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Resumo

A utilizacdo de hemocomponentes seguros é
primordial para reduzir os danos aos eritrécitos e
manter a viabilidade dos hemocomponentes. O
objetivo deste estudo foi averiguar a viabilidade
dos concentrados de hemacias de cées
armazenados em bolsas contendo CPD/SAG-M ou
CPDA-1 durante 35 dias. Os concentrados de
hemécia foram submetidos as analises
laboratoriais de taxa de hemdlise e morfologia
celular.

Introducéo

A transfusdo sanguinea é amplamente executada
pelo mundo tanto na medicina humana quanto na
medicina veterinaria devido a sua extrema
importancia. E uma terapia emergencial servindo
como um transplante tecidual temporario (COSTA
JUNIOR et al., 2008). Entretanto, como em
qgualquer procedimento, podem ocorrer reacdes
adversas, diante disso técnicas sdo empregadas a
fim de manter a qualidade das bolsas de sangue,
e novos estudos buscam aperfeicoar cada vez
mais essas técnicas (SCOTT et al., 2005). Dessa
maneira, € primordial a utilizacdo de componentes
seguros com o proposito de reduzir os danos aos
eritrocitos e manter a viabilidade de todos os
componentes sanguineos (MARCHI et al., 2015).

Durante o século XX, grandes avangos ocorreram
na medicina transfusional humana e a descoberta
de conservantes viabilizou maior tempo util das
bolsas. A inclusao do Citrato como anticoagulante
em bolsas de sangue possibiltou o
armazenamento do sangue coletado, assim,
podendo manté-lo estocado durante um curto
periodo até a transfusdo, e promovendo a criagdo
de bancos de sangue (SOUSA, 2012). Estudos
foram realizados posteriormente a fim de manter a
integridade das células e prolongar o periodo de
estocagem do sangue. A viabilidade do sangue
armazenado esta relacionada com a técnica de
coleta, o anticoagulante utilizado, a temperatura

adequada e a frequéncia de homogeneizacéo
durante o periodo (COSTA JUNIOR et al., 2008).
Os estudos desenvolvidos buscaram aumentar a
conscientizacdo do método de  coleta,
armazenamento das bolsas de sangue e utilizagédo
adequada. Porém, na medicina veterinéria poucos
estudos foram apresentados, cujo objetivo é
desenvolver progressos na conservacao de bolsas
de sangue canino.

Na medicina veterinaria, a principal solucdo
conservadora para coleta e armazenamento do
sangue € o Citrato, Fosfato, Dextrose e Adenina
(CPDA-1), que promove a conservacdo do sangue
canino por até 35 dias sob refrigeracdo. Além
dessa solucéo conservadora, ainda se encontram
bolsas com solu¢des aditivas, como a Salina,
Adenina, Glicose e Manitol (SAG-M), a fim de
prolongar o periodo de viabilidade da bolsa e
melhor conservacgao dos componentes
(FERREIRA et al., 2014).

O tempo de armazenamento e viabilidade do
sangue dependem do conservante utilizado, sendo
que as bolsas tipo CPD/SAG-M possuem na
solucdo preservativa maior quantidade de glicose,
gquando comparada as bolsas tipo CPDA-1
(SOUSA et al., 2012).

Anticoagulantes e Conservantes sanguineos

As bolsas de sangue atuais possuem um
anticoagulante que mantém a fluidez do sangue
para que possa ser transfundido. Da mesma
maneira deve manter a integridade da hemacia
proporcionando beneficio e seguranga ao paciente
transfundido. J4 o0s conservantes sanguineos
preservam melhor as hemécias, previnem
mudancas deletérias, mantendo o pH, glicose e
acido 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG), e promovem
a producao de adenosina trifosfato (ATP), assim
mantendo a viabilidade durante o armazenamento
da bolsa. O anticoagulante é o citrato e os
conservantes séo solugbes de fosfato-dextrose
(FELDMAN; SINK, 2007).
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Um dos anticoagulantes-conservantes mais
utilizados é o Citrato fosfato dextrose adenina
(CPDA-1), que proporciona fatores nutricionais as
heméacias (SOUSA et al, 2012). Em sua
composicdo, o fosfato auxilia no controle do pH
sanguineo e a dextrose é uma fonte energética
que colabora na manutencéo dos niveis de ATP. A
adenina propicia 0 aumento do ATP e o citrato
auxilia na manutencao do pH intracelular (KURUP
et al., 2003).

