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EFEITOS DA LEUCORREDUCAO E DE QUATRO SOLUCOES ADITIVAS SOBRE A
QUALIDADE DO CONCENTRADO DE ERITROCITOS CANINO DURANTE O

ARMAZENAMENTO
Autora: Luciana de Almeida Lacerda
Orientador: Félix Hilario Diaz Gonzalez
RESUMO

Historico: As solugdes aditivas (SA) e a leucorreducdo pré-armazenamento (LR) sdo
importantes ferramentas utilizadas para manter a viabilidade eritrocitaria durante o
armazenamento e evitar algumas reagdes transfusionais nos receptores, respectivamente.
Objetivos: Comparar o efeito de quatro SA (SAGM, ADSOL®, OPTISOL® ¢ PAGGG-M) e da
LR por filtragio (IMMUGARD III—RC®) sobre a qualidade do concentrado de eritrocitos (CE)
canino armazenado por 41 dias. Animais: Dezesseis cdes de racas de grande porte de
proprietarios particulars com consentimento escrito. Materiais e métodos: Unidades de sangue
total (500 mL) foram coletadas em 70 mL de solu¢dao de CPD; oito desta foram leucorreduzidas
(grupo LR). Cada unidade foi processada e separada em unidades de CE e plasma. O CE de cada
cdo foi dividido igualmente em quatro bolsas menores contendo uma das diferentes SA. As
bolsas foram armazenadas por 41 dias a 4 °C e avaliadas a cada 10 dias. Os parmetros
analisados foram: pH, hematdcrito, grau de hemolise, lactato, glicose, K, Na, ATP e 2,3-DPG.
Resultados: O processo de LR por filtracdo se manteve dentro da padronizacdo estabelecida
para humanos em relacido a contagem de leucdcitos residuais. Ambos os grupos LR e ndo-LR
apresentaram diminui¢do do pH, das concentragdes de glucose, 2,3-DPG e ATP, e aumento do
grau de hemdlise e das concentracdes de lactato, Na e K, sendo que o grupo LR apresentou

menores alteracdes (p < 0.05). A solugdo PAGGG-M demonstrou uma melhor manutengdo das
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concentragdes de ATP e 2,3-DPG. Conclusdes e importancia clinica: Todas as SA utilizadas
em ambos os grupos apresentaram resultados satisfatérios durante 21 dias de armazenamento,
mas o uso da LR pré-armazenamento e da solu¢gdo PAGGG-M parecem ter um maior efeito
benéfico sobre o armazenamento do CE canino. Estudos sobre a viabilidade pds-transfusional

sd0 necessdrios para testar estas solugdes em caes.

Palavras-chave: hemoterapia, transfusdo, sangue, cdo, leucodeplegdo.
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EFFECTS OF LEUKOREDUCTION AND FOUR ADDITIVE SOLUTIONS ON CANINE

RED CELL CONCENTRATE QUALITY DURING STORAGE
Author: Luciana de Almeida Lacerda
Advisor: Félix Hilario Diaz Gonzélez
ABSTRACT

Background: Additive solutions (AS) and prestorage leukoreduction (LR) are important
transfusion tools used to maintain erythrocyte viability during storage and avoid some
transfusion reactions in recipients, respectively. Objectives: Compare the effect of four AS
(SAGM, ADSOL®, OPTISOL® and PAGGG-M) and leukocyte filtration (IMMUGARD III-
RC®) on the quality of canine RBCs stored for 41 days. Animals: Sixteen large-breed dogs from
private owners with written consent. Methods: Whole blood units (500 mL) were collected in 70
mL of CPD solution; eight of those units were leukoreduced (LR group). Each unit was
processed and separated into RBC concentrate and plasma components. The RBCs of each dog
were spliced equally into four bags containing a different AS. Bags were stored for 41 days at
4°C and evaluated every ten days. Parameters analyzed included pH, PCV, % hemolysis, lactate,
glucose, K, Na, ATP and 2,3-DPG. Results: The LR filtration process met the human standards
for residual WBC count. Both LR and non LR groups showed decreases in pH, glucose, 2,3-
DPG and ATP concentrations, and increases in hemolysis, lactate, Na and K concentrations, with
less change seen in the LR group (p < 0.05). PAGGG-M provided the best maintenance of ATP
and 2,3-DPG concentrations. Conclusions and clinical importance: All AS used for both
groups had satisfactory results during the first 21 days of storage, but prestorage LR and the
solution PAGGG-M seem to have the most beneficial effect on canine RBC storage.

Posttransfusion viability studies are needed to further test these storage solutions in dogs.
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1. INTRODUCAO

O interesse pela medicina transfusional tem crescido nestes dltimos anos na medicina
veterindria e € constante na medicina humana. No Brasil, diversos servicos de hemoterapia
veterindria publicos (USP, Unesp, UEL, entre outros) e até privados (HEMOVET - SP,

HEMOPET - RIJ, entre outros) estdo se desenvolvendo, e por isso a pesquisa nesta area &

essencial para auxiliar e melhorar o atendimento nestes centros.

