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Resumo

O armazenamento do sangue em bolsas por longo
periodo pode ocasionar hemodlise e reduzir a
gualidade do concentrado de hemacias. Além
disso, cées receptores com baixo peso corpéreo
precisa receber um volume menor do concentrado,
sendo necessario aliquotar a bolsa coletada.
Diante disso, o presente estudo tem como objetivo
analisar a viabilidade do concentrado de hemécias
de cdes em relacdo a taxa de hemdlise nos
métodos de coleta aberto e fechado.

Introducao

Ao longo dos anos os animais domésticos como
cées e gatos estdo se tornando parte da familia. A
medicina veterinaria estd avancando cada vez
mais, com estudos que visam oferecer o melhor
tratamento e qualidade de vida a esses animais. A
transfusdo sanguinea em cées e gatos representa
uma opcao terapéutica que pode ser realizada na
tentativa de estabilizar o paciente. Ha diversas
indicagbes no tratamento paliativo de varios
distarbios circulatérios, sendo muito utilizados no
auxilio do tratamento de pacientes com anemia em
decorréncia de insuficiéncia renal cronica,
hemoparasitoses (erliquiose e babesiose) em cdes
e micoplasmose em gatos, anemias hemoliticas,
neoplasias, hepatopatias e também realizadas
durante cirurgias prolongadas e traumatizantes
com grande perda de sangue, dentre outras
enfermidades (MAIA; SOUSA; MARTINS, 2019).
O sangue é um tecido liquido composto de uma
parte celular e outra liquida, que se separam por
decantagdo. A porcdo liquida é chamada de
plasma, e é obtida apos centrifugagdo quando se
colhe o sangue com anticoagulante (JERICO;
ANDRADE NETO; KOGIKA, 2015).

O sangue total colhido em bolsa simples (sem
nenhuma bolsa-satélite) permite apenas um
produto sanguineo, o sangue total. Ao utilizar
bolsas compostas (duplas, triplas ou quadruplas)

existe a possibilidade de produzir
hemocomponentes (JERICO; ANDRADE NETO;
KOGIKA, 2015).

A terapia com o uso de hemocomponentes oferece
aos animais criticamente enfermos o aumento na
capacidade de transporte de oxigénio, melhora na
hemostasia, correcdo da hipoproteinemia e
hipovolemia, além de reposicdo de imunidade
passiva em neonatos que nao receberam colostro
(KRISTENSEN; FELDMAN, 1995).

Para o clinico veterinario, a existéncia de bancos
de sangue veterindrios € de suma importancia e
facilita a obtencdo do sangue em situagBes
emergenciais. Coleta e processamento do sangue
em hemocomponentes s&8o extensivamente
trabalhosos e despendem grande parte de tempo
e investimento financeiro. Contudo, para os
clinicos que ocasionalmente necessitam do
sangue e dos hemocomponentes, o conhecimento
da prética transfusional garante maior segurancga e
qualidade ao servico prestado aos pequenos
animais (JERICO; ANDRADE NETO; KOGIKA,
2015).

Existem trés modalidades de coleta de sangue: o
sistema aberto, o fechado e o semifechado. A
modalidade fechada é o sistema de coleta
sanguinea mais recomendado, pois os riscos de
contaminagcdo bacteriana sdo minimizados, em
func@o da assepsia assegurada pelo sistema de
bolsas plasticas proprias de coleta de sangue e
separacdo de hemocomponentes. Ademais, esta
modalidade de coleta possui o componente
anticoagulante-conservante (CPDA-1) ja incluso
na bolsa coletora, (GIGER, 2010). O sangue é um
excelente meio de cultura. Portanto, as regras de
manutengcdo do sistema de forma fechada s&o
essenciais e devem ser seguidas durante o
processamento (JERICO; ANDRADE NETO;
KOGIKA, 2015). O sistema aberto de coleta apesar
de ser simples e barato, oferece maior risco de
contaminacédo aos receptores do sangue, pois ndo
confere boa seguranga microbiolégica. A



modalidade semi-fechada é a mais utilizada
quando se trata de transfusdo sanguinea felina,
devido a falta de um sistema fechado apropriado
para as particularidades desta espécie animal.
Este sistema também € bastante simples, sendo
constituido por uma seringa, cateter borboleta,
torneira de trés vias e bolsa de coleta de sangue
(DUTRA, 2018).