Solugdes aditivas foram incorporadas as bolsas de
sangue com a finalidade de fornecer nutrientes
para as células e prolongar o tempo de
armazenamento. O SAG, constituida de solugéo
salina, adenina e glicose foi a primeira solugéo
aditiva a ser utilizada. Entretanto, ainda assim,
acontecia ampla hemdlise nas bolsas. Diante
disso, adicionou-se o0 manitol as bolsas
(CPD/SAG-M), reduzindo pela metade essa
hemdlise devido ao manitol ser um estabilizador de
membranas, consequentemente aumentando o
tempo de armazenamento (HESS, 2006).

Hemocomponentes

Durante anos, a terapia transfusional resumia-se
apenas no uso do sangue total do doador, porém
atualmente sabe-se que a utilizagdo adequada dos
subprodutos traz mais beneficios aos receptores
gue necessitem de apenas um componente
sanguineo, reduzindo os riscos de reagdes
transfusionais. Além de um Unico doador consegue
ajudar mais de um receptor (LACERDA, 2011).

O concentrado de hemacias é utilizado em casos
de anemias severas e auxilia na restauracdo do
carreamento do oxigénio. As bolsas devem ser
mantidas ente 1 e 6°C, e seu tempo de
armazenamento também dependera do
anticoagulante-conservante utilizado. Pode-se
acrescentar solugcbes aditivas que prolongam o
tempo de vida das hemacias em até 42 dias. Essa
solugéo esta presente em uma bolsa satélite ligada
a bolsa principal, e ser4a adicionada ao
concentrado (FELDMAN; SINK, 2007).

Lesbes de armazenamento

Durante o armazenamento das bolsas de sangue
ocorrem lesBes de armazenamento, as quais
incluem alteragcbes bioquimicas, morfologicas e
ocorréncia de les@es celulares (OBRADOR et al.,
2015; VERONA; NAKAGE, 2018). Além da
formacéo de radicais livres e desgaste de enzimas
antioxidantes, ocorre a rigidez e deformacédo das
hemacias, o que aumenta ainda mais a chances
de hemodlise (MORAES et al., 2015), reduzindo a
viabilidade dos hemocomponentes (WARDROP et
al, 1994).

As alteracdes que ocorrem durante a estocagem
do sangue levam a um acumulo do acido lactico,
potassio e calcio, reducéo do 2,3-Difosfoglicerato
(2,3-DGP) e ATP, alteragcbes morfoldgicas,
diminuicao do pH e da glicose, e hemolise (ROA et
al., 2017).

A principal funcdo da hemoglobina é carrear o
oxigénio para os tecidos. O 2,3-DPG é um fosfato
organico encontrado dentro das hemaécias, e
controla a afinidade da hemoglobina com o
oxigénio. Baixos valores de 2,3-DPG séo
acompanhados pela maior afinidade da
hemoglobina (COSTA JUNIOR et al, 2006). Essa
afinidade da hemoglobina depende da
temperatura e do pH sanguineo. Quando o sangue
€ resfriado, a hemoglobina passa a ter mais
afinidade com o oxigénio, ja em temperaturas mais
altas a hemoglobina possui menos afinidade,
liberando mais facilmente o oxigénio para os
tecidos. Ja em relacdo ao pH, quando o valor esta
elevado (alcalino) a hemoglobina possui mais
afinidade, e quando reduzido (4cido) menos. Em
condicdes de anaerobiose, como ocorre em bolsas
de sangue armazenadas, os niveis de 2,3-DGP
sdo reduzidos e com isso a hemoglobina passa a
possuir mais afinidade com o oxigénio. Uma
reducdo do 2,3-DPG dificultara na entrega do
oxigénio aos tecidos apos a transfusdo (KLEIN,
2014). Segundo Hess e Greenwalt (2002), para um
armazenamento eficaz o limite superior do pH
intracelular é provavelmente préximo a 7,2, valores
acima levam a regeneracéo do 2,3-DPG, & custa
da sintese de ATP.