No Brasil e em outros paises, como Estados Unidos e Austrdlia, ja sdo realizados
rotineiramente procedimentos essenciais, como separacdo de hemocomponentes para melhor
atender cada caso em que exista a necessidade de transfusdo sanguinea, mas ainda existem
davidas quanto a melhor solucio de preservacao de eritrécitos e outros produtos do sangue, pois

foram feitos poucos estudos em caes.

Este projeto teve como objetivo comparar os efeitos da leucorredugdo por filtracdo e de
quatro solucdes aditivas sobre a qualidade do concentrado de eritrécitos canino durante o
armazenamento, promovendo melhorias nos bancos de sangue e realizando estudos que
contribuam para a hemoterapia veterindria, bem como para a medicina transfusional humana,

visto que o cdo pode servir como um bom modelo experimental nesta area.

Assim como na medicina humana, na medicina veterindria, o curto tempo de
armazenagem € um dos fatores que dificulta e limita a quantidade de sangue que pode ser
efetivamente armazenada e € uma desvantagem na medicina veterindria, pois 0 acesso a caes
doadores € restrito e a demanda € continua e cada vez maior na prética de clinicas e hospitais
veterindrios. Durante o armazenamento de sangue canino a baixas temperaturas, assim como
ocorre com sangue humano, seja sob a forma de sangue total ou concentrado de eritrécitos, ha

uma queda repentina e intensa de metabdlitos importantes para a viabilidade e funcionalidade
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dos eritrécitos, como os niveis de 2,3-DPG e ATP, juntamente com o pH. A busca por melhores
formas e solucdes para preservacdo dos eritrdcitos, capazes de evitar ou diminuir estes efeitos
prejudiciais durante o seu armazenamento, é continua para que, ao final, se obtenha uma melhor

qualidade do sangue transfundido.

A avaliagdo bioquimica durante o armazenamento do concentrado de eritrécitos canino
com diferentes solugdes aditivas constitui uma informacao prética para a medicina veterinaria
brasileira, gerando assim maior conhecimento, motivando novos projetos de estudos in vitro € in

vivo, e criando um nucleo de pesquisa e extensao no auxilio a hemoterapia veterinaria.

15



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Comparar os efeitos da leucorreducdo por filtracdo e de quatro solugdes aditivas sobre a

qualidade do concentrado de eritrécitos canino durante o 41 dias de armazenamento.

2.2 Objetivos especificos

» Determinar qual das solugdes aditivas mantém a qualidade do concentrado de

eritrcitos canino por mais tempo.

» Auvaliar o efeito da leucorreducdo por filtragdo sobre a qualidade do concentrado

de eritrocitos de caes.

16



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Histdrico da medicina transfusional

Transfusdo é a palavra que define a terapia intravenosa com sangue total ou seus
subprodutos (hemocomponentes € hemoderivados). Ha anos, a hemoterapia tem se baseado no
uso de sangue total, e este ainda € o principal uso em medicina veterindria (ABRAMS-OGG,

2000).

A prética da transfusdo sanguinea teve inicio no século passado na medicina humana, e
vem evoluindo desde entdo (AUBUCHON, 2003). Na medicina veterindria, o processo foi um
pouco mais lento, mas atualmente existem grandes bancos de sangue veterindrios em VArios
paises do mundo que tornaram possiveis a pratica da medicina transfusional veterinaria de alta
qualidade. Entretanto, sabe-se que isto ndo depende somente da disponibilidade de componentes
sanguineos e do uso adequado de cada um deles, mas também da qualidade destes componentes.
Respeitar normas adequadas para colheita, processamento e armazenamento ¢ a melhor maneira

de alcancar os melhores resultados (SCHNEIDER, 2000; HOHENHAUS, 2007).

Os hemocomponentes sanguineos podem ser obtidos através de centrifuga¢do, ou, menos
comumente, através de aférese (técnica que utiliza equipamentos especializados que permitem a
separacdo de apenas um componente do sangue do doador, devolvendo-lhe o restante). Sabendo-
se que muitas vezes o paciente requer uma transfusdo de apenas um componente sanguineo
especifico, a separacdo dos hemocomponentes permite que mais de um paciente possa se
beneficiar de apenas um doador e reduzir os riscos de uma reacio transfusional contra os outros

componentes desnecessarios (AUBUCHON, 2003).

Ambos, sangue total e seus componentes, podem ser utilizados logo apds a colheita
(produtos frescos) ou apds o armazenamento (produtos armazenados/ estocados). A

biopreservacao € o processo de manuten¢do da integridade e funcionalidade das células mantidas
17



fora do seu ambiente de origem por periodos extensos de tempo e 0 armazenamento hipotérmico
¢ a técnica mais antiga e mais estudada no mundo todo. A preservacao dos eritrécitos sob baixas
temperaturas € baseada no principio de que os eventos bioquimicos e as reacdes moleculares

podem ser suprimidos pela reducao da temperatura (LLOHN et al., 2005; SCOTT et. al., 2005).

