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ALTERACOES BIOQUIMICAS DO CONCENTRADO DE ERITROCITOS FELINO

ARMAZENADO EM SOLUCOES DE CPDA-1 E CPD/SAGM DURANTE 35 DIAS

Autora: Franciele Sonaglio

Orientador: Félix H. D. Gonzalez

RESUMO

O curto tempo de armazenamento dos hemocomponentes é um dos fatores que dificulta e
limita a quantidade de sangue que pode ser efetivamente armazenada, 0 que é uma desvantagem na
medicina veterinaria, pois o acesso a doadores é restrito e a demanda € continua e cada vez maior na
pratica de clinicas e hospitais veterindrios. Durante o armazenamento do sangue em baixas
temperaturas, seja sob a forma de sangue total ou concentrado de eritrécitos, ha uma queda intensa
de metabdlitos importantes para a viabilidade e funcionalidade dos eritrécitos. O desenvolvimento de
meios e solucBes de preservacdo sanguinea possibilitou o armazenamento dos eritrocitos e,
consequentemente, facilitou o trabalho dos bancos de sangue. Portanto, a busca por melhores formas
e solucdes para preservacdo capazes de evitar ou diminuir estes efeitos prejudiciais durante o seu
armazenamento € continua, para que ao final se obtenha uma melhor qualidade do sangue
transfundido. O presente trabalho avaliou o concentrado de eritrdcitos felino armazenado na solucéo
de CPDA-1 e CPD/SAGM durante 35 dias. Os dados laboratoriais foram comparados entre grupos e
ao longo do tempo. Neste experimento foram utilizadas 10 bolsas de concentrado de eritrocitos
felino divididos em dois grupos de cinco para avaliacdo de cada um dos aditivos. Os parametros
laboratoriais K*, Na*, CI', lactato, HCOs", amdnia, glicose e pH foram avaliados nos dias 1, 7, 14, 21,
28 e 35 ap6s a coleta. Varios parametros (K, lactato, HCO® glicose e cloreto) demonstraram que a
solucdo CPD/SAGM manteve o metabolismo energético do eritrocito mais estavel. Com este
trabalho, foi possivel entender melhor as alteracbes metabdlicas sofridas pelos eritrécitos felinos
durante o armazenamento. Concluimos que, apesar da solucdo CPD/SAGM se mostrar mais eficaz in
vitro, sdo necessarios mais estudos com relacdo aos hemocomponentes em gatos e a sua viabilidade
pos-transfusional.

PALAVRAS-CHAVE: transfusdo, banco de sangue, gato, hemaécias.



BIOCHEMISTRY CHANGES OF FELINE ERYTHROCYTE CONCENTRATES STORED

IN CPDA-1 AND CPD-SAGM DURING 35 DAYS
Author: Franciele Sonaglio
Advisor: Félix Hilario Diaz Gonzalez
ABSTRACT

The short shelf life of blood products is one factor that complicates and limits the amount of
blood that can be effectively stored, and it is a disadvantage in veterinary practice, because the access
to donors is restricted and the demand is continuous and increasing at veterinary clinics and
hospitals. During blood storage at low temperatures, either as whole blood or as packed red cells,
there is a significant decrease of metabolites that are important for the viability and functionality of
erythrocytes. The development of blood preservation solutions has enabled the storage of red blood
cells and improved the service at the blood banks. Therefore, the search for better ways and blood
preservation solutions to avoid or reduce these harmful effects during the storage conditions is
continuous, in order to obtain the best blood product to be transfused. This study evaluated 10 bags
of feline erythrocyte concentrate divided into two groups, stored in CPDA-1 and CPD/SAGM
solutions during 35 days. The laboratory data were compared between groups and over time. K,
Na®, CI', lactate, HCOs", ammonia, glucose and pH were assessed on days 1, 7, 14, 21, 28, and 35
after collection. On various parameters (K+, Cl-, HCOs-, glucose and lactate) solution of
CPD/SAGM kept the energy metabolism of red blood cells more stable. With these results we can
better understand the biochemical changes of feline erythrocytes during storage. We conclude that,
although the CPD/SAGM solution shown to be more effective, more studies are needed to improve
knowledge of feline blood components and post-transfusion viability.

Key words: transfusion, blood bank, cat, red blood cells
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1. INTRODUCAO

Na Medicina Veterinaria, a utilizacdo de sangue e hemocomponentes em felinos esta se
tornando cada vez mais comum e assim € possivel atender cada caso em que existe a necessidade de
transfusdo sanguinea. Entretanto, poucos estudos foram realizados em gatos e ainda existem davidas
quanto a melhor solucéo de preservacdo de eritrécitos e outros produtos do sangue, provavelmente
devido ao pequeno volume coletado do doador e ao fato de que frequentemente sdo utilizados
sistemas abertos de coleta nesta espécie. Nestes sistemas o0 risco de contaminacdo bacteriana é
grande, 0 que impede o armazenamento e separacdo dos hemocomponentes. O método de coleta com
sistema fechado nesta espécie ainda estd em adaptagdo, portanto sdo necessarias mais pesquisas
(CASTELLANOS, COUTO, GRAY, 2004; KOHN, WEINGART, 2012).

