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RESUMO

COSTA JUNIOR., Jair Duarte da, D.Sc. Universidade Federal de Vicosa, Maio
de 2010. AvaliagGes bioquimicas, hemogasométricas e morfologicas do
sangue canino conservado em bolsas CPD/SAG-M e CPD/SAG-M
acrescidas de fosfato dissédico Orientador: Claudio Cesar Fonseca. Co-
orientadores: José Dantas Ribeiro Filho e Tania Toledo de Oliveira.

H4 muitas décadas estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de melhorar
os parametros bioquimicos e hemogasométricos dos eritrocitos armazenados em
bolsas de transfusdo sanguinea. Embora ainda existam indicagdes para o uso do
sangue total, atualmente as bolas sdo centrifugadas e separando-se os
hemoderivados para a obtencdo principalmente do concentrado de eritrdcitos
(CE) e plasma. A viabilidade do CE conservado sob refrigeragdo estd na
dependéncia de diversos fatores dentre eles o anticoagulante e a solucdo
conservadora adicionada ao CE. Estudos tém demonstrado que a adicdo do
Fosfato Dissodico (FD) melhor conserva o pH, mantendo este em niveis mais
elevados o que age diretamente na manutencdo do Trifosfato de Adenosina
(ATP), componente envolvido na preservagdo da membrana plasmatica e
consequente manuteng¢ao do formato normal da célula, e do 2,3-Difosfoglicerato
(2,3-DPG@G), substancia responsavel pela liberacdo do oxigénio aos tecidos pela
hemoglobina. Foi Metodologia: Neste estudo foram observadas as alteragdes
bioquimicas ¢ hemogasométricas do CE conservado em bolsas CPD/SAG-M e
CPD/SAG-M acrescidas do FD. As bolsas foram avaliadas por 60 dias.
Resultados e Discussdo: observado que as médias do potdssio plasmatico
apresentaram menor crescimento no grupo tratado com o FD em comparacao ao
ndo tratado, inclusive demonstrando correlagdo inversamente proporcional ao
comportamento do pH para o qual se observou médias sempre superiores no
grupo acrescido do FD. Desta forma ¢ possivel constatar o melhor desempenho
das bolsas acrescidas do FD na manuten¢do da membrana plasmatica. Este dado
¢ confirmado pelo menor percentual de hemolise sofrido pelo CE conservado nas
bolas contendo o FD ao longo de todo o estudo. Os niveis constantemente
superiores do pH para as bolas acrescidas do FD denotam maior taxa de
recuperacdo do 2,3-DPG, que demonstrou médias superiores no grupo tratado
com o FD. Entretanto, no primeiro dia de conservagdo as médias do 2,3-DPG

estavam em zero, alcancando valores maximos ao 10° dia de conservagao,

viil



demonstrando a capacidade de produgdo do 2,3-DPG dos eritrdcitos caninos
mesmo durante o processo de conservagdo. Os eritrocitos conservados com o FD
apresentaram menores alteracdes morfologicas em comparacdo ao grupo nao
tratado, inclusive demonstrando correlagdo significativa com as variaveis
potassio e 2,3-DPG, permitindo presumir os valores médios destas variaveis
bioquimicas a partir da avaliagdo morfoldgica dos eritrocitos armazenados. Os
eritrocitos de ambos os grupos apresentaram aumento do didmetro médio ja no
primeiro dia do estudo, inclusive com médias superiores as encontradas nas
células in vivo. A partir de entdo passou a apresentar reducdo do diametro médio.
E possivel concluir que o acréscimo do FD as bolsas CPD/SAG-M aperfeicoam a
conservacdo dos eritrocitos em periodo méaximo de até 60 dias de

armazenamento.
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ABSTRACT

COSTA JUNIOR., Jair Duarte da, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, May
2010. Biochemical, hemogasometric and morphological assessments of
canine blood stored in bags CPD/SAG-M and CPD/SAG-M increased of
disodium phosphate. Advisor: Claudio Cesar Fonseca. Co-advisors: José
Dantas Ribeiro Filho and Téania Toledo de Oliveira.

For many decades, studies have been developed in order to improve the
biochemical and hemgasometric parameters of erythrocytes stored in bags of
blood transfusion. Although there are still indications for the use of total blood,
nowadays the balls are centrifuged and the blood components are separated to
obtain in the erythrocytes concentrations (EC) and plasma. The viability of EC
preserved by refrigeration is dependent on several factors. Among them the
anticoagulant and the preservative solution added to the EC. Studies have shown
that the addition of disodium phosphate (DP) preserves the pH in the best way,
keeping it at higher levels which acts directly on the maintenance of adenosine
triphosphate (ATP), a component involved in the preservation of the plasma
membrane and thereby maintaining the normal shape of the cell and 2,3-DPG
(2,3-DPG), a substance responsible for the release of oxygen to the tissues by
hemoglobin. Methodology: In this study it was observed the biochemical and
blood gas EC stored in CPD/SAG-M bags and CPD/SAG-M's added from DP.
The bags were evaluated for 60 days. Results and Discussion: It was observed
that the mediums of plasma potassium showed lower growth in the group treated
with DP compared to the untreated group, even showing inversely proportional
correlation to the behavior of pH in which it was observed averages always
higher in the group added with the DP. Thus the best performance of the bags
increased with DP in the maintenance of plasma membrane can be noticed. This
finding is confirmed by a lower percentage of hemolysis suffered by the EC
retained the balls containing the DP throughout the entire study. The consistently
higher pH levels for the balls added with the FD show a higher rate of 2,3-DPG
recovery, which showed higher average in the group treated with the DP.
However, in the first day of the storage, the averages of 2,3-DPG were at zero,
reaching maximum values at the 10th day of storage, demonstrating the capacity
of producing 2,3-DPG in the canine erythrocytes even during the conservation

process. The red cells preserved with DP showed lower morphological changes



compared to the untreated group, also demonstrating a significant correlation
with the potassium and 2,3-DPG variables, allowing to assume the average
values of these biochemical variables from the morphological evaluation of
stored erythrocytes. The erythrocytes of both groups showed an increase of the
average diameter in the first day of the study, also with higher averages than
those found in in vivo cells. From then it began to show reduction of the average
diameter. It was concluded that the addition of DP to the CPD/SAG-M bags
enhanced the preservation of erythrocyte up to the maximum period of 60 days of

storage.
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1. INTRODUCAO

Desde o desenvolvimento das técnicas de conservacao e de administracao
dos componentes sanguineos em humanos ja a partir de 1950, a terapia
transfusional tem se mostrado componente chave na recuperacdo de pacientes
com déficit de oxigena¢do, hemorragia macica, anemia aguda ou caréncia de
alguns dos componentes da coagulagao (LION, 2009, HESS, 2009).

Com o conhecimento das formas de separacdo dos hemoderivados, a
terapia com sangue total deixou de ser a melhor escolha para dar lugar ao uso dos
hemocomponentes, particularmente o concentrado de eritrécitos (CE). Com estes
procedimentos pode-se contemplar mais de um individuo a partir da mesma
unidade, onde pacientes com distirbios de coagulacdo ou falhas na oxigenagdo
receberdo apenas os hemoderivados necessarios ao seu tratamento
(CHIARAMONTE, 2004).

Com a coleta e centrifugacdo, o CE ¢ separado do plasma e ressuspendido
em solucdes que preservem as células com todos os seus componentes. A estes
compostos da-se o nome de solugdes aditivas (SA). A estocagem nestas solugdes
objetiva manter a viabilidade e fun¢do de cada constituinte sangiiineo, prevenir
alteracdes fisicas prejudiciais aos eritrocitos, manter a morfologia e consequente
capacidade de transitar pelos vasos capilares e carrear oxigénio aos tecidos
(AUTHEMENT et al., 1987).

A viabilidade do sangue armazenado estd na dependéncia do
anticoagulante, da temperatura de conservagdo, dos pardmetros bioquimicos,
hemogasométricos e, inclusive, da freqliéncia de homogeneizacdo durante o
armazenamento, além da técnica de coleta (WILLER & RIEDESEL, 1985;
AUTHEMENT et al., 1987; LOPES et al., 1995; HOGMAN et al, 2002). Ao
conjunto de alteragdes metabdlicas e morfoldgicas sofridas pelas células durante
o processo de conservacao da-se o nome de lesdes de conservacao (LC), e € hoje
o foco dos estudos que visam o perfeito armazenamento do sangue em bolsas de
transfusdo (HESS e BEYER, 2007).

No mercado atual existe uma série de SAs, dentre as quais no meio
veterinario as mais utilizadas sd3o a base de solugdes contendo citrato, fosfato,
dextrose e adenina (CPDA-1), que promovem a conservagao do sangue canino

por até 35 dias sob refrigeragdo (WARDROP, 1997). No entanto, estudos in vitro



téem demonstrado que a conservacdo do sangue canino em solucdes contendo
citrato, fosfato e dextrose em solucdo salina de glicose, adenina e manitol
(CPD/SAG-M) conservam melhor as caracteristicas de transporte de oxigé€nio e
manuten¢do da membrana plasmatica dos eritrocitos de cdes por até 41 dias sob
refrigeragao (COSTA JUNIOR et al., 2008). Estas caracteristicas também foram
encontradas em sangue humano conservado sob os mesmos parametros (LION et
al., 2009).

Com o envelhecimento dos eritrocitos durante a conservagao, ocorre
diminui¢do dos niveis intracitoplasmaticos do 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) e
da trifosfato de adenosina (ATP). A capacidade do sangue de liberar oxigénio
esta relacionada ao 2,3-DPG contido na heméacia de humanos ¢ de caes (BUNN,
1971). O decréscimo do 2,3-DPG ¢ acompanhado pelo aumento da afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio. Conseqiientemente, ird ocorrer uma menor oferta
deste gas para os tecidos. O principal fator envolvido na redugdo dos niveis do
2,3-DPG ¢ a queda do pH que ocorre durante o armazenamento. Esta redugdo do
pH estd intimamente relacionada com a temperatura, pois nestas condig¢des
havera redugdo da producdao de metabolitos na forma de sais pela célula com
melhor manutenc¢do dos niveis do 2,3-DPG (HESS et al., 2002).

O ATP ¢ um nucleotideo presente na célula. Este ¢ necessario no controle
do balanco eletrolitico pela bomba de s6dio e potdssio, na manutencao da forma
celular e além de possuir particular importancia na disponibilizagdo de energia
(SCOTT et al., 2005). Com a deplecao nos seus niveis, ocorrerdo alteracdes como
perda do formato normal e aumento da fragilidade da membrana, ocasionando
maior grau de hemolise, tanto durante a conservacdo como apds a sua
administracao no paciente (EISENBRANT e SMITH, 1973; GUYTON e HALL,
1997; HOGMAN et al., 2002; KURUP et al., 2003).

Segundo diversos trabalhos na area humana, a otimizagdo dos niveis do
pH durante o processo de conservacdo ¢ crucial na manutencdo das
caracteristicas eritrocitarias. O fosfato dissédico (FD) acrescido as SAs tem
demonstrado bons resultados, especialmente no que se refere a conservagao do
2,3-DPG e a manutengdo do ATP (HESS et al., 2002; BREMNER et al., 2002;
HOLME, 2005).

Com a redugdo do pH, ocorrerdo alteragdes que culminardo com a

redugdo da glicolise, e consequente diminui¢do da produgdao de ATP, além de



danos oxidativos que lesardo diretamente a membrana eritrocitaria promovendo
formacgdo de esferoequinocitos e posteriormente hemolise. Embora estes defeitos
sejam reversiveis apds a transfusdo no paciente, os niveis do ATP e
principalmente do 2,3-DPG, serdo totalmente recuperados somente 6 a 24 horas
apo6s transfusdo. Este periodo adicional de espera ¢ contraindicado em pacientes
criticos (HESS, 2009).

Estudos realizados por Kock et al. (2008) concluiram que pacientes
humanos submetidos a cirurgias cardiovasculares e que receberam sangue
conservado ha 20 dias, apresentaram maiores indices de reagdes pds-transfusao e
menores taxas de sobrevivéncia apds a cirurgia.

Tendo em vista as dificuldades em manter os estoques de um banco de
sangue veterinario e os raros estudos direcionados a conservacdo do sangue
canino, ¢ imperativo o desenvolvimento de novas técnicas de preservagdo do
sangue de cades sem comprometer a manutencao de seus parametros bioquimicos
e morfoldgicos. Além de prolongar o tempo de conservacdo, ¢ necessdria a
preservagdo dos componentes eritrocitarios a fim de oferecer um hemoderivado
que exerca prontamente a sua fungdo organica mantendo a conformagio celular,
carreando oxigénio aos tecidos € com o minimo de reacao pos-transfusao.

Este estudo propde o controle dos niveis do pH pela adicdo do FD as
solucdes aditivas do sangue canino centrifugado a fim de corrigir os déficits
metabolicos otimizando a regeneracdo do 2,3-DPG e melhorando os niveis de
ATP, afim de preservar as caracteristicas funcionais dos eritrocitos, bem como
manter as suas condicdes morfoldgicas possibilitando o oferecimento de um
material prontamente funcional ao organismo do receptor minimizando os riscos
das complicagdes pos-transfusdo sanguinea. Desta forma objetiva-se a
observagdao do comportamento das variaveis bioquimicas, hemogasométricas e
morfoldgicas do concentrado de eritrocitos conservado sob refrigeracdo em
bolsas contendo citrato, fosfato, dextrose em solucdo salina de adenina, glicose e
manitol acrescidas do fosfato dissoédico, bem como tragar uma relacdo entre as
variaveis bioquimicas e morfoldgicas de tal forma a se estimar os valores
bioquimicos pelo estudo morfoldgico dos eritrocitos conservados.

E possivel extrapolar os dados obtidos na conservagio do sangue canino
para melhorias no estudo da conservacdo do sangue humano devido as

semelhancas das tecnologias de armazenamento sangiiineo observadas na



medicina humana e medicina veterinaria. Com isto, aperfeicoar os protocolos de

conservagao dos bancos de sangue humano e veterinario.



2. REVISAO DE LITERATURA

Transfusdo ¢ a introdu¢do de sangue total ou de componentes sangiiineos
na corrente circulatoria de um receptor (FRIEL, 1981). Considerada componente
chave na moderna terapia intensiva, a hemoterapia da suporte as mais diversas
situacdes clinicas que necessitem da reposicdo de componentes hematologicos e
da melhoria no transporte de oxigénio aos tecidos (HESS, 2009).

A transfusdo de sangue ¢ uma forma de transplantacio (NUSBACHER,
1994) ou, segundo Brooks (1992), ¢ um transplante tecidual temporario. O
sangue, com todos os seus componentes, ¢ transferido de um doador para um
receptor para corrigir uma deficiéncia ou uma disfuncdo (KRISTENSEN e
FELDMAN, 1995). A transfusdo de sangue pode ser tutil em varias doengas
hematologicas, inclusive na perda aguda de sangue (LUBAS, 1996).

O valor terapéutico da transfusdo sanguinea para varias enfermidades ¢
amplamente reconhecido. De fato, transfusdes sanguineas tém a mesma
importancia dos agentes antimicrobianos, técnicas cirurgicas, oxigenioterapia,
anestesia e outros, como um grande fator na redu¢do da mortalidade dos animais
domésticos (THORNTON, 1968).

A administracdo de sangue total tem sido a terapia bdsica na clinica
médica de pequenos animais. Ela restaura e mantém niveis fisioldgicos da
volemia, corrigindo a oferta de oxigénio aos tecidos e, em determinadas
situagoes, restaura a hemostasia (PISCIOTTO, 1989; MORAIS et al., 2003). Para
Kristensen e Feldman (1997) a principal indicagdo do tratamento com sangue
total ¢ para aqueles pacientes que tenham perdido grande quantidade de sangue e
que tiveram a sua volemia reduzida em 25%. Desta forma, ¢ empregada em
carater de emergéncia, como medida para manter a vida do paciente. Os caes com
perda aguda de 30 a 40% do volume sanguineo poderdo exibir sinais de choque
hipovolémico como taquicardia, hipotensdo, tempo de enchimento capilar
aumentado e hipoxia tecidual (FELDMAN, 1981).

O uso dos componentes sanguineos separadamente, entretanto, ja possui
seus conceitos e técnicas bem conhecidos na medicina veterinaria. Suas
indicagdes vao desde a resolucdo de processos anémicos, anestesia,

restabelecimento do transporte de oxigénio em pacientes cardiopatas além de



reposicdo de componentes da coagulacio (CHIARAMONTE, 2004; LUCAS,
2004; MORALIS et al., 2003).

Um estudo retrospectivo a respeito do uso de plasma fresco congelado em
caes detectou multiplas indicagdes para sua administragdo, inclusive na reposicao
dos fatores de coagulacdo, o,-macroglobulina, imunoglobulina ¢ da albumina,
embora neste Ultimo caso exista a recomendag¢do de que ndo se deve utilizar
plasma fresco congelado como fonte desta proteina na expansao plasmatica ou no
suporte nutricional, pois célculos sugerem que seriam necessarios 45 ml de
plasma/kg para elevar em apenas 1g/dl a concentracdo de albumina plasmatica
(HOHENHAUS, 2007).

O sangue ou seus componentes podem ser usados logo apos a coleta ou
conservados entre 1 e 6°C, sendo que as plaquetas, em sangue total, ndo
sobrevivem a refrigeracdo, tornando-se invidveis 6 horas apds a coleta
(CHIARAMONTE, 2004). Quando o sangue que foi conservado ¢ transfundido,
supde-se que os eritrocitos estejam vidveis, ou seja, sem alteracdes funcionais,
morfologicas e bioquimicas (OU et al., 1975). Com isto, espera-se que o0s
eritrocitos desempenhem adequadamente as suas fungdes (EISENBRANDT e
SMITH, 1973).

A coleta em solucdes anticoagulantes objetiva manter a viabilidade e
fun¢do de cada constituinte sangiiineo; prevenir alteragdes fisicas prejudiciais aos
seus componentes e evitar a proliferagao bacteriana (AUTHEMENT et al., 1987).
A viabilidade do sangue estocado estd na dependéncia do anticoagulante, da
temperatura de conservacdo, dos pardmetros bioquimicos e, inclusive, da
freqiiéncia de homogeneiza¢do durante o armazenamento, além da técnica de
coleta (WILLER e RIEDESEL, 1985; AUTHEMENT et al., 1987; LOPES et al.,
1995; HOGMAN et al., 2002).