O maior impulso para o campo da biopreservagdo de eritrcitos € a enorme demanda
clinica. As transfusdes de eritrdcitos salvam vidas através do aumento da massa eritrocitdria em
pacientes que possuem baixa capacidade de carreamento de oxigénio devido ao aumento da
perda de eritrécitos (trauma/ hemorragia cirturgica), diminuicdo da produgdo pela medula 6ssea
(anemias aplésicas), defeitos na molécula de hemoglobina (hemoglobinopatias e talassemias), e

diminui¢do na sobrevivéncia dos eritrécitos (anemias hemoliticas) (SCOTT et. al., 2005).

Um dos componentes sanguineos mais utilizados para transfusdo é o concentrado de
eritrécitos (também conhecido como papa de hemécias) e o seu uso tem se tornado uma pratica
terapéutica comum na medicina veterindria. O concentrado de eritrécitos € indicado no
tratamento de anemia normovolémica (WARDROP et al., 1994) ou de anemia hemorragica

aguda quando combinado com plasma, solucdes coldides sintéticas ou solugdes cristaldides

(ABRAMS-0OGG, 2000; HOHENHAUS, 2007).

O armazenamento permite acesso imediato ao sangue total e seus subprodutos, mas a
colheita sanguinea e a preparacao destes podem ser intensivamente trabalhosas e consomem
bastante tempo, o que justifica a existéncia de um banco de sangue em clinicas/ hospitais que
realizam transfusdes rotineiramente. Durante a dltima década houve um aumento do interesse na
medicina veterindria transfusional, acompanhado pelos avancos na oncologia veterindria e pela
terapia intensiva, e atualmente os componentes sanguineos sao rotineiramente preparados por
certas institui¢des e empresas comerciais em alguns paises da Europa, nos Estados Unidos e mais
recentemente no Brasil (ABRAMS-OGG, 2000; GONCALVES, 2005; ULATA, 2005,

HOHENHAUS, 2007).
18



3.2. Armazenamento do sangue e solucoes de preservacio

Muitos trabalhos foram e ainda sdo realizados com sangue humano e de outras espécies
para desenvolver um meio que possa efetivamente estender o tempo de armazenamento de
sangue total e concentrado de eritrcitos (ALLEN, 2003, LLOHN et al., 2005; HOGMAN et al.,

2006; WINSLOW e INTAGLIETTA, 2008).

O desenvolvimento de meios e solugdes de preservacdo sanguinea possibilitou o
armazenamento dos eritrécitos e, consequentemente, facilitou o trabalho dos bancos de sangue.
As solucgdes utilizadas para o armazenamento de sangue, em geral, contem heparina ou citrato de
sédio, que tem fungdo anticoagulante, a primeira por inibir a trombina e o segundo por quelar
ions de célcio. O uso da heparina deve ser restrito ao sangue colhido para transfusdao imediata.
As solugdes que contem citrato de sédio podem também conter outros agentes que atuam na

preservacgdo dos eritrécitos (ABRAMS-OGG, 2000; HOHENHAUS, 2007).

O citrato de sodio tem sido usado desde o inicio do século XX como um anticoagulante
estdvel, minimamente téxico que também possui propriedades preservativas (ROUS e TURNER,
1916). O citrato de so6dio em solucdes de preservacdo também influéncia o pH intracelular,
promovendo o tamponamento. Este composto faz parte do ciclo de Krebs, sendo metabolizado

pelo musculo, figado e cortex renal e armazenado nos ossos (CAMPBELL-LEE e NESS, 2003).
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3.3. Avaliacao bioquimica da qualidade de preservacao do sangue

Durante a década de 60 até meados da de 80, houve um grande progresso no
melhoramento da qualidade do concentrado de eritrocitos humanos durante o seu
armazenamento. Além disso, nesta época, também houve a introdu¢do de novos anticoagulantes,
bolsas plésticas, solugdes aditivas, possibilidades da remoc¢do da capa leucocitiria e/ ou
leucorredugdo. As solugdes de preservacdo de eritrdcitos sdo essencialmente solu¢des de cultura
de tecido primitivas para lenta metabolizacdo das células estocadas em um sistema fechado e
refrigerado (1 a 6°C). Devido a preocupacdo de agéncias nacionais e internacionais, que
regulamentam e estabelecem padrdes para estes produtos, o progresso nesta drea se tornou mais
lento nos udltimos anos. Cada etapa no processamento de um hemocomponente € extremamente
importante e necessita de pesquisas detalhadas para alcancar os melhores resultados sem colocar

em risco a vida dos pacientes (DE KORTE e VERHOEVEN, 2004).

A qualidade do concentrado de eritrécitos depende da qualidade de uma série de etapas:
colheita de sangue, temperatura de processamento e armazenamento, preparacdo do componente
(ex. velocidade de centrifugacdo adequada), remocao da capa leucocitdrias e/ou leucodeplecao
por filtracdo, escolha e adi¢do da solucdo aditiva e tempo de armazenamento (SOWEMIMO-

COKER, 2002).