Sabe-se que durante 0 armazenamento do sangue a baixas temperaturas, seja sob a forma de
sangue total ou concentrado de eritrécitos, ha uma queda repentina e intensa de metabolitos
importantes para a viabilidade e funcionalidade dos eritrocitos, como o0s niveis de 2,3-
difosfoglicerato (2,3-DPG) e adenosina trifosfato (ATP), juntamente com o pH. A busca por
melhores formas e solu¢es para preservacdo dos eritrocitos capazes de evitar ou diminuir estes
efeitos prejudiciais durante o seu armazenamento € continua. O objetivo € que, ao final, se obtenha
uma melhor qualidade do sangue a ser transfundido por um periodo mais longo de armazenamento
(WARDROP, 1995, SARAIVA, OTTA, 2007).

A avaliacdo bioquimica durante o armazenamento do concentrado de eritrécitos felino com
diferentes solucBes aditivas constitui uma informacdo préatica para a medicina veterinaria, gerando
assim maior conhecimento, motivando novos projetos de estudos e criando um ndcleo de pesquisa e
extensdo no auxilio a hemoterapia veterinaria a qual se torna a cada dia mais uma especialidade da
medicina veterinaria.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

- Realizar avaliacdo in vitro do concentrado de eritrocitos felino armazenado em CPDA-1 e

CPD/SAGM durante 35 dias.

2.2Especificos

- Avaliar o metabolismo eritrocitario felino in vitro através de parametros hematologicos e
bioquimicos.
- Comparar o efeito das solu¢bes de CPDA-1 e CPD/SAGM sobre concentrado de eritrdcitos

felino com base no metabolismo eritrocitario in vitro.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Transfusao sanguinea em felinos

O visivel aumento na populacdo de gatos domésticos, somado ao grau de exigéncia dos seus
tutores, traz a necessidade de cuidados mais especializados em relacdo a salude e a expectativa de
vida destes animais; e a terapia transfusional € uma boa op¢do para os médicos veterinarios na
manutencdo da sobrevida de pacientes acometidos por disturbios hematoldgicos (PIMENTA,
MATOCCO e RABELO, 2010), pois a transfusdo sanguinea € uma importante ferramenta quando se
trata de cuidados intensivos e intervengdes cirtrgicas. O nimero de transfusdes em gatos aumentou
significativamente entre os anos de 1998 e 2009, sendo geralmente realizadas com sangue total
fresco. No entanto, a utilizagdo de hemocomponentes tem aumentado devido a maior disponibilidade

de bancos de sangue veterinarios (KOHN e WEINGART, 2012).
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Comumente o objetivo da transfusdo é fornecer um aporte de hemacias, aumentando a
capacidade de transporte de oxigénio e assim amenizar os sinais clinicos mais graves relacionados a
anemia até que se possa corrigir a causa de base, sendo muitas vezes uma medida essencial na
sobrevida do paciente critico (KNOTENBELT 2002; KNOTTENBELT e BLACKWOOD, 2006;

KOHN e WEINGART, 2012).

3.2 Indicagdes para transfusdo sanguinea em felinos

Os componentes sanguineos, ou hemocomponentes, sao subprodutos do sangue e podem ser
obtidos através de centrifugacdo 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). A separacdo dos hemocomponentes permite que mais de um
paciente possa se beneficiar de apenas um doador, além de reduzir os riscos de uma reacdo
transfusional contra os outros componentes desnecessarios (AUBUCHON, 2003).

O sangue total fresco € composto por eritrdcitos, leucocitos, plagquetas, fatores de coagulacéo,
albumina e imunoglobulinas (CHIARAMONTE, 2004), porém, ap0s seis horas de armazenamento a
funcdo plaquetéaria e a atividade de fatores de coagulacdo reduzem significativamente (ABRAMS-
OGG, 2000). O sangue total pode ser armazenado como tal, ou separado em concentrado de
eritrocitos, plasma fresco congelado e concentrado de plaquetas (GIBSON, 2007). O componente
sanguineo mais utilizado na clinica médica de pequenos animais € o concentrado de eritrocitos
(também conhecido como papa de hemacias), indicado no tratamento de anemia normovolémica
(WARDRORP et al., 1994).

O maior impulso para a pesquisa sobre biopreservacdo de eritrocitos é a enorme demanda
clinica). A transfusdo de sangue e seus componentes é uma bastante utilizada em casos onde héa

necessidade de cuidados criticos e emergéncias, constituindo uma terapia de suporte importante,
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embora ndo seja a solucéo definitiva (BARFIELD, ADAMANTOS, 2011).

Transfusdo de sangue total fresco é tradicionalmente utilizada em cées e gatos com anemia,
choque hipovolémico e coagulopatias (WEINGART et al., 2004). Esta terapia repde a deficiéncia de
eritrocitos ou de fatores plasmaticos da coagulacdo prolongando assim a vida do animal. As
transfusdes de eritrocitos auxiliam no suporte terapéutico através do aumento da massa eritrocitaria
em pacientes que possuem baixa capacidade de carreamento de oxigénio devido a perda de
eritrocitos (ex. trauma/ hemorragia), diminuicdo da producdo pela medula Ossea (ex. anemia
aplasica), defeitos na molécula de hemoglobina, e diminuicdo da sobrevida dos eritrécitos (ex.
anemias hemoliticas) (HONENHAUS, 2004; WEINGART et al., 2004).

