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RESUMO

COSTA, C. Avalia¢do do concentrado de hemacias de equinos armazenado em bolsas
plasticas contendo as solu¢oes CPDA-1 e CPD/SAG-M. 2018.87p. Dissertacdo (Mestre em
Ciéncia Animal nos Trépicos) — Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Universidade
Federal da Bahia, 2018.

A medicina transfusional veterinaria tem evoluido muito nas ultimas décadas, acompanhando
0s avangos presentes na medicina humana como, por exemplo, a utilizacdo de novas solugdes
conservantes contidas nas bolsas de sangue. Durante o periodo de armazenamento das bolsas
de sangue, ocorrem alteragdes hematoldgicas, hemogasométricas e bioquimicas nos
eritrocitos, conhecidas como lesdes de armazenamento. Porém, poucos estudos abordaram,
em equinos, sobre o protocolo de armazenamento de bolsas de sangue em diferentes solucdes
de conservagdo. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar as alteragdes hematologicas,
hemogasométricas e bioquimicas ocorridas durante o armazenamento de concentrado de
hemaécias de equinos em bolsas plésticas contendo Citrato, Fosfato, Dextrose e Adenina
(CPDA-1) e Citrato, Fosfato, Dextrose, Salina, Adenina, Glicose ¢ Manitol (CPD/SAG-M).
Foram avaliadas 17 bolsas de concentrado de hemacias (8 CPDA-1 ¢ 9 CPD/SAG-M), e as
analises laboratoriais foram realizadas semanalmente totalizando 35 dias. As avaliagdes
hematologicas realizadas foram: a contagem total de hemadcias, o volume corpuscular médio
(VCM), a concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), o volume globular
(VG), a hemoglobina livre e calculo do grau de hemolise. As avaliacdes hemogasométricas
foram: o potencial hidrogenidnico (pH), a pressdo parcial de oxigénio (PO,), a pressdo de
didxido de carbono (PCO,), a saturacdo de oxigénio (SpO,) e o bicarbonato (HCOs’). As
avaliacdes bioquimicas foram: as concentragdes de glicose, lactato e potassio (K'). Os dados
foram submetidos a analise dos valores médios de cada parametro e comparados pelo teste
Tukey-Kramer e alguns parametros foram submetidos as mudancgas proporcionais em valores
percentuais e ao teste de correlagcdo de Pearson. A significancia foi declarada quando P<0,05.
As andlises deste estudo demonstram que os eritrocitos dos equinos se comportam de forma
distinta entre as solugdes conservadoras. Com base nas principais alteragdes que ocorreram ao
longo do periodo de armazenamento, sendo estas o grau de hemolise, pH, as concentragdes de
lactato e potassio extracelular, concluiu-se que os dois tipos de bolsas de sangue estudadas
apresentaram viabilidade para uso, quando armazenadas por 35 dias, porém as bolsas CPDA-1
apresentaram menos lesdes de armazenamento.

Palavras-Chaves: Lesoes de armazenamento, hemocomponentes,equinos.
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ABSTRACT

COSTA, C. Evaluation of equine red blood cells stored in plastic bags containing
solutions CPDA-1 e CPD/SAG-M. 2018. 87p. Dissertacao (Mestre em Ciéncia Animal nos
Tropicos) — Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Universidade Federal da Bahia,
2018.

Veterinary transfusion medicine has evolved a lot in recent decades, accompanying advances
in human medicine such as the use of new preservative solutions contained in blood bags.
During the storage period of the blood bags, hematological, hemogasometric and biochemical
changes occur in erythrocytes, known as storage lesions. However, few studies have
addressed, in equines, the protocol for storing blood bags in different storage solutions. The
objective of this study was to evaluate hematological, hemogasometric and biochemical
alterations during storage of equine red blood cells in plastic bags containing Citrate,
Phosphate, Dextrose and Adenine (CPDA-1) and Citrate, Phosphate, Dextrose, Saline,
Adenine, Glucose and Mannitol (CPD / SAG-M). 17 bags of red blood cells (§ CPDA-1 and 9
CPD / SAG-M) were evaluated, and laboratory tests were performed weekly for a total of 35
days. The hematological evaluations were: the total red cell count, medium corpuscular
volume (MCV), medium corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), packed cell
volume (PCV), free hemoglobin, and calculation of the degree of hemolysis. The
hemogasometric evaluations were: the hydrogen ionic potential (pH), oxygen partial pressure
(PO,), carbon dioxide pressure (PCO,), oxygen saturation (SpO,) and bicarbonate (HCOy).
The biochemical evaluations were: the concentrations of glucose, lactate and potassium (K ).
The data were submitted to the analysis of the mean values of each parameter and compared
by the Tukey-Kramer test and some parameters were submitted to the proportional changes in
percentage values and to the Pearson correlation test. The significance was stated when P
<0.05. The analyzes in this study demonstrate that equine erythrocytes behave differently
between conservative solutions. Based on the main changes that occurred during the storage
period, such as the degree of hemolysis, pH, lactate levels and extracellular potassium, it was
concluded that the two types of blood bags studied were viable for use when stored for 35
days, but the CPDA-1 bags presented fewer changes regarding storage lesions.

Keywords: Storage lesions, blood components, equines.
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1. INTRODUCAO

A transfusao sanguinea ¢ definida como uma terapia intravenosa realizada com sangue
total ou seus componentes. As indicagdes sdo para diversos casos, como: restaurar a
capacidade de transporte do oxigénio, hipovolemia, disfungdes plaquetarias, deficiéncias de
fatores de coagulagdo e hipoproteinemia (BROWN e VAP, 2015).

A medicina transfusional veterinaria tem evoluido muito nas ultimas décadas,
acompanhando os avangos presentes na medicina humana, adaptando as diversas tecnologias
para pacientes veterindrios, como, por exemplo, o aumento da utilizagdo de
hemocomponentes em relagdo a transfusdo de sangue total (SCHNEIDER, 1995). Esse
aumento ¢ devido as vantagens do fracionamento do sangue, que permite o uso otimizado em
relacdo ao aproveitamento e eficacia, prolongamento do tempo de validade de todos os
componentes sanguineos, além de diminuir, consideravelmente, os riscos de reacgdo
transfusional, permitindo ainda que mais de um paciente possa beneficiar-se de apenas um
doador (RAZOUK; REICHE, 2004).

Os avancos na medicina transfusional incluiram o desenvolvimento de solugdes
conservantes contidas nas bolsas de sangue (MUDGE et al., 2004). Desde 1943, com o
desenvolvimento da primeira solugdo preservativa acido-citrato-dextrose (ACD), muitos
estudos tém sido realizados na tentativa de aprimorar a solu¢ao conservante, visando permitir
a viabilidade das células por longos periodos de armazenamento, havendo o desenvolvimento,
em seguida, das solugdes citrato-fosfato-dextrose (CPD), citrato-fosfato-dextrose-adenina
(CPDA-1) e citrato-fosfato-dextrose-salina-adenina-glicose-manitol ~ (CPD/SAG-M),
respectivamente (WARDROP et al., 1994; HESS, 2006; SOUSA et al., 2012).

Durante o periodo de armazenamento dos eritrocitos, ocorrem alteragdes hematoldgicas,
hemogasométricas e bioquimicas, devido as mudangas metabolicas e estruturais, que afetam a
viabilidade e a funcdo destes e, consequentemente, comprometendo a fun¢do e diminuindo a
sobrevida celular, apos a transfusdo (ORLOV; KARKOUTI, 2015). Essas alteragcdes sao
conhecidas como "lesdes de armazenamento" (WARDROP et al., 1997).

As lesdes de armazenamento variam com o tipo de solucdo conservante presente nas
bolsas de sangue, uma vez que sdo observados, imediatamente apds a coleta e durante o
armazenamento, alteracdes nos parametros sanguineos, em diferentes meios de conservagao
(WARDROP et al., 1994). As bolsas contendo solucdes conservantes CPDA-1, sdo as mais
utilizadas, atualmente, na medicina veterinaria. No entanto as bolsas contendo CPD/SAG-M

estdo em ascensdo na area, por apresentar aditivos que possibilitam maior tempo de
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viabilidade dos componentes sanguineos (SOUSA et al., 2012). Porém, a utilizagdo das
mesmas solugdes, para a conservacdo de sangue, apresenta o tempo de armazenamento
significativamente diferente entre as diferentes espécies, devido a variacdo do metabolismo
eritrocitario. Desta forma, ndo ¢ indicado utilizar como referéncia os protocolos estabelecidos
de armazenamento de bolsas de sangue humano na medicina veterinaria (MUDGE et al.,
2004).

Apesar de haver estudos sobre avaliacdo de lesdes de armazenamento em bolsas de
sangue de algumas espécies, como caninos (WARDROP et al., 1994; COSTA JUNIOR et al.,
2008), felinos (BERTOLETTI, 2011), ovinos (SOUSA et al. 2013), asininos (TAVARES et
al., 2011) e equinos (DURHAM, 1996; MUDGE et al., 2004; NIINISTO et al., 2008), ainda
existe a necessidade de mais pesquisas, visando estabelecer protocolos de armazenamento de
hemocomponentes nas diferentes espécies e solugdes de armazenamento (SOUSA et al.,
2012).

A transfusdo sanguinea ¢ um procedimento que, embora raramente empregada, tem
importantes aplicagdes no manejo terapéutico de condi¢des encontradas na pratica equina,
podendo o seu uso adequado ser uma condi¢do de sobrevivéncia, em casos potencialmente
graves (DURHAM, 1996; KUMAR, 2017). As transfusdes de sangue em equinos sao
tipicamente realizadas em situagdes de emergéncia, embora, em alguns casos, a necessidade
possa ser prevista como, por exemplo, em cirurgias pré-planejadas, em que os equinos podem

receber sangue autélogo se doados com antecedéncia (NIINISTO et al., 2008).

Poucos estudos em equinos abordaram a transfusdo sanguinea e o protocolo de
armazenamento de bolsas de sangue, contendo as solucdes CPDA-1 ¢ CPD/SAG-M. Sendo
assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento hematologico, hemogasométrico e
bioquimico de concentrado de hemadcias de equinos armazenados em bolsas CPDA-1 e

CPD/SAG-M, visando fornecer um maior controle de qualidade deste hemocomponente.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar as lesdes de armazenamento pelas alteragdes hematologicas, hemogasométricas
e bioquimicas, ocorridas no concentrado de hemaécias de equinos armazenado em bolsas
plésticas contendo dois diferentes tipos de solucao conservadora: uma a CPDA-1 e a outra a

CPD/SAG-M, durante 35 dias de armazenamento.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar as alteracdes hematoldgicas por meio de contagem global de hemaécias,
volume globular, indices hematimétricos (VCM e CHCM), concentracdo de hemoglobina
livre e grau de hemolise, nas bolsas de concentrado de hemécias de equinos contendo as
solugoes CPDA-1 ¢ CPD/SAG-M.

2) Avaliar as alteragdes hemogasométricas pela mensuragao do pH, PO,, PCO,,
SpO; e bicarbonato (HCO3"), nas bolsas de concentrado de hemadcias de equinos contendo as
solucdes CPDA-1 e CPD/SAG-M.

3) Avaliar as alteragdes bioquimicas pela mensuracdo das concentracdes de
glicose, lactato e potdssio, nas bolsas de concentrado de hemaécias de equinos contendo as

solugoes CPDA-1 ¢ CPD/SAG-M.

3. HIPOTESE

Os concentrados de hemacias de equinos armazenados por 35 dias nas bolsas contendo
as solucdes CPDA-1 e CPD/SAG-M possuem diferencas quando comparado o periodo e a

intensidade das lesdes de armazenamento.
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4. REVISAO LITERATURA

4.1 HISTORICO

A historia da medicina transfusional ¢ mencionada desde o periodo do Renascimento,
em que o primeiro relato sobre a transfusdo de sangue em humanos foi descrita por Stefano
Infessura em 1492, quando houve uma tentativa de salvar o Papa Inocéncio VIII, por infusdo
de sangue pela boca, uma vez que pouco se conhecia sobre o conceito de circulagdo e havia
total desconhecimento quanto ao método de acesso endovenoso, até aquele momento (GRAY,
1922).

No inicio do periodo moderno, gracas a descobertas marcantes como a teoria da
circulacao, de William Harvey, em 1628, e a introdugdo das injecdes endovenosas por
Christoper Weren em 1656 houve grandes avancos nessa area de estudo (LANEVSCHI;
WARDROP, 2001). Em seguida, os experimentos com transfusdo de sangue foram realizados
em etapas, inicialmente envolvendo transfusdes de um animal para outro e transfusdes de
animais para o homem (GIANGRANDE, 2000). A primeira transfusdo de sangue
documentada com sucesso em animais foi feito por Richard Lower em 1665, quando o sangue
foi retirado de um cdo e substituido por sangue de outro cao (DAVIDOW, 2013). Dois anos
depois (1667), Jean-Baptiste Denys realizou a primeira transfusdo de sangue de animal para
humano (GIANGRANDE, 2000). Desde entdo, varias transfusdes sanguineas foram
realizadas em humanos, utilizando sangue de animais. Contudo, apesar dos varios progressos
observados na medicina transfusional, em 1678, a morte de um paciente de Jean-Baptiste
Denis, submetido a trés transfusoes, levantou uma controvérsia sobre os beneficios desta
terapia ¢ o Parlamento Francés proibiu a realizacdo de transfusdes sanguineas em humanos,
considerando-o como um ato criminoso. Em seguida, outros paises também decretaram a
mesma proibi¢do e, como consequéncia, durante os 150 anos seguintes, ndo houve registro de
qualquer estudo sobre transfusdo sanguinea (GREENWALT, 1997; BAUER,2004).

Em 1816, John Leacock, defendia que a transfusdo de sangue poderia ser util no
tratamento de hemorragias e provou que o doador e o receptor deveriam ser da mesma
espécie. Dois anos depois (1818), James Blundell, um obstetra do Guy's and St. Thomas'
Hospitals, em Londres, apos realizar, com €xito, varias experiéncias em animais, apresentou o
seu primeiro relato de uma transfusdo de sangue, de homem para homem, em um documento
para a Sociedade Médico Cirtrgica de Londres, em 22 de dezembro de 1818

(GIANGRANDE, 2000; SCHMIDT & LEACOCK, 2002). Isso representou o inicio da era
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moderna da medicina transfusional. Intimeras tentativas foram praticadas para se atingir o
sucesso nas transfusdes que, mesmo sendo vista como um avango, ainda apresentava
problemas relacionados a coagulagdao do sangue e demais reacdes adversas (GREENWALT,
1997).

Somente no século XX, diversos avangos importantes tornaram a transfusdo sanguinea
mais segura, incluindo a descoberta de anticoagulantes e conservantes sanguineos, bem como
o desenvolvimento de testes de compatibilidade e reconhecimento dos tipos sanguineos para a
escolha do doador e o dominio das técnicas de esterilizagdo, permitindo o uso mais difundido
da hemoterapia e a formacao dos bancos de sangue (GIANGRANDE, 2000).

O primeiro servico de doadores de sangue do mundo foi estabelecido em Londres em
1921, denominado de Servigo de Transfusdo de Sangue da Cruz Vermelha Britanica, mas foi
a Segunda Guerra Mundial que impulsionou o desenvolvimento de bancos de sangue
(GIANGRANDE, 2000; LANEVSCHI; WARDROP, 2001).

O desenvolvimento das solu¢des de armazenamento de eritrocitos foi lento e gradual,
ocorrendo em etapas. As etapas incluiram a esterilizagdo por calor, na década de 1940; o
fosfato como conservante, na década de 1950; as bolsas plasticas para o armazenamento, na
década de 1960; a adenina como conservante, na década de 1970 ¢ as solugdes aditivas, na
década de 1980. Recentemente, uma melhor compreensdo das lesdes de armazenamento
proporcionou um progresso adicional na concep¢ao de solugdes, permitindo o armazenamento
de eritrocitos em melhores condigdes e por mais tempo (HESS, 2006).

Na medicina veterinaria as transfusdes de sangue so se tornaram comuns nos ultimos 60
anos, devido aos avangos notaveis das técnicas e dos equipamentos. No entanto, a medida que
o conhecimento e a disponibilidade de diferentes componentes sanguineos aumentaram, a
terapia transfusional tornou-se mais complexa por oferecer opgdes de aplica-la de forma mais
adequada, diminuindo as reagdes transfusionais (DAVIDOW, 2013).

Grande parte do atual protocolo de banco de sangue veterinario para preparacdo de
componentes sanguineos ¢ baseado na literatura humana, sendo que alguns desses
procedimentos foram modificados para uso veterinario. Os avangos na tecnologia do banco de
sangue humano, como os conservantes de eritrocitos, foram recentemente adaptados para a
medicina veterindria, incluindo também as recomendagdes sobre qualificagdes e saude fisica
dos doadores de sangue, procedimentos e equipamentos de coleta e terapia com componentes

sanguineos (SCHNEIDER, 1995).
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4.2 SELECAO DE DOADORES E TIPOS SANGUINEOS

A seleg¢ao dos animais doadores ¢ uma etapa importante para se obter bolsas de sangue
com qualidade e quantidade adequadas. Doadores equinos devem ser adultos, sadios e de
grande porte (>500 kg) (MUDGE, 2014). Estes devem passar por exame fisico de rotina, bem
como exames laboratoriais, e deverdo estar livres de agentes infecciosos transmissiveis como,
por exemplo, o virus da anemia infecciosa equina e hemoparasitas (DURHAM, 1996;
BROWN; VAP, 2015), além de obter concentragdes normais de volume globular (VG) (35-
47%) e proteinas plasmaticas totais (PT) (5,8-8,7 g/dL) (LANEVSCHI; WARDROP, 2001;
KUMAR, 2017).