Existem diversos testes disponiveis para avaliagdo da qualidade dos eritrcitos durante o
armazenamento. Apenas alguns foram padronizados suficientemente para serem considerados
testes de qualidade padrdo para bancos de sangue e estes foram e ainda sdo muito utilizados na
pesquisa para avaliacdo dos eritrocitos. Em geral, o conhecimento dos fatores determinantes da
qualidade dos eritrécitos em relacdo com a qualidade e/ ou fung¢ao in vivo sdo em sua maior parte
baseados em estudos sobre o armazenamento de eritrécitos normais em diferentes solugdes
aditivas sob condi¢des padronizadas (temperatura, tempo e etc.). Os parametros mais utilizados

para a avaliacdo da qualidade in vitro dos eritrdcitos sao: inspe¢ao visual, grau de hemdlise e os
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parametros hematolégicos, permeabilidade aos cations, nivel de 2,3 difosfoglicerato, nivel de
nucleotideos intracelulares, morfologia eritrocitaria, entre outros (DE KORTE e VERHOEVEN,

2004).

Durante o armazenamento do sangue, ocorrem alteracdes celulares que podem afetar a
viabilidade e a fun¢do dos eritrocitos e que contribuem para a diminui¢do da viabilidade e
funcionalidade celular apds a transfusdo. Tais alteracdes sdo conhecidas coletivamente como
“lesao de armazenamento” do sangue. As solucdes aditivas tem sido formuladas para minimizar
este efeito prejudicial, resultando num tempo maior de armazenamento (WARDROP et al., 1994;

DE KORTE e VERHOEVEN, 2004).

Uma das maiores preocupacdes ao desenvolver solugdes de preservagdo sanguinea é a
manutencao in vitro dos niveis de glicose, adenosina trifosfato (ATP) e 2,3-difosfoglicerato (2,3-
DPG), ou seja, do metabolismo energético celular at¢ o momento da transfusao (ABRAMS-
OGG, 2000; CAMPBELL-LEE e NESS, 2003; DE KORTE e VERHOEVEN, 2004; HOGMAN

et al., 2000).

Estudos recentes discutem a importancia dos niveis 6xido nitrico sob a forma de S-
nitrosotiol (SNO) nos eritrdcitos, o qual age no relaxamento do endotélio endégeno e facilita o
fluxo de sangue para areas isquémicas modulando a oferta de oxigénio tecidual. Pesquisadores
tem demonstrado uma queda nos niveis de SNO durante o armazenamento e sugerem que isto
pode estar associado a menor eficicia da transfusdo de concentrado de eritrcitos armazenados,
quando comparado com concentrado de eritrocitos frescos em pacientes em estado critico

(BENNET-GUERRERO et al., 2007; WINSLOW e INTAGLIETTA, 2008).
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3.3.1. Adenosina trifosfato (ATP)

Os eritrocitos possuem fungdes vitais no organismo, como o tamponamento dos fons
hidrogénio e o transporte de oxigénio e de diéxido de carbono, e para a manutengdo destas
atividades € necessdrio energia sob a forma de ATP (HARVEY, 2000). Ao completarem a
maturagdo, os eritrcitos imaturos (reticuldcitos) perdem diversas organelas, entre elas a
mitocondria, o que resulta na perda do ciclo de Krebs (glicélise aerdbica), tornando-o
dependente da glicdlise anaerdbia, responsdvel pela formagdo de 90% do ATP necessdrio a esta
célula. Nesta via, s@o formadas duas moléculas de ATP para cada molécula de glicose
metabolizada em duas moléculas de lactato. A demanda metabdlica do eritrécito € menor do que
a de outras células sanguineas, mas ainda assim, o eritrécito precisa de ATP para a manutengao
da forma e deformabilidade celular, para a fosforilagdo de fosfolpideos e proteinas da membrana,
para o transporte ativo de diversas moléculas pela membrana e para a sintese de glutationa

reduzida (GSH) (HARVEY, 1997).

Sendo a glicose o principal combustivel dos processos que requerem energia para a
preservacdo da funcdo da membrana celular, no inicio do processo de desenvolvimento destas
solucdes de preservacdo sanguinea, a glicose foi adicionada ao citrato de s6dio como uma fonte
energética, mas durante o processo de esterilizacao por calor, ocorreu a carameliza¢ido devido ao
pH alcalino (BORAL e HENRY, 1996). O citrato de sédio e a glicose passaram a ser
esterilizados separadamente, e s6 misturados antes da colheita de sangue. Em 1943,
pesquisadores adicionaram dcido citrico, criando a solucdo de 4cido citrico e glicose, conhecida
por ACD. Esta formulagdao diminui o pH, permitindo a esterilizacio sem o efeito de
caramelizacdo e possibilitando armazenamento de sangue total humano por até 21 dias. Estes
autores observaram também, que devido a diminuicdo do pH, o sangue e a solugcdo de
preservacdo deveriam estar completamente homogeneizados para evitar a formacao de codgulos