A maior parte dos beneficios da transfusdo em gatos € observada quando ha perda sanguinea
ou anemia grave (KNOTTENBELT e BLACKWOOD; 2006). As indicagdes mais comuns para a
transfusdo sanguinea sdo a anemia por perda sanguinea (principalmente aguda), eritropoiese
ineficiente ou hemolise (HELM e KNOTTENBELT; 2010; KOHN e WEINGART, 2012). Em
estudo realizado por Castellanos e colaboradores (2004), as principais causas de anemia em felinos
com indicacdo de transfusdo foram perda sanguinea e anemia associada a doenca renal; engquanto
Weingart e colaboradores (2004) observaram que de 91 felinos transfundidos devido anemia grave,
33,9% apresentavam hemorragia, 13,8% hemolise e 52,3% eritropoiese ineficiente.

A decisdo por realizar a transfusdo deve se basear ndo s6 no grau da anemia e no hematécrito
(abaixo de 10-15%), mas também na condicao clinica do paciente, ou seja, na observacdo de sinais
clinicos de oxigenacdo inadequada como: taquicardia, taquipneia, pulso fraco, letargia e fraqueza -
sinais que corroboram a necessidade da transfusdo (HELM e KNOTTENBELT, 2010; KOHN e
WEIGART, 2012).

Salienta-se que as transfusdes apresentam riscos de reacgdes, por isso 0sS pacientes devem ser
avaliados individualmente, assim como o risco — beneficio do procedimento. Em geral, gatos com

anemia cronica toleram melhor um hematocrito baixo em relacdo aqueles com quadros de anemia
17



aguda (KOHN e WEINGART, 2012), e podem apresentar apenas uma leve letargia mesmo com
hematdcrito entre 10% e 15%. Nestas situag¢Oes cronicas, 0s gatos costumam tolerar um hematocrito
muito baixo por vérios dias, porém quando submetidos a situacdes de estresse (ex: exame clinico),

podem vir a apresentar comprometimento cardiovascular (HELM e KNOTTENBELT, 2010).

3.3 Tipos sanguineos em felinos

Os gatos apresentam trés tipos sanguineos (sistema AB), os quais sdo A, B e AB. Todos os
animais com sangue tipo A e tipo B possuem naturalmente anticorpos contra os antigenos do grupo
que lhes falta (gatos tipo A possuem anticorpos contra o tipo B e vice-versa). Estes aloanticorpos
presentes no plasma sdo responsaveis pela destruicdo prematura dos eritrocitos transfundidos,
reacOes transfusionais graves e isoeritrélise neonatal (KNOTTENBELT, 2002; KNOTTENBELT e
BLACKWOOD, 2006).

Os gatos tipo B possuem hemolisinas e hemaglutininas potentes anti-A, enquanto gatos tipo
A geralmente possuem hemolisinas e hemaglutininas anti-B mais fracas. Por este motivo, gatos tipo
A gue recebem sangue tipo B desenvolvem reacdes menos severas do que gatos tipo B que recebem
sangue tipo A. No primeiro caso ocorre somente uma menor sobrevida dos eritrdcitos transfundidos
e reacdo moderada que geralmente ndo leva a apresentacdo de sinais clinicos, enquanto no segundo
caso é comum reacdo transfusional hemolitica grave e potencialmente fatal (KNOTTENBELT, 2004;
GIBSON, 2007; HELM, KNOTTENBELT, 2010).

De maneira geral, o tipo sanguineo mais comum na maioria da populacéo felina é o tipo A,
enquanto o grupo AB se mostra como o mais raro dos trés grupos (KNOTTENBELT, 2002;
WEINGART, GIGER, KOHN, 2004; LACERDA et al., 2008). Segundo Gibson (2007), a presenca

de aloanticorpos pode causar isoeritrlise neonatal em gatas tipo B que tem filhotes tipo A ou AB,
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pois 0s anticorpos anti-A sdo transferidos via colostro, induzindo a uma anemia hemolitica nesses
filhotes.

Devido a ocorréncia das reagdes transfusionais, € de grande importancia o conhecimento do
tipo sanguineo do doador e do receptor através da tipagem sanguinea, evitando assim reacdes e/ou
Obito do paciente pela intensa hemdlise (CASTELLANOS, COUTO, GRAY, 2004). A
administracdo de sangue do tipo inapropriado resulta em reacdo severa e isso pode ser facilmente
evitado com a realizacdo da tipagem sanguinea. O risco de reacdo em gatos que recebem sangue do
mesmo tipo é proximo de zero, o que demonstra que reacGes por falta de tipagem sdo inaceitaveis
(BARFIELD, ADAMANTOS, 2001). Quando néo é possivel a realizacdo da tipagem sanguinea, a
prova de compatibilidade sanguinea é uma excelente alternativa. Nesta, existem duas provas: a prova
maior (ou principal), que testa o plasma do receptor contra os eritrécitos do doador; e a prova menor,
que testa o plasma do doador contra os eritrécitos do receptor. A ocorréncia de aglutinacdo indica

que os dois individuos sdo incompativeis (KOHN, WEINGART, 2006).