O doador equino ideal deve fornecer uma quantidade de sangue adequada para a
condi¢do do receptor, sem promover risco ao mesmo. Os equinos que sao elegiveis como
doadores podem doar de 6-8 litros de sangue, sendo que o sangue total pode ser obtido
novamente no intervalo de quatro semanas. O sangue do doador deve ser coletado
assepticamente por meio de venipuncao da jugular (DURHAM, 1996; KUMAR, 2017).

Ha situagdes clinicas em que a hemorragia intraoperativa ¢ uma complicagdo antecipada
da cirurgia equina como, por exemplo, dos seios nasais e paranasais, € 0s cavalos,
frequentemente, realizam teste de compatibilidade para serem submetidos a transfusdo de
sangue homologa antes da cirurgia de sinusite eletiva (DURHAM, 1996). Nesses casos ¢
possivel realizar a transfusdo autdloga, quando planejada com antecedéncia, a qual possui
vantagens potenciais para uma vida util mais longa dos eritrécitos transfundidos, e risco
minimizado de reagdes de transfusao (MUDGE et al., 2004).

Os eritrocitos possuem antigenos especificos (glicoproteinas ou glicolipidios) na
superficie de suas membranas celulares que permitem sua classificacio em grupos
sanguineos. Uma caracteristica desses antigenos ¢ sua capacidade de desencadear uma reacao
causada pela circulagdo de anticorpos anti-eritrocitos. Estes anticorpos podem ocorrer
naturalmente ou serem induzidos ap6és uma transfusdo prévia. Uma situagdo grave e
potencialmente fatal ¢ aquela em que a interacdo com anticorpos leva a destruicdo por
hemolise dos eritrocitos (LANEVSCHI; WARDROP, 2001).

As consideragdes imunoldgicas de transfusdo de sangue sdo importantes na possivel
existéncia de anticorpos anti-eritrocitarios e diferengas antigénicas entre o sangue do doador e
do receptor (DURHAM, 1996; LANEVSCHI; WARDROP, 2001). Os individuos
previamente sensibilizados sdo mais propensos a transportar anticorpos anti-eritrocitos

patogénicos (KUMAR, 2017). Portanto, animais com histérico de prenhez, parto ou
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transfusdo devem ser excluidos do grupo de doadores por portar anticorpos eritrocitarios, e
sdo também considerados receptores de alto risco de reacdes adversas (DURHAM, 1996;
MUDGE, 2014).

Os muares (burros e mulas) possuem naturalmente antigeno eritrocitario conhecido
como fator jumento, portanto ndo devem ser usados como doadores de sangue para cavalos
(MUDGE, 2014). No entanto, os potros de mula com isoeritrolise neonatal podem receber
uma transfusdo de um cavalo, ndo previamente sensibilizado por prenhez contra o fator
jumento, porque se sabe que os cavalos estdo livres de anticorpos que ocorrem naturalmente
contra o fator jumento (KUMAR, 2017).

Em equinos, os antigenos sanguineos estdo agrupados em 7 sistemas (A, C, D, K, P, Qe
U). Cada sistema possui varios subgrupos, o que resulta em mais de 400.000 possibilidades de
diferentes tipos sanguineos, tornado praticamente impossivel uma transfusdo sanguinea
totalmente compativel (TOMLINSON, 2015). Porém, apenas os aloantigenos Aa e Qa sdo
hemolisinas e extremamente imunogénicos, sendo que a maioria dos casos de isoeritrolise esta
associada a anticorpos anti-Aa ou - Qa (LASSEN & SWARDSON, 1995; KUMAR, 2017).

Nos cavalos, os grupos sanguineos variam de acordo com as racas. Um doador
geneticamente semelhante ao receptor ¢ uma escolha natural, porque os padrdes de
aloantigenos eritrocitarios geralmente sdo homoélogos em algumas racas como, por exemplo,
os Arabes, que possuem alta prevaléncia de antigenos Aa e Qa quando comparados a outras
racas (BROWN; VAP, 2015; KUMAR, 2017).

O teste de compatibilidade por reagdo cruzada ¢ o mais disponivel em hospitais de
referéncia de equideos para detectar a presenca de anticorpos que podem causar uma reacao
de transfusdo (TOMLINSON, 2015). Mas em situacdes de emergéncia, uma primeira
transfusdo ¢ frequentemente realizada sem testes de compatibilidade, devido a baixa taxa de
producao de aloanticorpo espontaneo em cavalos (MUDGE, 2014). Esta transfusao
geralmente ¢ bem tolerada, porém o clinico ndo possui informagdes para prever quanto tempo
as cé¢lulas transfundidas serdo vidveis, pois, em equinos adultos, a meia vida das hemacias
transfundidas pode variar entre 3 a 33 dias em média, a depender do grau de compatibilidade

entre o doador e o receptor (TOMLINSON et al., 2015).
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4.3 FISIOLOGIA E METABOLISMO ERITROCITARIO

O conhecimento da fisiologia e metabolismo das hemacias € importante para avaliar a
eficacia de uma abordagem de preservacdo de bolsas de sangue, bem como a qualidade in
vitro ¢ in vivo das hemacias transfundidas (SCOTT et al., 2005).

Os eritrécitos sao provenientes de células-tronco pluripotentes na medula dssea, através
de um processo de maturagdo denominado eritropoiese (WEISS; WARDROP, 2010). A
eritropoiese ¢ predominantemente regulada por um fator de crescimento eritroide, a
eritropoietina, cuja sintese ¢ regulada pela hipdxia renal, em resposta a fatores como saturagao
de oxigénio da hemoglobina, concentracdo de hemoglobina, niveis plasmaticos de 2,3
difosfoglicerato (2,3-DPQG), quantidade de eritrdcitos, fluxo sanguineo e taxa metabdlica basal
(SCOTT & STOCKHAM, 2011).

O processo de regulagdo, promovido pela adequada liberagdo de eritropoietina, estimula
a eritropoiese, envolvendoseis estagios: rubriblasto, prorrubricito, rubricito, metarrubricito,
reticulocito e eritrocito maduro (WEISS; WARDROP, 2010).A cada estagio de
desenvolvimento sucessivo ha uma redugdo do volume celular, condensagao da cromatina,
perda de nucléolos, diminui¢do do ntucleo, acido ribonucleico (RNA), mitocondrias e aumento
na sintese de hemoglobina, resultando em uma célula madura, com auséncia de nucleo e
organelas (SCOTT et al., 2005).

O reticulécito ¢ o precursor do eritrdide em estagio avangado, ou seja, quando o
metarrubricito expele seu nucleo. O tempo e o estdgio de maturacdo no qual os reticuldcitos
sdo normalmente liberados da medula variam entre as espécies. Cavalos sauddveis nao
liberam reticuldcitos da medula 6ssea, estes também sdao raramente visualizados na circulagao,
por microscopia, em casos de anemia regenerativa(LASSEN; SWARDSON, 1995; WEISS;
WARDROP, 2010). Nao apenas os reticulocitos amadurecem na medula 6ssea, mas a resposta
regenerativa também ¢ lenta, entdo as respostas a anemia sdo muito dificeis de serem
mensuradas na espécie equina (LASSEN; SWARDSON, 1995).

A morfologia e tempo de vida dos eritrocitos também variam entre as diversas espécies.
Em equinos, o tempo de maturacdo dos eritrocitosé de aproximadamente 4 dias e, quando
maduros, possuem a forma discoide e biconcavo, com aproximadamente 5 a 6 pm de
diametro (LASSEN; SWARDSON, 1995;WEISS; WARDROP, 2010) e com tempo de vida
média de 150 dias (WEISS; WARDROP, 2010; SCOTT E STOCKHAM, 2011).
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Os eritrdcitos possuem fungdes vitais de transportar o oxigénio (O,) e o dioxido de
carbono (CO») e de realizar o tamponamento de ions de hidrogénio (H") (MACHADO et al.,
2009). No transporte do O, dos pulmdes para os tecidos do corpo, a troca de CO; ¢ facilitada
através de efeitos sinérgicos da hemoglobina, da enzima anidrase carbonica e da proteina
banda 3, seguida pelo transporte e liberacio de CO, dos tecidos para os pulmdes
(MURADOR; DEFFUNE, 2007).

Ao contrario do O, que se liga apenas a hemoglobina, o CO, ¢ transportado de varias
formas (Figura 1). No transporte dos tecidos para os pulmoes, o CO, se difunde para dentro
das hemadcias e a enzima anidrase carbdnica catalisa sua reagdo com agua (H,O), formando o
4cido carbonico (H,CO3) que se dissocia em H' e bicarbonato (HCO;"). A hemoglobina age
como tampao, removendo o H', e 0 HCO5 se difunde da célula para o plasma, facilitando a
conversao adicional de CO, em HCO3™ (KLEIN, 2014). Quando as hemacias retornam para os
pulmdes, as reacdes sdo convertidas e o CO, ¢ liberado pela expiragdo. Cerca de 70% do CO,
formado nos tecidos ¢ transportado para os pulmdes por este sistema e cerca de 20% do CO,
se difunde dos tecidos para dentro das hemadcias, parte dele se ligando a hemoglobina para

formar carbaminoemoglobina e transportado aos pulmdes (SCOTT & STOCKHAM, 2011).

Figura 1: Desenho esquematico do transporte de didoxido de carbono (CO,) no sangue. Observagio:
Todas as reagdes mostradas no diagrama podem ser invertidas quando o sangue atinge o pulméio e o CO,
difunde-se nos alvéolos. Legenda: H,0 (4gua), H,CO; (acido carbonico), HCO;™ (bicarbonato), H" (ions
de hidrogénio).
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O transporte bem sucedido do oxigénio depende basicamente da eficacia de trés
elementos do metabolismo das hemadcias: a membrana, a hemoglobina ¢ o metabolismo

energético (SCOTT et al., 2005).

4.3.1 Membrana dos eritrocitos

A membrana dos eritrocitos, assim como as membranas das demais células, ¢ uma
estrutura flexivel, composta por uma bicamada lipidica semipermedavel, proteinas e
carboidratos (Figura 2). As proteinas da membrana formam seu citoesqueleto, que
desempenha a importante finalidade de manter a integridade, formato e deformabilidade da
membrana, além do transporte de macromoléculas, para que os eritrocitos desempenhem suas

fungdes (KRIEBARDIS et al., 2007).

Figura 2: Figura ilustrativa da composi¢do da membrana celular.
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Fonte: (MURADOR; DEFFUNE) 2007.

A membrana eritrocitaria ¢ composta por cerca de 40% de lipideos, com quantidades
equimolares de colesterol e fosfolipideos ndo esterificados e pequenas quantidades de acidos
graxos livres e glicolipideos. Cerca de 52% da membrana sdo compostas por proteinas que

podem ser categorizadas como integrais e periféricas, de acordo com sua localizagdo na
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bicamada lipidica (SCOTT et al., 2005). Proteinas de membrana integrais, como a glicoforina
e a proteina banda 3, atravessam a membrana e contém extensdes para dentro ou para fora do
eritrocito, com a principal funcdo de transportar antigenos de hemadcias e atuar como
receptores e transportadores, valendo ressaltar também que as proteinas integrais sao
responsaveis por caracterizar o tipo sanguineo. As proteinas periféricas, como a espectrina,
anquirina, proteina 4.1, actina e a aducina, s3o encontradas apenas na superficie
citoplasmatica da membrana, formando o citoesqueleto das hemacias (WOLFE, 1985;
MURADOR; DEFFUNE, 2007).

A barreira de permeabilidade seletiva da membrana eritrocitdria assegura a composi¢ao
interna constante das células, através do controle da transferéncia ativa e passiva de uma
variedade moléculas. O gradiente de concentragdo é controlado pela bomba de Na'/K ', que
bombeia potassio para dentro da célula em troca de sddio e mantém um grau de concentragao
em equilibrio (FLATT et al., 2014).

A capacidade de transporte de O, e CO, depende das condigdes de adaptacdo
circulatoria, da hemoglobina ¢ da banda 3. A proteina banda 3, como transportador de
membrana, medeia as trocas de cloreto(Cl-) e HCOs', aumentando entdo a capacidade
sanguinea de transporte de CO,, garantindo a homeostase e o equilibrio acido-basico. Por
interagdo com lipideos e proteinas, a banda 3 une o complexo multiproteico do citoesqueleto e
confere aos eritrocitos propriedades mecanicas e elasticas, regulando a viscosidade sanguinea
(MURADOR; DEFFUNE, 2007), permitindo assim que os eritrocitos sejam maleaveis e
fornecam oxigénio a medida que fluemem vasos sanguineos com diferentes didmetros, sob

uma variedade de condigdes de fluxo sanguineo (YOSHIDA; SHEVKOPLYAS, 2010).

4.3.2 Hemoglobina

A hemoglobina ¢ o principal contetido do eritrécito, representando, aproximadamente,
95% de sua matéria seca. O oxigénio ¢ muito pouco soluvel no plasma, sendo a hemoglobina
responsavel por distribuir oxigénio suficiente para os tecidos (KLEIN, 2014). A molécula de
hemoglobina ¢ formada por quatro subunidades proteicas heme (protoporfirinas), cada uma
composta por uma cadeia polipeptidica, ligada a um grupamento protéico, o heme, que por
sua vez é formado pela associagdo do anel tetrapirrélico como o atomo de Fe ferroso (Fe*") no
centro. Cada Fe** pode combinar-se reversivelmente com uma unica molécula de O, Portanto,
uma molécula de hemoglobina pode se combinar reversivelmente com até quatro moléculas

de O, (Figura 3) (PENUELA, 2005).
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Figura 3: Figura ilustrativa da estrutura da molécula de hemoglobina mostrando os dois pares de
cadeias de polipeptideo. Observagdo: Dentro de cada cadeia, localiza-se um heme, totalizando quatro ao
todo. O ferro ferroso (Fe*") no centro de cada heme oferece o sitio de ligagdo para o oxigénio molecular.
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Fonte: Adaptado de Klein, 2014.

Quando a molécula de hemoglobina esta totalmente oxigenada, podendo obter até¢ 4
moléculas de O,, ¢ chamada de oxihemoglobina; inversamente, quando a hemoglobina esté4
desprovida de oxigénio ¢ chamada de desoxiemoglobina. A captacdo e liberagdo de O, pela
molécula de hemoglobina ¢ controlada pelo fosfato organico 2,3-DPG,que se encontra
ligadoas cadeias de globina, resultando em uma conformagdo de desoxihemoglobina, que
facilita a libera¢ao de oxigénio para os tecidos (SCOTT & STOCKHAM, 2011).

A quantidade de oxigénio combinada com a hemoglobina ¢ determinada pela pressao
parcial de oxigénio (PO;). Um aumento complementar na PO, adiciona pouco oxigénio a
hemoglobina e, nesse caso, a hemoglobina esta saturada com O,, pois cada atomo de ferro
estd associado a uma molécula de oxigénio. O eritrocito quando ¢ exposto a uma menor PO,
perde oxigénio para os tecidos, e o O, que continua combinado com a hemoglobina, forma
uma reserva para situagdes de emergéncia (KLEIN, 2014). Portanto, o aumento dos niveis de
2,3-DPG, desencadeados pela hipoxia tecidual, aumentara a dissociacdo da oxiemoglobina e,
consequentemente, havera maior oferta de O, para os tecidos (TSAI et al., 2010).

Existem outros fatores, além do 2,3 DPG e PO,, que interferem na afinidade da
hemoglobina pelo O,, tais como a temperatura, a pressdao parcial do diéxido de carbono

(PCO») e o potencial hidrogenionico (pH). O aumento do metabolismo tecidual produz calor,
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elevando a temperatura corpdrea e, consequentemente, aumentando a dissociagdo da
oxiemoglobina. Inversamente, a diminui¢do excessiva da temperatura do sangue, como
ocorre na hipotermia, diminui a dissociacdo da oxiemoglobina (KLEIN, 2014). A dissociagdo
da oxiemoglobina resultante do aumento na PCO, ¢ denominada de efeito Bohr. O efeito Bohr
resulta em parte da combinagdo do didxido de carbono com a hemoglobina, mas
principalmente da produ¢do de ions hidrogénio, que diminuem o pH. Uma alteragdo no pH
altera a ligacdo do oxigénio mudando a estrutura da hemoglobina, ou seja, em um pH mais
acido aumenta a dissociagao da oxiemoglobina e, inversamente, no pH mais basico diminui a
dissocia¢ao do mesmo (EDWARDS; MARTIN, 1966).

Quando os eritrocitos envelhecem na circulagdo, tornam-se mais rigidos, esféricos e
menos capazes de passar por microvasos. No final do seu ciclo de vida, os globulos vermelhos
sao reconhecidos e fagocitados por macrdofagos, ocorrendo a degradacao da hemoglobina. A
por¢io heme ¢ retirada das cadeias de globina e convertido em bilirrubina, Fe*” ¢ monéxido

de carbono (CO), e as cadeias de globina sio degradadas em aminoacidos (PENUELA,2005).