(LOUTIT e MOLLISON, 1943).
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O ATP (adenosina trifosfato) contido em concentrados de eritrécitos humanos diminui
durante o armazenamento em CPDA-1 (solucdo de citrato de sédio, fosfato, glicose e adenina)
(MOORE et al., 1981). Em 1947, Rapoport observou alteragdes na morfologia eritrocitaria e
aumento da fragilidade celular durante o armazenamento de eritrécitos (RAPOPORT, 1947).
Somente em 1962, foi determinada uma correlacao direta entre os niveis de ATP e a morfologia
eritrocitaria (NAKAO et al., 1962). A diminui¢@o dos niveis de ATP durante o armazenamento &
associada com a mudanga da forma de disco biconcavo eritrocitario para esferdcito, bem como a
diminui¢ao dos lipideos de membrana e aumento da rigidez celular. Além disso, os niveis de
ATP devem ser mantidos para garantir a viabilidade pds-transfusional dos eritrdcitos. A adi¢do
de adenina supre as perdas dos grupos adenina, fornecendo ATP suficiente a sobrevivéncia das

células.

A influéncia da adenina sobre os niveis de ATP foi investigada primariamente utilizando-
se ACD como solucdo de preservagdo para sangue total humano. A inclusido deste nucleotideo
nas solucdes de preservacado prolonga o tempo de armazenagem de eritrdcitos satisfatoriamente a
1-6°C. Solucdes suplementadas com adenina sdo usadas na Alemanha e Suécia desde a década
de 1960 e a formulacdo designada CPDA-1 contendo 0,25 mM de adenina (concentracdo final) e
25% mais glicose que o CPD (citrato de sddio, fosfato e glicose) foi licenciada para uso em
humanos nos Estados Unidos em 1978. Segundo estes autores, o sangue total e o concentrado de
eritrécitos humanos podem ser armazenados com CPDA-1 por um periodo de até 35 dias,
enquanto o uso de CPD permite a armazenagem de concentrado de eritrécitos humanos por 21

dias (MOROFF e DENDE, 1983).

3.3.2. 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG)

O 2,3-DPG ¢ um produto do metabolismo energético do eritrécito. Os eritrdcitos de

caninos, equinos, suinos, ¢ humanos normalmente contem altas concentracdes de 2,3-DPG,
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enquanto os de felinos e ruminantes domésticos possuem baixas concentracoes (HARVEY,

2000).

A principal funcdo do 2,3-DPG eritrocitario é regular a afinidade da hemoglobina pelo
oxigénio. Quando ocorre esta ligacdao, a molécula de deoxihemoglobina € estabilizada e diminui
a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio e permitindo sua liberacdo para os tecidos. Assim,
uma diminuicdo de 2,3-DPG interfere neste mecanismo, reduzindo a liberacdo de oxigénio aos

tecidos (HARKEN, 1977).

A concentra¢ido de 2,3-DPG em concentrados de eritrécitos caninos diminui durante o
armazenamento, assim como ocorre em humanos (ABRAMS-OGG, 2000). Apéds a transfusio,
até 50% do nivel normal de 2,3-DPG ¢ sintetizado dentro de 3 a 8 horas, e a maior parte dentro
de 24 horas (ABRAMS-OGG, 2000), podendo ser necessdrio um periodo de até 48 horas para
que os niveis normais sejam alcangados, o que pode ser prejudicial em determinados casos

clinicos (SCOTT et. al., 2005).

A diminui¢do de 2,3-DPG ¢é dependente do pH. Em sangue total humano armazenado por
35 dias em CPDA-1, o pH diminui devido a formacgao de 4cido l4ctico e a concentracdo de 2,3-
DPG também (MOORE et al., 1981). O 2,3-DPG ¢ produzido durante a glicdlise eritrocitdria
através da via Luebering-Rapoport, pela acdo da enzima 2,3-DPG mutase sobre o 1,3-DPG
(HOGMAN, 1991). O 2,3-DPG ¢ entio ativado pela 2,3-DPG fosfatase formando 3-PG, que é
utilizado pela via glicolitica. A diminui¢io do pH dos eritrécitos durante o periodo de
armazenamento contribui para a diminui¢ao do 2,3-DPG, pois a 2,3-DPG fosfatase € ativada em

pH abaixo de 7,2 (HOGMAN, 1998).
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3.4. Solucées de preservacao sanguinea e seus efeitos sobre o metabolismo

eritrocitario

A solucgdo de CPD (4cido citrico, citrato de sddio, fosfato e glicose) foi desenvolvida para
manter melhores niveis de 2,3-DPG no sangue humano armazenado, entretanto, os niveis
continuavam decaindo de alguma forma durante o armazenamento nestas solu¢des. Em um cao
apresentando anemia aguda severa, deseja-se que o sangue a ser transfundido contenha niveis
adequados de 2,3-DPG para oxigenacdo tissular imediata. Para estes casos, pode-se utilizar
concentrado de eritrdcitos ou sangue total, desde que armazenados por um periodo menor que
duas e quatro semanas, respectivamente (supondo que a estocagem seja realizada com as
seguintes solucdes: CPD, CPDA-1, ADSOL®, Nutricel® ou OPTISOL®). Este fato nao € tao
importante em gatos, visto que esta espécie possui normalmente baixos niveis de 2,3-DPG. As
solugdes mais frequentemente utilizadas atualmente para o armazenamento de sangue canino e

felino sdo o CPD, CP2D e o CPDA-1 (ABRAMS-OGG, 2000).