A doacdo de sangue deve ser um procedimento
gue, primeiramente, ndo prejudique o doador. A
transfusdo € indicada apenas para pacientes com
risco de morte, portanto ndo se pode causar
maiores danos aos receptores (JERICO;
ANDRADE NETO; KOGIKA, 2015).

O armazenamento do sangue em bolsas por longo
periodo pode ocasionar hemdlise e reduzir a
qualidade do concentrado de hemacias. Além
disso, caes receptores com baixo peso corporeo,
assim como gatos, precisa receber menor volume
do concentrado de hemacias, sendo necessario
aliquotar a bolsa coletada.

A hemodlise é um importante parémetro de
gualidade dos concentrados de hemacias que é
usado para avaliar a integridade celular de
unidades de sangue armazenadas. De acordo com
os padrBes humanos, a hemdlise no final do
armazenamento ndo deve exceder 1%, caso
contrério, pode ser responséavel pela diminuicdo da
eficicia da transfusao e reac¢des agudas com risco
de vida (FERREIRA et al., 2018). Concentrado de
hemacias (CH) sao os eritrécitos que permanecem
na bolsa depois que esta é centrifugada e o plasma
€ extraido para uma bolsa-satélite. Ele também
pode ser classificado, quanto ao tempo de
estocagem, como fresco ou estocado (JERICO;
ANDRADE NETO; KOGIKA, 2015).

Além disso, a hemdlise é um fator limitante para a
vida das hemécias armazenadas, ndo apenas
porque diminui significativamente a capacidade
das hemécias de transportar e fornecer oxigénio
aos tecidos hipoxicos, mas também porque pode
ser responsavel por reacgdes transfusionais,
comumente descritas como ndo imunomediadas.
(FERREIRA et al., 2018).

Doencas hemoliticas, coleta e/ou manuseio
inadequado das amostras, excesso de pressao na
seringa ou no tubo, altas temperaturas, traumas
durante a homogeneizacdo ou centrifugacéo
inadequada sao as principais causas de hemolise
(LIPPI et al., 2011).

A administracdo de amostras hemolisadas em
caes pode levar a rea¢8es transfusionais descritas
como ndo imunomediadas, levando a sinais
clinicos semelhantes a uma reacdo hemolitica
aguda, como febre, hemoglobinemia,
hemoglobindria, trombocitopenia, petéquias e
equimose, melena, hematémese e infiltrados
associados a dispneia progressiva (PATTERSON

et al. 2011).
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A melhor maneira de prevenir reacdes de
incompatibilidade sanguinea entre doadores e
receptores é a tipagem. A tipagem sanguinea é
comercialmente realizada em alguns paises.
Existem dois métodos mais utilizados para a
tipagem em cées: uso de antissoros policlonais
(teste de aglutinacdo em tubo) ou monoclonais.
Antissoros monoclonais sao anticorpos produzidos
por um clone de linfécitos B diferenciados em
plasmécitos, que reconhecem um epitopo
especifico de determinado antigeno (JERICO;
ANDRADE NETO; KOGIKA, 2015).

O risco de reagdes transfusionais hemoliticas
agudas e tardias pode ser praticamente anulado se
forem realizados o0s testes para tipagem
sanguinea junto do teste de compatibilidade
(reacdo cruzada) em todas as transfusdes, e
respeitando as temperaturas in vitro do teste.
(SOUZA; STOPIGLIA; GOMES; ULATA; MOROZ;
FANTONI, 2014).