4.3.3 Energia celular

Os eritrocitos maduros de mamiferos ndo possuem nucleos e, consequentemente, nao
podem sintetizar dcidos nucleicos ou proteinas. A perda de mitocondrias durante a maturagao
dos reticulocitos resulta na perda da capacidade de fosforilagdo oxidativa, ou seja, da sintese
de ATP pelo ciclo de Krebs. Sendo assim, utilizam-se 4 vias metabdlicas nos eritrocitos; o
shunt Rapoport-Luebering,a via de redugdo da metahemoglobina e, principalmente, as vias do
ciclo da glicolise (Embden-Mayerhof) e das pentoses fosfato, que suprem as necessidades
energéticas dos eritrocitos para a manutengdo de sua forma e funcgdes (SCOTT &
STOCKHAM, 2011; FLATT et al., 2014; OBRADOR et al., 2015).

A glicose ¢ o substrato primario para o metabolismo energético nos eritrocitos de todas
as espécies, exceto o suino, servindo como uma molécula intermedidria em uma variedade de
processos metabdlicos (MUDGE et al., 2004; WEISS; WARDROP, 2010). Nos eritrocitos
maduros dos mamiferos, a principal via catabdlica para a utilizacdo de glicose ¢ a glicolise
anaerobica através da via Embden-Meyerhof. Neste processo, a glicose ¢ clivada para
piruvato e reduzida ao 4cido lactico, um processo que gera 2 mols de ATP e lactato para cada
mol de glicose (OBRADOR et al., 2015). O lactato produzido ndo ¢ utilizado pelos eritrocitos
e, através da circulacao sanguinea, ¢ transportado até o figado para ser metabolizado (FLATT

etal., 2014).
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Embora as demandas metabolicas sejam menores do que em outros tipos de células
sanguineas, os eritrocitos necessitam de energia na forma de ATP para a manutencdo da
forma, deformabilidade, fosforilagdo de membranas fosfolipidicas e proteinas, transporte
ativo de membrana de vérias moléculas, sintese parcial de purinas e pirimidinas e sintese de
glutationa (FLATT et al., 2014). Como os eritrocitos maduros dependem exclusivamente da
glicolise anaerdbica para a geracdo de ATP, as deficiéncias de enzimas envolvidas na
glicolise podem resultar na formagao de equindcitos, uma alteragdo na forma das hemaécias
caracterizada pela presenca de pequenas espiculas na membrana dos eritrocitos, além de uma
menor sobrevida destas células (WARDROP, 2010).

A via das pentoses fosfato, ¢ uma derivagdo do metabolismo de glicose que gera a
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH), que mantém a glutationa
(GSH) em um estado reduzido, sendo a NADPH e a GSH os principais agentes redutores nos
eritrocitos com funcdo de manter a hemoglobina e outras proteinas eritrocidrias em estado
reduzido funcional, fornecendo aos eritrocitos uma prote¢ao adicional contra lesdes oxidativas
(SCOTT et al., 2005; WEISS; WARDROP, 2010).

O shunt Rapoport-Luebering ¢ responsavel pela produgao de 2,3-DPG para o controle
da afinidade do oxigénio pela hemoglobina, promovendo a liberagdo de O para os tecidos
(SCOTT et al., 2005; SCOTT; STOCKHAM, 2011). Os eritrocitos de caes, cavalos, porcos e
homens, normalmente contém altas concentragdes de 2,3-DPG, enquanto que os gatos e
ruminantes domésticos possuem baixas concentracdes. A sintese de 2,3-DPG ¢ estimulada
pelo aumento da concentragao de fosfato e do pH e nas condi¢des de hipdxia. Por outro lado,
a acidose e a hipofosfatemia resultam em concentra¢cdes diminuidas de 2,3-DPG. Nos casos
mais graves de hipoxemia a resposta pode ser prejudicial, porque a hemoglobina pode nao
estar totalmente saturada (WEISS; WARDROP, 2010).

A via de redu¢ao da metahemoglobina, que reduz o ferro heme férrico para a forma
ferrosa, ¢ responsavel por prevenir a desnaturacdo da hemoglobina (SCOTT et al., 2005). A
metahemoglobina geralmente representa menos de 1% da hemoglobina total, porque ¢
constantemente reduzida de volta a hemoglobina por uma reagao enzimatica do citocromo-b5-
redutase presente nos eritrocitos. A reducao da metahemoglobina ¢ mais corretiva do que
protetora, € ocorre em niveis muito mais altos na presenca de compostos oxidativos (WEISS;

WARDROP, 2010).
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4.4 BOLSAS PLASTICAS PARA ARMAZENAMENTO DE SANGUE

Na medicina veterinaria, as bolsas para transfusao sanguinea sao geralmente as mesmas
utilizadas na medicina humana (WARDROP et al.,, 1994). As bolsas plasticas de
armazenamento de sangue sdo constituidas pelo material policloreto de vinila (PVC),
plastificado com o di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) e o trioctiltrimelitato (TOTM), para evitar a
hemolise do eritrocito em contato direto com o PVC. Sao estéreis e apirogénicas, € possuem
tubo de coleta com agulha, tubos de saida, solucdes anticoagulantes e/ou preservativas, e
tubos de transferéncia e recipientes associados (Figura 4), quando existentes (BRASIL, 1998;

SCOTT et al., 2005; BRASIL, 2014).

Figura 4: Desenho esquematico do conjunto de bolsas plasticas de coleta de sangue: bolsa primaria e
satélite.

Tubo de transferéncia

Agulha

Fonte: SOARES et al. (1998).

O objetivo dos componentes das solugdes anticoagulantes e preservativas, presentes nas
bolsas de sangue, ¢ permitir a viabilidade das células por mais tempo de armazenamento
(SOUSA et al., 2012). As atuais solugdes de armazenamento de eritrocitos funcionam bem
para os bancos de sangue, permitindo o armazenamento das bolsas de sangue por 5 a 7
semanas. O desenvolvimento dessas solucdes foi lento, mas, gragas ao melhor entendimento
cientifico sobre as lesdes de armazenamento, possibilitou tornar as solucdes conservantes
ainda melhores (HESS, 2006).

Estudos realizados por Meryman et al. (1986), em sangue humano, demonstraram
que os eritrocitos poderiam ser armazenados por muitos meses em solugdes que mantivessem

suas concentracdes de ATP. Estas descobertas significaram que a vida util limitada dos
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eritrocitos, estocados em bolsas, era um resultado das condigdes de armazenamento, ndo um
limite intrinseco imposto pelas células (HESS, 2006).

Hogman et al. (1985) mostraram em um estudo sobre o mecanismo de perda de
viabilidade de eritrocitos humanos, durante o armazenamento de bolsas de sangue contendo a
solugdo SAG-M, que o rejuvenescimento das concentragdes de ATP no periodo final do
armazenamento convencional, restaurando o pH e as reservas de adenilato, melhorou a
recuperagdo da viabilidade dos eritrocitos apos a transfusdo, reduzindo o numero de células
que nao circulantes em menos de 50%. Assim, a remocao dos eritrocitos da circulagdao
sanguinea ndo significa que as células morreram, apenas que elas foram marcadas para a
remocao. No entanto, em vez de corrigir as lesdes de armazenamento reversiveis, apos terem
ocorrido, ¢ mais eficiente tentar manter a concentragao de ATP, prevenindo as consequencias
da reducao de sua disponibilidade para as células (HESS, 2006).

Na medicina veterinaria, duas solucdes conservantes, o citrato fosfato-dextrose-
adenina (CPDA-1) e A4cido-citrato-dextrose (ACD), sdao comumente utilizados para
armazenamento de sangue (KUMAR, 2017). O citrato ¢ um anticoagulante e tamponante,
influenciando o pH intracelular, além de conservar a membrana eritrocitaria; a dextrose ¢
responsavel por fornecer glicose para a manutengdo energética eritrocitaria; o fosfato ¢
responsavel pela producdo de trifosfato de adenosina (ATP) e reestruturagio de 2,3
difosfoglicerol (2,3-DPG), um componente que interfere diretamente na afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio, além de ser uma substancia tamponante (WARDROP et al.,
1994; HOGMAN, 1998);a adenina promove mais adenilato, sendo a mesma importante
para a sintese de ATP, podendo aumentar as reservas desse nucledtideo no interior das
células armazenadas, reduzindo a fragilidade osmética e promovendo maior sobrevida dos
eritrocitos conservados nas bolsas platicas (AUTHEMENT et al., 1986; HESS, 2006).

As bolsas contendo a solugdo CPDA-1 s3o as mais utilizadas atualmente na medicina
veterindria transfusional por manter teores mais elevados de DPG e ATP (BROWN; VAP,
2015), porém, as bolsas com CPD/SAG-M estdo em ascensdo na area por apresentar solugao
aditiva que possibilita maior tempo de viabilidade dos componentes sanguineos (SOUSA et
al., 2012).

A solugdo aditiva SAG-M ¢é composta por soro fisiologico, adenina, glicose e manitol
(BRASIL, 2014), que sdo fatores importantes para a manuten¢ao do metabolismo energético e
viabilidade durante o armazenamento das hemacias, podendo ser adicionada ao sangue do
qual o plasma foi extraido, ou seja, no concentrado de hemacias (CH) (LANEVSCHI;
WARDROP, 2001). A SAG-M ¢ a solugdo aditiva padrao usada na Europa, e duas variantes
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(AS-1 e AS-5), que diferem basicamente nas concentragdes de sal, agucar e manitol, sdo
amplamente usadas nos EUA (HESS, 2006). O manitol ¢ um conservante dos eritrocitos por
funcionar como um eliminador de radicais livres, além de estabilizar a membrana eritrociaria,
por fornecer um suporte osmotico e neutralizar a hemolise causada pela fragilidade osmotica
(HOGMAN, 1998; HESS, 2006).

No armazenamento de sangue humano e canino algumas orientagdes ja foram
estabelecidas, tais como o tempo de armazenamento em diferentes solugdes conservadoras
(LANEVSCHI; WARDROP, 2001). Porém, pesquisas demonstram que a utilizacdo das
mesmas solucdes para a conservacdo de sangue apresenta o tempo de viabilidade diferente
entre as espécies, sendo assim, ndo ¢ indicado usar como referéncia o tempo de conservacao
do sangue humano ou de canino (DURHAM, 1996).

Em estudo para avaliar as diferengas do tempo de armazenamento entre cades e seres
humanos, verificou-se que o concentrado de hemdacias (CH) de cdes armazenado em bolsas
CPDA-1 permitiu o tempo de armazenamento por até 21 dias e em bolsas CPD/SAG-M por
até 35 dias. Em CH de humanos, essas mesmas solugdes permitiram o armazenamento por até
35 e 42 dias, respectivamente (WARDROP et al., 1997; HOGMAN, 1998). Essa variagio
ocorre por haver diferengas significativas no metabolismo de eritrocitarioentre as espécies
como, por exemplo, as concentracdes de ATP e eletrolitos intracelulares, levando as respostas
de armazenamento alteradas. Por isso, existe a necessidade de estudos especificos para a
elaboragdo de protocolos ideais para o armazenamento de sangue das diferentes espécies
domésticas na medicina veterinaria, incluindo a espécie equina (MUDGE et al., 2004).

Bertoletti (2011) avaliou a influéncia da peroxidacao lipidica e pardmetros bioquimicos
e hematologicos, sobre a diminui¢do da viabilidade eritrocitdria no sangue total de felinos
armazenados em bolsas plésticas contendo CPDA-1 ¢ CPD/SAG-M, durante o periodo de
armazenamento de 28 dias, e concluiu que a solugdo CPD/SAG-M mostrou-se mais eficiente
que a CPDA-1 na manuten¢do da viabilidade do sangue felino a partir do 14°dia.

Sousa et al. (2013) avaliaram as alteracdes hematologicas, hemogasométricas e
bioquimicas durante o armazenamento de sangue total de ovinos armazenados em solugdo
CPDA-1 por 35 dias. Ao final do experimento concluiram que ¢ vidvel manter estas bolsas
armazenadas por esse periodo, porém consideraram a necessidade de mais estudos para
avaliar a viabilidade destas apos o periodo de 35 dias.

Tavares et al. (2011) avaliaram as alteragdes hemogasométricas do sangue total de
asininos armazenados em bolsas CPDA-1 durante 42 dias e concluiram que as alteracdes

hemogasométricas observadas no experimento (diminui¢do do pH e bicarbonato e aumento da
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PO, e PCO,) ndo inviabilizaram a utilizacdo terapéutica destas bolsas de sangue armazenadas
por esse periodo.

Mudge et al. (2004) compararam a viabilidade do sangue total de equinos armazenados
em quatro recipientes diferentes: garrafas de vidro contendo solu¢do ACD, bolsas plasticas
contendo ACD, citrato-fosfato-dextrose (CPD) e CPDA-1, durante o periodo de 35 dias, e
concluiram que os valores hematoldgicos e bioquimicos sugeriam melhor viabilidade dos
eritrocitos armazenados nas bolsas contendo a solugdo CPDA-1, do que nos demais métodos
de armazenamento.

Niinistd et al. (2008) avaliaram o armazenamento de concentrado de hemadcias de
equinos armazenados em bolsas contendo a solucio CPD/SAG-M durante o periodo de 35
dias, pela mensuracdo de constituintes hematolédgicos, bioquimicos e hemogasométricos, e
concluiram que o concentrado de hemacias de equinos pode ser armazenados por pelo menos

35 dias.

4.4.1 Concentrado de Hemacias

O avango nas técnicas de separacdo dos componentes sanguineos proporciona ao
médico veterindrio a oportunidade de administrar um componente sanguineo especifico
conforme a necessidade do paciente (KUMAR, 2017).

Os hemocomponentes ¢ hemoderivados sdo produtos distintos. Os produtos obtidos a
partir do sangue total, por meio de processos fisicos (centrifugacdo, congelamento) sdo
denominados hemocomponentes e os produtos obtidos a partir do fracionamento do plasma,
por processos fisicoquimicos, sdo denominados hemoderivados. Existem duas formas para
obten¢do dos hemocomponentes, a mais comum ¢ a coleta do sangue total e a outra forma,
mais especifica e de maior complexidade, ¢ a coleta por meio de aférese. A aférese ¢ um
procedimento caracterizado pela retirada do sangue do doador, seguida da separagdo de seus
componentes por um equipamento especifico, retengdo do componente sanguineo desejado e
devolucao dos demais componentes ao doador (BRASIL, 2014)

O concentrado de hemacias (CH) ¢ constituido por eritrocitos que permanecem na bolsa
apos a centrifuga¢do, sendo a maior parte do plasma extraido para uma bolsa-satélite
(RAZOUK; REICHE, 2004; DAVIDOW, 2013). A técnica de separacdo também pode ser
realizada por sedimentagao por gravidade (DURHAM, 1996), sendo que na espécie equina os
eritrocitos tendem a sedimentar mais rapidamente por causa da formacao de rouleaux, uma

juncdo das hemacias em forma de pilhas de moedas, comum em equinos por obter a carga da
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membrana eritrocidria (potencial zeta) reduzida, em comparacdo as demais espécies (WEISS;
WARDROP, 2010).

O CH deve ser armazenado a temperatura entre 2 a 6°C (D’ALESSANDRO et al.,
2010; ORLOV; KARKOUTI, 2015), porém a refrigeracao torna as plaquetas e os leucécitos
inevitavelmente inviaveis (OHTO & NOLLET, 2011;0BRADOR et al., 2015).

Em humanos, o volume globular (VG) do CH deve estar entre 65% a 75% nas bolsas
cuja solucdo preservativa seja CPDA-1, e entre 52%-60% quando estocados em solugdes
aditivas (RAZOUK; REICHE, 2004). O concentrado de hemacias possui vantagens sobre o
sangue total de possuir a mesma capacidade de oxigénio com a metade do volume,
diminuindo assim a sobrecarga de volume transfundido, além de minimizar a ocorréncia de
reacoes transfusionais, devido a menor exposi¢do a proteinas antigénicas € componentes
desnecessarios (SCHNEIDER, 1995; RAZOUK; REICHE, 2004). A volemia pode ser
controlada com a administragdo de fluidos cristaldides ou coldides para substituir, caso
necessario, o volume sanguineo perdido, como nos casos de hemorragia aguda (HURCOMBE
et al., 2007).

A indicacdo de transfusdao de CH, em animais ¢ humanos, ¢ para reparar ou prevenir a
deficiéncia na capacidade de carrear oxigénio aos tecidos, ou seja, em casos de anemia
(HURCOMBE et al., 2007). Porém nem todo estado de anemia exige a transfusdo de CH, pois
0 organismo possui mecanismos compensatorios, tais como a elevagdo do débito cardiaco e a
diminui¢do da afinidade da hemoglobina pelo O,, que muitas vezes consegue reduzir o nivel
de hipoxia tecidual (BRASIL, 2014; BROWN e VAP, 2015). No entanto, condi¢gdes como
doencga pulmonar ou cardiovascular devem ser levadas em consideragdo, pois o equino, nestes
casos, tem menor capacidade de compensar a anemia (MUDGE, 2014).

Os animais domésticos, em geral, que necessitam de transfusdo de CH, demonstram
palidez, intolerancia a exercicio, fraqueza, taquipneia e taquicardia e hipotensdo. Esses sinais
clinicos dependem da rapidez e a gravidade com que a anemia se desenvolve eestdo
relacionados a diminui¢do da oferta de oxigénio, porque a hemoglobina desempenha um papel
significativo na administracdo de oxigénio as células (LASSEN; SWARDSON, 1995;
DAVIDOW, 2013).