3.4.1. Solugoes aditivas e o uso do concentrado de eritrocitos

Em bancos de sangue humanos, solu¢des salinas, glicosadas e com adenina, também
conhecidas como solu¢des aditivas, sdo adicionadas diretamente ao concentrado de eritrdcitos,
apos a centrifugacdo e remoc¢do do plasma, e o objetivo de seu uso é prolongar o tempo de

estocagem destas células por até 42 dias (HEATON et a., 1984 e HOGMAN et al., 1986).

Em 1983, a solucdo aditiva, ADSOL® (Fenwal Laboratories, Baxter Healthcare
Corporation, Deerfield, EUA), também conhecida como AS-1, foi aprovada para o uso em
humanos. A solu¢@o consiste em adenina (auxilia na manuten¢@o dos niveis de ATP), glicose,
cloreto de sédio, sorbitol e manitol. O ADSOL® possui 60% mais adenina e aproximadamente
2,5 vezes mais glicose que o CPDA-1 (MOLLISON et al., 1997). A adi¢do de manitol previne a

hemolise excessiva durante o periodo de armazenamento (HOGMAN, 1986). O aumento da
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glicose permite um fornecimento energético adequado as células durante 35 dias, e o sangue
humano pode ser estocado em ADSOL® por até 42 dias (KLEIN, 2000). Um dos beneficios
adicionais desta solugao € que a quantidade de plasma removido de uma unidade de sangue total
pode ser maximizada. O hematdcrito do concentrado de eritrocitos pode ser de até 85%, que ao
adicionar 100 mL de ADSOL® resulta em 60% a 70%, ou seja, menos viscoso e mais fluido,
facilitando a transfusdo em situacdes de emergéncia (HEATON et al.,, 1984). Uma segunda
solu¢do aditiva comumente utilizada é a AS-3, também conhecida como Nutricel® (Cutter
Biological, Miles Laboratories, Emeryville, CA, EUA), mas esta ndo contém manitol e contém

acido citrico e citrato de sédio em sua composi¢cdo (ABRAMS-OGG, 2000).

Outras solugdes aditivas com formulagdes diversas foram criadas e estdo disponiveis no
mercado, como a AS-5 ou OPTISOL® (Terumo Medical Corporation, Summerset, NJ, EUA) e a
SAGM-1, ambas compostas por diferentes quantidades de glicose, adenina, manitol e cloreto de

s6dio (ABRAMS-OGG, 2000).

A busca de uma melhor forma de preservacdo das células para o oferecimento de um
melhor produto para o paciente que necessita de transfusio € constante, € um nimero grande de
pesquisadores tenta desenvolver solucdes de armazenamento que possam garantir a qualidade da
transfusio (KURUP et al., 2003; LLOHN et al., 2005; HOGMAN et al., 2006; BENNET-

GUERRERO et al., 2007; WINSLOW e INTAGLIETTA, 2008).

3.4.2. Solugoes de preservagdo sanguinea e o uso em Medicina Veterindria

O tempo de armazenamento depende da solucdo anticoagulante utilizada deve ser
determinado para cada espécie (de acordo com a meia-vida eritrocitdria de cada uma) ao invés de
utilizar os tempos preconizados para a espécie humana (exemplo: o tempo de armazenamento

para eritrécitos humanos em CPDA-1 € de 35 dias). De acordo com pesquisadores que avaliaram

26



o uso do CPDA-1 para preservagdo de eritrocitos caninos, o tempo méaximo de armazenamento
sugerido € de 20 dias (PRICE et al., 1988). Este curto tempo de armazenagem dificulta e limita a
quantidade de sangue canino que pode ser efetivamente armazenada e é uma desvantagem em

particular para hospitais de pequenos animais onde o acesso a caes doadores pode ser dificil.

As solucdes aditivas conhecidas por AS-1 ou ADSOL® e a AS-3 ou Nutricel® j4 foram
testadas para a preservacdo do concentrado de eritrdcitos canino e tem capacidade de prolongar o
tempo de estocagem, mantendo a viabilidade celular aceitdvel, por até 37 e 35 dias

respectivamente (WARDROP et al., 1994; WARDROP et al., 1997).

A procura por novas formas ou solucdes anticoagulantes de preservacdo € uma
preocupacdo para a medicina humana, e hoje também preocupa a medicina veterindria. A
existéncia de diferentes solucdes comercialmente disponiveis (ex. SAGM-1 e OPTISOL®), ou
recentemente reformuladas, que ainda ndo foram avaliadas para o uso em cées torna esta area da

medicina veterindria transfusional um campo interessante que precisa ser ainda mais explorado.