Objetivos

Diante disso, o presente estudo tem como objetivo
analisar a viabilidade do concentrado de hemécias
de cdes em relacdo a taxa de hemdlise, nos
métodos de separacao aberto e fechado.

Materiais e Métodos

Um dos primeiros fatores a ser considerado para a
coleta do sangue é a escolha dos doadores. Os
cuidados a serem tomados na escolha dos cédes
sdo de crucial importancia para a seguranca dos
préprios doadores, bem como dos animais que
serdo transfundidos com o sangue coletado
(JERICO; ANDRADE NETO; KOGIKA, 2015).
Foram selecionados dez cées doceis com 1 a 8
anos de idade, pesando acima de 23 kg, que foram
submetidos a avaliacéo clinica e laboratorial para
serem considerados sadios. A avaliacdo clinica
dos animais doadores deve ser realizada
impreterivelmente. Os cées doadores devem estar
bem nutridos, livres de ectoparasitas (ixodidiose,
puliciose), e com vermifugacdo e vacinacdes
atualizadas (JERICO; ANDRADE NETO; KOGIKA,
2015).

As fémeas (gestantes, acasaladas e em
amamentacdo também devem ser poupadas da
doacdo. Nestes casos existe grande gasto
metabolico por parte da fémea, que é direcionado
ao crescimento dos fetos, com consequente queda
nos valores do hematocrito e alteragbes na
pressao arterial.

Foi realizada puncdo da veia jugular dos céaes
selecionados, sem sedacdo em decubito lateral.
500 uL do sangue coletado foi armazenado na
bolsa principal contendo CPDA-1 associada a
bolsa satélite. Em seguida, a bolsa com sangue
total foi centrifugada para obtencdo do
concentrado de hemacias que foi separado em
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sistema fechado para bolsa satélite (grupo 1) e em
sistema aberto para outra bolsa (grupo 2).

Foram realizadas analises laboratoriais, tais como,
taxa de hematdcrito, taxa de hemoglobina total,
taxa de hemoglobina no plasma, taxa de hemolise
e morfologia celular nos seguintes momentos: logo
apo6s a coleta (DO0), quatorze dias apés a coleta
(D14) e trinta e cinco dias apo6s a coleta (D35).

Em cada momento de avaliacéo foi retirado 2 mL
de sangue das bolsas dos grupos 1 e 2 para
realizacdo das analises.

A analise morfoldgica foi realizada no esfregaco
sanguineo corado com pandtico rapido (Laborclin).
O hematdcrito foi determinado com o auxilio do
analisador hematolégico (poch-100iV Diff). A
hemoglobina total foi determinada em 10 pL da
amostra de sangue de cada grupo diluido em 2,5
mL do reagente da hemoglobina (Drabkin -
Labtest ®), onde apds cinco minutos as amostras
foram analisadas através da reacao colorimétrica
de ponto final no analisador biogquimico
semiautomatico (BIO-200). Em seguida, as
amostras foram centrifugadas (Centerbio 80 2b)
por 3 minutos a 3500 rpm para obtengdo do
plasma. Foram pipetados 10 pyL de plasma e 2,5
mL do reagente da hemoglobina. Apds cinco
minutos, foi obtida a concentracdo da hemoglobina
do plasma no analisador bioquimico. Desta forma
a taxa de hemdlise foi determinada utilizando os
valores obtidos, através do calculo da férmula:

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

Apbs a coleta de todos os dados, a andlise
estatistica foi realizada através do calculo da
média e do erro-padréo da taxa de hemdlise para
cada grupo, em cada instante. Para comparar as
médias entre os grupos, foi aplicado o teste
estatistico  paramétrico  T-Student pareado
bilateral. Para comparar as médias entre o0s
instantes, foi aplicado o teste estatistico
paramétrico ANOVA de uma via, com posterior
teste de Tukey.

Resultados e Discusséao

As taxas de hemdlises dos grupos nos diferentes
momentos de coleta estdo apresentadas na
Tabela 1 e Figura 1.