O concentrado de hemacias ¢ utilizado tanto como medida de suporte para cuidados
intensivos, como, por exemplo, nos casos de isoeritrolise neonatal (BROWN; VAP, 2015), e
nos casos agudos de babesiose equina (WISE et al., 2013), como também ¢ indicado para
equinos submetidos a intervencgdes operacionais, com perda significativa de sangue (HEBERT

et al., 2005; NIINISTO et al., 2008).
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As indicacdes de transfusdo de CH em casos de perda aguda de sangue em equinos
adultos sdo: perda sanguinea superior a 30%; volume globular inferior a 20%; concentracadode
lactato sanguineo de 4 mmol/L, ou mais apos fluidorerapia, e taxa de extracdo de oxigénio
igual ou superior a 50% (MUDGE, 2014). Também ha vérias doencas que podem resultar em
perda cronica de sangue em equinos, sendo desconhecido até o desenvolvimento de sinais
clinicos de anemia, devido a adaptacdo fisiologica a hipoxia tecidual, que se desenvolve
gradualmente, tais como o sangramento de lesdes gastrintestinais, doengas renais, disfungdes
hemostaticas e ectoparasitos hematofagos (LASSEN; SWARSON, 1995).

As transfusdes sanguineas s3o tipicamente realizadas em situagdes de emergéncia,
porém em alguns casos, como a cirurgia sinusal em equinos, a necessidade pode ser prevista
(DURHAM, 1996), sendo possivel realizar a transfusdo autdloga, que possui vantagens
potenciais para uma vida util mais longa dos eritrocitos transfundidos e risco minimizado de
reacdes transfusionais (MUDGE et al., 2008). Em equinos adultos, a meia vida das hemacias
transfundidas pode variar entre 3 a 33 dias em média, a depender do grau de compatibilidade

entre o doador e o receptor (TOMLINSON et al., 2015).

4.5 LESOES DE ARMAZENAMENTO EM BOLSAS DE SANGUE

Os procedimentos de coleta, processamento da bolsa de sangue e o armazenamento do
concentrado de hemacias em um refrigerador expdem os eritrocitos a um ambiente diferente
da circulagdo sanguinea, e o0s seus processos normais de senescéncia sdo alterados
(YOSHIDA; SHEVKOPLYAS, 2010). O tempo de viabilidade dos eritrocitos em bolsas de
sangue e sobrevida apds a transfusdo varia de acordo com o desenvolvimento gradativo das
lesdes de armazenamento. As lesdes de armazenamento sao expressas através das alteracdes
hematoldgicas, hemogasométricas e bioquimicas, devido as mudangas fisiologicas,
metabolicas e estruturais dos eritrécitos (KOCH et al., 2008; HANN et al., 2014; ORLOV;
KARKOUTI, 2015).

A avaliacdo da viabilidade celular em um determinado meio de armazenamento ¢
realizada por estudos in vitro. Os indicadores in vitro, comumente utilizados para a avaliagao
da sobrevivéncia dos eritrocitos, apés um periodo armazenamento, incluem os niveis de ATP
e 2,3-DPG e, principalmente, a avaliagdo da porcentagem de hemolise, pH e as concentragdes

de sobrenadante de sodio, potéssio e glicose (WARDROP et al., 1994).
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4.5.1 Alteragdes hematologicas

A fungdo das solugdes conservadoras nas bolsas de sangue, durante o armazenamento
dos eritrocitos, € neutralizar os danos metabodlicos e da membrana, mantendo a funcionalidade
e a viabilidade destas células ao longo do periodo de armazenamento (HOGMAN, 1998).
Porém, mesmo com a presenca da solucdo conservadora, a funcionalidade e a viabilidade dos
eritrocitos sdo progressivamente prejudicadas durante o armazenamento devido as alteragdes
metabolicas, o aumento do estresse oxidativo e danos a membrana (HESS, 2006; ORLOV;
KARKOUTI, 2015).

O armazenamento dos eritrdcitos entre 2-6°C reduz a taxa metabolica e ajuda a manter a
sua funcionalidade e a viabilidade. Como a atividade metabolica ndo cessa completamente
durante o armazenamento, a glicose ou a dextrose sdao adicionadas aos meios de
armazenamento para permitir que os eritrocitos continuem a glicdlise e assim produzirem
ATP, 2,3-DPG e NADH suficientes durante um periodo de armazenamento (ZUBAIR, 2010;
ORLOV; KARKOUTI, 2015).

As solucdes conservadoras estdo longe de fornecer condigdes normais e fisioldgicas aos
eritrocitos, apesar de fornecerem fontes de energia para a manutencdo do metabolismo
eritrocitario. A sobrevivéncia dos eritrécitos ¢ limitada tanto pela reducdo da fonte energética
ao longo do armazenamento, como pelo envelhecimento natural das hemaécias
(D’ALESSANDRO et al., 2010).

Os conservantes presentes na bolsa de sangue possuem quantidades limitadas de glicose
para manter os niveis de ATP e 2,3-DPG, consequentemente o consumo diminui os niveis de
ATP, pH e 2,3-DPQG, induzindo a mudangas morfoldgicas e fisiologicas nas membranas dos
eritrocitos. Em geral, as hemadacias armazenadas apresentam maior fragilidade osmoética e
redugio da deformabilidade (HOGMAN, 1998; ZUBAIR, 2010).

Durante o periodo de armazenamento, os eritrocitos sdo expostos ao estresse oxidativo e
sofrem alteragdes metabdlicas que afetam o citoplasma e, principalmente, a membrana
eritrocitaria, cujas partes sao difundidas na superficie como microvesiculas (HESS, 2006;
FLEGEL et al., 2014). A oxidagdo progressiva das proteinas do citoesqueleto e o acumulo de
hemoglobina desnaturada nos eritrdcitos, proporcional ao tempo de armazenamento, possuem
um importante papel nas alteracdes referentes as lesdes de armazenamento (KRIEBARDIS et
al., 2007).

A membrana eritrocitaria pode apresentar uma série de alteragdes morfologicas durante

o periodo de armazenamento, promovendo o surgimento de microvesiculas e aumento gradual
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da fragilidade osmotica, sendo que algumas sofrem lise, levando a diminui¢d@o no niimero de
hemécias e aumento da hemoglobina livre (HESS, 2010).

Segundo D’Alessandro et al. (2010), as lesdes de armazenamento evidentes em
humanos, durante o periodo de armazenamento, sdo alteragdes na morfologia dos eritrocitos,
caracterizadas por formagdo de varias espiculas na membrana (equindcitos) e, por fim, a
formag¢do de uma célula esferdide (esferécito), mas que, apds a transfusdo, ocorre a
reversibilidade dessas alteragcdes, sendo estas inversamente proporcionais a duragao do
armazenamento.As alteracdes morfologicas nos eritrocitos podem influenciar no seu
transporte pelos microvasos sanguineos e reduzir a sobrevivéncia pos transfusional, pois as
células alteradas sdo rapidamente fagocitadas pelos macrofagos (SCOTT et al., 2005).

Na avaliagdo dos parametros hematologicos em algumas espécies domésticas, alguns
estudos nao apresentaram alteragcdes estatisticamente significativas durante o periodo de
armazenamento, como em cies, equinos e gatos (COSTA JUNIOR et al., 2008; NIINISTO et
al., 2008; BERTOLETTI, 2011). Entretanto, houveestudos que demonstraram alteragdes
quanto a diminui¢do significativa na contagem de eritrocitos e aumento do VCM, em ovinos
(SOUZA et al., 2013), e alteragdes morfologicas em eritrocitos de suinos, caracterizada pela
perda da biconcavidade e formac¢do de equinocitos (PATEL et al., 2013).

A hemoglobina livre apresenta um aumento durante o armazenamento resultante da
ruptura das hemaécias e/ou liberagdo da hemoglobina presente em microvesiculas na
membrana (ORLOV; KARKOUTI, 2015). A hemolise ¢ a forma mais aguda de dano da
membrana eritrocitaria (WARDROP et al., 1994). Dentre os critérios definidos para garantir
seguranca na utilizacdo da bolsa de sangue armazenada em humanos, a quantidade de
hemolise deve ser <1%. O calculo da porcentagem de hemdlise segue a formula preconizada
por Wardrop et al. (1994):

% hemolise = (100-VG) X hemoglobina plasmatica / hemoglobina total

4.5.2 Alteragdes hemogasométricas

As alteracdes hemogasomeétricas ocorrem devido ao armazenamento por refrigeracao ¢ a
glicolise reduzida e o aumento do estresse oxidativo, causando efeitos profundamente
deletérios sobre a membrana eritrocitaria (ORLOV; KARKOUTI, 2015).

Além dos proprios anticoagulantes das bolsas de sangue serem acidos,com pH entre 5 e
6 nas solucdes CPDA-1 e entre 4 e 6 nas solugdoes CPDA/SAG-M (BRASIL, 2014), ao longo

do tempo de armazenamento dos eritrocitos observa-se a reducao gradativa do pH, devido ao
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metabolismo anaerdbico das hemdcias que produz 4acidos, principalmente o acido latico,
levando ao acumulo de ions H™ (NIINISTO et al., 2008). Os 4cidos finais do metabolismo
anaerobico sao transportados através da membrana dos eritrécitos, acumulado-se na bolsa de
sangue que ¢ um sistema de armazenamento fechado, promovendo um declinio
correspondente no pH (SOUZA et al., 2013). A administra¢do de concentrado de hemacias, a
depender do grau de acidez, pode ndo atingir o nivel esperado de oxigenacao tecidual devido
a consequente diminuicdo das concentragdes de 2,3-DPG induzida pela diminuicdo pH
(KISIELEWICZ; SELF, 2014).

O bicarbonato (HCO3") plasmatico tem papel tamponante no meio extracelular de
neutralizar a acidez. Porém, o aumento nos niveis de lactato ocorre ao longo do periodo de
armazenamento levando a redugdo gradual nos niveis de HCOsplasmatico e maior acimulo
de CO; e, consequentemente, da pressao de dioxido de carbono (pCO;) (ORLOV;
KARKOUTI, 2015).

A pCO; ¢é uma varidvel hemogasométrica que tende a aumentar no interior das bolsas de
sangue ao longo do periodo de armazenamento,principalmente por neutralizar o acido latico
produzido pelo metabolismo celular, pois a reacao de neutralizagdo do acido latico pelo
bicarbonato resulta na producgdo de agua e gas carbonico (TAVARES et al., 2011).

A pressdo parcial de oxigénio (pO2) também tende a aumentar no interior das bolsas por
estas serem permeaveis a entrada e saida doCO,e do O,durante o armazenamento (COSTA
JUNIOR et al., 2008).A pO, e a saturagio de oxigénio (SpO,) estio interligadas por relagio
direta, em que o aumento da pO; se reflete em aumento da SpO,. O aumento da SpO2 também
esta associada a afinidade do oxigénio a hemoglobina, estando relacionada a dissociacao da
mesma, que ¢ influenciada pelo pH e o CO;, por promoverem a libertagdo do O, ligado

(SCOTT & STOCKHAM, 2011).

4.5.3 Alteragdes bioquimicas

A manutencdo da integridade dos eritrocitos depende da disponibilidade de ATP para
fornecer energia para a fosforilagdo de glicose e carboidratos adicionais; fosforilacdo das
proteinas da membrana e bombear pequenas moléculas para fora da célula contra um
gradiente (SCOTT & STOCKHAM, 2011; WARDROP et al., 1994).

Para a nutricdo e a manuten¢do da integridade dos eritrocitos durante o armazenamento,
¢ necessdrio uma fonte de glicose para o prolongamento do tempo de armazenamento

(HOGMAN, 1998).A glicose ¢ necessaria para operar na bomba de Na'/K', caso contrario o
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potassio pode extravasar para o plasma e produzir uma pseudo-hipercalemia antes da
hemolise ficar visivelmente evidente (NIINISTO et al., 2008).

A glicolise continua, no entanto, resulta na acumulagdo de seu subproduto primario, o
lactato, no sobrenadante (KRIEBARDIS et al., 2007).0 lactato ¢ excretado pelos eritrocito sin
vivo e metabolizado pelo figado, no entanto, durante o armazenamento do concentrado de
hemaécias, o lactato se concentra dentro da bolsa plastica de armazenamento, promovendo a
diminui¢do do pH e tornando o meio acido, no qual inibe a glicdlise através de um “loop de
feedback negativo”, resultando em uma reducao progressiva nos niveis de ATP, 2,3-DPG e
NADH (FLATT et al., 2014).

O ATP e o0 2,3-DPG também sdo esgotados durante o armazenamento, em grande parte
devido a niveis de pH extremamente baixos causados por um aumento do acido pirtvico e,
principalmente, acido latico. A perda de 2,3-DPG ¢ um efeito vinculado ao pH. O acimulo do
acido latico na bolsa de sangue acarreta a diminuicdo do pH das hemadcias e,
consequentemente, resulta na diminui¢ao do 2,3-DPG (HOGMAN, 1998; ZUBAIR, 2010).
Além disso, o acumulo do lactato dentro do eritrocito induz a uma maior fragilidade osmotica
e, consequentemente, a hemolise (MUDGE et al., 2004).

O 2,3-DPG em eritrécitos também desempenha um papel importante nas transfusoes,
uma vez que liga o oxigénio a hemoglobina. Embora a perda da capacidade de ligacdo seja
reversivel algumas horas apos a transfusdo, o 2,3-DPG precisa estar presente em casos agudos
de perda de sangue, para haver liberacdo maior e mais rapida de oxigénio para o tecido
(KORTE et al., 2008; NIINISTO et al., 2008).

O potassio € um ion predominantemente intracelular, sendo encontrado apenas cerca de
2% no meio extracelular, enquanto o sédio ¢ um ion extracelular. A manutencdo desse
gradiente de concentragdo nas hemacias ¢ realizada através da bomba de Na'/K ™ presente na
membrana plasmatica. A atividade da bomba de Na'/K " depende dos niveis de ATP, além de
também influenciada pela diminuicdo do pH e da temperatura (OBRADOR et al., 2015).
Existem diferencas no transporte de cations e subsequentemente nas concentragdes de Na' e
K" intracelulares entre as espécies. As espécies que possuem altas concentracdes de K
intracelular (cavalo, porco e alguns ruminantes) possuem uma bomba mais ativa de Na' /K",
atravésda hidrolise de ATP, comparados com as demais espécies que, consequentemente,
possuem eritrocitos com teor de sodio e permeabilidade K™ passiva maiores (LANEVSCHI;
WARDROP, 2001).

Durante o armazenamento, a bomba de Na'/K™ falha progressivamente e o potéssio

intracelular extravasa da célula. A entrada do sédio e o extravasamento do potdssio nos
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eritrocitos, durante o armazenamento, ocorre nio s6 porque a bomba Na'/K™ presentes na
membrana ndo funcionam devidamente em condigdes de empobrecimento de ATP, mas
também porque o resfriamento paralisa as bombas de ions (D’ALESSANDRO et al., 2010).A
mudanca de eletrélito mais dramatica em equinos ¢ o aumento no potassio s€rico por essa
espécie conter niveis intracelulares elevados de potéassio (SPEAKE, 1997), podendo variar em
média entre 79,5 a 97,5 mmol/litro (MUYLLE et al., 1984).

O acumulo significativo de potassio em produtos sanguineos armazenados provenientes
de cées e felinos é improvavel por estes animais possuirem baixa atividade da bomba Na'/K .
No entanto, existe algumas ragas de cdes e espécies de animais, como 0s equinos, que
possuem fisiologicamente altas concentragdes de potassio nas hemadcias, devido a atividade
significativamente alta da bomba Na'/K'. Segundo alguns autores (MUDGE et al., 2004;
OBRADOR et al., 2015) o armazenamento prolongado de sangue obtido destes animais pode
estar associado ao acumulo de altas concentracdes de potdssio no sobrenadante. Embora as
alteracdes no potassio, pH e lactato serem estatisticamente significativas em sangue de equino
apdés apenas uma a duas semanas de armazenamento, ¢ improvavel que essas alteracdes
tenham implicagdes clinicas durante transfusdes de pequeno volume ou transfusdes para
pacientes metabolicamente estaveis (MUDGE et al., 2004; NIINISTO et al., 2008;
OBRADOR et al., 2015). No entanto, pode haver sérias rea¢des, ou mesmo fatal, em
transfusdes de maior volume ou de infusdo rapida em pacientes neonatos, geriatricos ou em
pacientes com comprometimento renal ou hepatico (BROWN e VAP, 2015). Em pacientes de
risco, os niveis de potassio e pH no sangue armazenado devem ser avaliados antes da
transfusdo, além da necessidade de monitorizagdo durante a administragdo de sangue

(MUDGE et al., 2004; BROWN e VAP, 2015).

4.5.4 Contaminacao bacteriana

Quanto a esterilidade, as bolsas plasticas ndo devem apresentar crescimento microbiano
quando submetidas ao ensaio (BRASIL, 2014). A preparacao de componentes sanguineos de
qualidade requer grande cuidado e aten¢do aos detalhes no protocolo adequado na
manipulacdo das bolsas de sangue. As condigdes assépticas devem ser mantidas em todos os
procedimentos desde a coleta de sangue a transfusdo (KUMAR, 2017). O sangue, além de ser
uma fonte potencial de infeccao por uma variedade de agentes transmissiveis, ¢ um excelente

meio de cultura bacteriana, sendo, atualmente, a contaminacdo bacteriana dos produtos
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sanguineos a maior fonte de doenca transmitida por transfusdo em humanos (BRECHER;
HAY, 2005; HESS, 2010).