3.4 Selecéo e coleta de doadores felinos

Para se escolher o doador, algumas exigéncias devem ser cumpridas, como por exemplo, o
gato deve ser adulto (entre 1 e 8 anos), livre de doencas, comportamento décil, sem histérico de
transfusGes prévias, ser vacinado, ter peso minimo de quatro quilos (GIBSON, 2007), além de
exames dentro dos valores de referéncia para a espécie e hematdcrito maior que 35% (KOHN,
WEINGART, 2012).

A maioria dos gatos requer sedacdo ou anestesia para a realizacdo da doacdo sanguinea
(ABRAMS-OGG, 2000; HELM, KNOTTENBELDT, 2011b). Esta pode ser realizada através de
protocolos que incluem quetamina e midazolam intravenoso ou indugdo com maéscara de isofluorano

(GIBSON, 2007, HELM, KNOTTENBELT, 2010b; KONH, WEINGART, 2012). Alguns
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veterinarios utilizam butorfanol, diazepam e propofol, caso a sedagdo néo seja suficiente (ABRAMS-
OGG, 2000). O protocolo com acepromazina, diazepam e butorfanol também se mostrou seguro
(BOTTEON, 2012). A coleta de sangue do doador deve ser feita pelo acesso da veia jugular, através
de um sistema aberto (com o uso de seringa) ou fechado (bolsa pediatrica adaptada). O sangue na
seringa deve ser homogeneizado e a succao lenta, para evitar colabamento da veia e lise das células
(KOHN, WEINGART, 2012). Quando o sangue ¢ coletado em um sistema aberto ha uma potencial
chance de contaminacao, por isso este deve ser utilizado até 4 horas apds a coleta ou ser armazenado
(1-6°C) por no méaximo 24 horas (GIBSON, 2007). A escolha entre os dois tipos de sistema é
importante, pois o risco de contaminacdo bacteriana é mais elevado em sistemas abertos, o que é
relevante principalmente quando o sangue é armazenado (WEINGART, GIGER e KOHN, 2004). A
universidade da Pensilvania desenvolveu um sistema fechado que consiste de duas bolsas pediatricas
seladas com uma agulha de aférese 19G. Este permite a coleta fechada, a separacdo dos
hemocomponentes, e 0 armazenamento por periodo superior a 24 horas (SPRINGER et al. 1998).
Porém, o sistema semi - fechado de coleta com seringa foi considerado o mais adequado pela sua
praticidade de aplicacdo e pela facilidade de acesso aos materiais nacionais (BOTTEON, 2012).

O volume de sangue a ser coletado por doagdo é de 11 mL/kg de peso corporal (HELM e
KNOTTENBELT, 2010b; KOHN, WEINGART, 2012), sendo que apenas 10% do volume total de

sangue deve ser coletado dos doadores duas a trés vezes por ano (WEINGART et al., 2004).

3.5 Hemocomponentes e armazenamento do sangue em felinos

O principio da terapia com hemocomponentes consiste em dividir o sangue total em seus
elementos por centrifugacdo (KOHN, WEINGART, 2006). O sangue total e seus componentes
podem ser utilizados logo ap6s a coleta (produtos frescos) ou apds o armazenamento (produtos

armazenados/estocados). Quando o sangue é coletado (sangue total), pode ser utilizado
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imediatamente ou separado em componentes para proporcionar 0 uso mais econémico de todos os
doadores. Todos os produtos devem ser claramente identificados com a data, hora da coleta,
identificacdo do doador e tipo de sangue e um protocolo asséptico deve ser utilizado na preparacéo
de componentes ou manusear 0s produtos. Todos os produtos do sangue total devem ser
armazenados entre 4 ° C e 6 ° C até sua utilizacdo (LUCAS, LENTZ, HALE, 2004).

O concentrado de eritrocitos é composto pelos eritrocitos que permanecem na bolsa depois
que esta é centrifugada e o plasma extraido para uma bolsa-satélite que devem ser separados do
plasma em até 18 (dezoito) horas apds a coleta do sangue total, sendo que o concentrado de
eritrocitos sem solucdo aditiva deve ter hematocrito entre 65% a 80% e no caso de bolsas com
solucdo aditiva, o hematdcrito pode variar de 50 a 70% (MS, 2008).