Tabela 1 - Valores médios e desvios-padréo da
taxa de hemdlise dos grupos 1 e 2 nos
diferentes momentos de avaliacdo (DO, D14 e
D35).

Momento
G1(fechado) G2 (aberto)
DO 0,41 + 0,09 0,49 £ 0,13
D14 0,82+ 0,22 0,82+ 0,17
D35 1,42 + 0,20 1,59+0,21
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Figura 1 - Valores médios e desvios-padrao da
taxa de hemdlise dos grupos 1 e 2 nos
diferentes momentos de avaliacdo (DO, D14 e
D35).
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A Tabela 1 e Figura 1 apresentam as médias e
desvios-padrdo da taxa de hemdlise de cada
grupo, nos diferentes momentos de avaliacéo,
sendo possivel observar diferenca discreta ao
comparar os dois grupos.

Ao analisar cada grupo nos diferentes momentos
de avaliacdo, verifica-se diferenca significativa,
aumentando a taxa de hemdlise no decorrer do
tempo de armazenamento.

Apesar das taxas de hemdlise dos CH dos G1 e
G2 nédo terem diferenca estatisticamente
significativa, verifica-se maior hemolise nos CH
separados por sistema aberto (G2). Portanto, o
ideal é que as bolsas sejam aliquotadas pelo
sistema fechado (GIGER, 2010).

Ao analisar a taxa de hemolise nos diferentes
momentos dentro de cada grupo, foi possivel
observar diferenca significativa no G1 entre os
momentos DO e D35. No G2, houve diferencga entre
os momentos DO e D35, e entre D14 e D35.
Portanto, a separa¢do do CH pelo sistema aberto
promoveu elevacdo na taxa de hemdlise no
decorrer do tempo de armazenamento. Tal fato
pode ter ocorrido devido fatores no momento da
coleta, como dificuldade da puncado venosa, estase
do fluxo sanguineo, agitacdo do doador, entre
outros problemas pré-analiticos. Corroborando
com outros estudos, as amostras hemolisadas s&o
uma ocorréncia comum na pratica laboratorial,
embora tenha diminuido nos ultimos anos devido
a tecnologia e avang¢os na medicina transfusional.
Assim como relatado por MARCHI et al. (2019), a
hemolise verificada nos concentrados de
hemécias se elevou conforme o tempo de
estocagem.

Os valores de hemdlise verificados no D35 do G1
(1,41) e G2 (1,59) estéo acima da taxa maxima de
1% indicada nos padrdes humanos podendo
reduzir a eficacia da transfusao sanguinea e maior
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risco de reacdes transfusionais (FERREIRA et al.,
2018). Assim, o prazo de armazenamento ideal é
menor do que 35 dias. Esses achados mostram a
importdncia de um programa de controle de
qualidade para avaliar a hemélise em amostras
armazenadas por mais de 35 dias.

Rodrigues et al. (2020) verificaram o impacto da
estocagem do concentrado de hemécias na
gualidade de vida dos cées receptores. Apesar das
alteracdes hematolégicas, gasosas e bioquimicas
dos CH caninos durante o armazenamento,
relataram que a transfusao de CH estocado por até
21 dias elevou o hematécrito sem prejudicar os
caes.

Conclusao

A taxa de hemdlise é um fator de viabilidade dos
hemocomponentes. A hemélise do concentrado de
hemacias dos cé@es com separacdo aberta foi
discretamente maior do que a fechada. Ao analisar
cada grupo concluiu-se que, a separacdo do
concentrado de hemacias pelo sistema aberto
promoveu elevacdo crescente estatisticamente
significativa na taxa de hemolise no decorrer do
tempo de armazenamento, confirmando que o alto
tempo de estocagem prejudica a qualidade do
hemocomponente. No entanto, maiores estudos
sd0 necessarios para determinar outros fatores
gue influenciem a hemdlise durante o
armazenamento, além do periodo em que estas
amostras sanguineas ficam armazenadas.
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