Dentre as possiveis fontes de contaminacdo bacteriana dos componentes sanguineos
incluem: bacteremia do doador, contaminagdo durante o procedimento de coleta do sangue
total, contaminacdo da bolsa para coleta e contaminagdo durante o procedimento e
processamento do sangue (HILLYER et al.,, 2003). No entanto, a baixa temperatura de
armazenamento do concentrado de hemacias reduz a proliferagao da maioria das espécies de
bactérias, por nao sobreviverem ao armazenamento no frio (HILLYER et al., 2003; HESS,
2010). Porém, existem bactérias tolerantes, como as do género Aeromonas, Vibrio e Serratia,
que podem sobreviver e crescer lentamente nas temperaturas utilizadas para armazenar
concentrado de hemadcias. Essas espécies dividem-se apenas um pouco mais de uma vez por
dia, de modo que normalmente leva pelo menos 19 dias para uma bactéria se multiplicar em
até as 108 unidades, podendo causar um evento séptico grave em humano (HESS, 2010). H&
relatos de oObito envolvendo infeccdo por bactérias Yersinia enterocolitica, Serratia
liquefaciens e uma variedade de gram negativas (BRECHER; HAY, 2005).

As medidas que reduzem a incidéncia de transfusdo de unidades contaminadas incluem,
além do processamento do produto e os procedimentos de pratica transfusional, a inspecao
visual da bolsa antes de sua utilizagdo para transfusdo. A inspe¢do visual ¢ importante, pois
notar um escurecimento evidente no concentrado de hemdacias pode estar asssociado ao
consumo de oxigénio por bactérias ou excesso de hemolise devido a enzimas bacterianas
(HESS, 2010). A contaminagao bacteriana promove, além do risco de infec¢do ao receptor, a
reduc¢do do prazo de validade no armazenamento da bolsa de sangue, pois a proliferagdo
bacteriana pode contribuir para uma diminui¢ao do pH e aumento do lactato (MUDGE et al.,

2004).
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5. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal da Bahia, protocolado sob o numero 26/2017.

5.1 DOADORES

Foram selecionados 15 equinos do Esquadrdo da Policia Montada da Bahia, adultos
entre um a 19 anos (idade), machos e fémeas, entre 400 a 530 kg, das ragas BH (Brasileiro de
Hipismo), PSL (Puro Sangue Lusitano) e SRD (Sem Raga Definida), sendo todos os animais
com historico de comportamento docil. Os 15 equinos foram submetidos a exames clinicos,
segundo preconizado por Speirs (1997), realizados por um médico veterinario especializado
em clinica de equinos, 15 dias antes das coletas das bolsas de sangue. Neste periodo, foram
coletados 4mL de sangue em EDTA, para realizacao de exames hematoldgicos (eritrograma,
leucograma e plaquetograma), os quais foram processados no Laboratorio de Pesquisa de
Hematologia e Bioquimica Clinica (EMEVZ) do Hospital de Medicina Veterinaria Renato
Rodemburg de Medeiros Neto — HOSPMEV/UFBA. A realizagdo desses exames teve como
objetivo avaliar a higidez dos animais para posteriormente selecionar 10 animais como
doadores a serem incluidos no presente estudo.

Os animais utilizados nesta etapa permaneceram em sistemas de manejo padrio de
rotina do Esquadrao da Policia Montada da Bahia, em baias individuais, com a alimentagao
no cocho a base de feno de capim Tifton (Cynodon sp.), concentrado comercial (1-2% do peso
corporal, dividido em trés refei¢des diarias), além de dgua a vontade e suplemento mineral
(Figura 5). Todos os equinos eram submetidos a0 mesmo esquema sanitario profilatico de
acordo com a rotina do Esquadrao da Policia Montada da Bahia, incluindo-se o controle de
parasitos gastrointestinais, ectoparasitos, além de vacinagdes contra raiva, tétano,

encefalomielite equina e influenza equina.
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Figura 5: Fotografia ilustrativa de um equino do Esquadrdo da Policia
Montada da Bahia em baia individual.

Fonte: ESQUADRAO DA POLICIA MONTADA DA BAHIA (2018).

5.1.1Critério de exclusao

Dos 15 animais avaliados cinco foram excluidos por estarem amamentando, com escore
corporal <3, na escala de 1- 4 de acordo com Speirs (1997), e/ou com o volume globular
inferior a 32%, de acordo com valores dos componentes do eritrograma determinados por
Weiss e Wardrop (2010). Por fim, 10 equinos foram selecionados como doadores. A tabela da
ficha clinica resumida e do resultado do hemograma dos 15 animais estao apresentadas nos

Anexos 1 e 2, respectivamente.

5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

De cada um dos 10 equinos incluidos no experimento, o sangue foi colhido por
venipuncdo da jugular externa tendo antes realizado a antissepsia regional, em dois tipos de
bolsas de sangue humano (JP Farma®), a CPDA-le a CPD/SAG-M, cuja composi¢ao das
solucdes anticoagulante preservadora encontram-se apresentadas no Quadro 1, totalizando 20
bolsas de sangue. Cada bolsa continha em média 420mL de sangue, as quais foram pesadas
durante a coleta em um homogeneizador automatico (Compomixer®).

Ap0s a colheita, as bolsas foram imediatamente acondicionadas em caixas de isopor

contendo gelo reciclavel, tomando-se o cuidado para nao haver o contato direto destas com o
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gelo e, em seguida, foram transportadas para o Hospital Veterinario da Universidade Federal
da Bahia (UFBA), onde foram armazenadas em um refrigerador do modelo Indrel® e

mantidas em temperatura entre 2 a 6°C.

Quadro 1: Componentes das solugdes CPDA-1 ¢ CPD/SAG-M onde foram
acondicionados o sangue dos equinos.

Soluciao CPDA-1

Solu¢ao CPDA-1 (63mL)
Citrato de Sodio diidratado..........ccceeveiienieeciienieeiieenne, 2630mg
Acido Citrico ANIAIO..........o.oveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 300mg
Fosfato de S6dio Monobésico monohidratada.................... 222mg
Dextrose Anidra USP........ccccociiiviiiiiciiiicieecee e 2900mg
AdENING......iiiiiiiecieece e 27,5mg
Agua para iNJEetaveis QS.Pe.. e eeeeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneees 100mL

Solu¢dao CPD/SAG-M
Solucao CPD (63mL):
Citrato de Sodio diidratado..........ccccevveeerieenciieeeiieeieeee 2630mg
Acido Citrico ANIdrO..........o.ovovveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 300mg
Fosfato de S6dio Monobésico monohidratado................... 222mg
Glicose monohidratada...........c.ceeeeeeiienieeiiieniecieeieee 2550mg
Agua para injetaveis q.S.Pe.. ... eveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 100mL
Solu¢do Sag Manitol 1 (100mL)
Glicose monohidratada.............ceccveeviieiiienieniicieeeeeeee, 900mg
MaANItOL....ccoiiiieiie e e 525mg
AdENING......eiiiiiiiiiie e 17mg
Cloreto de SOIo.........cvuiiiciciiice, 877mg
Agua para INJELAVEIS .S.Peeeveerrreereeniieeieeniieeieenireeaeenieenenes 100mL

Fonte: JP Farma®, 2018.

A centrifugacao das bolsas, para separagao do concentrado de hemécias do plasma, foi
realizada 24 horas apoOs a coleta, utilizando uma centrifuga de bolsa de sangue (Heraeus
Cryofuge 5500i®), configurada para uma rotagdo 3000for¢cag por 7 minutos. As bolsas foram
devidamente identificadas e organizadas em 2 grupos (G1 e G2); no grupo 1 foram incluidas
as bolsas do tipo CPDA-1 e no grupo 2 as bolsas do tipo CPD/SAG-M. No concentrado de

hemacias do grupo 2, foi adicionado 100mL da solugdo preservativa Sag manitol (SAG-M),
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presente em uma bolsa acessoria, por meio de ruptura do lacre e transferéncia por gravidade,
resultando em um concentrado de hemécias diluido, conforme as instrugdes do fabricante
contidas na embalagem das bolsas.

Durante a manipulagdo das 20 bolsas de sangue, foram descartadas trés por falha
técnica, totalizando no experimento oito bolsas do grupo CPDA-1 e nove bolsas do grupo
CPD/SAG-M, utilizando no estudo ao todo 17 bolsas de sangue.

Para a avaliagdo dos concentrados de hemadcias foram colhidas aliquotas de cada uma das
bolsas, para realizacdo de exames hematoldgicos, bioquimicos e hemogasométricos. Os
exames hematologicos e bioquimicos foram realizados no Laboratério de Pesquisa de
Hematologia e Bioquimica Clinica (EMEVZ), e as hemogasometrias foram realizadas no
Hospital Veterinario SEMEVE.

As avaliagdes laboratoriais foram realizadas semanalmente, iniciando-se 24 horas apos
a coleta das bolsas de sangue (momento D1), apds a separagdo do concentrado de hemacias
do plasma, com exce¢do de algumas andlises hematologicas (nimero de hemécias, VCM e
CHCM) as quais foram realizadas em analisador hematoldgico automatico, que iniciaram 8
dias apds a coleta (DS), até 36 dias apos a coleta (D36), quando se concluiu o experimento.
Ao todo, foram 36 dias de experimento apos a coleta das bolsas de sangue e 35 dias de

armazenamento do concentrado de hemacias (Quadro 2).

Quadro 2: Tempos experimentais em que foram realizadas as analises laboratoriais das
amostras do concentrado de hemacias de equinos armazenadas, distribuidos por parametros.

Momento
da
avaliacao
24 horas

D1 apos a X X X
coleta
8 dias

D8 apods a X X X X X
coleta
15 dias

D15 apos a X X X X
coleta
22 dias

D22 apos a X X X X X
coleta
29 dias

D29 apos a X X X X
coleta
36 dias

D36 apos a X X X X X
coleta

Fonte: COSTA (2008).

VG, Hg pH, PO2, Glicose,
livre, PCOz2, Sp0O2, Lactato,
Hemolise HCO3 K"

Cultura
bacteriana

N’ hemacias,
VCM, CHCM

Tempo
(dias)
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Para controle de qualidade dos concentrados de hemdcias armazenados foram obtidas
aliquotas sem contato com ar do tubo de coletadas bolsas nos dias 7, 21 e 35 de
armazenamento, e enviadas para o Laboratério de Bacterioses da Escola de Medicina
Veterindria e Zootecnia da UFBA, para realizagdo de cultura bacteriana, onde foram
submetidas a cultura em aerobiose e anaerobiose, de acordo com as técnicas preconizadas

pela CLSI (2005) e ANVISA (2013).

5.3 ALIQUOTAGEM DAS AMOSTRAS

Para obtencdo das aliquotas, as bolsas de concentrado de hemacias foram
homogeneizadas delicadamente (Figura 6) com o auxilio de gaze. Em seguida, os manguitos
foram ordenhados de 3 a 5 vezes no sentido retrogado para homogeneizar o sangue da

tubulacao.

Figura 6: Fotografias ilustrativas da homogeneizacao (setas brancas indicando o movimento circular)
realizada nas bolsas de concentrado de hemacias de equinos antes de obter a aliquota das mesmas (A) ¢ a
homogeneizagdo retrogada na tubulagdo (seta preta), com auxilio de um alicate de ordenha para bolsa de
sangue (B).

Fonte: COSTA (2018).

Apbs a homogeneizagdo do manguito, a extremidade distal era cortada (Figura 7) e
cerca de 5 mL de sangue eram desprezados a fim de lavar a tubulagao com o sangue de dentro
da bolsa. Em seguida, foram separados SmL em tubo de amostra para as analises
hematologica e bioquimica, procedendo com a selagem dupla da ponta final da tubulacao,
com cerca de 3cm, para manter uma pequena por¢do sem contato direto com ar a ser

destacado (Figura 8) e enviado para realizar a hemogasometria (Figura 9).



47

Figura 7: Fotografias ilustrativas do corte distal a bolsa de sangue (seta preta), para lavagem da tubulagio
com o sangue homogeneizado (C) e demonstragdo da utilizagdo da maquina seladora (D).

Fonte: COSTA (2018).

Figura 8: Fotografias demonstrativas das aliquotas obtidas da tubulagdo da bolsa de sangue apds a
selagem (Foto E). A porcdo mais distal é descartada por haver contato direto com o ar (seta). Duas
aliquotas destacadas da tubulago da bolsa de sangue (Foto F).

Fonte: COSTA (2018).
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Figura 9: Fotografias ilustrativas da manipulagdo da aliquota destacada
da tubulacdo da bolsa de sangue (seta branca), sem contato direto com o
ar (Foto G). Uma extremidade da aliquota era cortada no momento de
introduzir a amostra (seta branca) no hemogasdmetro (Foto H).

Fonte: COSTA (2018).

No momento da obtencao das aliquotas, as bolsas de sangue ficaram armazenadas em
caixa de isopor contendo gelo reciclavel. Ao término das aliquotagens, as bolsas eram
armazenadas novamente na geladeira. Estes procedimentos foram repetidos a cada sete dias e

as bolsas eram retiradas da refrigeracdo, antes de serem manipuladas, de forma aleatoria.

5.4 ANALISES DAS AMOSTRAS

As aliquotas de 5,0mL foram fracionadas para a realizacao dos exames hematologicos e
bioquimicos. Foram separadas aliquotas de 1,0mL para: a avaliagdo o volume globular, pela
técnica do microhematocrito, segundo preconizado por Weiss e Wardrop (2010); para a
realizacdo os exames hematoldgicos (contagem do numero de hemécias, VCM, CHCM) no
aparelho hematologico Poch (Roche®) onde foram diluidos 0,3 mL das amostras em 1:2 de
solucdo salina para diminuir a viscosidade e ndo danificar o equipamento, os resultados
obtidos das contagens foram corrigidos multiplicando o resultado do fator por 2; e foram
determinadas as concentragdes da hemoglobina total e livre pelo método da
cianometahemoglobina em espectrofotdmetro (Bioplus 2000®), utilizando reagente da marca

Doles®.
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O célculo do grau de hemolise foi realizado pelo valor do VG da bolsa, concentragio de
hemoglobina total do hemocomponente homogeneizado e a concentragdo de hemoglobina

livre (plasmatica) (WARDROP et al.,1994):

Porcentagem de Hemolise (%) = (100 — VG) x Hemoglobina Plasmatica (g/dL)
Hemoglobina Total (g/dL)

Os 4,0 ml restantes foram centrifugados e os sobrenadantes obtidos foram utilizados
para realizar as analises bioquimicas, em analisador semiautomatico (Bioplus 2000®). As
concentracgoes de glicose foram determinadas pelo método enzimatico, utilizando reagentes da
marca Doles® com a metodologia glicose oxidase e as concentragdes de lactato foram
determinadas pelo método enzimadtico, utilizando reagentes da marca Bioclin® com a
metodologia lactato desidrogenase. Para realizar as mensuragdes de potassio utilizou-se um
espectrofotometro de chama (Tecnow 700®).

As variaveis hemogasométricas mensuradas foram: potencial hidrogenidnico (pH),
saturacdo de oxigénio (SpO,), pressdo parcial de oxigénio (PO;), pressdo parcial de didoxido
de carbono (PCQO;) e bicarbonato (HCOy5'), através do analisador de pH e gases sanguineos

Cobas b 121 (Roche®).

5.5 ANALISES ESTATISTICAS

O efeito do tempo (D1, D8, D15, D22, D29 e D36) para cada tipo de bolsa de sangue
(CPDA-1 e CPD/SAG-M) foi avaliado como medidas repetidas no tempo e os valores médios
de cada parametro, em cada momento, foram comparados pelo teste Tukey-Kramer. As
analises foram feitas usando o PROC MIXED do programa estatistico SAS 9.1%.

Foram calculadas as mudangas proporcionais, em valores percentuais, para os
parametros VCM, CHCM, VG, pH, PO,, PCO,, SpO,, HCOs, glicose ¢ lactato, entre o dia da
primeira analise, de cada parametro, e a quinta semana de armazenamento. Os valores
percentuais de alteragdo entre o tipo de bolsa foram submetidos a andlise de variancia.

Os parametros hemoglobina livre, grau de hemdlise, potencial hidrogeniénico (pH),
pressdo parcial de oxigénio (PO;), pressdo de dioxido de carbono (PCO,). saturacdo de
oxigénio (Sp0,), bicarbonato (HCO3), glicose, lactato e potassio (K ) foram submetidos ao
teste de correlagio de Pearson pelo PROC CORR do SAS 9.1%

As significancias das andlises foram declaradas quando P<0,05.
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6. RESULTADOS

Os resultados deste estudo foram representados em grupos de analises hematoldgicas,
hemogasométricas e bioquimicas. As analises estdo apresentadas através de médias e desvios
padrdo obtidos nos periodos D1 (24 horas apds coleta), D8 (8 dias ap6s coleta), D15 (15 dias
apos coleta), D22 (22 dias apo6s coleta), D29 (29 dias apos coleta) e D36 (36 dias apds coleta)
de armazenamento das bolsas contendo as solu¢cdes CPDA-1 e CPD/SAG-M, as quais
realizaram avaliagdo estatistica para verificar o efeito do tempo sobre os parametros
analisados, além da variacdao percentual dos resultados das médias finais quando comparado
com as iniciais. Para os resultados dos pardmetros submetidos ao teste de Pearson, foram
destacados aqueles que apresentaram intensa ¢ moderada correlagao.