O ATP é encontrado dentro das células servindo
como fonte energética. Niveis adequados de ATP
sdo vitais para processos celulares como a
estabilizagdo da membrana da hemécia,
mecanismo de defesa do estresse oxidativo,
vasodilatagdo regional em condi¢bes de hipdxia e
transporte de glicose (KOR et al., 2009).

Uma das principais mudancas que ocorrem
durante o armazenamento € a formagdo de
esferdcitos. (HESS; GREENWALT, 2002; SOUSA,
2012). Outra alteracdo na membrana plasmatica
encontrada durante o armazenamento € 0
aumento da fragilidade osmotica, com isso
algumas hemécias poderdo sofrer hemdlise,
aumentando o valor da hemoglobina livre (SOUSA,
2012). A infusdo de constituintes hemolisados
podera ser prejudicial aos rins, uma vez que o
excesso de hemoglobina livre leva a lesé@o renal
(WARDROP et al., 1994).

A hemolise pode ocorrer pela ruptura completa da
hemacia ou pela perda das microvilosidades
superficiais, resultando na liberagcdo da
hemoglobina, e € um importante marcador da falha
do armazenamento. Diante disso estabilizadores
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de membrana, como o Manitol tém se
demonstrado eficaz para a reducdo de hemolise
(HESS; GREENWALT, 2002).

OBJETIVO

Verificar se as bolsas de concentrado de heméacias
de cées, armazenadas com solucdo aditiva
CPD/SAG-M séo mais viaveis do que CPDA-1 em
diferentes momentos durante 35 dias.

MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi aprovada pela Comité de Etica em
pesquisa animal (CEPan) sob o N° 370/19 e pelo
Conselho do Comité de Etica em Pesquisa e
experimentacdo Animal CEUA-CEPan-B.M.

Foram selecionados oito caes saudaveis provindo
de tutores particulares, com temperamento ddcil,
entre um a oito anos, com peso superior a 23 kg.
Determinou-se a veia jugular para realizagdo da
venopunc¢do, devido ao seu grande calibre e alta
pressdo, promovendo tempo héabil para coleta das
bolsas de sangue e menor estresse aos animais.
O temperamento ddocil dos cdes possibilitou a
contengéo fisica, com isso ndo sendo necessarias
multiplas venopungdes, assim minimizando a
possibilidade de contaminagé&o.

Para minimizar os fatores extrinsecos a amostra
analisada foi coletado sangue da veia jugular do
mesmo doador sendo armazenado 250mL na
bolsa com CPDA-1 e 250mL na bolsa com
CPD/SAG-M, sendo que o volume de
anticoagulante foi proporcional & quantidade de
sangue para evitar hemodiluicdo. No grupo 1, ap8s
a obtencédo do sangue total a bolsa foi centrifugada
para obten¢do do concentrado de hemacias (CH)
com CPDA-1 (grupo 1). Ja no grupo 2, o sangue
total foi coletado em uma bolsa principal contendo
CPD, posteriormente foi centrifugada, obtendo o
CH, e posteriormente foi adicionado a solugéo
aditiva SAG-M em uma bolsa satélite, obtendo
bolsas de CH com CPD/SAG-M.

