outros
compostos desenvolvidos recentemente nao
necessitam da acdo luminosa, podendo ser uma
interessante alternativa em futuro proximo,
especialmente para concentrados de hemacias:

Inactina (PEN 110). As etilenoiminas sdo compostos
eletrofilicos de baixo peso molecular providas de uma
cauda catidnica, com ampla difusdo intracelular e
ligacéo seletiva e irreversivel aos sitios de guanina do
DNA (sem producéo de radicais livres de oxigénio), ndo
sofrendo alteragbes do hematdcrito do componente,
sendo utilizada normalmente na producéo de vacinas®®.
Seus efeitos sobre componentes ldbeis tém sido
demonstrados contra virus, bactérias, protozoérios
(incluindo plasmédios, babesia e cepa Silvio do T. cruzi),
e sobre a capacidade proliferativa de linfécitos. Apos o
tratamento, existe a necessidade de remocao do agente
por lavagem com processadoras celulares automaticas.
Até o momento, estudos clinicos em fase | e Il tém se
voltado apenas para concentrados de hem@cias®®.

FRALE. Sigla referente ao termo inglés frangible
anchor-linked effectors, sendo substancias com a
capacidade de se ligar aos &cidos nucléicos apos a sua
ativacdo por mudancas no pH local; o seu principal
componente é o S-303, que na dosagem de 100ng/mL,
apresenta boa atividade contra o HIV, DHBV, VSV, BVDV
e bactérias. Uma vez fixado aos &cidos nucléicos, este
composto é naturalmente degradado a um agente de
carga negativa e totalmente inativo (S-300); todavia, a
fim de se aumentar a seguranca do componente
hemoterapico tratado, este produto é removido por
fixacdo a uma matriz externa (qQue permanece dentro
da bolsa de coleta) por todo o periodo de estocagem.
Estudos em fase | e Il ndo demonstraram alteragGes
significativas quanto ao grau de hemdlise, niveis de
potdssio extra celular, ATP ou da glicose, com
recuperagdo in vivo poés-transfusional normal apoés 24

278

inducing cross-linking within the nucleic acid due
to oxidation at guanine residues!4, preventing the
replication of pathogen agents that might be present
in the treated blood. This action interrupts viral and
bacteria replication, with no untoward effects upon
the platelet function. Though it also links to albumin
and other plasmatic proteins, the use of ascorbate
renders a good preservation of these proteins. Since
it is a natural substance, widely found in the
organism (including their metabolites) it is not
considered as mutagenic or toxic*. The potential
of inactivating properties in labile blood components
is under an extensive scrutiny, showing a 4-6 log
reduction on viral (intra and extra cellular) and
bacteria, with no effect upon platelets or coagulation factors.
However, the studies on red blood cell are still in an
earlier phase.

In addition to the photo inactivating agents, other
compounds have been developed recently, which do not
need light exposure, being an interesting alternative to
red blood cell inactivation.

Inactin (PEN 110). The ethylene imines are low
molecular weight electrophilic compounds with a cationic
tail, with great intracellular diffusion associated with an
irreversible and selective linking to the DNA guanine
residues (with no free radicals production), where no
changes are seen due to variable hematocrit; this agent is
widely used in vaccine production®®%. The effects upon labile
components are shown against viruses, bacteria, protozoa
(including plasmodia, babesia, and T. cruzi); it also shows
effect upon leukocytes. After treatment, one has to remove
the agent by a special washing device. So far, phase land Il
studies are directed toward red cell concentrates?é.

FRALE. An acronym for frangible anchor-linked
effectors, these are compounds which have the capacity
to be linked to nucleic acids after local pH changes; the
main component is S-303, showing an excellent
performance at the concentration of 100mg/mL against
HIV, DHBYV, VSV, BVDV and bacteria. Once fixed to the
nucleic acid, it is naturally degraded into an inactive
compound (S-300); however, in order to promote a
further safety for the process, it is reduced to low levels
using a compound absorption device (CAD), which
remains inside the collection bag during the whole
storage period. No significant changes are observed in
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horas, assim como da sua sobrevida média't. Os
estudos em fase Ill se encontram em fase final,
envolvendo casos de transfusdo aguda em 200
pacientes submetidos a bypass coronario e em 50
pacientes portadores de anemias cronicas (anemia
falciforme ou talassemia).

Além da acgao especifica da inativagdo de patdgenos,
um efeito benéfico adicional quando o sistema de
inativacéo se dirige contra os acidos nucléicos refere-se
ainibigdo da sintese de citoquinas, proliferagao linfocitaria
e apresentacao de antigenos, processos estes envolvidos
na etiopatogenia das reacdes febris ndo hemoliticas e
reacao enxerto versus hospedeiro® 3746,

Estes fatos demonstram que, apesar do alto nivel
de seguranca atingido pelos servicos transfusionais
apos o aparecimento do HIV, o projeto pioneiro de
Nussensweig de se obter um agente que pudesse inativar
patdgenos transmitidos por transfusdo diretamente
dentro do recipiente de coleta do sangue doado passa a
se tornar uma realidade viadvel em todo o mundo num
futuro muito préximo, contribuindo-se para uma
transfusdo cada vez mais segura no que concerne a
prevencdo de doencas transmitidas por transfusées.
Naturalmente, os altos custos envolvidos na implantagéo
de uma nova metodologia irdo cair & medida que a sua
utilizacéo for mais difundida, sendo uma alternativa
excelente para regides mais remotas e com sistemas
hemoterépicos ndo muito bem desenvolvidos. Duvidas
ainda existem quanto a capacidade destes novos agentes
de inativarem prions, mas a sua transmisséo transfusional
ainda é uma incégnita.

phase | and Il studies concerning hemolysis, extra
cellular potassium levels, ATP or glucose, with normal
in vivo post-transfusional survival after 24 hours and
normal half-life!. Phase Il studies are in the final stage,
with 200 patients undergoing acute transfusions due to
coronary heart bypass and in 50 chronic anemic patients
(sickle cell disease or thalassemia).

Besides the specific inactivating agents upon
pathogens, another benefit from these nucleic acid
inactivation methods rely on the leukocytes, since it
inhibits cytokines production, lymphocyte proliferation and
antigen presentation, which are related to febrile non-
hemolytic reaction and graft versus-host-disease3° 374,

These data show that, despite the high safety level
achieved in the current days by most of the blood
transfusion services after the HIV threat, the pioneer
work of Nussensweig to obtain an agent that could
inactivate all transfusion-transmitted agents inside the
collection blood bag is becoming a reality that could be
extensively applied all over the world, contributing to a
safer blood transfusion. Naturally, the high costs related
to the initial adoption of the systems will gradually
decrease, once a more extensive use is observed, being
an excellent choice for remote areas, particularly among
blood transfusion services with limited resources and
skills. There are still some doubts concerning the
inactivating capacity upon prions, however transfusional
transmission is not proved yet.
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