As culturas bacterianas de todas as bolsas de sangue, realizadas com o objetivo de
controle de qualidade do armazenamento das bolsas de sangue, apresentaram resultados
negativos em todos os momentos que foram submetidos a esta andlise de acordo como as
exigeéncias do Artigo 53 da Resolugdo n°35, de 12 de junho de 2014 do Ministério da Saude.
Sendo assim, nenhuma bolsa de sangue foi excluida do estudo, durante o experimento, por

contaminac¢do bacteriana.

6.1 ANALISES HEMATOLOGICAS

Os parametros hematologicos analisados nas bolsas CPDA-1, que apresentaram
variagdo significativamente estatistica (P<0,05) em funcdao do tempo de armazenamento,
foram: VCM, CHCM, VG e hemoglobina livre.

Os parametros hematoldgicos analisados nas bolsas CPD/SAG-M, que apresentaram
variacdo estatistica significativamente (P<0,05) em funcdo do tempo de armazenamento,
foram: nimero de heméacias,VCM, CHCM, VG, hemoglobina livre e grau de hemolise.

Os resultados das analises hematoldgicas foram apresentados na Tabela 1 e Figuras de

10al5.



Tabela 1. Médias e desvios padrdes obtidas das andlises hematolégicas durante o tempo de armazenamento (dias)
referente as bolsas CPDA-1 e CPDA/SAG-M de concentrado de hemacias de equinos.

Tempo de armazenamento (dias) apos a coleta das bolsas de sangue

Parametros D1 D8 D15 D22 D29 D36

Hemacias(x10%/ul)

CPDA-1 = = 1569 + 097° 157 + 123" 1582 + 1,82° 1568 + 1,00° 1514 #+ 0,57°
SAG-M - - 12,2 + 043° 12,32 + 04° 11,55 + 0,93° 12,48 + 0,31° 12,11 + 0,38%
VCM (fL)
CPDA-1 - - 46,28 + 2,01° 46,65 + 2,11 48,15 + 2,79° 49,49 + 324° 51,16 + 3,36
SAG-M - - 46,6 + 203" 47,07 + 219° 4824 + 245° 489 + 256" 4958 + 2,54°
CHCM (g/dL)
CPDA-1 = = 3224 + 1,05 32,06 + 1,12° 311 + 143" 3028 #+ 1,37° 29,64 + 1,63°
SAG-M = = 32,38 + 0,95° 31,66 + 1,02° 31,02 + 1,34™ 30,36 + 1,32° 30,11 + 148°
VG (%)
CPDA-1 71,38 + 2,33° 72 + 169" 74,38 + 2,39° 7488 + 574° 80 + 3,38° 82,88 + 5,08°
SAG-M 58 + 2,06° 59,11 + 448" 62,33 + 3,08% 65 + 6,52° 64,78 + 282° 63,78 = 2,91%
Hg livre (g/dL)
CPDA-1 0,13 + 0,11° 0024 + 0,22® 0,34 + 007° 0,35 + 0,15° 04 + 0,16° 045 + 0,18
SAG-M 0,04 + 0,04° 013 + 0,06° 022 + 005 023 + 004® 025 + 0,06° 029 + 0,12°
Hemoélise (%)
CPDA-1 0,11 + 0,08° 0022 + 0,2° 0,26 + 0,05° 0,27 + 0,11° 0,28 + 0,13*° 0,29 + 0,16°
SAG-M 0,07 + 0,08 022 + 0,1° 0,32 + 0,08 0,34 + 0,09® 0,38 + 0,09 046 * 0,18°

Fonte: COSTA (2018).
Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey com P<0,05.
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6.1.1Numero de hemacias

Os valores de média do numero de heméacias das bolsas CPDA-1 ndo apresentaram
diferenca estatistica (P>0,05) entre os tempos analisados.

As médias dos numeros de hemacias das bolsas CPD/SAG-M nos tempos analisados,
apresentaram diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) no momento D22 quando

comparada aos momentos D15 e D29 (Figura 10).

Figura 10: Representagdo grafica da variagdo no numero de
hemaécias por tempo de armazenamento (dias) nas bolsas CPDA-1
e CPD/SAG-M.
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Fonte: COSTA (2018).

Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey com
P<0,05.

6.1.2 Volume corpuscular médio (VCM)

O valor da média do volume corpuscular médio (VCM) apresentou aumento gradativo
nas bolsas CPDA-1 e CPD/SAG-M, com diferenca estatistica (P<0,05) a partir do momento
D15 ao D36 de armazenamento (Figura 11).
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Figura 11: Representagdo grafica da variagdo no volume
corpuscular médio (VCM) por tempo de armazenamento (dias) nas
bolsas CPDA-1 e CPD/SAG-M.
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Fonte: COSTA (2018).
Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey com
P<0,05.

6.1.3 Concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM)

O valor da média da hemoglobina corpuscular média (CHCM) das bolsas CPDA-1
apresentou diminui¢do gradativa, com diferenca estatistica (P<0,05), a partir do momento
D15 ao D36 de armazenamento.

A CHCM das bolsas CPD/SAG-M apresentou diminui¢do gradativa, com diferencas

estatisticas (P<0,05) nos momentos D8, D15 e D29, de armazenamento (Figura 12).
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Figura 12: Representacdo grafica da variacdo na concentracio de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) por tempo de
armazenamento (dias) nas bolsas CPDA-1 e CPD/SAG-M.
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Fonte: COSTA (2018).
Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey com
P<0,05.

6.1.4 Volume globular (VG)

O valor da média do volume globular (VG) nas bolsas CPDA-1 apresentou um aumento
estatisticamente significativo (P<0,05) a partir do momento D22 ao D29 e, em seguida,
manteve-se sem diferenca estatistica entre os momentos D29 e D36.

O valor da média do VG das bolsas CPD/SAG-M apresentou diferenca estatistica
(P<0,05) a partir do momento D15 ao D22, quando comparado ao D1, havendo estabilizagado
das médias entre D22 e D29, com uma discreta diminui¢@o ndo significativa do D29 ao D36

de armazenamento (Figura 13).
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Figura 13: Representacdo grafica da variagdo do volume
globular (VG) por tempo de armazenamento (dias) nas bolsas
CPDA-1 e CPD/SAG-M.
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Fonte: COSTA (2018).
Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey
com P<0,05.

6.1.5 Hemoglobina Livre

O valor da média da hemoglobina livre nas bolsas CPDA-1 apresentou um aumento
gradativo com diferenca estatistica (P<0,05) a partir do momento D22 ao D29 e, em seguida,
sem diferenca estatistica entre os momentos D29 e D36.

O aumento da hemoglobina livre nas bolsas CPD/SAG-M apresentou um aumento
gradativo com diferenca estatistica (P<0,05) a partir do momento D1 ao D15. Em seguida, os
valores das médias ndo apresentaram diferengas estatisticas entre os momentos D15 e D36

(Figura 14).
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Figura 14: Representacdo grafica da variagdo da hemoglobina
livre por tempo de armazenamento (dias) nas bolsas CPDA-1 e
CPD/SAG-M.
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Fonte: COSTA (2018).
Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey
com P<0,05.

6.1.6 Grau de hemolise

Os valores de meédia do grau de hemolise das bolsas CPDA-1 diminuiram
gradativamente do momento D1 at¢é o D36 de armazenamento, entretanto ndo foi
estatisticamente significativo (P<0,05).

O grau de hemolise das bolsas CPD/SAG-M apresentou aumento gradativo, com
diferenca estatistica (P<0,05), a partir dos momentos D1 ao D8 e D22 e D29, com os valores

das médias sem diferenca estatistica entre D29 e D36 de armazenamento (Figura 15).
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Figura 15: Representagdo grafica da variagdo do grau de
hemolise por tempo de armazenamento (dias) nas bolsas
CPDA-1 e CPD/SAG-M.
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Fonte: COSTA (2018).
Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey
com P<0,05.

6.2 ANALISES HEMOGASOMETRICAS

Todos os parametros hemogasométricos analisados nas bolsas contendo as solugdes
CPDA-1 e CPDA/SAG-M apresentaram variacdo estatistica (P<0,05) sobre o efeito dos
momentos do periodo de armazenamento. Os resultados das analises hemogasométricas estao

apresentados na Tabela 2 e Graficos de 16 a 20.



Tabela 2. Médias e desvio padrdo seguida por letras diferentes obtidas das andlises hemogasométricas semanais referentes as
bolsas CPDA-1 e CPDA/SAG-M de concentrado de hemécias de equinos.

Tempo de armazenamento (dias) apds a coleta das bolsas de sangue

Parametros

D1 D8 D15 D22 D29 D36
pH
CPDA-1 6,99 + 0,05 694 + 004" 690 + 004 68 =+ 005 68 + 005 68 =+ 0,07
SAG-M 6,99 + 0,022 691 + 002° 685 + 002° 679 + 004° 674 + 004 669 = 0,05
pO2(mmHg)
CPDA-1 56,18 + 5,49° 80,78 + 20,71 103,01 + 28,12° 150,55 + 50,65° 163,05 + 44,71° 214,85 + 12,03°
SAG-M 58,34 + 3,43 94,84 + 1225° 112,37 + 1532° 164,22 + 37,04° 177,90 + 32,16 220,14 + 6,69°
pCO,(mmHg)
CPDA-1 86,38 + 9,022 7946 + 4,35 7453 + 506° 7420 + 8,02° 71,01 + 535 5431 + 851°
SAG-M 56,02 + 2,47 5617 + 342 57,08 + 268" 6172 + 569® 6318 + 7,08° 51,41 + 646°
SpO; (%)
CPDA-1 6558 + 485° 7964 + 671° 8803 =+ 590° 9261 =+ 6,06° 9476 + 342° 97,85 + 0,94°
SAG-M 66,82 + 486° 8313 + 554° 8842 + 478 9342 + 537% 9420 + 517 9642 + 0,54°
HCO3; (mmol/L)
CPDA-1 2096 + 1,85° 1666 + 215° 1448 =+ 1,86° 1313 =+ 185" 1220 + 1,78° 1018 + 2,29°
SAG-M 13,11 + 0,40° 11,01 + 043" 983 + 044° 910 + 034 834 =+ 066° 627 = 139°

Fonte: COSTA (2018).
Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey com P<0,05.
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6.2.1 Potencial hidrogenionico (pH)

O potencial hidrogenionico (pH) nas bolsas CPDA-1 apresentou diferenca estatistica
(P<0,05) com diminui¢ao dos valores de média a partir do momento D1 ao DI5 e, em
seguida, ndo houve diferenca estatistica dos valores das médias entre D22 e D36 de
armazenamento.

A média do pH das bolsas CPD/SAG-M apresentou uma diminuigdo gradativa com

diferenca estatistica (P<0,05) em todos os momentos analisados (Figura 16).

Figura 16: Representacdo grafica da variagdo do potencial
hidrogenionico (pH) por tempo de armazenamento (dias) nas
bolsas CPDA-1 e CPD/SAG-M.
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Fonte: COSTA (2018)
Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey
com P<0,05.

6.2.2 Pressao parcial de oxigénio (PO,)

A pressdo parcial de oxigénio (PO;), nas bolsas CPDA-1, apresentou um aumento
gradativo, no qual foi estatisticamente significativo (P<0,05) a partir do momento D8 ao
D22 e D29 ao D36 de armazenamento.

A pressdo parcial de oxigénio (PO,) apresentou aumento gradativo nas bolsas
CPD/SAG-M, sendo estatisticamente significativo (P<0,05) a partir do momento D1 ao D8,
D15 ao D22 e D29 ao D36 de armazenamento (Figura 17).
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Figura 17: Representagdo grafica da variagdo da pressdo
parcial de oxigénio (PO,) por tempo de armazenamento
(dias) nas bolsas CPDA-1 ¢ CPD/SAG-M.
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Fonte: COSTA (2018).
Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey
com P<0,05.

6.2.3 Pressao de dioxido de carbono (PCO,)

A pressao de didoxido de carbono (PCO,) apresentou diminui¢do com diferenca
estatistica (P<0,05) nas bolsas CPDA-1 a partir do momento D8 ao D15 e D29 ao D36de
armazenamento.

A PCO; nas bolsas CPD/SAG-M apresentou inicialmente um aumento com diferenca
significativo (P<0,05) a partir do momento D22 ao D29 e, em seguida, uma diminui¢ao

significativa (P<0,05) do D29 ao D36 de armazenamento (Figura 18).
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Figura 18: Representacdo grafica da variagdo da pressdo de
dioxido de carbono (PCO,) por tempo de armazenamento (dias)
nas bolsas CPDA-1 e CPD/SAG-M.
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Fonte: COSTA (2018)
Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey com
P<0,05.

6.2.4 Saturacao de oxigénio (SpO»)

A saturagdo de oxigénio (SpO,), tanto nas bolsas CPDA-1 como nas CPD/SAG-
M,apresentou um aumento significativo (P<0,05) dos valores de médias a partir do momento
D1 ao D15. Em seguida, os valores das médias ndo apresentaram diferenca estatistica a

partir do momento D22 ao D36 de armazenamento (Figura 19).
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Figura 19: Representacdo grafica da variagdo da saturagdo de
oxigénio (SpO,) por tempo de armazenamento (dias) nas bolsas
CPDA-1 e CPD/SAG-M
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Fonte: COSTA (2018).
Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey

com P<0,05.

6.2.5 Bicarbonato (HCO3)

Os niveis de bicarbonato (HCOs3") nas bolsas CPDA-1 apresentaram uma diminui¢ao

gradativa, com diferencga estatistica (P<0,05) a partir do momento D1 ao D22 e entre o D29

e D36 de armazenamento.

Os niveis de HCO;™ nas bolsas CPD/SAG-M apresentaram uma diminui¢gdo com

diferenca estatistica (P<0,05) a partir do momento D1 ao DI5 e D22 ao D36 de

armazenamento (Figura 20).



63

Figura 20: Representagdo grafica da variagdo do bicarbonato
(HCO3) por tempo de armazenamento (dias) nas bolsas
CPDA-1 e CPD/SAG-M.
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Fonte: COSTA (2018).
Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey

com P<0,05.

6.3 ANALISES BIOQUIMICAS

Na andlise dos parametros bioquimicos, todas as amostrasdas bolsas contendo as
solugoes CPDA-1 e CPDA/SAG-M apresentaram variacao estatistica (P<0,05) sobre o efeito
do tempo de armazenamento. Os resultados das analises bioquimicas estdo presentes na

Tabela 3 e Figura 21 a 23.



Tabela 3. Médias ¢ desvios padroes seguida por letras diferentes obtidas das analises bioquimicas semanais referentes as bolsas CPDA-
1 e CPD/SAG-M de concentrado de hemacias de equinos.

Tempo de armazenamento (dias) apés a coleta das bolsas de sangue

Parametros
D1 D8 D15 D22 D29 D36

Glicose (mg/dL)

CPDA-1 563,00 + 120,11° 319,01 + 171,61° 181,25 + 127,79° 76,13 =+ 10124° 5225 + 77,55° 3863 =+ 4587°
SAG-M 699,33 + 68,72° 578,33 + 4940° 49556 + 46,44° 407,00 + 57,97° 352,67 + 6518 321,67 + 66,67°
Lactato (mmol/L)

CPDA-1 665 + 1,20° 13,87 =+ 330" 2232 + 227° 1781 + 1,13° 27,47 + 207° 2580 + 2,02°
SAG-M 429 + 0,60° 982 + 155 16,00 + 153" 1351 + 162° 2373 + 297° 2431 + 25
Potassio (mmol/L)

CPDA-1 434 + 1,03 1322 + 225° 1735 + 1,68° 2816 + 4,06° 2600 + 2,83 3613 * 7,60°
SAG-M 1,67 + 0,46 867 + 200° 1332 + 229 16,51 + 221° 21,13 + 4,04° 27,04 + 4,93

Fonte: COSTA (2018).
Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey com P<0,05.
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6.3.1Glicose

Os valores das médias do nivel de glicose das bolsas CPDA-1 apresentaram uma
diminui¢do gradativa, com diferenca estatistica (P<0,05) a partir do momento D1 ao D22, e em
seguida houve estabiliza¢do dos valores das médias até o final do experimento (momento D36 de
armazenamento).

O nivel de glicose das bolsas CPD/SAG-M apresentou uma diminui¢cdo gradativa, com
diferenca estatistica (P<0,05) a partir do D1 ao D22, porém, sem apresentar diferencga estatistica

nas médias entre D29 e D36 de armazenamento (Figura 21).

Figura 21: Representacdo grafica da variag@o da concentragdo de
glicose por tempo de armazenamento (dias) nas bolsas CPDA-1 e
CPD/SAG-M.

800,00
700,00 |-
600,00
500,00
400,00

300,00 r

Glicose (mg/dL)

200,00 r

100,00

0,00
D1 D8 D15 D22 D29 D36

Tempo de armazenamento (dias)
—4—CPDA-1 CPD/SAG-M

Fonte: COSTA (2018).
Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey com
P<0,05.