Biopreservacdo é o processo de manutencdo da integridade e funcionalidade das células
mantidas fora do seu ambiente de origem por periodos extensos de tempo e o armazenamento
hipotérmico € a técnica mais antiga e mais estudada no mundo todo. A preservagdo dos eritrocitos a
baixas temperaturas é baseada no principio que os eventos bioquimicos e as reacdes moleculares
ficam reduzidos (LLOHN et al., 2005). O armazenamento permite acesso imediato ao sangue total e
seus subprodutos, mas a coleta e a preparagdo destes podem ser intensivamente trabalhosas e
consomir bastante tempo, o que justifica a existéncia de um banco de sangue em clinicas/hospitais
que realizam transfusfes rotineiramente (ABRAMS-OGG, 2000; GONCALVES, 2005; ULATA,
2005, HOHENHAUS, 2007).

O armazenamento do sangue felino raramente € realizado, pois o sistema de coleta aberto é o
mais utilizado nesta espécie devido ao pequeno volume de sangue coletado do doador (cerca de 40 a
60 mL por doador). A principal desvantagem do sistema de coleta aberto € a impossibilidade de
armazenamento devido ao risco de contaminacao bacteriana (WEINGART et al., 2004). Em cées, a

utilizacdo de hemocomponentes de acordo com a necessidade de cada paciente ja € uma realidade na
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pratica clinica, entretanto ha pouca informacdo sobre a utilizagdo dos hemocomponentes em gatos

(CASTELLANGOS, COUTO e GRAY, 2004).

3.6 Alteragdes bioquimicas dos eritrocitos durante o armazenamento

Durante 0 armazenamento sanguineo, ocorrem alteracdes bioguimicas importantes, como o
aumento nos niveis de potassio, lactato e saturacdo da hemoglobina pelo oxigénio, e a diminui¢édo do
pH, niveis de 2,3-DPG e diminuicdo da deformabilidade dos eritrocitos (BENNETT-GUERRERO et
al., 2007). Esse conjunto de alteracfes é conhecido como lesdo de armazenamento ou estocagem. A
lesdo de armazenamento leva a hemolise, variagdes no pH e aumento na concentracdo de uma série
de metabolitos. A importancia do conhecimento destas lesdes esta na evidéncia de que o periodo de
armazenamento influencia na qualidade dos componentes na bolsa de sangue. Além do tempo, a
temperatura de armazenamento, o tipo de embalagem e manuseio durante os periodos de
conservacao também estdo diretamente relacionados a lesdo de armazenamento (HALE, 2006).

Existem diversos testes disponiveis para avaliacdo da qualidade dos eritrocitos durante o
armazenamento. Apenas alguns foram padronizados suficientemente para serem considerados testes
de qualidade padréo para bancos de sangue e estes foram e ainda sdo muito utilizados na pesquisa
para avaliacdo de novos produtos eritrocitarios. Em geral, o conhecimento dos fatores determinantes
da qualidade dos eritrécitos e sua relagdo com a qualidade e/ ou fun¢do in vivo sdo em sua maior
parte baseados em estudos sobre o armazenamento de eritrocitos normais em diferentes solucdes
aditivas sob condi¢6es padronizadas (temperatura, tempo etc.) (DE KORTE, VERHOEVEN, 2004).

Os eritrocitos possuem funcdes vitais no organismo, como o tamponamento dos ions
hidrogénio e o transporte de oxigénio e de dioxido de carbono, mas para a manutencdo destas
atividades € necessario energia sob a forma de ATP (HARVEY, 2000). Ao completarem a

maturagdo, os eritrocitos perdem diversas organelas, entre elas a mitocondria o que resulta na
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inexisténcia de glicolise aerdbica, tornando-os dependentes exclusivamente da glicélise anaerobia -
responsavel pela formacdo de 90% do ATP necessario a esta célula. Nesta via, cada molécula de
glicose é metabolizada em duas de lactato e sdo formadas duas moléculas de ATP. A demanda
metabdlica do eritrdcito € menor do que a de outras células sanguineas, mas ainda assim, necessita de
ATP para a manutengdo da forma e da deformabilidade celular, para a fosforilacdo de lipideos e
proteinas da membrana, para o transporte ativo de diversas moléculas pela membrana e para a sintese
de glutation reduzido (GSH) (HARVEY, 1997). Para a produgdo de ATP ¢é utilizado o metabolismo
celular anaerdbico, que tem como produto final o lactato, levando ao acumulo de fons H*
(AUTHEMENT et al., 1986). Desta forma, durante o armazenamento ocorre rapida elevacdo na
concentragdo de lactato e consequentemente diminuicdo do pH. A velocidade do metabolismo
eritrocitario depende da temperatura, da composicdo do meio de armazenamento e do meio
intracelular (HOGMAN, MERYMAN, 2006).

Durante o armazenamento do sangue, 0s niveis de ATP eritrocitario diminuem e, em
associacdo com o pH baixo, as células sofrem alteracGes na membrana e hemdlise, resultando em
extravasamento de potassio intracelular para o meio extracelular. Geralmente os eritrocitos felinos
contém concentracfes baixas de potassio (comparados aos eritrécitos humanos), semelhantes as do
plasma, de forma que a hemolise nesta espécie ndo ocasiona hipercalemia (PRICE et al., 1988). Por
outro lado, pacientes com comprometimento da funcdo renal que recebem transfusdo em grandes
volumes podem apresentar agravamento do quadro de hipercalemia (HOHENHAUS, 2007).