Para realizacdo das andlises, 30mL do CH das
bolsas de CPDA (G1) e CPD/SAG-M (G2) de cada
doador foi inserido em novas bolsas e armazenada
entre 1° a 6°C. A cada momento de avaliagédo
retirou-se 2 mL de sangue dessas bolsas para
realizacdo das andlises laboratoriais: Taxa de
hematdcrito, taxa de hemolise e morfologia celular.
Os momentos de avaliagdo foram logo apds a
coleta (D0), sete dias ap0s a coleta (D7), quatorze
dias apds a coleta (D14), vinte e um dia apés a
coleta (D21) e trinta e cinco dias apés a coleta
(D35).

A taxa de hematdcrito foi determinada com o
auxilio do analisador hematolégico (poch-100iV
Diff).

Para taxa de hemdlise é preciso determinar a
concentracao de hemoglobina total e plasmatica.
A hemoglobina total foi obtida através da adicéo de
20 yL de sangue do CH em 5 mL do reagente da
hemoglobina (Drabkin — Labtest), com intervalo de
cinco minutos e leitura no analisador bioquimico
semiautomatico (BIO-200) com reacéo
colorimétrica de ponto final. Em seguida, os tubos
com CH conservados em CPDA-1 e CPD/SAG-M
foram balanceados e centrifugados (Centerbio 80
2b) 10 minutos a 2500 rpm, para obtencdo do
plasma, sendo que 20uL do plasma foi diluido em
5 mL do reagente da hemoglobina e, apds cinco
minutos, as amostras foram submetidas ao
analisador bioquimico para obtencdo da
hemoglobina plasmatica.

Posteriormente a taxa de hemolise foi determinada
utilizando os valores obtidos, através do calculo da
férmula (WARDROP et al, 1994):

(1)Taxa de hemolise = (100 — Ht) x Hb plasmaética
Hb total

Em que:

Ht — Hematdcrito (%)

Hb plasma — Hemoglobina plasmatica (g/dL)
Hb total — Hemoglobina total (g/dL)

A andlise morfolégica dos eritrécitos do CH
conservado em CPDA-1 e CPD/SAG-M de cada
doador nos diferentes momentos de avaliacao foi
realizada no esfregaco sanguineo corado com
panético rapido (Laborclin) e analisado em
microscopia o6ptica (microscopio Nikon eclipse
E200) no aumento de 100X

ANALISE DOS DADOS

Ap6s coleta dos dados, foi realizada andlise
estatistica utilizando a analise de variancia
(ANOVA) e o teste t-Student bicaudal pareado
(p<0,05) para comparar a taxa hemodlise das
bolsas de CH contendo CPDA-1 e CPD/SAG-M
nos diferentes momentos de avaliagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Taxa de hemolise:

Na tabela 1 e figura 1 estdo descritas médias e
erros-padrdo da taxa de hemodlise dos CH
conservados em CPDA-1 e CPD/SAG-M durante
35 dias.
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Tabela 1 - Os valores médios e os erros-padrédo da
taxa de hemdlise, obtidos nos concentrados de
hemacias de cdes armazenados em bolsas contendo
CPDA-1 (Gl1) e CPD/SAG-M (G2), durante os
momentos de avaliagdo DO, D7, D14, D21 E D35,
estdo representados na tabela de forma
subsequente.

Momento CPDA-1 CPD/SAG-M
DO 0,43+0,19 Aa 0,45+0,21 Aa
D7 1,25+0,38 Aab 0,49+0,18 Aa
D14 1,24+0,38 Aab 1,02+0,27 Aa
D21 1,93+0,77 Bb 1,29+0,60 Aa
D35 1,90+0,37 Ab 1,33+0,22 Aa

Média 1,35+0,41 0,91+0,29

(1): Médias de uma mesma linha seguidas por letras
maiulsculas iguais ndo diferem entre si (p>0,05).