6.3.2 Lactato

As concentracdes de lactato apresentaram variagdes nas bolsas CPDA-1 ¢ CPD/SAG-
M, os quais foram estatisticamente significativos (P<0,05), apresentando um aumentando
significativo a partir do momento D1 ao D15, uma diminuigao significativa do momento D15
ao D22e novamente um aumento significativo entre D22e D29, ndo havendo variagao
estatisticamente significativa nos valores das médias do momento D29ao D36de

armazenamento (Figura 22).
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Figura 22: Representagdo grafica da variagdo da concentragao de
lactato por tempo de armazenamento (dias) nas bolsas CPDA-1 e
CPD/SAG-M.
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Fonte: COSTA (2018).
Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey com
P<0,05.

6.3.3Potassio (K")

Os niveis de potassio das bolsas CPDA-lapresentaram um aumento com diferenca
estatistica (P<0,05) a partir do momento D1 ao D22 e D29 ao D36 de armazenamento.
Os niveis de potassio das bolsas CPD/SAG-M apresentaram um aumento com diferenca

estatistica (P<0,05) em todos os momentos analisados (Figura 23).
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Figura 23: Representacdo grafica da variag@o da concentragdo de
potassio por tempo de armazenamento (dias) nas bolsas CPDA-1 e
CPD/SAG-M.
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Fonte: COSTA (2018).

Letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey com
P<0,05.

6.4 MUDANCAS PROPORCIONAIS EM VALORES PERCENTUAIS

As mudangas proporcionais, em valores percentuais, para os parametros VCM,
CHCM,VG, pH, PO,, PCO,, SpO,, HCOj3, glicose e lactato, entre os dias da primeira e
ultima anélise, de cada parametro, foram apresentados na Tabela 4. Os valores positivos
indicaram o aumento do parametro analisado e os valores negativos indicaram a redu¢do do
mesmo.

A andlise estatistica de variancia percentual da hemoglobina plasmatica e grau de
hemolise ndo foi possivel realizar a partir da primeira analise, por haver valores iguais a zero.
No entanto, ao avaliar estes pardmetros a partir da segunda andlise (DS), a variacdo percentual
da hemoglobina plasmatica foi de 669,24 + 927,78 e 171,51 + 178,48 nas bolsas CPDA-1 e
CPD/SAG-M, respectivamente, apresentando P=0,1341, e a variacdo percentual do grau de
hemolise de 518,04 + 763,94 ¢ 150,61 + 116,35 nas bolsas CPDA-1 e CPD/SAG-M,
respectivamente, apresentando P=0,1732. Porém, observa-se uma grande dispersdo destes
dados com um coeficiente de variagcao maior que 100%.

A anélise estatistica do nimero de hemécias e niveis plasmaticos de potassio nao foi

realizada devido a variacdo que houve de alguns resultados entre os valores semanais.
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Tabela 4. Modificagdes percentuais (média + desvio padrio) ao longo do tempo de armazenamento, dos
pardmetros volume corpuscular médio (VCM), concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM),
volume globular (VG), potencial hidrogenionico (pH), pressao parcial de oxigénio (PO,), pressdo de dioxido
de carbono (PCO,), saturacdo de oxigénio (SpO,), bicarbonato (HCO3"), glicose e lactato, nas amostras das
bolsas de sangue contendo as solu¢do CPDA-1 e CPD/SAG-M.

R Tipo de bolsa
Parametro P-Valor
BOLSA CPDA-1 BOLSA CPD/SAG-M

VCM 10,50 + 3,61 (%) 6,38 £ 2,35 (%) 0,0129
CHCM -8,08 + 3,76 (%) -7,04 £ 2,48 (%) 0,5059
VG 13,95 + 7,90 (%) 9,99 £ 4,33 (%) 0,2127
pH -2,03+0,47 (%) -4,32 + 0,60 (%) <0,0001
PO, 285,03 £ 36,91 (%) 278,39 £ 23,51 (%) 0,6604
PCO, -36,65 10,39 (%) -8,37£9,29 (%) <0,0001
SpO, 49,94 £ 11,26 (%) 44,99 + 10,84 (%) 0,3714
HCO;5 -51,83 £ 8,88 (%) -52,30 £ 9,95 (%) 0,9201
GLICOSE -94,11 £ 5,90 (%) -54,17 £ 7,70 (%) <0,0001
LACTATO 302,23 £ 94,11 (%) 472,17 £ 70,64 (%) 0,0007

Fonte: COSTA (2018).

Ao avaliar a dinamica percentual, observou-se diferenca estatistica entre as amostras das

bolsas CPDA-1 e CPD/SAG-M nos parametros VCM, pH, PCO,, glicose e lactato.

6.5 CORRELACOES ENTRE OS PARAMETROS AVALIADOS

Nas analises das bolsas contendo a solu¢do CPDA-1, os parametros que apresentaram
uma forte correlagdo foram: hemoglobina livre versus grau de hemolise, pH versus HCO;',
PO, versus PCO,, PO, versus SpO,, PO, versus HCO;3', PO, versus K+, PCO; versus HCOy5',
PCO, versus K, SpO, versus HCOs', SpO, versus lactato, SpO, versus K" HCOs versus
lactato, HCO; versus K, glicose versus lactato e glicose versus K

Os parametros que apresentaram uma moderada correlagdo foram: hemoglobina livre
versus lactato, hemoglobina livre versus K, grau de hemolise versus K, pH versus PO,, pH
versus PCO,, pH versus SpO,, pH versus lactato, pH versus K", PO, versus lactato, PCO,
versus SpO,, PCO, versus lactato, SpO, versus glicose, HCOs™ versus glicose, HCO3™ versus

lactato e HCO;3™ versus K (Tabela 5).



Tabela 5. Cocficiente de correlacdo de Pearson entre os parametros hemoglobina livre (Hg livre), grau de hemolise (Hemolise),
potencial hidrogenidnico (pH), pressdo parcial de oxigénico (PO,), pressao de didxido de carbono (PCO,), saturagdo de oxigénio
(Sp0,), bicarbonato (HCO5), glicose, lactato e potassio (K"), obtidas das analises das bolsas contendo a solugdo CPDA-1.

Hg livre | Hemdlise pH PO, PCO, SpO, HCO;5 Glicose | Lactato K*
Hg livre 1 0.896** | -0.451 | 0.503 -0.432 0.542 -0.557 -0.579 0.671% 0.611*
Hemélise 1 -0.377 | 0.415 -0.324 0.451 -0.470 -0.406 0.541 0.600%*
pH 1 -0.694* [ 0.618%* -0.689* | 0.900** 0.508 -0.656* -0.650*
PO, 1 -0.851** | 0.881** | -0.853** [ -0.571 0.685* 0.905%*
PCO, 1 -0.732* | 0.807** 0.526 -0.651* | -0.821%**
SpO, 1 -0.872** | -0.749*% [ 0.809** | 0.885%*
HCOy 1 0.655% | -0.802** | -0.862**
Glicose 1 -0.847** | -0.859%*
Lactato 1 0.828**
K" 1

Fonte: COSTA (2018).

**Correlagdo forte: 0,8 <r < lpositiva e -1 <r <-0,8 negativa.
*Correlacdo moderada: 0,6 <r < 0,8 positiva e -0,8 <r <-0,6 negativa.
Correlacdo fraca: 0,1 <r < 0,6 positiva e -0,6 <r < -0,1 negativa.
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Nas andlises das bolsas contendo a solugdo CPD/SAG-M, os parametros que
apresentaram uma forte correlagdo foram: hemoglobina livre versus grau de hemolise, pH
versus HCOj5", PO, versus SpO,, PO, versus lactato, PO, versus K+, SpO; versus HCOy5/,
glicose versus lactato, glicose versus K e lactato versus K

Os parametros que apresentaram moderada correlagdo foram: hemoglobina livre versus
PO,, hemoglobina livre versus SpO,, hemoglobina livre versus glicose, hemoglobina livre
versus lactato, hemoglobina livre versus K, grau de hemolise versusPO,, hemolise versus
SpO,, hemolise versus glicose, hemolise versus lactato, hemolise versus K, pH versus SpO,,

PO, versus glicose, SpO, versus glicose, SpO, versus lactato, SpO, versus K (Tabela 6).



Tabela 6.Coeficiente de correlagdo de Pearson entre os pardmetros hemoglobina livre (Hg livre), grau de hemolise (Hemolise),
potencial hidrogenidnico (pH), pressdo parcial de oxigénico (PO,), pressao de didxido de carbono (PCO,), saturagdo de oxigénio
(Sp0,), bicarbonato (HCO5), glicose, lactato e potassio (K'), obtidas das analises das bolsas contendo a solugio CPD/SAG-M.

Hg livre | Hemdlise pH PO, PCO, SpO, HCO5 Glicose | Lactato K*

Hg livre 1 0.958** 0.110 0.617* 0.038 | 0.683%* -0.018 -0.747* 0.672% 0.746*
Hemolise 1 0.212 0.617* -0.069 [ 0.688* 0.085 -0.730* 0.654* 0.683*
pH 1 -0.209 -0.255 | -0.746* | 0.983** -0.106 -0.151 -0.136
PO, 1 -0.090 | 0.872%* -0.363 -0.784* | 0.806** | 0.820**

PCO, 1 -0.030 -0.237 -0.094 0.156 0.131
SpO, 1 -0.821** | -0.791* 0.749% 0.737*
HCOy 1 0.057 -0.309 -0.296
Glicose 1 -0.847** | -0.826**
Lactato 1 0.878**

K" 1

Fonte: COSTA (2018).

**Correlagdo forte: 0,8 <r < lpositiva e -1 <r <-0,8 negativa.
*Correlagdo moderada: 0,6 <r < 0,8 positiva e -0,8 <r <-0,6 negativa.
Correlacdo fraca: 0,1 <r < 0,6 positiva e -0,6 <r < -0,1 negativa.
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7. DISCUSSAO

Os parametros avaliados neste estudo apresentaram diferengas na maioria das analises
quantitativas e qualitativas, entre as amostras das bolsas plasticas contendo as solucdes
CPDA-1 e CPD/SAG-M, em decorréncia das solu¢des conservantes apresentarem distingdo
em relacdo a sua composi¢ao e volume (BRASIL, 2014).

Observou-se que os parametros quantitativos, tais como o nimero de hemacias, volume
globular, hemoglobina livre, bicarbonato, lactato e potéassio, apresentaram valores
evidentemente inferiores nas bolsas CPD/SAG-M, devido a dilui¢do do concentrado de
hemécias em seu maior volume de solucio conservadora (solugdo Sag-manitol).

Nos parametros qualitativos foram observados, pelos testes estatisticos, diferengas
quanto ao metabolismo eritrocitario nos tempos analisados, na variacdo percentual e
correlacdo dos resultados de algumas andlises nas amostras das bolsas plasticas contendo as
solucdes CPDA-1 e CPD/SAG-M.

Os estudos existentes em equinos sobre a avaliacao da conservacao de bolsas de sangue
ndo realizaram simultaneamente as andlises sobre o armazenamento de concentrado de
hemacias em bolsas contendo as solucdes CPDA-1 ¢ CPD/SAG-M (MUDGE et al., 2004;
NIINISTO et al., 2008). Sendo assim, este estudo possibilitou demonstrar, de forma mais
precisa, a dinamica do metabolismo eritrocitario do concentrado de hemacias armazenado nas

duas solugoes.

7.1 ANALISES HEMATOLOGICAS

Neste estudo, apenas as amostras das bolsas contendo a solugdo CPD/SAG-M
demonstraram uma reducdo significativa (P<0,05) do nimero de hemadcias apenas no
momento (D22) da analise. Essa redug¢do provavelmente esta relacionada a uma falha técnica
na diluicdo, pipetagem e/ou leitura do equipamento, ocasionando uma falsa diminui¢do no
numero de hemadcias, pois as andlises dos momentos seguintes (D29 e D36) apresentaram
valores médios superiores e sem diferenca estatistica quando comparado aos momentos
iniciais (D8 e D15). Sendo assim, pode-se considerar que o concentrado de hemadcias de
equinos, armazenado tanto nas bolsas contendo a solucdo CPDA-1 quanto as que contém
CPD/SAG-M, nao apresentaram reducdo do nuimero de eritrocitos ao ponto de causar

alteragOes estatisticamente significativas.
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Na analise da hemoglobina livre, as amostras das bolsas contendo a solu¢do CPDA-1
apresentaram um aumento significativo (P<0,05) deste pardmetro mais tardiamente do que as
amostras obtidas da solucdo CPD/SAG-M. Na anélise do grau de hemolise, observou-se um
aumento significativo, durante o periodo de armazenamento, apenas nas amostras das bolsas
contendo a solu¢do CPD/SAG-M. Assim como a hemoglobina livre, o grau de hemolise esta
relacionado a ruptura das hemadcias, durante o armazenamento, associada ao aumento da
fragilidade osmotica, em consequéncia das alteragdes na membrana eritrocitaria (HESS, 2006;
ZUBAIR, 2010; ORLOV; KARKOUTI, 2015). No entanto, assim como foi observado na
avaliagdo da conservacdo de sangue total de equinos por Mudge et al., 2004, apesar de nao
haver diminuicdo significativa no nimero de hemacias, houve presenga de hemodlise nos
concentrados de hemacias. Porém, a média obtida neste estudo com maior grau de hemdlise,
sendo o momento D36 nas amostras das bolsas CPD/SAG-M (0,46%), foi bastante inferior ao
determinado por Wardrop et al. (1994) em humanos (<1%). No presente estudo, o grau de
hemolise das amostras, contendo as solugdes CPDA-1 e CPD/SAG-M, apresentou valores
médios semelhantes aos encontrados nos estudos em equinos realizados por Mudge et al.
(2004) e Niinist6 et al. (2008), respectivamente.

As alteragdes quanto o aumento do VG e VCM e diminui¢do do CHCM, estdo
associadas a variagdo osmotica intraeritrocitaria em consequéncia da falha da bomba de
Na'/K", levando ao acimulo de componentes osmoticamente ativos e a perda progressiva de
area superficial dos eritrocitos, promovendo assim o aumento do VG e, consequentemente, do
VCM e diminui¢ao do CHCM (WOLFE, 1985; KRIEBARDIS et al., 2007). No entanto, apos
a transfusdo, pode haver a reversibilidade dessa alteracdo, a depender do tempo de
armazenamento, conforme ocorra a reposi¢do de ATP e 2,3 DPG nos eritrocitos transfundidos

(SCOTT et al., 2005; D’ALESSANDRO et al., 2010).

Os resultados das analises hematologicas deste estudo demonstram que as bolsas
contendo a solucdo CPDA-1 apresentaram mais altera¢do de lesdo de armazenamento apenas
referente ao aumento VCM, enquanto que as amostras obtidas das bolsas contendo a solugao
CPD/SAG-M apresentaram lesdes de armazenamento mais precoce nos parametros
hemoglobina livre, VG, CHCM e de maior intensidade no grau de hemolise, ou seja, maior
fragilidade osmdtica. Teoricamente, o manitol, presente nas bolsas contendo a solucdo
CPD/SAG-M, proporciona mais viabilidade do concentrado de hemacias por fornecer mais
estabilizacdo da membrana eritrocitdria e, consequentemente, diminuindo os niveis de

hemolise ao decorrer do armazenamento (HOGMAN, 1998; HESS, 2006). Porém, neste
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estudo, apesar do manitol, presente na solugdo CPD/SAG-M, ter fornecido mais suporte
osmotico, ao retardar a lesdo de armazenamento relacionada ao aumento do VCM, nao
promoveu mais resisténcia na membrana eritrociaria dos equinos e, consequente, ocasionou

mais precocemente o aumento significativo da hemoglobina livre e do grau de hemolise.

7.2 ANALISES HEMOGASOMETRICAS

Os resultados dos valores do potencial hidrogenionico (pH) apresentaram uma
diminuicao significativa (P<0,05), nas bolsas contendo as solu¢des CPDA-1 e CPD/SAG-M,
a partir do mesmo momento (D1) de armazenamento, porém, ao avaliar a dindmica
percentual, a diminui¢do do pH foi, em média, duas vezes superior nas amostras contendo a
solugdo CPD/SAG-M . Com base nesta andlise, ocorreu mais lesdo de armazenamento nas
amostras das bolsas contendo a solucdo CPD/SAG-M, por diminui¢do deste parametro.
Entretanto, o valor médio do pH obtido do concentrado de hemacias no momento D36, da
mencionada bolsa, ainda permite a sintese de ATP, importante para o metabolismo energético
dos eritrécitos. Segundo Hess e Greewalt (2002), o valor do pH igual a 6,65 em eritrocitos
humanos armazenados promoveu a sintese € o consumo balanceado de ATP. Além disso, os
mesmos autores consideraram que o limite inferior do pH para o armazenamento de hemacias,
em varios sistemas, deve ser em torno de 6,2.

A diminui¢do do pH, relatado também em equinos por Mudge et al. (2004), em caes
por Costa Junior et al. (2008), em humanos por Hogman (2008) e em ovinos por Sousa et al.
(2013), ¢ uma das principais alteragdes metabodlicas que ocorre ao longo do periodo de
armazenamento (HESS, 2010), decorrentes dos acidos metabolicos (4cido latico e piravico)
provenientes do metabolismo anaerdbico dos eritrécitos durante o armazenamento (D’
ALESSANDRO et al., 2010; YOSHIDA; SHEVKOPLYAS, 2010; KISIELEWICZ; SELF,
2014).