O primeiro relato da tentativa de conservar o sangue in vitro data de 1915,
quando Rous e Turner conseguiram preservar as c¢lulas vermelhas do sangue
humano por um periodo de quatro semanas utilizando uma solucdo
anticoagulante contendo citrato e glicose. Porém, esta solucdo nao passou pelo
processo de esterilizacdo, pois este causava a aglutinacdo dos carboidratos
contidos na solugcdo apds a autoclavagem, inviabilizando seu uso para a
conservagdao do sangue. Somente em 1943, Louit e colaboradores, adicionando

acido citrico ao composto de citrato e dextrose (ACD) contido nos frascos de



vidro, reduziram o pH da solucdao permitindo a autoclavagem da solu¢ao sem
danos estruturais aos carboidratos, possibilitando o seu uso na preservacdo do
sangue por 3 semanas com hemolise minima.

Posteriormente foi acrescida uma solugdo de fosfato para equilibrar o pH,
e solugdo de adenina na tentativa de fornecer substrato para a renovacao do
trifosfato de adenosina (ATP). Somente na década de 1960, entretanto houve
substitui¢do dos frascos de vidro pelas bolsas de pléstico e aprimoramento dos
compostos anticoagulantes chegando a solugdo de citrato, fosfato, dextrose e
adenina (CPDA-1) (HESS e BEYER, 2007). Atualmente este ¢ o composto mais
utilizado para a coleta e conservacao de sangue canino nos bancos de sangue
veterindrios (FELDMAN e SINK, 2007).

Subseqiientemente, na area médica, muitos trabalhos tém sido realizados
na tentativa de desenvolver meios para manter a integridade e a capacidade
funcional do sangue estocado por longos periodos. As solugdes aditivas (SAs)
sdo compostos que devem ser adicionados ao sangue total ou apds a
centrifugacdo e remocdo do plasma. As SAs evitam perda de nutrientes e
permitem extensdo do tempo de conservagdo dos componentes celulares
(HOLME, 2005).

Na tentativa de desenvolver melhores meios de conservacao do
concentrado de eritrocitos (CE), foi desenvolvido o sistema triplo, onde a bolsa
que recebera o sangue total estd presente o citrato, como anticoagulante, fosfato e
dextrose para controle do pH e energia respectivamente (CPD). Posteriormente a
bolsa contendo o sangue total coletado ¢ centrifugada obtendo-se o concentrado
de eritrécitos o qual serd transferido a bolsa secundaria contendo a solucdo
aditiva de glicose, adenina e manitol em solugdo salina. O citrato, além do efeito
anticoagulante e de ser facilmente metabolizado no organismo do receptor, serve
como um estabilizador da membrana eritrocitaria, efeito semelhante ao
desempenhado pelo manitol. O fosfato serve principalmente para o controle do
pH e de outros compostos intracelulares ¢ a adenina fornece substrato para a
fabrica¢dao de novo ATP (HESS e BEYER, 2007). Esta formulagdo ¢ denominada
CPD/SAG-M na Europa, enquanto que nos Estados Unidos recebe as
denominacdes de AS-1 a AS-5, dependendo da propor¢do de cada componente

(HESS, 2009).



O sangue humano pode ser conservado por até 35 dias em bolsas CPDA-1
(CHIN-YEE et al., 1997). Em adi¢dao Hess e Beyer (2007), afirmaram que, a
depender da SA acrescida ao sangue de humanos, este pode ser conservado por
até 49 dias.

Wardrop et al. (1994), relataram que o sangue canino armazenado em
bolsas CPDA-1, pode ser conservado sob refrigeracdo por um periodo de até 35
dias. Em estudo comparativo, foi observado melhor desempenho das bolsas
CPD/SAG-M em relacdo as bolsas CPDA-1 na conservagdo do sangue total de
caes, mantido refrigerado por até 41 dias (COSTA JUNIOR et al., 2008).

Adicionalmente a criagdo de novas SAs, houve o desenvolvimento de
novos recipientes onde o sangue ¢ armazenado. Atualmente o sangue ¢
depositado em bolsas plésticas constituidas por cloreto de polivinil (PVC)
recobertas com o plastico 2-diethylhexyl phthalate (DEHP) para evitar a hemdlise
pelo contato direto dos eritrocitos com o PVC. Este sistema, conhecido como PL
146, tem demonstrado ser efetivo na reducdo da hemolise e nas perdas dos
componentes citoplasmaticos pela membrana durante a estocagem (HESS e
GREENWALT, 2002; SCOTT et al.,, 2005). Além disto, o sistema possui
propriedades especiais de permeabilidade ao dioxido de carbono (CO;). Durante
armazenamento do sangue, a glicose consumida para produzir ATP gera uma
série de metabolitos, dentre eles o lactato e protons (Figura 1). Pela presenca da
anidrase carbonica (AC) dos eritrocitos, os acidos produzidos pelas reagdes
celulares sdo convertidos em agua ¢ CO,. Este gas difunde-se para fora da bolsa
prevenindo a reversdo da reagdo (HESS e GREENWALT, 2002). Segundo
Hogman et al. (2002), o plastico das bolsas ¢ permeével apenas ao CO,, sendo
pouco atravessado por outros gases o que torna-se benéfico as células sanguineas
pois, segundo Lion et al. (2009), o excesso de oxigénio intracelular gera estresse
oxidativo altamente danoso ao citoesqueleto celular, afetando diretamente a

flexibilidade do eritrocito.
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Figura 1: Via glicolitica (via de Embden-Meyerhof) e desvio de Rapoport-Leubering.
Este ultimo responsavel pela producdo do 2,3-DPG (Adaptado de HESS e
BEYER, 2007).

A viabilidade dos eritrocitos € fator limitante, influenciada pelo processo
de conservacdo do sangue e de uma variedade de alteracdes fisicas e bioquimicas
ocorridas no interior da bolsa, o qual sdo denominadas lesdes da conservacao
(LC) do sangue ou lesdes de armazenamento. Estas LCs incluem reducdo do 2,3-
DPG, que aumentara a afinidade ao oxigénio pela hemoglobina, do ATP,
culminando na mudanca no formato celular passando de eritrocitos biconcavos a
esferoequinocitos, perda da integridade da membrana por rearranjo dos
carboidratos e/ou injurias oxidativas da membrana lipidica, que aumentara a
aderéncia eritrocitaria ao endotélio vascular apds a transfusdo. Todas estas
caracteristicas afetam a viabilidade e funcdo dos eritrocitos, contribuindo para a
diminui¢do do tempo de sobrevida apods a transfusdo (WARDROP et al., 1994;
HESS, 2009).

A capacidade do sangue em liberar oxigénio estd relacionada ao 2,3-

difosfoglicerato (2,3-DPG) contido na hemdcia de humanos e cdes (BUNN,



1971) e produzido pelo desvio Rapoport-Leubering da via glicolitica (Figura 1)
(HESS e BEYER, 2007). O decréscimo do 2,3-DPG ¢ acompanhado pelo
aumento da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio. Conseqiientemente, ira
ocorrer menor oferta de oxigénio para os tecidos. O principal fator envolvido na
reduc¢do dos niveis do 2,3-DPG ¢ a queda do pH que ocorre durante o processo de
armazenamento do sangue (HOGMAN et al., 2002; KURUP et al., 2003) e pelo
aumento na taxa de degradagdo do 2,3-DPG no interior das células (CHO et al.,
2008). Este processo ¢ minimizado com o aumento dos niveis do fosfato
intracelular (Pi), pois existe forte relagdo entre o Pi e o 2,3-DPG onde o Pi
aumentaria a concentracao de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
uma vez que o Pi eleva a concentragdo do 1,3-difosfoglicerato (1,3-DPQG),
considerado o precursor do 2,3-DPG (BREMNER, 2002). Em contrapartida,
concentragdes menores de Pi ou aumento nos niveis de protons (ions H')
oriundos do metabolismo das células armazenadas inibem a produgdo do 2,3-
DPG (HESS e BEYER, 2007), inclusive por bloquearem a via Rapoport-
Leubering (Figura 1), através da qual ¢ produzido o 2,3-DPG (HESS e BEYER,
2007).

Em estudos com sangue humano, Hess et al. (2002) observaram que a
adi¢do de fosfato dissodico (FD) as SAs propicia melhor manutengdo do pH se
comparado ao fosfato monossédico (FM), potencializando a conservagdo de
diferentes compostos intracelulares, reduzindo os danos sofridos pelos eritrocitos
e permitindo ampliagdo do periodo de conservacao do sangue armazenado. Os
compostos contendo FD j& possuem permissdo para uso em solugdes
conservadoras para bancos de sangue nos Estados Unidos e Europa (HESS et al,
2000).

Com o decréscimo do pH durante a estocagem do sangue causado pelo
aumento das concentracdes do acido lactico e acaimulo de CO, (HOLME, 2005),
associado a natural reducdo da glicolise pelas baixas temperaturas, ocorrera falha
na manuten¢do do ATP. Com isto existe menor disponibilidade de energia para a
reciclagem do 2,3-DPG (LION et al., 2009). Além disto, Cho et al. (2008)
demonstraram que, embora o mecanismo ainda ndo tenha sido esclarecido, a 2,3-
DPG fosfatase, a enzima responsavel pela degradacdo do 2,3-DPG, continua

ativa em baixas temperaturas, sendo uma das causas da reducdo deste

10



componente no interior das bolsas durante o processo de armazenamento do
sangue.

Em humanos, o pH de 7,35 ¢ tido como 6timo para a produgdo do 2,3-
DPG no organismo (KURUP et al., 2003; HESS e BEYER, 2007). Hess ¢
Greenwalt (2002) afirmaram que o pH de 6,2 representa o limite minimo em que
a célula continua a metabolizar o 2,3-DPG no sangue estocado. Segundo
D’Almeida et al. (2000), em estudos realizados com sangue humano e de ratos,
os niveis do 2,3-DPG declinam cerca de 17% e 18% respectivamente, ja na
primeira semana de armazenamento em bolsas CPDA-1. Em um estudo
comparativo de conservagdo de sangue canino em bolsas CPDA-1 ¢ CPD/SAG-
M, entretanto, observou-se que, a despeito do pH inferior a 7, houve produgao do
2,3-DPG ao fim de sete dias de armazenamento, decaindo seus niveis a partir
deste periodo (COSTA JUNIOR et al., 2008).

Apos serem infundidos no paciente, os eritrocitos que foram mantidos em
solucdes conservadoras tém a capacidade de retornar a sintese do 2,3-DPG. Esta
recuperacdo acontece em até 50% entre a primeira e a quinta hora apos a
transfusdo (SCOTT et al., 2005; LION et al., 2009). Entretanto, para que haja
recuperagao total dos niveis do 2,3-DPG, sdo necessarias 24 a 48 horas apos a
infusdo sangiiinea no receptor (LION et al., 2009). Por isso, o uso de sangue
armazenado por muito tempo em pacientes criticos deve ser repensado, pois este
material ndo transportard adequadamente oxigénio para os tecidos, sendo
necessarias multiplas transfusdes (WARDROP et al., 1994; SCOTT et al., 2005).
Além disto, segundo Kristensen e Feldman (1997), em pacientes enfermos o
tempo de recuperagdo do 2,3-DPG ¢ superior ao periodo mencionado de 24 a 48
horas.

Lion et al. (2009), relataram que pacientes humanos que receberam
concentrado de eritrocitos com baixos niveis de 2,3-DPG, ATP e maiores indices
percentuais de hemdlise, apresentaram menor taxa de sobrevivéncia ou maiores
reagoes pos-transfusao.

Para Althement e colaboradores (1986), o sangue canino pode ser
armazenado por até 35 dias em bolsas CPDA-1 e até 21 dias em bolsas contendo
acido citrico, citrato e dextrose (ACD). Esta informacdo ndo ¢ totalmente
confirmada por Wardrop e colaboradores (1994), quando explicaram que apos o

periodo de 21 dias, os niveis do 2,3-DPG reduzem. Mesmo sendo as células
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capazes de renovar o 2,3-DPG ap0s transfusdao no paciente, este processo levaria
em torno de 24 horas, o que impossibilita seu uso em pacientes criticos que
necessitam de imediata melhora na taxa de oxigenagdo. Por esta razdo,
Kristensen e Feldman (1997) recomendaram o uso de sangue canino armazenado
por até 14 a 21 dias ou sangue fresco.

O trifosfato de adenosina (ATP) ¢ um nucleotideo presente na célula. Este
¢ necessario no controle do balango eletrolitico pela bomba de sddio e potassio,
na manuten¢do da forma celular e além de possuir particular importancia na
disponibilizagdo de energia (SCOTT et al., 2005). Com a deple¢do nos seus
niveis, ocorrerao alteragdes como perda do formato normal e aumento da
fragilidade da membrana, ocasionando maior grau de hemdlise, tanto durante a
conservagdo como apds a sua administracdo no paciente (EISENBRANT e
SMITH, 1973; GUYTON e HALL, 1997; HOGMAN et al., 2002; KURUP et al.,
2003).

Considera-se que a integracdo pH e ATP estd intimamente relacionada
com a manuten¢do do 2,3-DPG, pois a célula necessita de energia para a
manuten¢do dos seus niveis normais, de tal forma que existe um consumo basal
para a manutencao do 2,3-DPG (SCOTT et al. , 2005). Entretanto, com a reducao
do pH causado pela producao de 4cido lactico e CO,, havera redugdo da glicolise
e consequente diminui¢cdo da producdo de ATP, particularmente pela inativacao
das enzimas hexoquinase e a fosfofrutoquinase, substancias que participam da via
glicolitica e que geram energia na forma de ATP (HOGMAN et al., 2002;
HOLME, 2005). Além disto, a propria reducdo do pH leva ao bloqueio da via
Rapoport-Leubering, responsavel pela producao do 2,3-DPG (HESS e BEYER,
2007).

Concentragdes excessivas de CO, devem ser controladas, pois este gas
compete com o 2,3-DPG pelo sitio de ligacdo na hemoglobina. Quando o 2,3-
DPG nio esta ligado a esta proteina, fica sujeito a degradagio (HOGMAN et al.,
2002).

A avaliacao do lactato, normalmente produzido em condig¢des de hipodxia,
também ¢ relevante referéncia para a observacdo da taxa de glicolise. Esse
fenomeno promove redug¢do do pH, consequentemente reduzindo a capacidade de

regeneragdo do 2,3-DPG (HESS et al., 2002).
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O potéssio ¢ um ion presente principalmente no fliido intracelular (FIC).
No organismo, apenas 2% do potassio orginico estd presente no flaido
extracelular (FEC). J& o s6dio apresenta maiores concentragdes no FEC. Este
equilibrio ¢ mantido principalmente pela “bomba de sodio-potassio” da
membrana plasmatica que ¢ diretamente afetada pela reducao do pH, levando a
migracdo do potassio contido no FIC para o FEC (MEYER et al., 1995; BUSH,
2004). Em baixas temperaturas a bomba de sédio e potassio apresenta
consideravel redu¢do na sua fun¢do levando ao decréscimo dos niveis citosélicos
de potéssio enquanto aumenta o influxo de so6dio, o que em humanos leva a um
crescimento nas taxas do potassio extracelular de 1 mEqg/l/dia (LION et al.,
2009). Entretanto, Kerr (2003) e Korte e Verhoeven (2004), afirmaram que em
cdes os niveis intracelulares do potassio sdo menores quando comparado com
outras espécies. Por isso, Costa Junior et al. (2008) ndo encontraram valores do
potassio plasmatico superiores a duas vezes aos niveis iniciais no fim de 41 dias
de conservagao do sangue total canino conservado em bolsas CPD/SAG-M. Isto
representa que o sangue canino armazenado possui menores indices eritrocitarios
de potassio quando comparado a outras espécies, representando um produto
menos danoso ao organismo, especialmente sob o ponto de vista eletrolitico.

Ap6s a transfusdo do sangue no paciente humano, as células sdo capazes
de restaurar o gradiente de concentra¢do dos ions potassio e sodio (KORTE e
VERHOEVEN, 2004), embora Lion et al. (2009) tenham afirmado que as
alteracoes na membrana celular de humanos sao melhor revertidas se o
concentrado de eritrocitos ndo ultrapassar 14 dias de conservagao.

Um eritrécito canino normal, que possui diametro médio de 7um, exerce
a fungdo basica de transporte de oxigé€nio aos tecidos. Para tal ¢ necessario
manutencao ideal das caracteristicas de forma e flexibilidade da célula. Isto influi
na preservacdo das proteinas de membrana e do citoesqueleto (THRALL, 2007).

A mais notavel alteracdo morfologica percebida nos eritrdcitos
armazenados ¢ a formagdo de esferdcitos e equinodcitos ja nos primeiros
momentos do processo de conservagdo do sangue (HESS e GREENWALT,
2002). Como muitas células apresentam ambas as caracteristicas, estas podem ser
denominadas de esferoequindcitos. Em muitos casos, estas alteragdes sao
reversiveis apenas com a ressuspensao destas células em plasma fresco, com

concomitante recuperacao do ATP e do 2,3-DPG (BAIN, 2006; HESS, 2009).
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Sparrow et al. (2007) relataram ndo haver diferencas morfoldgicas no
decorrer do periodo de estocagem dos eritrocitos. Desta forma, as alteragdes
morfoldgicas observadas nos primeiros dias de estocagem sdo numericamente
semelhantes as observadas ao fim de 41 dias de armazenamento. Entretanto, Lion
et al. (2009) observaram aumento significativo na formacdo de projecdes da
membrana plasmatica, denominadas microvesiculas, dos eritrocitos armazenados
no mesmo periodo.

Diversos fatores levam as alteracdes morfologicas da célula. Para Lion et
al. (2009) mudangas na membrana por danos oxidativos a propria hemoglobina,
influxo de célcio, pH e a redu¢ao do ATP sdo grandes responsaveis pela mudanca
na conformacdo e deterioracdo, algumas vezes irreversivel, da membrana
plasmatica. Ja& Bain (2006) acrescentam que, com a acdo das enzimas
inflamatorias liberadas pelos leucocitos e plaquetas presentes no interior das
bolsas, ocorrerdao lesdes da membrana plasmatica com consequente exposi¢ao de
componentes internos da membrana bilipidica, possibilitando a ligacdo a
imunoglobulinas que culminardo em alteragdes na conformagdo e elasticidade
normal dos eritrécitos.