Existe uma correlacdo direta entre os niveis de ATP e a morfologia eritrocitéria: a diminuigéo
dos niveis de ATP durante 0 armazenamento € associada com a mudanca da forma de disco
bicdncavo eritrocitario para esférica, bem como a diminuicdo dos lipideos de membrana e 0 aumento
da rigidez celular. Além disso, os niveis de ATP devem ser mantidos para garantir a viabilidade pds-
transfusional dos eritrocitos. A adicdo de adenina nas solugdes de preservacdo supre as perdas dos

grupos adenina, fornecendo ATP suficiente a sobrevivéncia das células (NAKAO et al., 1962). A
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concentracdo de ATP minima recomendada esté entre 2,3 e 2,7 umol/g Hb, relacionada com 75% de
viabilidade pés-transfusional em humanos (ALMIZRAQ et al., 2013). Além disso, uma associagdo
significativa foi encontrada entre a deformabilidade dos eritrdcitos e concentracdes de ATP menores
do que 2,5 umol/g Hb (KARGER et al., 2012).

O 2,3-DPG é um produto do metabolismo energético do eritrocito e esti presente no seu
interior. Este se liga & subunidade p da hemoglobina e diminui sua afinidade pelo oxigénio
resultando em liberacdo do oxigénio para os tecidos. Com isso, quanto menores os niveis de 2,3-
DPG, maior serd a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, e consequentemente menos oxigénio é
liberado aos tecidos (BOOTHE, 2001). Porém, os felinos possuem dois tipos de hemoglobina (Hba e
Hbp), presentes em diferentes propor¢des em diferentes individuos. A cadeia o de cada tipo de
hemoglobina ¢ idéntica para todas as espécies de mamiferos, mas a cadeia [ exibe poucas e
importantes diferencas. Na cadeia  dos felinos faltam dois residuos carregados positivamente no
terminal amina (valina e histidina), e estes sdo sitios de ligacdo para 2,3-DPG em espécies com
elevada quantidade de 2,3-DPG nos eritrocitos (HARVEY, 1997; WONG, HASKINS, 2005).

Nos gatos, bovinos, ovinos e caprinos o cloreto é o principal regulador da afinidade do
oxigénio. O cloreto e o 2,3 DPG parecem competir pelos mesmos sitios de ligacdo na
desoxihemoglobina. O cloreto tem um efeito minimo sobre a afinidade do oxigénio pela Hb nas
espécies com alta concentragdo intra-eritrocitaria de 2,3 DPG, mas atua como o principal regulador
em espécies em que a concentracdo de 2,3 DPG é baixa, que é o caso dos gatos (HARVEY, 1997,
WONG, HASKINS, 2005). Além disso, a afinidade da hemoglobina nestas espécies é apenas

minimamente afetada pela adicdo de 2,3 DPG (HARVEY, 1997).

3.7 Armazenamento do sangue e solugdes de preservagao
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Embora o sangue seja utilizado terapeuticamente em animais ha mais de um século, apenas
nas ultimas décadas pesquisas envolvendo a viabilidade celular e o uso de solucGes de conservacéo
tem sido realizadas na medicina veterinaria. As solucGes de preservacdo sanguinea sdo formuladas
com o objetivo de manter os niveis de glicose, ATP e de 2,3-DPG, ou seja, manter o metabolismo
energeético do eritrocito durante 0 armazenamento até 0 momento da transfusdo (ABRAMS-OGG,
2000; CAMPBELL-LEE, NESS, 2003; DE KORTE, VERHOEVEN, 2004).

As solucBes utilizadas para 0 armazenamento de sangue, em geral, contém citrato de sddio
como anticoagulante, cuja acdo se da nas fases célcio-dependentes da cascata de coagulacdo
(ABRAMS-OGG, 2000; HOHENHAUS, 2007). Este tem sido utilizado desde 1914 como um
anticoagulante estavel e minimamente toxico (ROUS, TURNER, 1916). As primeiras transfusdes
utilizando citrato ocorreram em 1914; e em 1918 deu-se o inicio a utilizacdo de sangue armazenado
em garrafas com citrato para posterior transfusdo sanguinea (MOLLISON, 2000). Somente no ano de
1950 surgiram as primeiras bolsas plésticas, e a partir do ano de 1960 estas comegaram a ser
produzidas e comercializadas (HEES, 2010).

A primeira solugdo de armazenamento sanguineo foi desenvolvida em 1916, e continha uma
mistura de acido citrico e dextrose (ACD). O objetivo desta era armazenar sangue de coelho para
testes de aglutinacdo de sifilis. O estudo demonstrou que a solugcdo preservou o sangue em caixas de
gelo por mais de quatro semanas com minima hemolise. No entanto, a adi¢do da glicose ao citrato
durante 0 armazenamento aumentava o risco de proliferacdo bacteriana, sendo necesséria
esterilizacdo prévia das solucdes, que caramelizavam quando autoclavadas. A adicdo de glicose ao
citrato dissédico ndo caramelizava (ROUS, URNER, 1916). Mais tarde, o fosfato foi adicionado a
solugdo de ACD para suprir a demanda de ATP pelas hemacias. Com o suporte adicional de fosfato,
0s eritrocitos permaneceram por mais tempo na circulagdo apds o armazenamento e esta solucao

ficou denominada CPD (citrato, fosfato e dextrose) (HESS, 2010).
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Em 1955, a adi¢do do nucleotideo adenina a solucdo de citrato e dextrose prolongou o tempo
de armazenamento e a qualidade dos eritrécitos a serem transfundidos em até cinco semanas
(GABRIO, DONOHUE, FINCH, 1955). Neste estudo houve uma sobrevida de 62% a 79% dos
eritrécitos, assim como relatado por outros autores (SIMON, CHAPMAN, FINCH, 1962).