(2): Médias de uma mesma coluna seguidas por letras
minudsculas iguais nao diferem entre si (p>0,05).

Figura 1l - Representacdo grafica dos valores médios
e erros-padrdo da taxa de hemdlise obtidos nos
concentrados de hemacias de cdes armazenados em
bolsas contendo CPDA-1 (G1) e CPD/SAG-M (G2),
durante os momentos de avaliagédo DO, D7, D14, D21
E D35.
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Ao comparar a taxa de hemdlise dos conservantes
do CH, verificou-se que, a partir do D7 (sete dias
apos a coleta da bolsa), essa taxa foi sempre maior
com CPDA-1 do que CPD/SAG-M, sendo
estatisticamente significativa no D21.

O aumento progressivo da hemolise no decorrer
do tempo de estocagem do CH pode estar
associado as lesGes de armazenamento das
bolsas, que promovem alteragBes bioquimicas e
lesdes celulares (OBRADOR et al., 2015), devido
ao acumulo do acido latico, potassio e calcio,
reducdo do 2,3-Difosfoglicerato (2,3-DPG) e do
pH; aumento do consumo de glicose e reducao nos
niveis de ATP (KOR et al., 2009; FERREIRA et al.,
2014). Além disso, o armazenamento do CH
causa alteracbes na membrana plasmatica devido
a fragilidade osmética promovendo ruptura

completa da hemacia inteira ou perda das
microvilosidades superficiais, resultando na
liberagdo da hemoglobina, que € um importante
marcador da falha do armazenamento (HESS;
GREENWALT, 2002; SOUSA, 2012)

No presente trabalho, a menor taxa de hemolise foi
no CH com CPD/SAG-M como relatado por
Wardrop et al. (1997) e pode ter ocorrido devido a
acdo do manitol como estabilizador de membrana
(HESS, 2006). O agente poderia entéo reduzir a
formagédo de radicais livres, desgaste de enzimas
antioxidantes, rigidez e deformag&o das hemécias
(MORAES et al., 2015).

Ao analisar os diferentes momentos de avaliagéo
houve elevacdo estatisticamente significativa na
hemdlise do CPDA-1 no DO em relacéo ao D21 e
D35. Entretanto, ndo se verificou variacado
estatistica do CPD/SAG-M no decorrer de 35 dias.
Portanto, o CPD/SAG-M promoveu melhor
qualidade ao CH, ja que a hemdlise reduz a
preservagdo dos eritrocitos e viabilidade dos
hemocomponentes (WARDROP et al.,, 1994;
COSTA JUNIOR et al., 2008).

Morfologia das hemécias

Na analise morfoldgica dos esfregacos de CH por
microscopia Optica observou-se raras hemacias
com microvesiculas a partir do D14 e um
significativo aumento no D35 dos CH com CPDA-
1 e CPD/SAG-M, assim como Corazza (2016) e
Verona e Nakage (2018), verificaram em sangue
total com CPDA-1 e CH com CPDA-1
respectivamente.

As principais lesbes de armazenamento
visualizadas microscopicamente demonstraram
mudancas da forma discoide da hemacia levando
a formacdo de esferécitos conforme ocorrem
danos na membrana celular. Em seguida a célula
pode ‘“ingurgitar” e a superficie da membrana
torna-se irregular formada por espiculas
distribuidas, resultando na formacao do equindcito
(HESS; GREENWALT, 2002; LION et al., 2009;
SOUSA, 2012). Kor et al., (2009), acreditam que
niveis reduzidos de ATP promovem alteracdes
morfoldgicas nas hemécias.

CONCLUSAO

Concentrados de hemacias de cdes armazenados
em bolsas conservadas com CPD/SAG-M
revelaram menor taxa de hemodlise e menos
equindcito do que aquelas com CPDA-1. Portanto,
a solucdo aditiva CPD/SAG-M promove maior
viabilidade do CH no periodo armazenamento de
35 dias.
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