Lang et al. (2003) afirmaram que uma das primeiras alteragdes sofridas
pela célula ¢ a perda da capacidade de regulacdo dos canais i0Onicos, com
conseqiiente entrada de ions calcio (Ca") no interior da célula. Isto se d4 por uma
série de substancias liberadas no interior das bolsas, algumas delas oriundas de
prostaglandinas ativadas que levam a liberacao do fator de ativacao plaquetario
gerando uma série de reacdes que irdo culminar na desorganizagdo da membrana
plasmatica, aumentando a expressdo da fosfatidilserina e permitindo o influxo
excessivo de Ca’. Esse ira ativar a calpaina, enzima que degrada a espectrina e
conseqiientemente o citoesqueleto. Além disto, o excesso de Ca’ aumenta
diretamente a atividade da transglutaminase 2 (TG2) que, por reagdo cruzada,
degrada o citoesqueleto. A combinacdo da ac¢do da calpaina e da TG2 sdo grandes
responsaveis pela reducdo da elasticidade do citoesqueleto e deformidade celular
(LANG et al. 2003; BAIN, 2006; Lion et al., 2009).

Os eritrocitos estdo constantemente expostos ao estresse oxidativo. Com o
influxo de oxigénio (O,), h4 a formac¢ao de metahemoglobina (met-Hb) que em
condi¢des normais € reciclada em hemoglobina pela metahemoglobina redutase.

Porém, este mecanismo necessita de energia na forma de ATP, sendo assim,
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situagdes com baixos niveis de ATP culminardo na formacdo de hemoglobina
desnaturada que se ligard as proteinas internas da membrana plasmatica e a
espectrina, formando hemicromos que alteram o citoesqueleto aumentando a
rigidez celular e formando estruturas espiculares (equindcitos) e microvesiculas
(BAIN, 2006; KRIEBARDIS et al., 2006; HESS, 2009; LION, et al., 2009).

Durante o periodo de conservacdo ocorre o rompimento destas espiculas
ou microvesiculas promovendo a liberagdo de material citosolico e hemoglobina
(HESS, 2009). Com a ruptura das microvesiculas, ocorre também a exposicao da
fosfatidilserina que normalmente se localiza na face interna da membrana. A
expressao excessiva deste componente expoe a célula a agdo de imunoglobulinas
que causardo danos a membrana promovendo a perda de fragmentos desta e saida
de maiores quantidades de material citoplasmatico (BAIN, 2006; HESS, 2009).
No paciente, este mecanismo tem levado a reagdes inflamatorias e trombdticas
(LION et al., 20009).

Korte e Verhoeven (2004) relataram que as solugdes presentes nas bolsas
sdo capazes de promover edemaciagao das células, com conseqiiente aumento em
seu volume. Esta afirmacdo ¢ confirmada por Lion et al. (2009), quando
afirmaram que em baixas temperaturas a bomba de sodio e potdssio apresenta
reducdo na sua fun¢do permitindo a saida de potassio e entrada de sddio. Desta
forma ¢ plausivel pensar que, a principio, haja maior influxo de dgua na célula,
promovendo o aumento do didmetro eritrocitario. Entretanto, com o transcorrer
do periodo de conservagao ocorrera a formagao das estruturas espiculares e
microvesiculas que serdo rompidas liberando material citoplasmatico o que
poderia explicar a reducdo do didmetro sofrido pelos eritrocitos ao fim da
conservagao (BAIN, 2006; HESS, 2009).

A manutencdo das caracteristicas morfoldgicas € importante, pois
eritrocitos desnaturados, com perda do formato normal ou com redugdo de sua
elasticidade serdo rapidamente removidos da circulagdo pelo sistema monocitico
fagocitario (SMF), representado principalmente pelos macroéfagos do organismo
receptor, além de desencadear reagdes trombogénicas importantes

(GREENWALT, 2006).
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3. AVALIACAO BIOQUIMICA E HEMOGASOMETRICA DO
SANGUE CANINO CONSERVADO EM BOLSAS CPD/SAG-M
CPD/SAG-M ACRESCIDAS DE FOSFATO DISSODICO

3.1 Introducgéo

O primeiro relato da tentativa de conservar o sangue in vitro data de 1915,
quando Rous e Turner conseguiram preservar as células vermelhas do sangue
humano, por um periodo de quatro semanas, utilizando uma solucdo
anticoagulante de citrato e glicose. Porém somente em 1943, Louit e
colaboradores, adicionando acido citrico ao composto de citrato e dextrose
(ACD) contido nos frascos de vidro, reduziram o pH da solug¢do permitindo que
esta pudesse ser autoclavada sem danos estruturais aos carboidratos,
possibilitando o seu uso na preservacao do sangue por 3 semanas com hemolise
minima.

Na década de 60 do século passado foi criado o sistema que ¢ utilizado até
os dias atuais, que consiste de recipientes plasticos compostos por cloreto de
polivinil (PVC) recobertos com o plastico 2-diethylhexyl phthalate (DEHP)
(HESS e GREENWALT, 2002; SCOTT et al., 2005)

Como constituinte das bolsas de transfusdo podem-se encontrar inimeras
formulagdes, mas os principais exemplos sdo as solugdes de citrato como
anticoagulante, um tampao a base de fosfato, dextrose e adenina (CPDA-1)
(FELDMAN e SINK, 2007); ou bolsas primdrias contendo citrato, fosfato e
dextrose onde apds centrifugacdo o concentrado de eritrécitos (CE) sera
transferido para a bolsa satélite contendo solugdo aditiva (SA) composta de
adenina, glicose e manitol. Esta formulacdo ¢ chamada de CPD/SAG-M na
Europa, enquanto que nos Estados Unidos recebe as denominagdes de AS-1 a
AS-5, dependendo da propor¢ao de cada componente (HESS, 2009).

Wardrop et al. (1994) afirmaram que o sangue canino armazenado em
bolsas CPDA-1 pode ser conservado sob refrigeracdo por um periodo de até 35
dias com preservacdo da capacidade de transporte de oxigénio e do formato
eritrocitario. No entanto, um estudo comparativo observou melhor desempenho
das bolsas CPD/SAG-M em relacdo as bolsas CPDA-1, especialmente no que se

refere a capacidade de transporte de oxigénio e preservacdo da membrana
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plasmatica do sangue total canino refrigerado por até 41 dias (COSTA JUNIOR
et al., 2008).

Subseqiientemente na area médica humana, muitos trabalhos tém sido
realizados na tentativa de se desenvolver meios para manter a integridade ¢ a
capacidade funcional do sangue estocado por longos periodos. As solucdes
aditivas (SA) sdo compostos que devem ser adicionados ao sangue total ou apds a
centrifugacdo e remog¢ao do plasma, elas evitam a perda de nutrientes e permitem
a extensdo do tempo de conservacao dos componentes celulares (HOLME, 2005).

Em estudos com sangue humano, Hess et al. (2002) observaram que a
adicao de fosfato dissédico (FD) as SAs propicia manutencao de maiores niveis
do pH comparado ao fosfato monossddico (FM), comumente encontrado nas
formulagdes comerciais, potencializando a conservacdo de diferentes
componentes intracelulares, reduzindo os danos sofridos pelos eritrocitos e
permitindo a ampliacdo do periodo de conservagdo do sangue armazenado. Os
compostos contendo FD j& possuem permissdo para uso em solugdes
conservadoras para bancos de sangue nos Estados Unidos e Europa (HESS et al,
2000a).

O acuamulo de lactato e CO,, associado a reducao da glicolise, natural em
baixas temperaturas, promovera reducao do pH, gerando falhas na manutengao
dos niveis do trifosfato de adenosina (ATP), nucleotideo envolvido no equilibrio
eletrolitico pela bomba de so6dio e potassio, na manutengdo da forma celular e
aumento da flexibilidade eritrocitaria (SCOTT et al., 2005; LION et al., 2009).

A capacidade do sangue em liberar oxigénio estd relacionada ao 2,3-
difosfoglicerato (2,3-DPG) contido nos eritrécitos de humanos e caes (BUNN,
1971). O principal fator envolvido na redugdo dos niveis do 2,3-DPG ¢ a queda
do pH que ocorre durante o processo de armazenamento do sangue (HOGMAN
et al., 2002; KURUP et al., 2003; HESS e BEYER, 2007) e pelo aumento na taxa
de degradagdo do 2,3-DPG no interior das células (CHO et al. 2008).

Embora os eritrocitos possuam capacidade de regenerar os niveis de ATP
e 2,3-DPG apos ressuspensao em plasma fresco, esta recuperagdo acontece em
até 50% entre a primeira e a quinta hora ap6s a transfusdo no paciente (SCOTT et
al., 2005; LION et al., 2009). Entretanto, para que haja recuperagdo total dos
valores do 2,3-DPG, sdo necessarias 24 a 48 horas apods a infusdo sangiiinea no

paciente (LION et al., 2009). Devido a isto, Wardrop e colaboradores (1994)
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contraindicam o uso de sangue canino conservado em bolsas CPDA-1 por mais
de 21 dias, pois os niveis do 2,3-DPG estdo baixos o que elevaria a afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio dificultando a liberacdo deste géds para os tecidos e
impossibilitando seu uso em pacientes criticos que necessitam de imediata
melhora na taxa de oxigenagao tecidual. Por esta razdo, Kristensen e Feldman
(1997) recomendam o uso de sangue canino armazenado em bolsas CPDA-1 por
até 14 a 21 dias ou sangue fresco.

Lion et al. (2009) relataram que em pacientes humanos que receberam
concentrado de eritrocitos com baixos niveis de 2,3-DPG, ATP e maiores indices
percentuais de hemolise, apresentaram menor taxa de sobrevivéncia ou maiores
reacOes transfusionais. Estes dados corroboram os encontrados por Kock et al.
(2008) quando afirmaram que pacientes que receberam CE armazenados a mais
de duas semanas apresentaram aumento significativo dos riscos de apresentarem
complicagdes pos-operatorias.

Em baixas temperaturas, a bomba de sodio e potdssio dos eritrocitos
humanos apresenta consideravel reducdo da funcdo elevando os niveis do
potassio plasmatico a uma taxa de 1 mEq/l/dia (Lion et al., 2009). Entretanto,
Costa Junior e colaboradores (2008) nao encontraram valores de potassio
plasmatico superiores a duas vezes os niveis iniciais ao fim de 41 dias de
conservagao do sangue total canino conservado em bolsas CPD/SAG-M.

Objetiva-se com este estudo avaliar os parametros bioquimicos e
hemogasométricos do concentrado de eritrocitos canino conservado em bolsas
CPD/SAG-M acrescidas com fosfato dissdédico ao longo de 60 dias de

refrigeracao.

3.2 Material e Métodos
O projeto foi submetido e aprovado pela Comissio de Etica do
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa (protocolo n°

69/2007).

3.2.1 Localizagao dos Procedimentos
A coleta e armazenamento do sangue canino foi realizado no Hospital
Veterinario do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa

(UFV) — Vigcosa (MG). A centrifugacdo das bolsas para a obtencdo do
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Concentrado de Eritrocitos (CE) foi realizada na Fundacao Centro de
Hematologia e Hemoterapia de Minas Gerais (HEMOMINAS), no ntcleo
regional de Ponte Nova — Vigosa (MG). Os exames laboratoriais foram realizados
nos Laboratoérios de Analises Clinicas HEMOLAB e do Hospital Veterinario da
UFV, no laboratério de BIOFARMACOS vinculado ao Departamento de
Bioquimica da UFV, e no Laboratoério de Quimica Analitica do Departamento de

Quimica da UFV.

3.2.2 Coleta das Amostras

Foi utilizado sangue de seis caes adultos, machos, ndo castrados sendo
dois da raca Pit Bull, dois Rottweilers e dois Labradores. Os animais possuiam
peso superior a 30 kg, de comportamento docil, em boas condigdes de satde,
verificados pelo exame fisico, hemograma, pesquisa de hematozoarios e
parasitologico de fezes. Esses animais tinham hematocrito superior a 40% e de
proprietarios residentes na cidade de Vigosa (MG).

O procedimento de coleta foi realizado na Sala de Fluidoterapia do
Hospital Veterindrio, sobre uma mesa de ago inoxidavel, posicionando os caes
em decubito lateral.

A contencao foi manual e executada por dois auxiliares. A venipung¢ao foi
feita na veia jugular, posicionando a agulha caudocranialmente, apds a depilagdo
e anti-sepsia com solugdo de alcool 70%.

O sangue foi coletado em bolsas CPD/SAG-M' ¢ centrifugados a 5186 G
por 5 minutos para a obtencdo do concentrado de eritrocitos (CE). Apos
centrifugacdo o CE foi transferido para a bolsa satélite onde continha a solucao
aditiva (SA) de adenina, glicose e manitol em solucdo salina. Posteriormente a
transferéncia, o conteudo desta bolsa foi dividido em duas outras bolsas de tal
forma que ambas possuiam a mesma quantidade de CE em solugdo aditiva,
atestada pelo peso e numeradas de acordo com o animal doador. Com isto
obteve-se de cada animal duas bolsas com CE.

Apo0s os procedimentos anteriores, a uma das bolsas de cada animal foi
adicionada solucao de fosfato dissédico conforme a Tabela 1, de tal forma que

esta, apds diluicdo ao volume pré-existente no interior da bolsa, apresentasse ao

! Bolsas plasticas triplas, para coleta de sangue — Fresenius hemocare.
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final da mistura, a concentra¢ao de 27 mmol/l de Na,HPO4 ¢ 9 mmol/l de NaCl

para equilibrio osmético evitando a lise eritrocitaria.

Tabela 1: Composi¢do das solugdes aditivas (SAs) a serem acrescidos nas bolsas satélites, e
determinagdo dos grupos de acordo com a concentragdo do fosfato dissodico

(Na,HPO,)
Grupos Adigdo do Na,HPO, Adigdo de NaCl Volume total do aditivo
(mmol/l) (mmol/l) (ml)
1 0 0 0
2 54 18 50

Apo6s a adicdo da solucdo de Fosfato Dissédico, as bolsas foram
devidamente identificadas de acordo com a Tabela 2 e conduzidas a refrigeracao de

4a8 C.

Tabela 2. Identificacdo das bolsas e separagdo nos Grupos 1 e 2.

Bolsas Animal Composicdo das Bolsas Grupo
Al A CPD/SAG-M 1
Bl B CPD/SAG-M 1
Cl C CPD/SAG-M 1
D1 D CPD/SAG-M 1
El E CPD/SAG-M 1
F1 F CPD/SAG-M 1
A2 A CPD/SAG-M com fosfato dissodico 2
B2 B CPD/SAG-M com fosfato dissddico 2
C2 C CPD/SAG-M com fosfato dissddico 2
D2 D CPD/SAG-M com fosfato dissodico 2
E2 E CPD/SAG-M com fosfato dissodico 2
F2 F CPD/SAG-M com fosfato dissddico 2

3.2.3 Dias das Avaliacdes Laboratoriais

As avaliagdes laboratoriais, morfologicas e morfométricas do sangue
contido nas bolsas foram realizadas em sete dias diferentes, com intervalos de 10
dias entres estes, iniciando imediatamente apo6s a centrifugagdo ¢ adicdo do

Fosfato Dissodico as bolsas do grupo 2.

3.2.4 Avaliacéo Laboratorial

Antes da avaliacdo das amostras, foi realizada a homogeneizacdo do
sangue contido nas bolsas, seguida da retirada asséptica e em ambiente de capela
de 15 ml de sangue para a mensuracao das varidveis bioquimicas.

Foi coletada amostra para mensuragdo do 2,3-DPG, glicose plasmatica,
potéssio plasmatico, hemoglobina e hematdcrito para o calculo do percentual de

hemolise, lactato e gasometria para obtengao do pH, pO,, pCO2 e bicarbonato.
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Para a avaliacdo do 2,3- Difosfoglicerato (2,3-DPG) foram utilizados 5 ml
do sangue retirado das bolsas de ambos os grupos e centrifugado para a obtencao
de ImL de concentrado de eritrocitos. A partir dai, as amostras foram submetidas
a desproteinizagdo pelo acido perclorico 0,6 M e neutralizadas com carbonato de
potassio 2,5 M. Na seqiiéncia foi realizada a centrifugacdo para separar o
sobrenadante utilizado nas reacdes bioquimicas que determinaram os valores do
2,3-DPG. Foi utilizado o Kit comercial para analise do 2,3-DPG* por
espectrofotometria em luz ultravioleta.

Considerando que foi adicionado um volume extra de 50 ml de solucao de
fosfato dissodico no grupo 2, os valores do 2,3-DPG para ambos os grupos foram
corrigidos pelo hematdcrito obedecendo a seguinte formula:

2,3-DPGcorrigido)= 2,3-DPGeituray X 100 / Ht

2,3-DPGcomigido) = 2,3-Difosfoglicerato corrigido
2,3-DPGieitura) = 2,3-Difosfoglicerato encontrado na leitura

Ht = Hematdcrito

Para as mensuracdes da glicose e do lactato, foi utilizado o sobrenadante
(plasma) oriundo da centrifugacdo do sangue para os testes do 2,3-DPG. A
glicose ¢ o lactato foram mensurados pelo kit enzimatico Ultravioleta’® em
aparelho bioquimico automatico”.

Para as medi¢des do potdssio plasmdtico, foi realizada a leitura em
aparelho de fotometria de chama’. Para a calibragdo do aparelho foi utilizado o
padrdo®, cuja concentragio do potassio era de 5 mEq/l. Considerando que foi
adicionado um volume extra de 50 mL de solucao de fosfato dissodico, os valores
do potéssio para ambos os grupos foram corrigidos pelo hematocrito obedecendo
a seguinte formula:

K (corrigido)= Keituray X 100 / Ht

K corrigido) = Potassio corrigido
K{ieitura) = Potéssio encontrado na leitura

Ht = Hematdcrito

Para andlise do percentual de hemolise (% hemolise) foi mensurada a

hemoglobina livre e total através do kit enzimatico comercial com leitura por

2 Roche Diagnostics — Germany / 30 determinagdes — UV.

3 Glicose e Lactato Enzimaticos — BIOCLIN.

* Aparelho bioquimico automatico ALISE.

> Fotdmetro de Chama Micronel — B 462.

6 Padrio para analise de Sodio e Potassio por Fotometria de Chama — Laboratério CELM.
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espectrofotometria colorimétrica’, e a mensuragdo do hematdcrito pela técnica do
microematdcrito. Os dados foram submetidos a formula de percentual de
hemolise segundo Wardrop et al. (1997):

% hemolise = (100 — Ht) x Hb livre / Hb total

Ht = Hematocrito
Hb livre = Hemoglobina livre (g/dl)
Hb total = Hemoglobina total (g/dl)

A medi¢do da proteina total se deu retirando 50 pL do plasma a partir das
aliquotas retiradas das bolsas de ambos os grupos e lidas em aparelho de
Refratometria®.