A solugéo contendo CPDA-1 (citrato, fosfato, dextrose e adenina) foi desenvolvida em 1968,
demonstrando uma sobrevida média de 80% dos eritrocitos apds armazenamento de sangue total
durante 35 dias, o que diferiu do sangue armazenado com CPD no qual teve uma sobrevida de 21
dias. O armazenamento do concentrado de eritrocitos em solucdo de CPDA-1 apresentou uma
sobrevida maior (28 dias) quando comparado ao armazenamento em CPD ou ACD (21 dias), o que
facilitou o trabalho dos bancos de sangue (ZUCK et al., 1977).

A solucdo de CPDA-1 contendo 0,25 mM de adenina (concentragéo final) e 25% mais glicose
que o CPD (citrato de sddio, fosfato e dextrose) foi licenciada para uso em humanos nos Estados
Unidos em 1978 (MOROFF, DENDE, 1983). Na composic¢do do CPDA-1, o fosfato, além de ser um
importante substrato na producdo de ATP, também ajuda no controle do pH sanguineo (KURUP et
al., 2003). A adigdo de dextrose como fonte de energia, baseia-se no lento consumo desse
carboidrato pelo metabolismo celular em baixas temperaturas, o que contribui, inclusive, com a
manutencdo de niveis adequados de ATP (AUTHEMENT et al., 1986). A adi¢cdo de adenina esta
fundamentada no fato de que, com a queda do pH durante a conservagdo do sangue, ha inativacao de
enzimas que participam da via glicolitica, levando a uma menor producdo de ATP. Essa adicdo de
adenina promove um aumento do adenilato, que servird de substrato para nova sintese de ATP,
aumentando as reservas desse nucleotideo no interior das células (AUTHEMENT et al., 1986;
HOGMAN et al., 2006).

As solugdes aditivas foram desenvolvidas para proporcionar nutrientes para um
armazenamento mais longo e maior fluidez dos eritrécitos. A primeira solucéo aditiva foi a de SAG,

nomeada a partir de seus constituintes: solucdo salina, adenina e glicose. Ap6s a solugdo ser
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adicionada a bolsa, o hematdcrito decresce de 80% para 50% aproximadamente, reduzindo a
viscosidade do sangue. Os niveis de glicose necessérios pelas células sdo mantidos por cinco
semanas, enquanto a adenina serve como substrato para aumentar o adenilato nos estoques de
nucleotideos, e para que as perdas por desaminacdo sejam supridas. Apds cinco semanas de
armazenamento, a hemdlise se tornou o principal fator limitante, portanto foi adicionado manitol a
solugéo de SAG, que passou a ser chamada SAGM. O manitol age como um sequestrador de radicais
livres e como estabilizador de membranas, o que reduziu em 50% a hemolise e ganhou uma semana
a mais no tempo de armazenamento (HESS, 2006).

O desenvolvimento de meios e solucBes de preservacdo sanguinea possibilitou o
armazenamento dos eritrocitos e, consequentemente, facilitou o trabalho dos bancos de sangue
humanos (ABRAMS-OGG, 2000; HOHENHAUS, 2007), onde as solu¢fes aditivas sdo adicionadas
diretamente ao concentrado de eritrécitos apds a centrifugacdo e remocao do plasma, e o objetivo de
seu uso é prolongar o tempo de estocagem destas células por até 42 dias (HEATON et al., 1984 e
HOGMAN et al., 1986). Dentre outras vantagens, pode se citar o0 maior rendimento de plasma por
unidade de sangue e caracteristicas de fluxo semelhante ao do sangue total (WARDROP et al.,
1994).

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 do sangue total e
do concentrado de eritrécitos (ALLEN, 2003, LLOHN et al., 2005; HOGMAN et al., 2006;
WINSLOW, INTAGLIETTA, 2008). Existe uma série de combinacdes de anticoagulantes com
solucdes aditivas para conservagdo de sangue, porém a mais utilizada em medicina veterinaria € a
CPDA-1 (LANEVSCHI, WARDROP, 2001).