3.5. Leucorreducao

A leucorredug¢do (LR) ou leucodeplecdo se tornou uma tecnologia bem difundida e
estabelecida para a prevencdo de muitas complicacdes resultantes da transfusdo de sangue. Em
muitos paises desenvolvidos (ex. Canadd e paises da Europa) a LR € realizada em todos os
hemocomponentes (LR universal), em alguns paises como os Estados Unidos esta pratica é
reservada para determinados pacientes, visto que o custo para o sistema de satide é bastante alto.

(DZIK e SZCZEPIORKOWSKI, 2003; SPINELLA et al., 2010)

A técnica de LR se refere a métodos para a diminui¢do do nimero de leucécitos residuais
do doador no hemocomponente. A LR, quando descrita inicialmente, poderia ser realizada de

diferentes formas, e em trés diferentes momentos do processamento: pré-estocagem, antes da
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liberacdo do componente para a transfusio e a beira do leito do paciente. Atualmente, estudos
demonstraram que a LR pré-estocagem apresenta melhores resultados (ex. menores efeitos
colaterais nos recepptores) em relacdo aos outros momentos (DZIK e SZCZEPIORKOWSKI,

2003; Phelan et al., 2010; BARROS e BORDIN, 2007.; CARDIGAN e WILLIAMSON, 2009)

A maior parte da LR € realizada através de filtros que consistem uma rede de microfibras
sintéticas com poros de tamanho conhecido. Estes filtros removem leucdcitos, € podem remover
plaquetas, por diferentes mecanismos: tamanho dos poros, adesdo celular a matriz do filtro e
interacao bioldgica entre células e a matriz do filtro. A efic4cia do filtro pode sofrer interferéncia
de diversos fatores: tipo de filtro, hemocomponente a ser filtrado (composicdo, temperatura,
velocidade de filtracdo), periodo (pré ou pés-estoque). Existem vdrios tipos de filtros, no final da
década de 80 surgiram os filtros de 3* geracdo compostos por uma malha de fibras de poliéstes,
celulose ou microporos de poliuretano, estes filtros podem remover 3 ou mais log de leucdcitos
dos hemocomponentes, quando utilizados da forma correta (DZIK e SZCZEPIORKOWSKI,

2003; BARROS e BORDIN, 2007; CARDIGAN e WILLIAMSON, 2009).

A temperatura pode influenciar na filtragdo, uma vez que as membranas dos leucdcitos
tornam-se mais rigidas a 4°C e, portanto, estes sdo retidos com mais facilidade pelos filtros. A
velocidade também € um fator importante, um fluxo mais lento resulta em decréscimo na
eficacia da filtracio (DZIK e SZCZEPIORKOWSKI, 2003; BARROS e BORDIN, 2007;

CARDIGAN e WILLIAMSON, 2009).

A produg¢dao de hemocomponentes humanos leucorreduzidos atualmente é realizada
dentro de 48 horas apds a coleta do doador. No sangue total, geralmente, este procedimento €
realizado através de filtracdo, mas durante a aférese, a centrifugacao e elutriacdo fazem parte do
equipamento utilizado. Os mecanismos de remoc¢ao de leucdcitos estdo relacionados com
ativacdo plaquetaria, causando adesdo secunddria de granulécitos € mondcitos, adesdo direta e

captacdo de células linféides mais rigidas. A maior parte dos filtros de LR para sangue total
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removem mais de 2 logs de plaquetas e mais de 4 logs de leucdcitos, sendo assim, do sangue
total leucorreduzido s6 é possivel produzir plasma fresco congelado e concentrado de eritrécitos,
o qual pode ter uma solugdo aditiva adicionada. Outros hemocomponentes, como o concentrado
de plaquetas, podem ser preparados e em seguida leucorreduzidos, antes da estocagem. Um
volume de 10 a 15% do sangue total é perdido na passagem pelo filtro, mas isso resulta em
efeitos adversos minimos para a qualidade dos hemocomponentes (DZIK e
SZCZEPIORKOWSKI, 2003; BARROS e BORDIN, 2007; CARDIGAN e WILLIAMSON,

2009).

A padronizacdo dos hemocomponentes leucorreduzidos em humanos reflete a capacidade
atual dos sistemas de LR. Apenas uma pequena fragao dos componentes € testada para o nimero
de leucdcitos residuais e o limite de sensibilidade dos métodos de contagem € 0,3 x 10% unidade.
O limite para concentrados de eritrécitos é de 5 x 10° leucéeitos por unidade nos Estados Unidos,
e de 1 x 10° leucécitos por unidade de concentrado de eritréeitos ou plaquetas na Europa (DZIK

e SZCZEPIORKOWSKI, 2003; CARDIGAN e WILLIAMSON, 2009)..