As mensuragdes do pH, da pressdo parcial de oxigénio (pO,), pressao
parcial de didéxido de carbono (pCO,) e bicarbonato (HCOs") foram realizadas

através de aparelho de hemogasometria’.

3.25 Analise Estatistica

A avaliacdo estatistica foi realizada ao termino da coleta dos dados
experimentais e analisada através do programa estatistico SAEG', utilizando-se
para os dados paramétricos a andlise de variancia (ANOVA). Posteriormente os
dados que passaram pelas premissas da analise de variancia, foram submetidos ao
teste de Tukey, com grau de significancia de 5% (p<0,05), que avaliou o
comportamento das variaveis no decorrer do tempo. Exceto para a andlise do
lactato, onde preconizou-se significancia de 10% (p<0,1).

Para a comparagdo entre grupos, foi realizado o teste t de Student com
grau de significancia de 5% (p<0,05).

Para os dados ndo paramétricos, foi utilizado o teste de Pearson para a
analise da correlagdo entre as varidveis e posteriormente o teste de Wilcoxon para
determinagdo do comportamento no tempo. Ambos com grau de significancia de

5% (p<0,05).

7 Espectofotdometro — Fc — 130 — CELM.

8 Refratdmetro: Atago, Hand Refractometer, Mod. Uricon cat n°. 135.

? Gasometro ABL 5 — Radiometer / Copen Hagen.

'"SAEG Sistema para Analises Estatisticas, Versdo 9.1: Fundagio Arthur Bernardes - UFV -
Vigosa, 2007.
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3.3 Resultados e Discusséo
Com o posicionamento da agulha caudo-cranialmente na veia jugular o
processo de coleta do sangue foi rapido, perfazendo a duragdo média de 5 a 7
minutos para todas as coletas. Estes resultados sdo melhores que os encontrados
por Oliveira (1998), que realizando a puncdao na veia safena lateral de caes,
necessitou de 21 minutos em média para preencher a bolsa. Provavelmente com a
agulha direcionada contra o fluxo sangiiineo, somado a pun¢do em um vaso de

maior calibre houve maior entrada de sangue em um menor tempo.

3.3.1 Proteina plasmatica total

Nao houve variagdes significativas da proteina plasmatica total na
comparag¢do entre os momentos. Entretanto observou-se significativa diferencga na
comparagdo entre os dois grupos, com o Grupo 1 (G1) apresentando médias
superiores as encontradas nos do Grupo 2 (G2) (Tabela 3 e Figura 2).

Este fato pode ser explicado pela dilui¢do ocorrida no sangue contido nas
bolsas do G2 apo6s adicdo de volume de 50 mL da solucdo de fosfato dissddico a

solugdo aditiva (SA) da bolsa.

Tabela 3. Valores médios e desvio padrio da proteina plasmatica total (g/dl) do sangue canino
armazenado nas bolsas do G1 e G2, nos dias (D) analisados.
Grupos D1 D 10 D 20 D 30 D 40 D 50 D 60
Gl 2,04+0,65" 2,65+1,37%* 3,00+1,82%" 4,18+2,42*" 4,96+3,69™ 5,96+4,13*" 6,60+4,22*
_____ e TSyl st

1,67+0,865* 1,80+0,85%* 2,25+1,175* 2,52+1,48%* 2,53+1,49% 2,801,575 3,57+1,87"*

Médias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (p<0,05).
Médias acompanhadas de letras iguais maitisculas na coluna nio diferem entre si, segundo teste t de Student

(p<0,05).

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.
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Figura 2. Representagdo dos valores médios da proteina plasmatica total (g/dl) do sangue
armazenado nas bolsas dos G1 e G2, nos dias analisados.
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

3.3.2 Glicose plasméatica

Houve diferenga significativa na comparacao entre os grupos G1 e G2,
onde o grupo tratado inicialmente apresentou médias inferiores as observadas no
primeiro grupo. Entretanto, com o passar dos dias, constatou-se reducao dos
valores médios da glicose no primeiro grupo, de tal maneira que a partir do D30
as médias do G2 foram superiores as do G1. Da mesma maneira, encontraram-se
diferengas significativas quando comparadas as médias no decorrer dos dias
analisados (Tabela 4 e Figura 3).

A diferenca na concentracdo da glicose entre os grupos nos periodos
iniciais provavelmente se deu pela diluicdo ocorrida pelas bolsas do G2 que
receberam 50 mL de fosfato dissodico a SA das bolsas.

A redugdo das concentragdes da glicose apresentada pelo G1 também foi
observada por Wardrop et al. (1994) em estudos de conservagdo do sangue
canino em bolsas CPDA-1.

Em um estudo comparativo onde se conservou o sangue total canino em
bolsas CPDA-1 ¢ CPD/SAG-M, Costa Junior et al. (2008) observaram menor
reducdo da glicose nas formulagdes contendo CPD/SAG-M, demonstrando que
solucdes aditivas que contenham maiores niveis de fosfato promovem melhor
conservacdo dos componentes responsaveis pela manutengdo da membrana

plasmatica, culminando em menor consumo das reservas sanguineas.
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Na comparagdo entre o primeiro ¢ o 60° dia de conservagdo em cada
grupo, o G2 demonstrou menor redug¢do da glicose ao final do periodo. Esta
superioridade das bolsas do G2 pode ser atribuida a melhor conservacao do ATP,
pois segundo Hogman et al. (2002) e Hess (2009), com a queda do pH existe
maior consumo de glicose na tentativa de manter os niveis do ATP.

Tabela 4. Valores médios e desvio padrdo da glicose plasmatica (mg/dl) do sangue canino armazenado nas bolsas
do G1 e G2, nos dias (D) analisados.

Grupos D1 D 10 D 20 D 30 D 40 D 50 D 60

Gl 637,2+113,5°530,9+218,6** 414,9+2234% 308,6+214,5**° 285,1+219"°281,3+212,5"°275,24+208"°

G2 483344275 464,4+43 65 407,8+47,55% 378,9+37,55% 334,2426,55¢ 315,9+38"% 310,9+48, 55

Meédias seguidas de letras iguais mintsculas na linha, ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (p<0,05). Médias
acompanhadas de letras iguais maiusculas na coluna ndo diferem entre si, segundo teste t de Student (p<0,05).

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.

G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.
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Figura 3. Representagdo dos valores médios da glicose plasmatica (mg/dL) do sangue
armazenado nas bolsas dos G1 e G2, nos dias (D) analisados.
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissddico.

3.3.3 Potassio plasmatico

Na andlise dos tempos, houve um acréscimo significativo nos niveis do
potassio de ambos os grupos. Na comparacdo entre estes, também foi observada
diferenca significativa com as médias do G1 superiores as observadas no G2
(Tabela 5 e Figura 4).

Por ser um ion intracelular, o aumento nos niveis do potéassio extracelular
representa reducdo na capacidade da membrana em manter as concentragdes de
potdssio no meio intracelular, ou at¢ mesmo indicar hemolise. Entretanto,

segundo Lion et al. (2009), em baixas temperaturas hd reducdo da funcdo da
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bomba de sodio e potassio, permitindo a saida de ions citosolicos. Considerando
que ambos 0s grupos estiveram expostos as mesmas condi¢des de temperatura, a
explicagdo para as diferengas nas médias do potéssio plasmatico se d4 em uma
melhor preservagdo do ATP pelo G2, pois, segundo Kurup et al. (2003), este
nucleotideo esta intimamente relacionado a membrana plasmadtica, sendo também
responsavel pelo equilibrio eletrolitico da célula.

A variagdo entre as médias observadas entre o primeiro e o 60° dia de
conservacdo, principalmente no G2, confirmam as conclusoes de Kerr (2003), e
de Korte e Verhoeven (2004) quando afirmaram que em caes os niveis
intracelulares do potdssio sdo menores quando comparados com outras espécies,
e sua concentracdo plasmdtica ndo se elevaria na mesma propor¢do que a
observada em eqiiinos € humanos. Kurup e colaboradores (2003) no 28° de
conservacdo do sangue humano encontraram niveis de potassio plasmatico em 43
e 61 mEq/l nas bolsas contendo CPD e SAG-M respectivamente. Estes resultados
diferem dos achados por Costa Junior et al. (2008) em estudos comparativos de
conservacdo do sangue total canino em bolsas CPDA-1 e CPD/SAG-M, pois ao
fim de 41 dias de conservagdo, estes observaram valores do potdssio plasmatico
em 5,1 e 3,8 mEq/L respectivamente. Esta diferenga, provavelmente se deu pelo
fato de que o estudo realizado por estes autores foi feito com sangue total,
enquanto que na presente pesquisa as bolsas continham concentrado de
eritrécitos, o que determina maior concentragdo de potdssio por unidade de
medida. Entretanto, representando valores ainda inferiores aos encontrados em
sangue humano, como relatado por Kurup et al. (2003).

Tabela 5. Valores médios e desvio padrio do potassio plasmatico (mEq/l) do sangue canino
armazenado nas bolsas do G1 e G2, nos dias (D) analisados.

Grupos D1 D 10 D 20 D 30 D 40 D 50 D 60
Gl 43+1,78  7,942.1%° 9.541,3%%° 10,3£2,14% 11,942,4%% 11,8+1,94 14,045
G2 3,3£180  6,3+1,8% 8,0+0,9%° 92+18%° g 6+1,28 9542 1% 8942 2B

Meédias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (p<0,05).
Meédias acompanhadas de letras iguais maiusculas na coluna ndo diferem entre si, segundo teste t de Student
(p<0,05).

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.

G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

* Valores corrigidos pelo hematocrito (100%)
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Figura 4. Representagéo dos valores médios do Potassio (mEq/l) do sangue armazenado nas
bolsas dos G1 e G2, nos dias analisados.
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

Feita a correlacdo entre os niveis médios de potassio em fun¢do do pH
para o Gl e G2 respectivamente, observou-se significancia nas comparagdes
(p<0,01) apresentando uma forte correlagdo negativa para G1 (r= -0,9515) e G2
(r=-0,9779), (Figura 5). Desta forma, pode-se dizer que os valores do potéassio
plasmatico sdo inversamente proporcionais aos valores do pH sangiiineo. Isto
pode ser confirmado pelos achados indicativos da elevagdo do potéssio
extracelular em 91% no G1 e 96% no G2, elevacdo esta justificada pela reducao
dos valores do pH. Estes dados concordam com as afirmacdes de Bush (2004),
quando disse que a membrana plasmatica ¢ diretamente influenciada pela redugao
do pH, levado a migracdo do potéssio contido no fluido intracelular para o meio
extracelular.

Relagéo Potassio e pH-G1 Relagéo Potassio e pH- G2

Figura 5. Representacdo grafica da comparagdo entre a variavel potassio plasmatico em fungéo
do pH.
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3.3.4 2,3-Difosfoglicerato (2,3-DPG)

Houve no primeiro dia de analise valores abaixo do limiar minimo de
mensuragdo para ambos 0s grupos, entretanto a partir do 10° dia de conservagio
observou-se aumento do 2,3-DPG nos dois grupos, sendo que do D10 ao D60, as
médias do G2 foram superiores as observadas no G1.

Da mesma maneira foram constatadas diferencas significativas nas
médias entre os dias de conserva¢ao, demonstrando reducao dos niveis do 2,3-
DPG a partir do D20 (Tabela 6 e Figura 6).

A explicagdo para os valores proximos de zero no primeiro dia pode estar
no fato de que inicialmente o sangue ¢ coletado na bolsa primaria que, embora
contenha citrato e dextrose tamponados com fosfato (CPD), esta solu¢do possui
pH ligeiramente inferior a 6. Devido a isto, ¢ possivel que o metabolismo
eritrocitario reduza consideravelmente, aumentando a degradacdo do 2,3-DPG
pela exacerbacdo da 2,3-DPG-fosfatase (enzima que degrada o 2,3-DPQG), e
inativagdo da 2,3-DPG mutase (enzima que converte o 1,3-DPG em 2,3-DPQG).

D’Almeida et al. (2000) quando em estudos com sangue humano e de
ratos em bolsas contendo CPDA-1, relataram que os niveis do 2,3-DPG
apresentam constante reducdo dos seus valores a partir do primeiro dia de
conservagdo. Lion et al. (2009) acrescentam que o 2,3-DPG tem seus niveis
reduzidos ainda nas primeiras horas de conservagdo. Entretanto, estes ultimos
autores nao mencionam a recuperagdo desta substincia durante o processo de
armazenamento.

Neste estudo foi observado aumento significativo nos niveis do 2,3-DPG
no dia 10 para ambos os grupos. Estes resultados contrariam os achados por
Eisenbrandt e Smith (1973) quando estudaram o comportamento bioquimico do
sangue canino armazenado em solucao de acido citrico e dextrose, demonstrando
que o 2,3-DPG sofre redugao a partir dos primeiros dias de conservacgao.

A explicagdo para o aumento nas médias do 2,3-DPG apds o primeiro dia
de conservagdo, alcangando picos no 10° dia para ambos os grupos, pode estar no
fato de que as solugdes conservantes das bolsas ja possuem altos niveis de
adenina, energia (na forma de dextrose) e fosfato, componentes considerados
substratos para a formagao do 2,3-DPG.

O melhor desempenho do G2 pode ser explicado pelas informagdes de

Bremner (2002) e Scott et al. (2005), quando afirmaram que quantidades maiores
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de fosfato inorganico (Pi) aumentam a concentracdo de gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) o que eleva os niveis do 1,3-Difosfoglicerato (1,3-
DPG), tido como precursor para a producdo de mais 2,3-DPG. Desta forma,
solugdes que possuem maior potencial tamponante, bem como disponibilizam
maiores quantidades de fosfato, como observado nas bolsas do G2, possuem
melhores condi¢des de preservar o 2,3-DPG durante o processo de conservacao.

Embora Wardrop et al. (1994), Hess e Greenwalt (2002) e Kurup et al.
(2003) tenham observado em seus estudos que existe tendéncia no colapso na
produgdo do 2,3-DPG em pH inferior a 7, neste estudo foi observado que no Gl
houve aumento do 2,3-DPG entre o primeiro ¢ o 10° dia de conservagdo com
valores para o pH abaixo de 7. Porém, apos este periodo, houve queda continua
dos valores do 2,3-DPG. Estes dados concordam com os encontrados por Costa
Junior et al. (2008), em estudos de conservacao de sangue total canino em bolsas
contendo CDPA-1 e CPD/SAG-M. Este fenomeno pode ser explicado por Hess e
Beyer (2007) quando relataram que somente apds o aumento dos niveis de
protons (ions H') oriundos do metabolismo celular e do acamulo de CO,, é que
ocorrerd redugdo na producao e aumento da degradagdo do 2,3-DPG.

Como citado por D’Almeida et al. (2000), o sangue de diferentes
espécies, quando expostos aos mesmos tipos de conservagdo, podem apresentar
diferengas no comportamento dos pardmetros bioquimicos e hematologicos. Com
isto ¢ plausivel a diferenca observada com o sangue canino em comparagdo a
outras espécies.

Lion et al. (2009) presumem que apds 14 dias de conservacdo os
eritrocitos humanos tém sua taxa metabolica reduzida pela deplecdo de energia,
diminui¢ao da glicolise e ndo reciclagem de importantes fatores antioxidantes.
Desta forma, pode-se explicar o motivo da depreciagdo das varidveis, inclusive
do 2,3-DPG, no interior das bolsas de transfusdo apos o 10° dia de

armazenamento.

29



Tabela 6. Valores médios e desvio padrio de 2,3-Difosfoglicerato (mmol/l) do sangue canino
armazenado nas bolsas do G1 e G2, nos dias (D) analisados.

Grupos D1 D 10 D 20 D 30 D 40 D 50 D 60
Gl 00  2,38+0,95%% 0,90+0,8"° 0,67+0,57** 0,67+0,6" 0,31+0,28*" 0,61+0,4">
G2 0+0™°  2,72+1,18 1,78+0,87%° 1,18+0,66" 0,82+1% 0,66+0,675* 0,72+0,61°"

Meédias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (p<0,05). Médias
acompanhadas de letras iguais maitisculas na coluna ndo diferem entre si, segundo teste t de Student (p<0,05).

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.

G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

* Valores corrigidos pelo hematocrito (100%)
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Figura 6. Representagdo dos valores médios do 2,3-DPG (mmol/l) do sangue armazenado nas

bolsas dos G1 e G2, nos dias analisados.
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

Em analise de correlagdao entre a variavel 2,3-DPG em func¢do do pH a
partir do 10° dia de conservagdo, em ambos 0s grupos constatou-se correlagdo
positiva (p<0,01), demonstrando coeficiente de determinagdo de 84% (r=0,9211)
para o G1 e 98% (r=0,9916) para o G2. Desta forma, a reducao do 2,3-DPG ¢
explicado em 84% e 98% pelo decréscimo do pH para o Gl e G2
respectivamente, a partir do 10° dia de conservagdo (Figura 7). Estes dados
concordam com os de Bremner (2002), Scott et al. (2005), Costa Junior et al.
(2008), Hess (2009) e Lion et al. (2009), quando afirmam que a manutencdao do
2,3-DPG esta diretamente relacionada com niveis 6timos do pH, demonstrando

direta correlagdo entre estas variaveis.
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Figura 7. Representagdo grafica da comparagéo entre a variavel 2,3-DPG em fungéo do pH a
partir do 10° dia de conservagdo.

A partir destes dados, verifica-se que o melhor momento para infundir o
concentrado de eritrocitos seja por volta do 10° dia de conservagdo, pois neste
intervalo € observado o pico de producao do 2,3-DPG. Esta afirmagao também ¢
feita por Costa Junior et al.(2008), quando em estudos com sangue total canino
em bolsas CPDA-1 e CPD/SAG-M, observaram maiores niveis desta variavel por
volta do 7° dia de armazenamento. Considerando que o organismo leva 24 a 48
horas para ter o total restabelecimento do 2,3-DPG, este fato torna-se ainda mais
relevante quando em pacientes criticos que necessitam de maximos niveis do 2,3-

DPG no imediato momento da transfusao.

3.35 pH

Na andlise do pH foi encontrada diferenca significativa na comparacao
entre os grupos e durante o tempo do estudo (Tabela 7 e Figura 8).