A diminui¢do gradativa do HCOs", observada neste estudo nas amostras das bolsas
contendo as solugdoes CPDA-1 e CPD/SAG-M, a partir do mesmo momento (D1) de
armazenamento, também foi relatada em caes por Costa Junior et al. (2008), em asininos por
Tavares et al. (2011) e ovinos por Sousa et al. (2013), nos quais a reducdo nos valores
sanguineos do HCOs™ pode ser associada ao consumo deste ion no controle da acidez,
reduzindo os seus niveis na mesma propor¢ao em que ha a producdo de acidos metabolicos no
interior das bolsas (ORLOV; KARKOUTI, 2015). No entanto, apesar do teste de Pearson ter

comprovado essa relacdo, demonstrando uma forte correlagdo positiva do pH com o
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bicarbonato nas bolsas CPDA-1 (0,900) e CPD/SAG-M (0,983), nao houve diferenca
estatistica ao avaliar a dindmica percentual das analises quanto a diminui¢do do HCOs', entre
as solucdes conservadoras do presente estudo. O tamponamento de bicarbonato para a
manutengdo do pH &cido ¢ eficaz por impulsionar a difusao do didxido de carbono para o
meio externo das bolsas plasticas (SCOOT et al., 2005).

A pressdo parcial de oxigénio (PO;) e a saturacdo de oxigénio (SpO,) apresentaram um
aumento gradativo e significativo nas amostras das bolsas contendo as solu¢des CPDA-1 e
CPD/SAG-M. A PO; e a SpO; apresentaram uma correlagcdo fortemente positiva nas amostras
das solu¢des CPDA-1 e CPD/SAG-M (0,881 e 0,872, respectivamente), nas quais o aumento
da PO, se reflete no aumento da SpO,. Os resultados quanto ao aumento do PO, também
foram relatados nos estudos em asininos, por Tavares et al. (2011) e em caes por Costa Junior
et al. (2008). No presente estudo, as amostras de sangue obtidas nas solugdes CPDA-1
apresentaram variagdes mais tardiamente destes pardmetros, quando comparado aos
resultados obtidos das analises das amostras das solu¢oes CPD/SAG-M, no entanto, ndo
houve diferenca, entre as solugdes, quanto a dindmica percentual referente a intensidade da
lesdo de armazenamento da PO, e SpO,.

O aumento significativo da PO, e SpO, durante o armazenamento, nas amostras de
ambas as solugdes conservadores, pode ser justificado pela composi¢do do pléstico das bolsas
de armazenamento ser permeavel ao oxigénio (BRASIL, 2014) e pela afinidade do oxigénio a
hemoglobina estar relacionada a dissociagdo da mesma. A afinidade da hemoglobina para o
oxigénio ¢ influenciada pelo pH e o CO,, pois tanto o H' quanto o CO, promovem a
libertagdo do O, ligado (SCOTT & STOCKHAM, 2011). A relagdo da SpO, com o pH e
PCO;, ¢ comprovada pelo teste de Pearson, no qual demonstrou uma moderada correlacao
negativa da SpO, com o pH, nas amostras contendo a solu¢ao CPDA-1 (-0,689) e CPD/SAG-
M (-0,746), e uma moderada correlagdo negativa da SpO, com a PCO; nas amostras contendo
a solugdo CPDA-1 (-0,732) e fraca correlagdo negativa da SpO, com a PCO, nas amostras
contendo a solugdo CPD/SAG-M (-0,030). A fraca corre¢do negativa da SpO2 com a PCO,,
apenas nas amostras contendo a solugado CPD/SAG-M, foi em consequéncia da oscilagdo nos
valores médios de PCO, nas amostras contendo a solu¢do CPD/SAG-M, que serdo
apresentados a seguir.

A pressado parcial de gas carbonico (PCO,) apresentou uma diminuigdo significativa nas
analises, sendo mais precoce nas amostras obtidas das solucdes CPDA-1. Ao avaliar a
dinamica percentual das amostras, a diminui¢ao do PCO, foi superior nas amostras contendo

CPDA-1. Apenas as amostras contendo a solucio CPD/SAG-M, apresentaram um aumento
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significativo da PCO,, no momento D29, mas houve, na andlise seguinte, uma diminui¢ao
significativa no momento D36 de armazenamento.

Estudos demonstram que a PCO, nas amostras de bolsas de sangue ndo segue um
padrao linear. Estudo realizado por Tavares et al. (2011), com amostras de bolsa de sangue
total de asininos, apresentou aumento da PCO, e atribuiu esse resultado ao controle 4cido-
basico, em que a reacdo de neutralizagdo do acido latico pelo bicarbonato (HCOs') resulta na
producao de agua e CO,. No entanto, Hess (2006) destacou que apos a formagdo do CO,,
durante o armazenamento, este se difunde para fora da bolsa plastica, removendo protons da
solugdo e diminuindo a PCO; e, consequentemente, a taxa de redu¢do do pH. Sendo assim, no
presente estudo, a diminui¢do da PCO,, em ambas as solucdes conservadoras, e sua oscilagdo
nos valores médios obtidos, entre o D22 e D36, das amostras contendo CPD/SAG-M, podem
ser justificadas por um possivel efeito Bohr e pela permeabilidade da bolsa de plastico a
passagem de gases para o meio externo, contribuindo para a diminui¢do deste pardmetro
(Sousa et al., 2013).

Em consequéncia da oscilagao nos valores médios de PCO, nas bolsa CPD/SAG-M, o
teste estatistico de Person demonstrou uma correlacao diferente entre o pH com PCO; nas
bolsas contendo as solu¢des CPDA-1 e CPD/SAG-M, no qual o pH das amostras das solugdes
CPDA-1 demonstraram uma correlagdo moderada positiva com PCO; (0,618), e nas amostras
das solu¢des CPD/SAG-M o pH e PCO, demonstraram uma correlagdo fraca negativa
(0,255). Essa diferenca pode justificar o consumo do bicarbonato ter sido similar entre as

solucdes, embora o pH tenha sido significativamente inferior nas bolsas CPD/SAG-M.

7.3 ANALISES BIOQUIMICAS

Os valores médios da glicose apresentaram uma diminui¢do significativa (P<0,05) nas
amostras contendo as solu¢des CPDA-1 ¢ CPD/SAG-M no presente estudo. Ao avaliar a
dindamica percentual deste parametro, a diminuicao da glicose foi superior nas amostras
contendo a solucdo CPDA-1, representando assim, um maior consumo de glicose nesta
solugdo. Esse resultado demonstrou que a dextrose anidra, presente na solugio CPDA-1, foi
mais eficiente para o fornecimento de fonte de energia (ATP), quando comparada a glicose
monohidratada, presente na solugdo CPD/SAG-M. Sendo assim, existem diferencas no
metabolismo dos eritrocitos dos equinos referente ao consumo energético de dextrose anidra e

glicose monohidratada, porém nao ha estudos especificos sobre o metabolismo energético dos
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eritrocitos dos equinos que justifique essa diferenca. Do ponto de vista clinico, vale ressaltar
que a transfusdo de concentrado de hemacias com niveis elevados de glicose pode levar a um
aumento de insulina no individuo transfundido, fato que deve ser levado em consideragdo
quando se transfunde grandes volumes, caso o receptor sofra de disfungcdo metabodlica
(LACERDA et al., 2014).

Estudos realizados em concentrado de hemacias de suinos armazenado em bolsas
contendo CPD/SAG-M, por PATEL et al. (2013), demonstraram que, diferentemente do que
foi observado em bolsas contendo sangue humano, os eritrocitos de suinos ndo utilizaram a
glicose, como esperado, como fonte energética, esgotando mais rapidamente os niveis de
ATP. Nos estudos realizados em equinos por Mudge et al. (2004), observou-se que o consumo
de glicose nas bolsas de sangue ¢ substancialmente menor em equinos quando comparado aos
caes ¢ humanos, e esse resultado sugere que os eritrocitos de equinos armazenados podem ser
menos ativos metabolicamente. Sendo assim, levanta-se a hipdtese de que o metabolismo
energético dos eritrocitos dos equinos seja mais semelhante aos dos suinos do que ao de
humanos e caes.

A diminui¢do dos niveis de glicose apresentou o mesmo valor de correlagao fortemente
negativa (-0,847) com o aumento significativo nos niveis de lactato nas amostras contendo as
solugdoes CPDA-1 e CPD/SAG-M, uma vez que a diminui¢do dos niveis de glicose foi
inversamente proporcional ao aumento dos niveis de lactato. O aumento dos valores médios
de lactato, nas amostras de ambas as solucdes conservadoras, foi significativo a partir do
mesmo momento (D1) de armazenamento. No entanto, ao avaliar a dinamica percentual, as
amostras contendo a solugdo CPD/SAG-M apresentaram mais lesdo de armazenamento
referente ao aumento deste parametro.

O aumento do lactato, durante o armazenamento, indica um metabolismo mais ativo dos
eritrocitos, resultando em uma glicdlise continua e, consequentemente, na acumulacao de seu
subproduto primdrio, o 4cido latico, no sobrenadante. A acidose resultante inibe a glicolise
através de um loop de feedback negativo, o que resulta em uma redug¢do progressiva nos
niveis de ATP, 2,3-DPG e NADH (FLATT et al., 2014), o que pode justificar a variagcao nao
significativa da glicose nos momentos D22, D29 e D36 de armazenamento das bolsas CPDA-
1 e nos momentos D29 e D36 de armazenamento das bolsas CPD/SAG-M.

Os niveis de potdssio em ambas as bolsas apresentaram um aumento significativo
(P<0,05) a partir do mesmo momento (D1) de armazenamento. Durante o armazenamento, a
bomba de Na'/K', presente na membrana celular, falha progressivamente devido a

temperatura baixa de armazenamento, a diminui¢do dos niveis de ATP e a lesdo progressiva
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da membrana que ocorre durante a estocagem, levando ao extravasamento do potéssio
intracelular para o meio extracelular (HOGMAN, 1998). O teste de Person comprovou uma
forte correlacao negativa entre o potassio e glicose, nas bolsas CPDA-1 (-0.859) e CPD/SAG-
M (-0.826), nas quais a diminui¢do dos niveis de glicose apresentou relagdo inversamente
proporcional ao aumento dos niveis de potassio extracelular.

O resultados dos niveis médios de potassio obtidos no momento D36 das amostras das
bolsas contendo a solucdo CPD/SAG-M, do presente estudo (27,04 mmol/L), foram
semelhantes ao obtido do concentrado de hemadcias de equinos por Niinistd et al. (2008),
armazenado por 35 dias, que foi igual a 28,5 mmol/L em solugdo CPDA/SAG-M. No entanto,
foram bastante diferentes dos resultados em sangue total em cdes obtidos por Costa Junior et
al. (2008) e em gatos por Bertolleti (2011), nos quais os niveis de potassio médio foram de 5,1
e 4,8 mmol/L, respectivamente. No estudo realizado por Sousa et al. (2013), em sangue total
de ovinos armazenados em solu¢do CPDA-1, os resultados encontrados de potdssio chegaram
a 22,85 mmol/L. A variagdo dos niveis de potdssio entre esses estudos ocorrem devido as
hemacias conterem niveis intracelulares variaveis de potassio entre as espécies (OBRADOR
et al., 2015). Segundo Muylle et al. (1984) e Speak (1997) na espécie equina as concentracdes
de potéssio intracelular sdo altas, sendo assim, considera-se que o extravasamento deste ion,
no decorrer do armazenamento da bolsa de sangue, pode resultar em um hemocomponente
improprio para a transfusdo, pois, se transfundido rapidamente e em grandes volumes, pode
resultar em arritmias cardiacas ao receptor (COSTA JUNIOR et al., 2008; HESS, 2010;
BROWN e VAP, 2015).

Os resultados das analises hemogasométricas e bioquimicas deste estudo demonstraram
que as variagdes nos resultados entre os periodos de armazenamento das bolsas CPDA-1 e
CPD/SAG-M sao devidos ao metabolismo anaerobico dos eritrocitos se comportarem de
forma distinta entre as solugdes conservadoras (BERTOLETTI, 2011), principalmente a
diferenga entre os principais componentes responsaveis pela fonte de energia em cada bolsa
de armazenamento: a dextrose anidra (CPDA-1), a glicose monohidratada (CPD/SAG-M), e a
quantidade de adenina presente em cada uma.

Ao analisar 0 momento inicial das lesdes de armazenamento e a intensidade de algumas
das principais alteragdes metabdlicas, que ocorreram ao longo do periodo de armazenamento,
sendo estas o grau de hemolise o pH e os niveis de lactato e glicose (HOGMAN, 1998; HESS,

2010), os resultados deste estudo sugerem que as bolsas contendo a solugado CPDA-1 sdo mais
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eficientes do que as bolsas contendo a solu¢do CPD/SAG-M para a manutengdo da

viabilidade dos eritrocitos de equinos.
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8. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que tanto os concentrados de hemacias
armazenados em bolsas CPDA-1 como em CPDA/SAG-M apresentaram viabilidade para uso,
quando conservadas, sob refrigeracdo, por 35 dias.

No entanto, as diferengas observadas quanto ao aspecto das lesdes de armazenamento,
demonstraram que a solu¢do preservativa CPDA-1 ofereceu um melhor meio para o
armazenamento de concentrado de hemadcias de equino, por um periodo de 35 dias.

Para uma melhor compreensdo sobre as lesdes de armazenamento em bolsas de sangue
de equinos, sdo necessarios estudos que avaliem o metabolismo energético de eritrocitos desta

espécie.
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ANEXOS

Anexo 1: Ficha resumida dos exames clinicos para a sele¢do dos cavalos doadores para o
experimento. Observagdo: Animais destacados em amarelo foram os descartados do experimento.

ESTADO PESO
ANIMAL SEXO | IDADE | RACA | NUTRICIONAL FC FR
(score) (kg)
BABALU F 2002 BH 3 400 28 16
LEDA* F 2000 SRD 3 460 48 28
DIAMANTE MC | 2005 PSL 4 470 46 20
GAZELA F 2010 PSL 4 530 34 20
FURACAO MC | 2009 PSL 4 515 46 25
GAMELA F 2010 PSL 4 485 36 24
TEQUILA* F 2002 |ARABE 2 415 52 18
GRACIOSA F 2010 PSL 4 490 46 24
GATINHA** F 2005 SRD 2 410 32 18
PANDORA F 2001 PSL 3 405 45 15
FALCAO MC | 2009 PSL 4 450 42 18
FENIX MC | 2009 PSL 4 480 48 24
MATRIZ** F 2002 BH 2,5 415 46 27
MORANGUINHA | F 2014 SRD 4 440 58 25
TORNADO MI 2012 PSL 4 450 60 25
Fonte: COSTA (2018).
* Amamentando
**Score <3

Legenda: F= Fémea. MC= Macho castrado. MI= Macho inteiro. BH= Brasileiro de Hipismo. SRD=
Sem Raca Definida. PSL= Puro Sangue Lusitano. FC= Frequéncia Cardiaca. FR= Frequéncia
Respiratoria.
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Anexo 2: Quadro resumido dos exames laboratoriais para a sele¢do dos cavalos doadores para o experimento. Observagdo: Animais destacados em amarelo foram os
descartados do experimento.

BABALU| LEDA |DIAMANTE| GAZELA |FURACAO | GaMELA | TEQUILA [GRACIOSA | GATINHA [PanDORA| FALCAO | FENIX | MATRIZ [moORANGUINHO [ TORNADO
He (x10°) 7,14 | 9,14 9,15 8,11 6,36 8,78 8,07 7,68 6,07 7,49 8,07 9,05 7,34 9,02 9,39
Hg (g/dL) 118 | 138 15,1 12,1 10,5 13,5 12,9 11,9 10,3 12,7 12 13,2 11,5 13,9 13,1
VG (%) 33 43 41 35 29 38 37 35 32 35 33 38 32 39 38
VCM (L) 49 46,2 49,2 46,9 46,4 46 47,1 46,7 47,6 48,7 46,1 44,3 45,6 45,8 42,8
CHCM (g/dL) 337 | 327 33,6 31,8 33 33,4 33,9 33,1 35,6 34,8 32,3 32,9 34,3 33,7 32,6
RDW (%) 189 | 17,2 18,1 17,7 18,5 17,4 17,8 18,1 17,3 17,7 18,6 19,8 21,2 17,7 20,3
Leuc‘s(c;‘:)i)mtais 8,5 8,3 7,8 7,8 7,2 7,3 12,3 6,5 10,2 10,3 7,4 8,4 6,7 9,6 8,3
S?g";?fgg’o 4335 | 4897 5304 3978 4896 3650 7257 3575 7242 5665 5328 | 4116 | 4087 4128 3735
Linfocitos 3995 | 2988 2418 3666 2160 3504 | 4059 2795 2754 3811 1702 | 4200 | 2077 5376 4316
Eosinéfilos 170 83 0 78 72 0 861 65 0 103 148 0 335 0 249
Monécitos 0 332 78 78 72 146 123 65 204 721 222 84 201 9% 0
Plaquetas (x10%) | 156 168 142 258 171 149 153 216 177 130 219 201 174 159 180
PT (g/dL) 6 6,4 6 5,4 6 6,2 6 6 6,6 7 6,4 6,4 5,8 6,4 6,4

Fonte: COSTA (2018).

Observacdo: Destaque em azul para o Volume globular (VG) do animal Furacdo que se encontra abaixo do valor de referéncia preconizado por Weiss e Wardrop (2010).