O numero de leucdcitos residuais pode ser contado por citometria de fluxo ou método
manual através de microscopia utilizando camara de Nageotte para contagem de volumes
maiores. O monitoramento da qualidade dos sistemas de LR ¢ realizado em 1-5% da produgao
total de cada hemocomponente do servico de hemoterapia, entretanto podem existir falhas que
dependem se muitos fatores: a capacidade do sistema de LR, defeitos na producdo do sistema
(filtros), a proporc@o de hemocomponentes que sdo testados e fatores relacionados com o doador.
Um exemplo em serem humanos sdo pessoas com traco falciforme, e nestes casos os filtros sdo
parcialmente ou totalmente bloqueados (DZIK, 1997; KRAILADSIRI et al., 2001; SCHUETZ et

al., 2004).

Muitos estudos demonstram que a leucorreducdo pré-estocagem pode prevenir ou

diminuir o risco de transmissdo de virus, prions, protozodrios e outros organismos intracelulares.
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No Reino Unido e Irlanda, o risco de que uma variante da doenga de Creutzfeldt-Jakob (vCID)
pudesse ser transmitida pelo sangue, particularmente pelos leucdcitos, foi um fator decisivo em
1998 para a implementag@o da leucorreduc@o universal (CARDIGAN e WILLIAMSON, 2009;

TURNER e LUDLAM, 2009; WILTSHIRE et al., 2010).

Em outros paises, beneficios adicionais, como a reducao de complicag¢des relacionadas ao
sistema imune e a remog¢do de virus associados a células foram igualmente importantes. Efeitos
imunolégicos adversos atribuidos aos leucécitos incluem a exposi¢ao a antigenos leucocitdrios
(HLA), doenga do enxerto versus hospedeiro associada a transfusdo e imunossupressao, a qual
pode levar ao aumento da incidéncia de sepse pOs-operatdria e tumores. Entretanto, a deplecao
universal de leucdcitos pode remover alguns efeitos benéficos da imunomodulacio induzida pela
transfusdo, como o aumento da sobrevivéncia de pacientes com rins transplantados e supressao
da doenga de Crohn (DZIK e SZCZEPIORKOWSKI, 2003; BARROS e BORDIN, 2007;

CARDIGAN e WILLIAMSON, 2009).

30



Tabela 2. Especificagao para concentrado de eritrécitos (ANVISA, 2004)

HEMOCOMPONENTE ANALISE VALORES PADRAO
Volume de uma unidade 270 £ 50 mL
Concentragdo de
_ > 45 g/unidade de CE
Concentrado Hemoglobina
de Eritrécitos (CE) Hematocrito 50 a 80 %
Grau de Hemolise <0,2% (dia 1) e < 0,8% (dia 35)
Microbiolégica negativa
Concentragao de
> 40 g/ unidade CEL
Hemoglobina
Concentrado Grau de Hemolise < 0,8 % da massa eritrocitaria

de Eritrocitos

Leucorreduzido (CE LR)

Leucorreducao

Leucdcitos residuais

(Nageotte)

Microbioldgica

>99,9%

< 5 x 10%unidade de CEL

negativa
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As informagdes obtidas neste trabalho mostram a importancia do uso de solucdes aditivas
para prevenir a chamada “les@o de estoque” e manter a viabilidade dos eritrocitos durante o seu
armazenamento. Além disso, o uso de filtros para leucorredug@o permite manter a qualidade do

hemocomponente e evitar muitas outras reacdes adversas resultantes da transfusao.

De acordo com este trabalho, todas as solugdes aditivas utilizadas em ambos os grupos
apresentaram resultados satisfatérios durante 21 dias de armazenamento, mas o uso da
leucorredugdo pré-armazenamento e da solu¢gdo PAGGG-M parecem ter um maior efeito

benéfico sobre o armazenamento do concentrado de eritrocitos canino.

Em relacdo ao grupo ndo leucorreduzido, a hemolise foi extremamente alta e isso
provavelmente se deve a algum fator pré-analitico, outros estudos devem ser realizados para

avaliar tais solucdes sem a leucorreducao.

Para determinar se estas solucdes sao adequadas para o uso in vivo e o tempo de
armazenamento de cada uma delas, estudos sobre a viabilidade pds-transfusional sd@o necessarios

para estas solugdes ainda nao testadas em caes.

No Brasil, apenas a solucdo SAGM estd disponivel no mercado, portanto mais estudos in
vitro e ensaios clinicos devem ser realizados para que se possa utilizd-la de forma correta em

animais, visto que o acesso a animais doadores pode ser dificil.
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ANEXO 1 - APROVACAO COMITE DE ETICA

04/02/2011 Sistema Pesquisa - Pesquisador
Sistema Pesquisa - Pesquisador: Felix Hilario Diaz Gonzalez

Projeto NO: 12482

Titulo: USO DE SOLUCOES ADITIVAS PARA ARMAZENAMENTO DE CONCENTRADO DE ERITROCITOS
CANINO: INDICADORES BIOQUIMICOS DE AVALIACAO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFRGS: Parecer

Conforme solicitado, o projeto foi substituide incluindo o termo de consentimento e cuidados apos a

doacido de sangue e o termo referente & autorizacido para usar fotografias do cdo e/ou do proprietario.

Assim, recomenda-se a aprovacdo do presente projeto.
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