Os valores para o pH no primeiro dia diferem dos encontrados por
Wardrop et al. (1994) e Costa Junior et al. (2008), que em estudo com sangue
canino em bolsas CPDA-1 e CPD/SAG-M, constataram média de 6,98 do pH no
primeiro dia de conservacdo do sangue. Entretanto, os dados observados no G2,
corroboram os fornecidos por Kurup et al. (2003), que em seu trabalho com
sangue humano, obtiveram valores para o pH acima de 7 para o sangue
conservado em bolsas CPDA-1 e CPD/SAG-M ainda no primeiro dia de
conservacao.

O decréscimo do pH logo no primeiro dia pode ser explicado pelas
afirmacdes de Ribeiro Filho et al. (1994) e Hess et al. (2002), quando observaram
que o pH das solugdes contidas nas bolsas ¢ acido, reduzindo o pH do sangue
ainda no primeiro dia de armazenamento. Segundo Ribeiro Filho et al. (1994), e
Holme (2005), a queda do pH durante o tempo de andlise se d4 pelos metabolitos
acidos provenientes do metabolismo anaerdbico dos eritrécitos durante a

conservagao.
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Considera-se que a integragao pH e ATP estd intimamente relacionada a
manutencdo do 2,3-DPG, pois a célula necessita de energia para a manutencio
dos niveis normais, de tal forma que existe consumo basal para sua manutencao
(SCOTT et al. , 2005). Entretanto, com a redug¢do do pH causada pela produgao
de lactato e CO,, haverd reducdo da glicolise e consequente diminuicdo da
producdo de ATP, particularmente pela inativagdo das enzimas hexoquinase e a
fosfofrutoquinase, substancias que participam da via glicolitica e que geram
energia na forma de ATP (HOGMAN et al., 2002; HOLME, 2005).

Segundo Scott et al. (2005), Hess (2009) e Lion et al. (2009) a reducao do
pH propicia aumento da degradagdao do 2,3-DPG e reducdo na producdo do
mesmo, além de afetar diversos outros componentes celulares, prejudicando a
manuten¢do das caracteristicas bioquimicas e morfologicas do sangue
armazenado.

Desta forma ¢ possivel verificar que o G2 apresentou melhor desempenho
em conservar o 2,3-DPG, pois esse grupo manteve os melhores niveis do pH,
maior disponibilizacdo do Pi, consequentemente aumentando a concentragdo de
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) o que elevaria os valores do 1,3-
Difosfoglicerato (1,3-DPG), considerado o precursor do 2,3-DPG (BREMNER,
2002).

Tabela 7. Valores médios e desvio padrdo de pH sanguineo do sangue canino armazenado nas bolsas do

G1 e G2, nos dias (D) analisados.

Grupos

D1 D 10 D 20 D 30 D 40 D 50 D 60

6,89+0,11%%6,61+0,17* 6,44:+0,23%% 6,29+0,27%° 6,25+0,26"° 6,28+0,23"° 6,26+0,23"°

7,120,085 6,79+0,215° 6,73+0,085* 6,66+0,12% 6,620,165 6,610,195 6,61+0,25¢

Meédias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (p<0,05). Médias
acompanhadas de letras iguais maitisculas na coluna ndo diferem entre si, segundo teste t de Student (p<0,05).

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.

G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.
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Figura 8. Representacdo dos valores médios do pH do sangue armazenado nas bolsas dos G1 e
G2, nos dias analisados.
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

3.3.6 Pressao parcial de oxigénio (pO,)

Houve para ambos os grupos nos dias avaliados, aumento significativo
nos niveis da pO,. Na comparacdo entre grupos, ndo foi observada diferenga
(Tabela 8 e Figura 9).

Ficou claro o aumento da pO, em ambos os grupos. Este dado corrobora
os encontrados por Ribeiro Filho et al. (1994), onde, em estudos com sangue total
bovino em bolsas CPDA-1, relataram que o pléstico das bolsas ¢ permeével ao
oxigénio (O,). Este fato pode explicar o aumento dos niveis da pO; no sangue
armazenado. Entretanto, contraria as afirmacdes de Hogman et al. (2002), Hess e
Greenwalt (2002) quando afirmam que o plastico ¢ permeavel apenas ao CO,,
sendo pouco transpassado por outros gases.

Segundo Lion et al. (2009) o aumento na pO, ndo ¢ benéfico as células
sanguineas, pois o excesso de oxigénio intracelular propicia estresse oxidativo
altamente danoso ao citoesqueleto, afetando diretamente a flexibilidade do

eritrocito.
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Tabela 8.

Valores médios e desvio padrao da pressdo parcial de oxigénio (mmHg) do sangue canino
armazenado nas bolsas do G1 e G2, nos dias (D) analisados.

Grupos

D1 D 10 D20 D 30 D 40 D 50 D 60

Gl 78.8+17,5"°172,8+65,3%°228,7+76,74%244,8+75,22*259,7+21,4%272,6+12,3"%281 ,4+18,8

G2 64,2412,4"°146,2£60,3%° 232,8+48%" 250,7+30,7"%262,7+15,5%265,7£16,34%274,5+£15,34

Meédias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (p<0,05). Médias
acompanhadas de letras iguais maitisculas na coluna ndo diferem entre si, segundo teste t de Student (p<0,05).

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.

G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.
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Figura 9. Representagdo dos valores médios da pressdo parcial de oxigénio (mmHg) do sangue

armazenado nas bolsas dos G1 e G2, nos dias analisados.
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

3.3.7 Pressdo parcial de dioxido de carbono (pCO,)

A pCO, apresentou variagdo significativa, aumentando até o 10° dia de

conservagdo e estabilizando a partir do 30° dia perdurando até o término do

estudo para ambos os grupos.

todo

Na comparacdo entre grupos, foi observada diferenca significativa em

o periodo estudado. No intervalo entre o primeiro e 30° dias, o G2

apresentou médias inferiores ao G1. A partir de entdo se observou no G1 médias

inferiores as observadas no G2 (Tabela 9 e Figura 10).

Este comportamento da pCO;, nas bolsas também foi observado por

Ribeiro Filho et al. (1994) quando estudaram o sangue bovino conservado em

bolsas CPDA-1, e Costa Junior et al. (2008), no estudo com sangue total canino

preservado em bolsas CPDA-1. Da mesma maneira, Hess et al. (2001)

observaram o mesmo comportamento quando em estudos com sangue humano

sob diferentes solugdes aditivas.
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O aumento dos niveis da pCO, até o 10° dia provavelmente se deu pela
neutralizagdo do acido lactico, resultando na produgdo de CO,. A partir do 30°
dia, talvez pelo consumo da anidrase carbdnica, a velocidade de produgdo deste
gas tenha sido reduzida, sendo assim ultrapassada pela quantidade de dioxido de
carbono que transpassou o plastico da bolsa, como explicado por Hess e
Greenwalt (2002), quando afirmam que o material das bolsas de transfusdo ¢
permeavel ao CO,. Desta forma pode ser justificada a redugdo dos niveis deste
gas entre 0 30° ¢ 0 40° dias de armazenamento.

Segundo Hogman et al. (2002) altos niveis da pCO, expdem o 2,3-DPG a
maior taxa de degradacao, provavelmente por competir por seu sitio de ligagao na
hemoglobina, deixando o 2,3-DPG livre, o que acelera sua degradacdo. Além
disto, com a queda do pH causado pela producdo de lactato e CO,, haverad
reducio da glicolise e consequente diminui¢do da producio de ATP (HOGMAN
et al., 2002; HOLME, 2005). Com isto a célula tera menos disponibilidade de
energia para a manutencdo do 2,3-DPG e da integridade da membrana

plasmatica.

Tabela 9. Valores médios e desvio padrdo da pressdo parcial de dioxido de carbono (mmHg) do sangue

canino armazenado nas bolsas do G1 ¢ G2, nos dias (D) analisados.

Grupos D1 D 10 D 20 D 30 D 40 D 50 D 60
Gl 54,5+19,9% 70,8424 227 66,3+20,32%° 45 215,24 31,0154 22,6+13,3%°16,8+10,7"°
G2 34,5+16,45% 55,7+30,55% 48 8+14,4%% 40,5+7,65%° 31,5+6,4% 23,8+73% 19,0+7,6

Meédias seguidas de letras iguais mintsculas na linha, ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (p<0,05).
Médias acompanhadas de letras iguais maitGsculas na coluna ndo diferem entre si, segundo teste t de Student

(p<0,05).

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

Baseado nestes achados ¢ possivel afirmar que até o 30° dia de

armazenamento do sangue canino, o G2 apresentou-se mais eficaz do que o GI.

Entretanto, apds este periodo as médias se invertem passando o G1 a apresentar

menores médias.
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Figura 10. Representagdo dos valores médios da pressdo parcial de diéxido de carbono (mmHg)
do sangue armazenado nas bolsas dos G1 e G2, nos dias analisados.
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

3.3.8 Bicarbonato plasmatico (HCO3)

Reducao gradual e altamente significativa foi notada em ambos os grupos.
Da mesma maneira, na comparagdo das médias do bicarbonato entre os grupos
foram observadas diferencas significativas em todos os dias analisados,
demonstrando maiores médias para o G2 (Tabela 10 e Figura 11).

Esta reduc¢do do bicarbonato em ambos os grupos pode ser explicada por
Luna (2002), quando afirma que o bicarbonato é base fraca e responsavel por
mais de 50% da capacidade tamponante do meio extracelular. Desta forma, a
reducdo se d4 pelo consumo dos ions bicarbonato para o controle da acidez.
Provavelmente o consumo do bicarbonato foi equivalente a producdo de acido
metabolico no interior das bolsas.

O declinio do bicarbonato também foi encontrado por Ribeiro Filho et al.
(1994) em estudo com sangue total bovino conservado em bolsas CPDA-1, e por
Costa Junior et al. (2008) em estudo com sangue total canino conservado em
bolsas CPDA-1 e CPD/SAG-M.

Devido a manuten¢ao de médias superiores em todos os dias, pode-se
verificar que as bolsas do G2 apresentaram vantagem na conservagao do sangue
de caes, pois neste grupo houve menor consumo do bicarbonato devido a
manuten¢do de maiores médias para o pH, minimizando desta forma, os danos ao

2,3-DPG e ao ATP.
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Tabela 10. Valores médios e desvio padrdo do bicarbonato (mmol/l) do sangue canino armazenado
nas bolsas do G1 e G2, nos dias (D) analisados.

Grupos D1 D 10 D 20 D 30 D 40 D 50 D 60

Gl 9,67+3.2% 6,67+1,97%4 50+£1,64""2 33+1,51°° 1,50+1,22%¢  1+0,71%¢  1+0,717¢

G2 10,17+3,71%%7,67+3,08% 6,17+2,04%°°4,33+1,635 3 33+1,63%9 2,17+0,981,83+0,98™¢

Meédias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (p<0,05).
Médias acompanhadas de letras iguais maitisculas na coluna nio diferem entre si, segundo teste t de Student
(p<0,05).

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.

G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.
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Figura 11. Representagdo dos valores médios do bicarbonato (mmol/l) do sangue armazenado
nas bolsas dos G1 e G2, nos dias analisados.
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas do fosfato dissédico.

3.3.9 Percentual de hemdlise (% hemolise) e Hematocrito

Na andlise do percentual de hemolise foram encontradas médias
significativamente menores no G2 a partir do 20° dia de conservagdo. Na
avaliacdo no decorrer do tempo de conservagdo também foram encontradas
diferengas entre os dias, demonstrando significativo aumento nas médias,
especialmente para o grupo G1 (Tabela 11 e Figura 12).

Na andlise do hematocrito ndo foram observadas diferencgas significativas
entre os grupos ou no decorrer dos dias analisados (Tabela 12 e Figura 13).

O aumento no percentual de hemélise ndo configura necessariamente uma
condig¢do de colapso celular, pois segundo Hess e Greenwalt (2002), as alteracdes
morfoldgicas nos eritrocitos armazenados ja sdo observadas nas primeiras horas

de conservagdo e se configuram principalmente em esferdcitos e na formacao de
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estruturas espiculares (equinécitos). Hess (2009) acrescenta que no decorrer do
periodo de conservacdo ocorre o rompimento destas espiculas promovendo a
liberagdo de material citosdlico e hemoglobina sem, no entanto, representar a lise
celular. Provavelmente devido a este fator ndo foi observado declinio
significativo do hematocrito nos grupos.

Lion et al. (2009) afirmaram que em baixas temperaturas a bomba de
sodio e potassio apresenta reducdo da sua funcdo permitindo a saida de potassio e
o influxo de so6dio. Com isto, ¢ plausivel imaginar que, para ocorrer equilibrio
osmotico, haja a entrada de agua no interior da célula, o que elevaria o volume
globular médio dos eritrocitos. Porém, neste estudo ndo foi observado aumento
do hematocrito. Este fato pode ser explicado por Bain (2006) e Hess (2009),
quando relataram que o eritrocito tende a reduzir o seu didmetro devido a ruptura
das espiculas e consequente saida de material citosolico, inclusive hemoglobina.
Talvez devido ao ingurgitamento eritrocitario, concomitantemente a ruptura das
espiculas, houvesse manutencdo do hematocrito no transcorrer do periodo de
conservacao.

Apo6s avaliar os valores médios do percentual de hemolise é possivel
constatar a superioridade das bolsas do G2 na preservacao dos eritrocitos. Estes
dados concordam com os encontrados por Wardrop et al. (1997), em estudo
conservativo do sangue canino, quando observaram que a adicdo de solugdes
aditivas (SA) de fosfato monobasico as bolsas CPDA-1 apresentou melhores
resultados quando comparadas as mesmas bolsas sem a adicdo desta SA. Desta
forma ¢ possivel verificar que a manutencdo de maiores médias para o pH
interfere diretamente na preservagao da integridade celular.

Tabela 11. Valores médios e desvio padrdo do percentual de hemdlise do sangue canino
armazenado nas bolsas do G1 e G2, nos dias (D) analisados.

Grupos D1 D 10 D 20 D 30 D 40 D 50 D 60

________________ 0,5£0,4"" 1,240,4" 1,2+0,9°% 4,9+7,1°" 9,9+14,6™ 10,2+12,9™" 14,5+17,6™
1,240,6" 1,1+0,7"° 0,8+0,5%° 1,941,8%" 2,642,2% 3,642,6" 54438
Médias seguidas de letras iguais mintsculas na linha, ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey
(p<0,05). Médias acompanhadas de letras iguais maiusculas na coluna nado diferem entre si, segundo
teste t de Student (p<0,05).

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.

G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.
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Figura 12. Representacdo dos valores médios do percentual de hemolise do sangue armazenado
nas bolsas dos G1 e G2, nos dias analisados.
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

Tabela 12. Valores médios e desvio padrdo do hematocrito (%) do sangue canino armazenado nas
bolsas do G1 e G2, nos dias (D) analisados.

Grupos D1 D 10 D 20 D 30 D 40 D 50 D 60

Gl 44,8+15,4 43,7£16,2" 44,3+17,4% 45,3+17,9% 43,2+19,3* 43,8+21,24°40,6:+24,2**

G2 43,3+£19,3% 43 3+20,6™ 45,0+22,3% 46,3+23,2* 47,8+24,6"* 48,5+24,6"*48,2+25,17°

Médias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (p<0,05).
Meédias acompanhadas de letras iguais maiusculas na coluna ndo diferem entre si, segundo teste t de Student
(p<0,05).

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.

G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.
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Figura 13. Representagdo dos valores médios do hematocrito do sangue armazenado nas bolsas
dos G1 e G2, nos dias analisados.
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.
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3.3.10 L-Lactato

Considerando grau de significancia de 10%, foi observado aumento
significativo (p<0,1) para as médias do lactato na comparagdo entre os grupos,
sendo que o G2 apresentou menores médias ao final do estudo (Tabela 13 e
Figura 14).

Na avaliacdo entre os dias foi observado aumento significativo entre o
primeiro e o 20° dias (p<0,1) para ambos os grupos. A partir de entdo foi mantida
estavel as médias nos dois grupos.

Na andlise das médias & possivel avaliar que o grupo 2 apresentou
melhores resultados na preservagdo eritrocitdria a partir do 10° dia,
principalmente porque neste grupo as médias do lactato aumentaram em no
maximo 3 vezes o valor inicial, enquanto que no grupo 2, houve aumento de mais
de 6 vezes comparado com as médias do primeiro dia. Este resultado se deu pela
melhor manutencao do pH no grupo 2, mantendo valores superiores, pois houve
menor exigéncia de producdo de energia pela quebra de carboidratos com
conseqiiente reducdo na produ¢do do lactato. Para Hess et al. (2002), o excesso
do lactato causa a degradacdo dos constituintes eritrocitarios, particularmente o
2,3-DPG.

Tabela 13. Valores médios e desvio padrdo do lactato (mg/dl) do sangue canino armazenado nas bolsas do G1
e G2, nos dias (D) analisados.

Grupos D1 D 10 D 20 D 30 D 40 D 50 D 60

Gl 37,1+18,6™° 138,0+59,8"°158,2+78,84%233 5+74,74%213,1+59,6*%206,9+39,94% 231 ,5+43,6**

G2 55,8+25,85¢ 134,44655° 154,7+52,75%155,6+44,5%*152,8+38,8%® 170+25,3% 186,9+30,2%

Médias seguidas de letras iguais minasculas na linha, ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (p<0,05). Médias
acompanhadas de letras iguais maitisculas na coluna nao diferem entre si, segundo teste t de Student (p<0,1).

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.

G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.
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Figura 14. Representacdo dos valores médios do lactato (mg/dl) do sangue armazenado nas
bolsas dos G1 e G2, nos dias analisados.
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

Em analise de correlagdao entre a variavel lactato em funcao do pH, foi
observado para ambos os grupos correlacdo negativa, demonstrando coeficiente
de determinacdo de 97% (r=-0,9702) para o G1 e de 94% (r=-0,9413) para o G2.
Desta forma, a redugdo do pH ¢ explicado em 97% e 98% pelo aumento do
lactato para o G1 e G2 respectivamente (Figura 15). Esta correlagao, assim como
os dados, também foram encontrados por Hess et al. (2001), quando em estudos

com sangue humano sob diferentes solugdes aditivas.
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Figura 15. Representagéo grafica da comparagéo entre a variavel lactato em fungio do pH.
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3.4 Conclusdes

Apos a andlise dos resultados obtidos e nas condigdes deste estudo, pode-
se concluir, at¢é o 60° dia de armazenamento do sangue canino em bolsas
CPD/SAG-M e CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico que:

O 2,3-Difosfoglicerato continua a ser produzido apos a coleta alcangando
valores maximos por volta do 10° dia de conservagdo indicando ser este o melhor
momento para a utiliza¢do deste hemoderivado;

A Dbolsa CPD/SAG-M acrescida de fosfato dissdédico demonstrou
vantagens quando comparada a bolsa CPD/SAG-M, principalmente no que se
referem as varidveis 2,3-DPG e pH;

E mais indicado o uso das bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato
dissodico para a conservagdo do sangue canino sob refrigeragdo em periodo

maximo de 60 dias de conservacdo em relacao as bolsas CPD/SAG-M.
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4. AVALIACAO MORFOLOGICA E MORFOMETRICA DO
SANGUE CANINO CONSERVADO EM BOLSAS CPD/SAG-M E
CPD/SAG-M ACRESCIDAS DE FOSFATO DISSODICO
4.1 Introducéo

As bases da conservacdo do sangue para a transfusao estdo na
dependéncia de uma adequada coleta, da temperatura de conservagdo, da
freqliéncia de homogeneizag¢do durante o armazenamento, além da manutencio
dos parametros bioquimicos (AUTHEMENT et al, 1987; LOPES et al., 1995;
HOGMAN et al, 2002) e morfoldgicos observados no sangue (HESS, 2009). Para
tal, as solugdes anticoagulantes e conservadoras contidas no interior das bolsas de
transfusdo sdo fundamentais, pois estas suprirdo os substratos necessarios para a
manuten¢do da integridade celular (HOLME, 2005).

As Lesdes de Conservagdo (LC) sdo todas aquelas alteragdes bioquimicas
e morfoldgicas, ocorridas nos eritrocitos durante o processo de conservagao.
Estas lesdes sdo exemplificadas principalmente pela redu¢do dos niveis do pH,
que por sua vez, influi diretamente na reducgdo do trifosfato de adenosina (ATP).
Este nucleotideo esta presente no interior das células e fornece energia (Figura 1)
que, dentre varias agdes, mantera o controle do balango eletrolitico da bomba de
sodio e potassio, e da sua forma com preservacdo da flexibilidade celular
(SCOTT et al., 2005).

Da mesma forma como ocorre com o ATP, as lesdes de conservagao
também podem ser mensuradas pela avaliacao do 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG).
Este estd ligado a hemoglobina e ¢ responsavel pela afinidade desta pelo
oxigénio. Desta forma, a redug¢do deste componente no interior das células
acarretard em maior afinidade por este gés, dificultando a liberagdo do oxigénio
aos tecidos (HOGMAN et al, 2002; KURUP et al, 2003). A producio do 2,3-
DPG consome energia e se da pelo desvio Rapoport-Leubering da via glicolitica
(Figura 1) (HESS e BEYER, 2007).

As solugdes aditivas (SA) sdo preparados que devem ser adicionados ao
sangue total, composto pelas células sanguineas e plasma, ou apds a
centrifugagdo e remogdo deste. As SAs evitam a perda de nutrientes e permitem a
extensdo do tempo de conservacdo dos componentes celulares (HOLME, 2005).

Hess e Beyer (2007) observaram que a adicdo de solugdes tampao,

particularmente o fosfato, tem trazido novas perspectivas na manutencao dos
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componentes hematologicos, tais como o 2,3-DPG e ATP, preservando suas
caracteristicas e potencializando ndo somente a vida util das células como
otimizando sua a¢ao no organismo receptor.

Wardrop et al. (1994) observaram que o sangue canino conservado em
bolsas contendo citrato, como anticoagulante, fosfato monobasico, como tampao,
dextrose e adenina (CPDA-1), pode ser mantido por até 21 dias. Wardrop et al.
(1997) acrescentam que o sangue canino mantido em bolsas CPDA-1 adicionadas
da solugdo preservativa Nutricel pode ser armazenado por até 35 dias. Em estudo
comparativo, Costa Junior et al. (2008) observaram superioridade das bolsas
contendo citrato, fosfato monobasico, dextrose com solucao aditiva de glicose,
adenina e manitol em solugdo salina (CPD/SAG-M) na conservagdo do sangue
total canino, quando este pode ser mantido por no maximo 41 dias.

Em estudos com sangue humano, Hess et al. (2002) observaram que a
adicao de fosfato dissddico ou dibasico (FD) as SAs propicia melhor manutengao
do pH comparado ao fosfato monossddico ou monobésico (FM), potencializando
a preservacao de diferentes compostos intracelulares, reduzindo os danos sofridos
pelos eritrocitos e permitindo uma ampliagdo do periodo de conservagdo do
sangue armazenado. Os compostos contendo FD ja possuem permissao para uso
em solucdes conservadoras para bancos de sangue nos Estados Unidos e Europa
(HESS et al., 2000a).

Considera-se que a integracao pH e ATP estd intimamente relacionada na
manuten¢do do 2,3-DPG, pois em ambiente com pH baixo havera o bloqueio da
enzima difosfoglicerato mutase (enzima que converte o 1,3-difosfoglicerato em
2,3-DPQG) e ativacao da difosfoglicerato fosfatase (enzima que decompde o 2,3-
DPG). Além disto, a célula necessita de energia para a manuten¢ao dos niveis
normais, de tal forma que existe um consumo basal para sua manutengao
(SCOTT et al. , 2005). Entretanto, com a redug¢do do pH causada pela produgao
de lactato e CO,, haverd redug¢do da glicélise e consequente diminui¢do da
produgdo de ATP, particularmente pela inativagdo das enzimas hexoquinase e
fosfofrutoquinase, substancias que participam da via glicolitica e que gera
energia na forma de ATP (HOGMAN et al., 2002; HOLME, 2005). Com a
reducdo dos niveis do ATP ocorrera alteragdes no formato normal e aumento da
fragilidade da membrana, ocasionando maior grau de hemolise, tanto durante a

conservagao como apds a sua administracdo no paciente (EISENBRANT e
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SMITH, 1973; GUYTON e HALL, 1997; HOGMAN et al., 2002; KURUP et al.,
2003).

As alteragdes morfologicas ocorridas com os eritrocitos durante o
processo de armazenamento acarretardo em perda do formato biconcavo e da
integridade da membrana culminando no aumento dos niveis de hemoglobina e
potassio plasmaticos (HOLME, 2005), além de estarem relacionadas a reagdes
pos-transfusdo em pacientes humanos (LION et al., 2009). Greenwalt (2006)
relatou que devido as modificacdes morfologicas sofridas pelas células, estas
serdo rapidamente eliminadas pelo Sistema Monocitico Fagocitario (SMF) do
paciente reduzindo sua vida util no organismo receptor.

Um eritrécito canino normal possui didmetro médio de 7um e para que
este exerca sua funcdo de transportar oxigénio aos tecidos € necessario a
manuten¢do das caracteristicas de forma e flexibilidade da célula. Isto denota
preservacao das proteinas de membrana e do seu citoesqueleto (THRALL, 2007).

A mais notéavel alteragdo morfologica percebida nos eritrocitos estocados
¢ perda da biconcavidade adquirindo formato esferdide (esferocito) ou
equinocitico ainda nos primeiros momentos do processo de conservacao do
sangue (HESS e GREENWALT, 2002). Embora o esferécito seja
caracteristicamente um eritrocito de didmetro menor, a perda da biconcavidade
com forma esférica e sem espiculas na membrana sido consideradas no processo
de conservagdo, por diversos autores, como esferocitos. Muitas células
apresentam ambas as caracteristicas, esferocito e espiculas na membrana, desta
forma podem ser denominadas de esferoequindcitos. Em muitos casos, estas
alteracdes sdo reversiveis apenas com a ressuspensdo destas células em plasma
fresco, com concomitante recuperacdo do ATP e do 2,3-DPG (BAIN, 2006;
HESS, 2000b; HESS, 2009).

Sparrow et al. (2007) relataram ndo haver diferencas morfoldgicas no
decorrer do periodo de estocagem dos eritrécitos. Desta forma, as alteragdes na
forma, observadas nos primeiros dias de estocagem sdo, em nimero, semelhantes
as observadas ao fim de 41 dias de armazenamento. Entretanto, Lion et al (2009)
observaram aumento significativo das formagdes espiculares na membrana dos
eritrocitos estocados no mesmo periodo.

Diversos fatores levam as alteragcdes morfoldgicas dos eritrocitos. Para

Lion et al. (2009) mudangas na membrana por danos oxidativos inclusive a
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propria hemoglobina, influxo de célcio e reducdo do pH e do ATP sdao grandes
responsdveis pela mudanca na conformacdo e deterioracdo, algumas vezes
irreversivel, da membrana plasmatica. Ja Bain (2006) acrescenta que, com a acao
das enzimas inflamatorias liberadas pelos leucocitos presentes no interior das
bolsas, ocorrerdao lesdes da membrana plasmatica com consequente exposigao de
componentes internos da membrana bilipidica, possibilitando a ligacdo com
imunoglobulinas que culminardo em alteracdes na conformagdo e elasticidade
normal dos eritrécitos.

Estudos revelam que uma das primeiras alteragdes sofridas pela célula ¢ a
perda da capacidade de regulagdo dos canais i0nicos, com conseqiiente entrada de
jons calcio (Ca") no interior da célula. Isto ocorre pela liberagdo de substancias
no interior das bolsas, algumas delas oriundas de prostaglandinas ativadas, que
levam a liberagdo do fator de ativagdo plaquetario gerando uma série de reagdes
em cadeia que irdo culminar na desorganizagdo da membrana plasmatica,
aumentando a expressdo da fosfatidilserina (FS) e permitindo o influxo excessivo
de Ca’. A FS ir4 ativar a calpaina degradando a espectrina e conseqiientemente o
citoesqueleto. Além disto, o excesso de Ca” aumenta diretamente a atividade da
transglutaminase 2 (TG2) que, por reagdo cruzada, degrada o citoesqueleto. A
combinag¢do da agdo da calpaina e da TG2 ¢ o grande responsavel pela redugdo da
elasticidade do citoesqueleto e deformidade celular (LANG et al., 2003; BAIN,
2006).

Os eritrdcitos estdo constantemente expostos ao estresse oxidativo. Com o
influxo de oxigénio (O,) ha a formacdo de metahemoglobina (met-Hb) que, em
condi¢des normais, € reciclada em hemoglobina pela metahemoglobina redutase.
Porém, este mecanismo necessita de energia na forma de ATP e, sendo assim,
situacdes com baixos niveis de ATP culminardo na formag¢ao de uma
hemoglobina desnaturada que se ligara a espectrina, formando hemicromos que
alteram o citoesqueleto aumentando a rigidez celular formando estruturas
espiculares (equindcitos) e microvesiculas (BAIN, 2006; KRIEBARDIS et al.,
2006; HESS, 2009).

Com o passar do periodo de conservagdo ocorre o rompimento destas
espiculas ou microvesiculas promovendo a liberagdo de material citosélico e
hemoglobina. Com a ruptura das microvesiculas, ocorre também a exposi¢ao da

fosfatidilserina que normalmente se localiza na face interna da membrana. A
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expressao excessiva da FS componente expoe a célula a acao de imunoglobulinas
que causardo danos a membrana promovendo o desprendimento de pequenos
fragmentos da mesma e saida de material citoplasmatico (HESS, 2009). No
paciente, este mecanismo pode levar a reagdes inflamatorias e trombdticas (LION
et al., 2009), particularmente em pacientes poOs-cirirgicos que receberam sangue
armazenado a mais de 20 dias (KOCK et al., 2008).

Segundo Bain (2006) e Hess (2009), a acdo destas imunoglobulinas sobre
os eritrocitos seriam o principio basico da formacdo dos esferdides além do
mecanismo que explicaria a redugdo do didmetro celular. Entretanto, para Korte e
Verhoeven (2004), as solugdes presentes nas bolsas sdo capazes de promover
edemaciacdo das células, com conseqiiente aumento em seu volume. Esta
afirmacdo ¢ confirmada por Lion et al. (2009), quando relataram que em baixas
temperaturas a bomba de so6dio e potassio apresenta uma reducdo na sua fungdo
permitindo a saida de potassio e entrada de sddio. Desta forma ¢ plausivel pensar
que haja maior influxo de agua na célula, promovendo o aumento do didmetro
eritrocitario.

Segundo afirmacdes de Hess e Greenwalt (2002), este efeito edemaciante
sobre as células ¢ desejavel, pois reduziria alteragdes morfoldgicas como a
formacdo de equindcitos.

Objetiva-se com este estudo avaliar os parametros morfologicos do
concentrado de eritrocitos canino conservado em bolsas CPD/SAG-M acrescidas
com fosfato dissddico ao longo de 60 dias de refrigeracdo bem como reconhecer
se existe relacdo entre as varidveis morfologicas e bioquimicas a fim de estimar
os valores bioquimicos através da avaliagdo morfologica dos eritrocitos

conservados.

4.2 Materiais e Métodos
O projeto foi submetido e aprovado pela Comissio de Etica do
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa (protocolo n°

69/2007).

4.2.1 Localizacao dos procedimentos
A coleta do sangue e o armazenamento foram realizados no Hospital

Veterinario do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa
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(UFV) — Vigcosa (MG). A centrifugacdo das bolsas para a obtencdo do
Concentrado de Eritrécitos (CE) foi realizada na Fundacdo Centro de
Hematologia e Hemoterapia de Minas Gerais (HEMOMINAS), no ntcleo
regional de Ponte Nova — Vigosa (MG). Os exames laboratoriais foram realizados
nos Laboratorios de Analises Clinicas HEMOLAB e do Hospital Veterinario da
UFV, no Laboratério de BIOFARMACOS vinculado ao Departamento de
Bioquimica da UFV e no Laboratorio de Quimica Analitica do Departamento de

Quimica da UFV.

4.2.2 Coleta das Amostras

Foi utilizado sangue de seis cdes adultos, machos, ndo castrados sendo
dois da raca Pit Bull, dois Rottweilers e dois Labradores. Os animais possuiam
peso superior a 30 kg, de comportamento docil, em boas condigdes de satde,
verificados pelo exame fisico, hemograma, pesquisa de hematozoarios e
parasitologico de fezes. Esses animais tinham hematdcrito superior a 40% e de
proprietarios residentes na cidade de Vigosa (MG).

O procedimento de coleta foi realizado na Sala de Fluidoterapia do
Hospital Veterinario, sobre uma mesa de aco inoxidavel, posicionando os animais
em decubito lateral.

A contencao foi manual e executada por dois auxiliares. A venipung¢ao foi
feita na veia jugular, posicionando a agulha caudocranialmente, apos a depilacao
e anti-sepsia com solu¢do de alcool 70%.

O sangue foi coletado em bolsas CPD/SAG-M'" e centrifugados a 5186 G
por 5 minutos para a obtencdo do concentrado de eritrocitos (CE). Apos
centrifugacdo o CE foi transferido para a bolsa satélite onde continha a solug¢ao
aditiva (SA) de adenina, glicose ¢ manitol em solucao salina. Posteriormente a
transferéncia o conteudo desta bolsa foi dividido em duas bolsas de tal forma que
ambas possuiriam a mesma quantidade de CE em solu¢do aditiva, atestada pelo
peso ¢ numeradas de acordo com o animal doador. Com isto obteve-se de cada
animal duas bolsas com CE.

Apo6s os procedimentos anteriores, a uma das bolsas de cada animal foi

adicionada solucao de fosfato dissédico conforme a Tabela 1, de tal forma que

" Bolsas plésticas triplas, para coleta de sangue — Fresenius hemocare.
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esta, apos dilui¢ao ao volume pré-existente no interior da bolsa, apresentasse ao
final da mistura, a concentracao de 27 mmol/l de Na,HPO,4 ¢ 9 mmol/l de NaCl
para equilibrio osmotico evitando a lise eritrocitaria.

Tabela 14: Composic¢ao das solucdes aditivas (SAs) a serem acrescidos nas bolsas satélites, e
determinagdo dos grupos de acordo com a concentragdo do fosfato dissddico

(Na,HPO,).
Grupos Adigdo do Na,HPO, Adigao de NaCl Volume total do aditivo
(mmol/T) (mmol/T) (ml)
1 0 0 0
54 18 50

Apbés a adigdo da solugdo de fosfato dissodico, as bolsas foram
devidamente identificadas de acordo com a Tabela 15 e conduzidas a refrigeragao

de 4 a&°C.

Tabela 15. Identificagdo das bolas e separa¢do nos Grupos 1 e 2.

Bolsas Animal Composicao das Bolsas Grupo
Al A CPD/SAG-M 1
Bl B CPD/SAG-M 1
Cl C CPD/SAG-M 1
D1 D CPD/SAG-M 1
El E CPD/SAG-M 1
F1 F CPD/SAG-M 1
A2 A CPD/SAG-M com fosfato dissddico 2
B2 B CPD/SAG-M com fosfato dissodico 2
C2 C CPD/SAG-M com fosfato dissodico 2
D2 D CPD/SAG-M com fosfato dissddico 2
E2 E CPD/SAG-M com fosfato dissddico 2
F2 F CPD/SAG-M com fosfato dissoédico 2

4.2.3 Dias das Avaliacdes Laboratoriais

As avaliagdes laboratoriais, morfologicas ¢ morfométricas do sangue
contido nas bolsas foram realizadas em sete dias diferentes, com intervalos de 10
dias entres estes, iniciando imediatamente apo6s a centrifuga¢do e adicdo do

Fosfato Dissodico as bolsas do grupo 2.

4.2.4 Avaliacdo Laboratorial

Antes da avaliagdo das amostras, foi realizada a homogeneizagao do
sangue contido nas bolsas, seguida da retirada asséptica e em ambiente de capela
de 15 ml de sangue para a mensuragdo das variaveis bioquimicas e preparacao do

esfregaco para analise morfoldgica e morfométrica das células.
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Foi coletada amostra para mensuracdo do 2,3-DPG, percentual de
hemolise, potassio e pH.

Para a avaliagdo do 2,3- Difosfoglicerato (2,3-DPG) foram utilizados 5 ml
do sangue retirado das bolsas de ambos os grupos e centrifugado para a obtencao
de 1mL de concentrado de eritrocitos. A partir dai, as amostras foram submetidas
a desproteinizagdo pelo 4cido perclorico 0,6 M e neutralizadas com carbonato de
potassio 2,5 M. Na seqiiéncia foi realizada a centrifugagdo para separar o
sobrenadante utilizado nas reagdes bioquimicas que determinaram os valores do
2,3-DPG. Foi utilizado o Kit comercial para analise do 2,3-DPG' por
espectrofotometria em luz ultravioleta.

Considerando que foi adicionado um volume extra de 50 mL de solucdo
de Fosfato Dissodico, os valores do 2,3-DPG para ambos os grupos foram
corrigidos pelo hematocrito obedecendo a seguinte formula:

2,3-DPGcorrigido)™ 2,3-DPGieituray X 100 / Ht

2,3-DPGcomigido) = 2,3-Difosfoglicerato corrigido
2,3-DPGjeitura) = 2,3-Difosfoglicerato encontrado na leitura

Ht = Hematocrito

Para analise do percentual de hemolise (% hemolise) foi mensurada a
hemoglobina livre e total através do kit enzimdatico comercial com leitura por
espectrofotometria colorimétrica', e a mensuragio do hematécrito pela técnica
do microematocrito. Os dados foram submetidos a formula de percentual de
hemolise segundo Wardrop et al. (1997):

% hemolise = (100 — Ht) x Hb livre / Hb total

Ht = Hematocrito
Hb livre = Hemoglobina livre (g/dl)
Hb total = Hemoglobina total (g/dl)

Para as medi¢des do potdssio plasmatico, foi realizada a leitura em
aparelho de fotometria de chama'®. Para a calibragdo do aparelho foi utilizado o
Padrio"’, cuja concentracio do potassio era de 5 mEq/l. Considerando que foi
adicionado um volume extra de 50 mL de solu¢ao de Fosfato Dissodico, os
valores do potédssio para ambos os grupos foram corrigidos pelo hematdcrito

obedecendo a seguinte formula:

"2 Roche Diagnostics — Germany / 30 determinagdes — UV.

13 Espectofotdmetro — Fc — 130 — CELM.

' Fotdmetro de Chama Micronel — B 462.

'3 Padrio para analise de Sodio e Potassio por Fotometria de Chama — Laboratorio CELM.
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I<(corrigido)= I<(1eitura) x 100/ Ht

K (comigido) = Potassio corrigido
Kicitura) = Potdssio encontrado na leitura

Ht = Hematocrito

As mensuracdes do pH foi realizada através de aparelho de
hemogasometria'®.

Para a avaliacdo morfologica e morfométrica foi confeccionado um
esfregagco com uma gota do sangue retirado das bolsas nos dias estabelecidos. O
esfregaco foi fixado e corado pelo método de Romanowisky (Panético Rapido'’).
Ap6s secagem foi montado com Entellan entre 1amina e laminula.

As laminas foram focalizadas na area da cauda do esfregaco, na regido de
monocamada eritrocitaria em aumento de 1000x e fotografadas em
fotomicroscopio'™ no Departamento de Veterinaria da UFV. As imagens obtidas
foram sobrepostas por graticula de 10x10, onde cada ponto de interseccao
superposto a um eritrocito foi quantificado e a célula classificada de acordo com
a Tabela 16. Foram fotografados 10 campos de observacao de onde se obtiveram
1000 pontos de intersec¢do superpostos a eritrocitos de cada esfregaco das
amostras em cada dia do estudo. Demais estruturas superpostas as intersecgoes,

tais como fragmentos celulares, ndo foram quantificadas.

Tabela 16. Classificagdo das células eritrocitarias de acordo com a morfologia.

Classificacao Caracteristica morfolégica
Normal Aspecto normal sem alteragdes morfologicas
Esferoide Célula sem biconcavidade e sem espiculagdes

Esferoequindcito  Célula esferdide com espiculagdes distribuidas na superficie da célula
Poiquildcito Outras alteragdes morfologicas que nio o esferdide ou esferoequindcito

Alterada Somatorio dos percentuais para o esferoequindcito e poiquildcito

Para as mensura¢des morfométricas foi utilizado a régua micrométrica
cuja menor subdivisdo apresentava 10 micrometros (10 um) de extensdo. Esta
escala foi fotografado em fotomicroscopio. Com esta imagem foi ainda gerada

uma nova escala com 20 subdivisdes de 0,5 micrometros (0,5 pm) cada

' Gasometro ABL 5 — Radiometer / Copen Hagen.

" Newprov - Instant Prov - Conjunto de corantes para coloracio diferencial rapida em

hematologia.

'8 Fotomicroscopio Olympus CX31 com cdmera Olympus SC20 e tubo adaptador de imagem
Olympus U-CMAD3.
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utilizando o editor de imagem Adobe Photoshop'’. Esta escala de 10 micrometros
e com subdivisdes de 0,5 micrometros foi sobreposta as fotomicrografias dos
esfregagos sanguineos. As células foram medidas em seu comprimento e largura,
permitindo a obtengdo do diametro médio dos eritrocitos. De acordo com a
avaliacdo das medidas morfométricas para cada repeticdo no dia analisado, e
estas apresentando um desvio padrdo inferior a 5%, optou-se por mensurar sete
células para cada classificagdo morfologica, em cada um dos 10 campos
observados, por dia de observagdo. Totalizando 70 mensuracdes para cada
repeticdo em cada dia analisado. Desta forma obteve-se um montante

representativo das amostragens morfométricas em cada uma das repeticoes.

4.2.5 Analise Estatistica

A avaliagdo estatistica foi feita pelo programa estatistico SAEG™,
utilizando-se para os dados paramétricos a analise de variancia (ANOVA).
Posteriormente os dados que passaram pelas premissas da andlise de varidncia,
foram submetidos ao teste de Tukey, com grau de significancia de 5% (p<0,05),
que avaliou o comportamento das variaveis no decorrer do tempo.

Na comparagdo entre grupos, foi realizado o teste t de Student com grau
de significancia de 5% (p<0,05).

Os dados nao paramétricos foram analisados pelo teste de Pearson no
sentido de verificar correlacdo entre as variaveis e posteriormente o teste de

Wilcoxon para determinagao do comportamento no tempo (p<0,05).

4.3 Resultados e Discussoes

4.3.1 Potéssio plasmético

Na analise do sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M e CPD/SAG-
M Modificada no periodo do estudo, foi observado um acréscimo significativo
nos niveis de potassio de ambos os grupos. Na comparacao entre grupos, também
foi observada diferenga significativa sendo as médias do grupo 1 (G1) superiores

as observadas no grupo 2 (G2) (Tabela 17 e Figura 16).

' Editor de imagens Adobe Photoshop CS2 Versio 9.0, 1990-2005.
 SAEG Sistema para Analises Estatisticas, Versio 9.1: Fundagdo Arthur Bernardes - UFV -
Vigosa, 2007.
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Por ser um ion intracelular, o aumento nos niveis de potassio extracelular
representa uma reducdo na capacidade da membrana em manter as concentragdes
de potassio no meio intracelular, ou até mesmo, indicar hemolise. Entretanto,
segundo Lion et al. (2009), em baixas temperaturas ha uma redugdo da fungdo da
bomba de sodio e potassio, permitindo a saida de ions citosdlicos, levando a um
meio extracelular hipercalémico. Considerando que ambos os grupos estiveram
expostos as mesmas condi¢des de temperatura, a explicacdo para as diferencas
nas médias de potassio plasmatico se d& em uma melhor preservacdo do ATP
pelo G2. Segundo Kurup et al. (2003), este nucleotideo estd intimamente
relacionado @ membrana plasmatica, sendo também, responsavel pelo equilibrio
eletrolitico da célula. Desta forma ¢ possivel observar que houve melhor
preservagdo da membrana plasmatica da célula no grupo tratado com o fosfato
dissodico.

Tabela 17. Valores médios e desvio padrio de potissio plasmatico (mEq/l) do sangue cies
armazenado nas bolsas do G1 e G2, nos dias (D) analisados.

Grupos D1 D 10 D 20 D 30 D 40 D 50 D 60
Gl 43£1,7M  7,942,1°¢ 9,5+513%% 10,342,1°%° 11,9424 11,8+1,9% 14,0458
G2 3,3+1%  6,3+1,8%  8,0+0,9%° 9241 8% 8 6+1,28* 9542 18P g 94D 2B

Médias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (p<0,05).
Médias acompanhadas de letras iguais maitisculas na coluna nio diferem entre si, segundo teste t de Student
(p<0,05).

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.

G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

* Valores corrigidos pelo hematocrito (100%)
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Figura 16. Representagdo dos valores médios do Potassio (mEgq/l) do sangue armazenado nas

bolsas dos G1 e G2, nos dias analisados.
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.
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Feita a correlagcdo entre os niveis médios de potassio em fung¢ao do pH
para o Gl e G2 respectivamente, observou-se significdncia nas comparagdes
apresentando forte correlagdo negativa para G1 (r=-0,9515) e G2 (r=-0,9779),
resultando em um alto coeficiente de correlagdo para estes grupos (Figura 17).
Desta forma, pode-se dizer que os valores do potdssio plasmatico sao
inversamente proporcionais aos valores do pH sangiiineo. Isto pode ser
confirmado pelos achados indicativos da elevacdo do potassio extracelular em
91% no G1 e 96% no G2, elevacao esta justificada pela queda do pH. Estes dados
concordam com as afirmagdes de Bush (2004), quando disse que a membrana
plasmatica ¢ diretamente influenciada pela reducao do pH, levado a uma

migra¢do do potéssio contido no fluido intracelular para o meio extracelular.

Relacdo Potassio e pH-G1 Relagdo Potassio e pH - G2
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ra 17. Representagdo grafica da comparagdo entre a variavel potassio plasmatico em fungao do pH.
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

4.3.2 2,3-Difosfoglicerato (2,3-DPG)

Houve no primeiro dia de andlise valores abaixo do limiar minimo de
mensurac¢do para ambos os grupos, entretanto a partir do 10° dia de conservagio
observou-se um aumento do 2,3-DPG nos dois grupos, sendo que do D10 ao
D60, as médias do G2 foram superiores as observadas no G1.

Da mesma maneira foram constatadas diferencas significativas nas
médias entre os dias de conserva¢ao, demonstrando reducao dos niveis do 2,3-
DPG a partir do 20° dia (Tabela 18 e Figura 13).

A explicagdo para os valores proximos de zero no primeiro dia pode estar
no fato de que inicialmente o sangue ¢ coletado na bolsa primaria que, embora
contenha citrato e dextrose tamponados com fosfato, esta solugdo possua pH
ligeiramente inferior a 6. Devido a isto, ¢ possivel que o metabolismo
eritrocitdrio reduza consideravelmente, aumentando o desgaste do 2,3-DPG

levando-o a valores muito baixos.
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Chiaramonte (2004) e Lion et al. (2009) relatam que o 2,3-DPG sofre de
fato reducdo de seus niveis ainda nas primeiras horas de armazenamento,
entretanto ndo mencionam a recuperagdo desta substancia ainda durante o
processo de conservacao.

Neste estudo foi observado um aumento significativo nos niveis do 2,3-
DPG no D10 de ambos os grupos. Estes resultados contrariam os achados por
Eisenbrandt e Smith (1973), quando estudaram o comportamento bioquimico do
sangue canino armazenado em solu¢do de acido citrico e dextrose. Entretanto
corroboram os achados de Costa Junior et al. (2008), que observaram aumento
dos niveis de 2,3-DPG no 7° dia de armazenamento do sangue canino total
preservado em bolsas CPDA-1 e CPD/SAG-M.

A explicagdo para o aumento nos niveis do 2,3-DPG apoés o DI,
alcangando picos no 10° dia, para ambos os grupos, pode estar no fato de que as
solucdes conservantes das bolsas ja possuem altos niveis de adenina, energia (na
forma de dextrose) e fosfato.

O melhor desempenho do G2 pode ser explicado pelo menor consumo de
energia na forma do ATP para a manutengdo do 2,3-DPG, consequentemente
levando a uma maior preservacdo do ATP celular. Sendo assim, ¢ possivel
hipotetizar que haja maior disponibilizacdo deste nucleotideo para as funcdes de
manutengdo da membrana celular e consequente preservagdo do formato e
flexibilidade dos eritrocitos. Além do mais, Bremner et al. (2002) e Scott et al.
(2005) explicam que quantidades maiores de Fosfato Inorganico (Pi) elevam a
concentragdo de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) o que elevaria a
concentra¢do do 1,3-difosfoglicerato (1,3-DPG), considerado o precursor do 2,3-
DPG.

Lion et al. (2009) presumem que apos 14 dias de conservagdo os
eritrocitos humanos tém sua taxa metabolica reduzida pela deplecdo de energia,
diminuicdo da glicdlise e ndo reciclagem de importantes fatores antioxidantes.
Estes fatores antioxidantes podem levar a redugdo dos niveis do 2,3-DPG, do

formato e flexibilidades normais dos eritrocitos.
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Tabela 18. Valores médios' e desvio padrio de 2,3-Difosfoglicerato (mmol/l) do sangue cies armazenado
nas bolsas do G1 e G2, nos dias (D) analisados.

Grupos D1 D 10 D 20 D 30 D 40 D 50 D 60
Gl 00  2,38+0,95%% 0,90+0,8"° 0,67+0,57** 0,67+0,6" 0,31+0,28*" 0,61+0,4">
G2 0+0™°  2,72+1,18 1,78+0,87%° 1,18+0,66" 0,82+1% 0,66+0,675* 0,72+0,61°"

Meédias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (p<0,05). Médias
acompanhadas de letras iguais maitisculas na coluna ndo diferem entre si, segundo teste t de Student (p<0,05).

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.

G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

* Valores corrigidos pelo hematocrito (100%)
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Figura 18. Representagdo dos valores médios do 2,3-DPG (mmol/l) do sangue armazenado nas

bolsas dos G1 e G2, nos dias analisados.
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas do fosfato dissédico.

433 pH

Na andlise do pH, foi encontrada diferenca significativa na comparacao
entre os grupos e durante o tempo do estudo (Tabela 19 e Figura 19).

Os valores de pH no primeiro dia diferem aos encontrados por Wardrop et
al. (1994) e Costa Junior et al. (2008), quando em estudo com sangue canino em
bolsas CPDA-1 e CPD/SAG-M, observaram pH médio de 6,98. Entretanto, os
dados observados no G2, corroboram os fornecidos por Kurup et al. (2003), em
seu trabalho com sangue humano, onde estes obtiveram valores acima de 7 para o
sangue conservado em bolsas CPDA-1 ¢ CPD/SAG-M.

O decréscimo do pH logo no primeiro dia confirma os achados de Ribeiro
Filho et al. (1994) e Hess et al. (2002), quando observaram que o pH das solucdes
contidas nas bolsas ¢ acido. Desta forma, ¢ capaz de reduzir o pH do sangue
ainda no primeiro dia de armazenamento. Segundo Ribeiro Filho et al. (1994) e

Holme (2005), a queda do pH durante o tempo de anédlise se d& pelos metabolitos
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acidos provenientes do metabolismo anaerobico dos eritrocitos durante a
conservacao.

Considerando que o pH e o ATP estejam intimamente relacionados,
Kriebardis et al. (2006), esclarecem que a célula necessita de energia para a
reciclagem da metahemoglobina (met-Hb). Caso este processo nao ocorra, havera
formagdo excessiva de hemoglobina desnaturada que se ligara as proteinas de
membrana aumentando a rigidez celular e formando estruturas espiculares

(equinocitos) e microvesiculas.

Tabela 19. Valores médios e desvio padrdo de pH sanguineo do sangue cies armazenado nas bolsas do
G1 e G2, nos dias (D) analisados.

Grupos D1 D 10 D 20 D 30 D 40 D 50 D 60

_______________ 6,89+0,11%6,61+0,17"" 6,440,23"™ 6,29+0,27* 6,25+0,26"° 6,28+0,23" 6,26+0,23"
7,120,08% 6,79+0,21% 6,73+0,08"* 6,660,12° 6,62+0,16> 6,61+0,19% 6,61+0,2%
Médias seguidas de letras iguais mintsculas na linha, ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (p<0,05).
Médias acompanhadas de letras iguais maitGsculas na coluna ndo diferem entre si, segundo teste t de Student
(p<0,05).

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.

G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

Dias

Figura 19. Representagéo dos valores médios do pH do sangue armazenado nas bolsas dos G1 ¢
G2, nos dias analisados.
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

4.3.4  Percentual de hemolise (% hemolise) e Hematdcrito
Na analise do % hemolise foram constatadas médias significativamente
menores no grupo G2 a partir do 20° dia de armazenamento. Na avaliacdo no

decorrer do tempo de conservacdo também foram encontradas diferencas entre os
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momentos demonstrando um significativo aumento nas médias, especialmente
para o grupo G1 (Tabela 20 e Figura 20).

Na andlise do Hematocrito (Ht) ndo foram observadas diferencas
significativas (p>0,05) entre os grupos ou no decorrer dos dias analisados (Tabela
21 e Figura 21).

O aumento no percentual de hemolise nao configura necessariamente uma
condi¢do de colapso celular, pois segundo Hess e Greenwalt (2002), as alteragdes
morfoldgicas nos eritrocitos estocados ja se ddo nas primeiras horas de
armazenamento e se configuram principalmente em esferécitos e na formagdo de
estruturas espiculares (equinocitos). Hess (2009) acrescenta que com o passar do
periodo de conservacdo ocorre o rompimento destas espiculas promovendo a
liberagdo de material citosélico e hemoglobina sem, no entanto, representar a lise
celular. Provavelmente por isto ndo observamos um declinio significativo do
hematocrito nos grupos.

Embora o nivel de significincia tenha sido apenas de 10%, curiosamente
observamos um aumento nas médias do Ht para o G2. Este fato pode ser
explicado por Lion et al. (2009), quando afirmam que em baixas temperaturas a
bomba de sodio e potassio apresenta uma reducdo da sua fungdo permitindo a
saida de potassio e o influxo de s6dio. Com isto € plausivel imaginar que, para
que ocorra equilibrio osmético, haja a entrada de 4gua no interior da célula, o que
elevaria o volume globular médio dos eritrocitos. Entretanto, estas afirmagdes
nao corroboram aquelas de Bain (2006) e Hess (2009), quando afirmam que, pela
ruptura das espiculas e conseguente saida de material citosélico, inclusive
hemoglobina, a célula vermelha tende a reduzir o seu diametro.

Apo6s avaliar os valores médios do percentual de hemolise é possivel
constatar uma larga superioridade das bolsas do G2, contendo a solugdo
CPD/SAG-M modificadas na preservagao das células. Estes dados confirmam os
encontrados por Wardrop et al. (1997), que em estudo conservativo de sangue
canino, testaram as alteragdes sofridas pelo sangue armazenado em bolsas
CPDA-1 e em bolsas contendo SA enriquecidas com fosfato monobéasico. Desta
forma ¢ possivel concluir que a manutengdo do pH interfere diretamente na

preservagdo da integridade celular.
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Tabela 20. Valores médios e desvio padrao do Percentual de Hemolise do sangue de cdes armazenado nas
bolsas do G1 ¢ G2, nos dias (D) analisados.

Grupos D1 D 10 D 20 D 30 D 40 D 50 D 60
Gl 0,5+0,4%° 1,240,4"° 1,240,9%% 4,9+7,1° 9.9+£14,6"* 10,2+12,9* 14,5+17,6*
G2 1,240,6%° 1,12£0,7%° 0,8+0,55% 1,041,8%® 2 64225 3 642 6% 5443 8%

Meédias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (p<0,05). Médias
acompanhadas de letras iguais maitisculas na coluna ndo diferem entre si, segundo teste t de Student (p<0,05).

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.

G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

16,0
14,0
12,0
10,0

% hemolise
©
o
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Figura 20. Representacdo dos valores médios do percentual de hemdlise do sangue armazenado
nas bolsas dos G1 e G2, nos dias analisados.

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas do fosfato dissodico.

Tabela 21. Valores médios e desvio padrdo do Hematocrito (%) do sangue de cdes armazenado nas bolsas do
Gl e G2, nos dias (D) analisados.
Grupos D1 D10 D 20 D 30 D 40 D50 D 60

Gl 44.8+15,4™ 43 716,27 44 3+17 4™ 45 3+17,9% 43,2419,3"* 43,8421,2%  40,6+24,2"°

G2 43,34+19,3% 43 3+20,6™ 45,0+22,3% 46,3+23,2% 47, 84246 48,5£24,6"  48,2+25,14°

Meédias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (p<0,05). Médias
acompanhadas de letras iguais maitisculas na coluna nao diferem entre si, segundo teste t de Student (p<0,05).

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.
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Figura 21. Representagdo dos valores médios do hematocrito do sangue armazenado nas
bolsas dos G1 e G2, nos dias analisados.
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

4.3.5 Estudo Morfologico e Morfométrico

Na analise do formato eritrocitario foram encontradas alteragdes (Figura
22), e significativa diferenga entre os grupos nos dias 20, 30, 40 e 50 do estudo.
Nos dias 1, 10 e 60 nao houve diferencas entre G1 e G2.

Segundo Hess e Greenwalt (2002), os eritrdocitos coletados apresentam
ainda nas primeiras horas a perda da biconcavidade adquirindo o formato
esferoide. Somente com a deterioragdo que surge com o desgaste da célula e o
consumo de suas reservas de ATP, surgirdo as espiculagdes que caracterizam o
esferoequinécito. Para Bain (2006), estas deformagdes sdo projecdes da
membrana plasmatica que liberam material citoplasmatico, elevando a
concentra¢cdo da hemoglobina extracelular sem que, no entanto, ocorra a reducao
do hematocrito. Além disto, Lion et al. (2009) afirmam que todas estas alteragdes
espiculares sdo fruto de deformagdes no citoesqueleto e que conferem, inclusive,
um aumento da rigidez celular. Greenwalt (2006) acrescenta que com estas
alteracdes a célula fica mais propensa a ser eliminada pelo sistema monocitico

fagocitario (SMF) do receptor ap6s a infusdo do sangue no paciente.
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Figura 22. Formagdes eritrocitarias do sangue armazenado nas bolsas dos G1 e G2 em diferentes
momentos da conservagao.
Em A. estd representado o 40° dia do Gl. Célula com formato caracteristico de
dacridcito (seta). B estd representando o 60° dia do Gl. Predominio de células
esferoequinociticas (*). Em C, estd representado o primeiro dia no G2. Predominio de
eritrocitos de aspecto esferdide e sem biconcavidade, classificado neste estudo como
eritrocitos esferoides. D representa o décimo dia de armazenamento do G2 (seta,
esferoequindcito).
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

Desta forma ¢ possivel concluir que houve um melhor desempenho do G2
na preservacdo da integridade morfoldgica celular, pois este manteve, nos dias
20, 30, 40 e 50, médias superiores para a variavel esferoide e menores valores
para a classificagdo esferoequindcito e no somatério das médias
esferoequinociticas e poiquilociticas, representada pela classificagdo Alterada do
D20, D30 e D40 (Tabela 22 e Figura 23). Considera-se o esferdide superior
comparado as demais alteragdes morfologicas, pois esse representa menores
alteracdes na membrana eritrocitdria de tal forma que sua integridade e
flexibilidade ficam menos afetado, permitindo supor que estas células exercerao
melhor sua funcdo no organismo do paciente receptor, bem como recuperarao
mais rapidamente seus componentes da membrana plasmatica ap6s transfusao e

ressuspensao em plasma fresco.
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Tabela 22. Valores médios e desvio padrao das médias (%) para as variaveis morfologicas no G1 e G2, nos dias (D) analisados.

Grupos D1 D 10 D 20 D 30 D 40 D 50 D 60
Esferoide 72,3427,3%  79,7419.4%  57.7+14,7% 53,7+11,4% 4824224 63,5+10,6™* 70,2£17,2™
G1  Esferoequinécito  27,2427,1%  20+£17,8%  41,6+14,6™ 46,1+11,4" 49,5+23,7% 32,8+8,6""  25,5+16,6™
Poiquilocitose 0,5+0,3% 0,3+0,4% 0,7+0,7" 0,2+0,4% 2,3+1,3% 3,743,4™ 4,3+1,4™
Alterada* 27,7427%  203+18%  423+149™ 46,3+114" 51,8+225%  36,5£17,9" 29.8+17.2"
) Esferoide 82+18,4% 86,6472  86,4+153%  79,1+£11,1%  758+16,7%  80+14,6%  77,5+6,7°%
Gy  Esferoequinécito  17,4+18,7**  12,8+8,6™  133+4,5%  19,1£11,6™ 20,5+17,6™ 17,4134 18,6+8"
Poiquilocitose 0,6:£0,5" 0,6:+£0,4"° 0,3+0,4* 1,8+1,5% 3,7+24 2,6+1,7% 3,9+2.4%
Alterada* 18,0+£18,5*  13,4+8,8%  13,6+4,7°*  20,9+12%*  242+16,6% 20+14,4™ = 22,5+6,8™

Meédias seguidas de letras iguais minusculas na linha, ndo diferem entre si, segundo teste de Turkey (p<0,05). Médias acompanhadas de letras iguais
maitsculas na coluna das mesmas variaveis ndo diferem entre si, segundo teste t de Student (p<0,05).
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.

* Representa o somatorio das variaveis esferoequinécito e poiquilocitose.
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Korte e Verhoeven (2004), Bain (2006) e Hess (2009), estudando
eritrocitos humanos, citaram que estas alteragdes sdo reversiveis apenas com a
ressuspensao destas células em plasma fresco, com concomitante recuperacao do
ATP e do 2,3-DPG. Ja para Lion et al. (2009) os eritrocitos humanos nao
recuperardo a sua integridade da membrana se a transfusao for realizada proximo
do tempo médximo de armazenamento. Para Wardrop et al. (1997), em estudos
com sangue canino conservado em bolsas CPDA-I1, as alteragdes do formato

eritrocitario podem ser irreversiveis.

: q
I..‘.t -..‘%'

Figura 23. Comparagao entre o primeiro e Gltimo dia de conservagdo do sangue nos grupos G1 e
G2.
A e C representam o G1 e o G2, respectivamente, no primeiro dia de conservagdo. Em
ambos os grupos a propor¢ao de esferoides ¢ semelhante. B e D representam os G1 e
G2, respectivamente, no 50° dia de conservagio. Maior propor¢io de
esferoequinécitos em G1 (setas) e maior de esferdides em G2 (pontas de seta).
G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissddico.
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Nao foi encontrada correlacdo entre caracteristicas morfoldgicas e o
percentual de hemolise. Estes dados corroboram os encontrados por Hess et al.
(2000b), em estudos com eritrocitos humanos, que demonstraram ndo haver
correlagdo entre as alteragdes morfologicas e o grau de hemolise, podendo,
entretanto, ter alguma relacdo com os niveis de ATP. Este fato pode ser explicado

por Bain (2006), quando afirma que ocorrem rupturas das espiculagdes na
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membrana levando a liberagao de material citosolico, porém sem lise da célula.
Desta forma ¢ possivel observar um aumento da hemoglobina plasmatica sem
destruicao dos eritrocitos.

Na avaliagdo das médias do 2,3-DPG e do potdssio com as médias
morfologicas € possivel observar correlacao nos dias 10, 30, 40 e 50 do estudo,
conforme demonstrado nas Tabelas 23 e 24. Desta forma ¢ possivel constatar que
no 10° e 40° dias de conservagdo os niveis do potéssio sdo correlacionados com
as variaveis morfoldgicas de tal forma que, quando existe um aumento do
potassio, existe uma elevacdo das médias percentuais das células
esferoequinodticas e de outras alteragdes morfologicas, acompanhado da redugao
da propor¢do das células esferdides. Do mesmo modo, quando observamos a
variavel 2,3-DPG em relagdo aos dados morfoldgicos, constata-se que no 30° e
50° dias de conservagdo existe correlagio positiva entre estes, de tal forma que a
redu¢do dos percentuais das células esferdides acompanha a queda dos valores do
2,3-DPG.

Assim, observando estas relagdes pode-se, pela avaliagdo morfoldgica,
presumir os niveis do potéassio nos dias 10 e 40, e os valores do 2,3-DPG nos dias
30 e 50 da conservacao sanguinea. Este dado torna-se relevante principalmente
no estudo da qualidade do sangue estocado, pois em situagdes envolvendo
pacientes criticos, ¢ possivel avaliar de forma rapida e simples os niveis do 2,3-
DPG e do potassio livre para assim escolher entre duas ou mais unidades de
sangue que irdo melhor beneficiar o animal em estado critico.

No entanto, ndo houve diferencas significativas na comparacio entre as
médias morfoldgicas dentro dos grupos no decorrer dos dias. Estes dados
corroboram os achados de Sparrow et al. (2007), quando relataram n3o haver
diferengas morfoldgicas no transcorrer do periodo de estocagem dos eritrocitos
de humanos. Esses autores observaram que as alteragdes morfoldgicas vistas nos
primeiros dias de estocagem sdo, em numero, semelhantes as observadas ao fim
de 41 dias de armazenamento. Entretanto, Lion et al (2009) observaram aumento
significativo das estruturas microvesiculares no sangue humano estocado no

mesmo periodo.
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Tabela 23. Correlagdes entre as variaveis morfoldgicas (%) e bioquimicas, 2,3-DPG (mmol/l) e potassio (mEgq/l), no G1 nos
dias (D) analisados.

Grupos D1 D 10 D 20 D 30 D 40 D50 D60
Varidveis Esferoide 72,3’; 79,:“') 57,7‘; 53,7’:“ 48,2‘;') 63,5A:) 70,2’;
Morfologicas Esferoequindcito 27,2 208 41,6 46,180 49,55 328% 255
cl Alterada 277 203°0 423 4630 5180 365 298°
Variaveis  2,3-DPG o° 2,38" 0,90 0,67"B¢ 0,67° 0,31 0,61°
Bioquimicas Potassio 4,3F 7,94B¢ 9,5" 10,3" 11,9°%¢ 11,85 140"

Nas comparagdes entre as varidveis morfologicas e bioquimicas dentro do grupo, as médias acompanhadas de letras iguais na coluna possuem
correlagdo entre si, segundo teste de correlagdo de Pearson (p<0,05).

(+) Correlagido positiva; (-) Correlagdo negativa.

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.

Tabela 24. Correlagdes entre as variaveis morfologicas (%) e bioquimicas, 2,3-DPG (mmol/l) e potassio (mEq/l), no G2 nos
dias (D) analisados.

Grupos D1 D 10 D 20 D 30 D 40 D50 D60
Varidveis Esferéide g2 86,60 86,4 79,144 75,880 gpr™ 77 54
. . Esferoequinocito 17,4 12,8%" 13,38 19,130 20,559 174% 18,6"
G? Morfologicas C o) c Ce) C+) c ¢
. Alterada 180~ 134-°° 136 109  242-° 20" 225"
Variaveis 2,3-DPG 0P 2,72P 1,78° 1,1848¢ 0,82° 0,66 0,72°
Bioquimicas Potéssio 3,3F 6,348¢ 8,0° 9,2F 8,6"B¢ 9,5F 8,9°

Nas comparagdes entre as variaveis morfoldgicas e bioquimicas dentro do grupo, as médias acompanhadas de letras iguais na coluna possuem
correlagdo entre si, segundo teste de correlagdo de Pearson (p<0,05).

(+) Correlagdo positiva; (-) Correlagio negativa.

G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.



Na avaliagdo morfométrica, ndo houve diferengas significativas nas
comparagdes entre os grupos. Porém foram encontradas variagdes significativas
no decorrer do tempo de estocagem somente para a variavel esferoide (Tabela 25

e Figura 24).

Tabela 25. Valores médios e desvio padrao do didmetro (um) dos eritrocitos nas diferentes classificagdes
morfologicas no G1 e G2, nos dias (D) analisados.

Grupos D1 D 10 D 20 D 30 D 40 D50 D 60

Esferéide 8,4+0,3"" 8,1+0,4% 8,0£0,3%% 8,140,4" 7,6+0,4*° 7,7+0,5*°  7,6+0,5""

Gl Esferoequinéeito 8,240,3% 8,140,3%*  7,8£0,4* 8,0+0,6"* 8,0+0,5** 8,1£04% 7,702
_._._._._Poiquilocitose _8,7+0.7"" 9.0:07" _ 8,1404™ 8517 8,040.6™ 9,3+04"  85+04"

Esferoide 8,3£0,2™ 8,4+0,3"*  8,2+02"" 84+0,4" 7,6+0,4"" 83+0,3"  8,1+0,4"
G2 Esferoequinéeito 8,440,6** 10,8404 8,1+0,5 8,3+0,3"* 7,040,1** 8,1+0,3"*  7,7+0,4"

Poiquilocitose ~ 8,0+0,2** 8,6+0,6™ 8,5+0,6** 9,0+0,4** 8,4+0,4"* 84+04"" 84403
Meédias seguidas de letras iguais mintsculas na linha, ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (p<0,05).
Médias acompanhadas de letras iguais maitisculas na coluna das mesmas variaveis ndo diferem entre si, segundo teste t de

Student (p<0,05).

G1: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M.
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissddico.

Segundo Thrall (2007), os eritrécitos caninos possuem didmetro médio de
7um no organismo. Como foi possivel observar, embora exista aumento do
diametro celular no interior das bolsas, notado ainda no primeiro dia do estudo,
tendéncia de redu¢do do tamanho celular durante o periodo de armazenamento
(Tabela 25, Figura 24). Atribui-se isto a perda de material citoplasmatico pela

ruptura das espiculas. Apesar da redugdo do didmetro médio das células, estas

ainda permanecem maiores que a média dos eritrocitos no organismo animal.

Figura 24. Comparagdo morfoldgica dos eritrocitos do G2 entre o primeiro e 60° dia do estudo.
A representa o primeiro dia de armazenamento no G2. Maioria dos esferocitos com
didmetro homogéneo (setas). Em B, representando o grupo G2 ao 60° dia do estudo,
observa-se reducdo do didmetro celular de algumas células esferdides (setas).
G2: Grupo com sangue armazenado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas de fosfato dissodico.



O aumento do didmetro celular no inicio da conservacao se deu
provavelmente pelo ingurgitamento das células em contato com as solucdes
aditivas. Segundo Korte e Verhoeven (2004), as solucdes presentes nas bolsas
sdo capazes de promover uma edemaciagdo das células, com conseqiiente
aumento em seu volume.

Lion et al. (2009) explicam que em baixas temperaturas a membrana
plasmatica sofre uma reducdo da sua atividade, desta forma permitindo a saida de
ions potassio e a entrada de sédio. Por isso, ¢ possivel presumir que, para que
haja equilibrio osmoético e facilitado pela reducdo do controle pela membrana
plasmatica, exista a entrada do sédio e consequente influxo de 4dgua na célula
exercendo efeito edemaciante na mesma, o que eleva o seu didmetro. Entretanto
estas alteragdes ndo foram observadas por D’ Almeida et al. (2000), na ocasido do
estudo com eritrocitos humanos conservados em bolsas CPDA-1.

Segundo afirmacgdes de Hess e Greenwalt (2002), este efeito edemaciante
sobre as células ¢ desejavel, pois reduziria as alteragdes morfoldgicas como a
esferoequinocitose.

Com a ruptura das projecdes presentes na membrana, ocorre também a
exposicao da fosfatidilserina que normalmente se localiza no interior desta. A
expressdo excessiva deste componente expde a célula a agdo de imunoglobulinas
que causardo danos @ membrana promovendo a perda de fragmentos e a saida de
maiores quantidades de material citoplasmatico. Este processo também pode estar
envolvido na formagdo do esferocito além do mecanismo que explicaria a
reducdo do didmetro celular com o decorrer do tempo de armazenagem, pois com
a perda continua de fragmentos da membrana a célula pode sofrer redugdes do

seu diametro (BAIN, 2006; HESS, 2009).

4.4 Conclusoes
Ap0s a andlise dos resultados obtidos e nas condi¢des deste estudo, pode-
se concluir, at¢é o 60° dia de armazenamento do sangue canino em bolsas
CPD/SAG-M e CPD/SAG-M acrescidas do fosfato dissodico que:
O 2,3-Difosfoglicerato continua a ser produzido apds a coleta alcangcando
valores maximos por volta do 10° dia de conservagdo indicando ser este o melhor

momento para a utilizagdo deste hemoderivado;
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A bolsa CPD/SAG-M acrescida do fosfato dissddico demonstrou
vantagens quando comparada a bolsa CPD/SAG-M, principalmente no que se
referem as variaveis 2,3-DPG e pH;

Os eritrécitos perdem a biconcavidade e adquirem a forma de esferdcito
ja nos primeiros dias de armazenamento;

O sangue conservado nas bolsas CPD/SAG-M acrescidas do fosfato
dissodico apresenta melhor preservagdo dos eritrocitos sob o ponto de vista
morfolégico, demonstrado por aumento das médias percentuais para esferocitos e
reducdo percentual dos esferoequindcitos;

Os eritrdcitos apresentam aumento do didmetro ja no inicio do processo
de conservagdo e passam a reduzir o seu volume com o decorrer do tempo de
armazenamento;

E mais indicado o uso das bolsas CPD/SAG-M acrescidas do fosfato
dissédico para a conservacdo do sangue canino sob refrigeragdo em um periodo

maximo de 60 dias de armazenagem em relagdo as bolsas CPD/SAG-M.
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