Para a manutencdo da viabilidade do concentrado de eritrocitos € necessario o controle de
qualidade de uma série de etapas: coleta de sangue, temperatura de processamento e armazenamento,

preparacdo do componente (ex. velocidade de centrifugacdo adequada), remocdo da capa
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leucocitérias e/ou leucodeplecéo por filtracdo, escolha e adi¢do da solucdo aditiva mais adequada e
tempo de armazenamento (SOWEMIMO-COKER, 2002). O tempo de armazenamento do
concentrado de eritrocitos (CE) depende da solucdo de armazenamento utilizada, e deve ser
determinado para cada espécie com testes in vitro seguidos de testes in vivo. De acordo com
pesquisadores que avaliaram o uso da CPDA-1 para preservagdo de eritrocitos caninos, o tempo
méaximo de armazenamento sugerido é de 20 dias (PRICE et al., 1988).

A viabilidade pds-transfusional do sangue total felino armazenado em ACD foi determinada
através da marcagao eritrocitaria com is6topos de cromo (>*Cr) e observou-se que a viabilidade teve
um decréscimo significativo entre 30 e 40 dias ap6s o armazenamento (MARION, SMITH, 1983).
Em outro estudo, o armazenamento do sangue total felino e canino em solugdo de CPDA-1 e a
viabilidade pos-transfusional destes foi realizada atraves da técnica de biotinilacdo eritrocitaria, cujos
resultados mostraram que o sangue canino e felino armazenado por 35 dias apresentou viabilidade de
82,3% e 84,8%, respectivamente. Os autores concluiram que o sangue total armazenado por 35 dias
em CPDA-1 teve uma sobrevida satisfatoria, ou seja, acima de 75%, o qual é o valor aceitavel para

viabilidade do sangue a ser transfundido (BUCHELER, COTTER, 1994).

4. RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados em forma de artigo cientifico que serd submetido para

publicacdo no periddico Veterinary Clinical Pathology.
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ALTERACOES BIOQUIMICAS DO CONCENTRADO DE ERITROCITOS FELINO

ARMAZENADO EM SOLUCOES DE CPDA-1E CPD/SAGM DURANTE 35 DIAS

Sonaglio F, Lacerda LA, Lasta CS, Hlavac NRC, Dalmolin M, Gonzélez FHD

Departamento de Patologia Clinica Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,

RS, Brasil.

RESUMO

Quando o sangue é armazenado sob baixas temperaturas, seja sob a forma de sangue total ou
concentrado de eritrocitos, hd uma queda intensa de metabolitos importantes para a viabilidade e
funcionalidade dos eritrocitos. O desenvolvimento de meios e solugdes de preservacdo sanguinea
possibilitou 0 armazenamento dos eritrécitos e, consequentemente, facilitou o trabalho dos bancos de
sangue. Portanto, a busca por melhores formas e solucdes para preservacdo 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. O presente trabalho avaliou o concentrado de
eritrocitos felino armazenado nas solucbes CPDA-1 e CPD/SAGM durante 35 dias. Os dados
laboratoriais foram comparados entre grupos e ao longo do tempo. Neste experimento foram
utilizadas 10 bolsas de concentrado de eritrdcitos felino divididos em dois grupos de 5 para avaliacdo
de cada um dos aditivos. Os pardmetros laboratoriais K*, Na*, CI, lactato, HCO3', amdnia, glicose e
pH foram avaliados nos dias 1, 7, 14, 21, 28 e 35 ap6s a coleta. Em varios parametros (K", lactato,
HCO?* glicose e cloreto) a solugio CPD/SAGM manteve o metabolismo energético do eritrécito mais
estdvel. Com este trabalho, foi possivel entender melhor as alteracdes laboratoriais sofridas pelos
eritrécitos felinos durante o armazenamento. Concluimos que apesar da solugdo CPD/SAGM se
mostrar mais eficaz in vitro, sdo necessarios mais estudos com relacdo aos hemocomponentes em

gatos e a sua viabilidade pds-transfusional.
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ABSTRACT

During blood storage at low temperatures, either as whole blood or as packed red cells, there
is a significant decrease of metabolites that are important for the viability and functionality of
erythrocytes. The development of blood preservation solutions has enabled the storage of red blood
cells and improved the service at the blood banks. Therefore, the search for better ways and blood
preservation solutions to avoid or reduce these harmful effects during the storage conditions is
continuous, in order to obtain the best blood product to be transfused. This study evaluated feline
erythrocyte concentrate stored in CPDA-1 and CPD/SAGM solutions during 35 days. The laboratory
data were compared between groups and over time. In this experiment were used 10 bags of feline
erythrocyte concentrate divided into two groups of 5 to evaluate every additive. The laboratory data
K*, Na', CI', lactate, HCO5", ammonia, glucose and pH were assessed on days 1, 7, 14, 21, 28, and
35 after collection. On various parameters (K+, Cl-, HCOs-, glucose and lactate) solution of
CPD/SAGM kept the energy metabolism of red blood cells more stable. With these results we can
better understand the biochemical changes of feline erythrocytes during storage. We conclude that,
although the CPD/SAGM solution shown to be more effective in vitro, more studies are needed to

improve knowledge of feline blood components and post-transfusion viability.

Introducao

A terapia transfusional na medicina veterindria tornou-se uma op¢do muito importante,
quando o objetivo € a sobrevida dos pacientes acometidos por distirbios hematoldgicos agudos ou
cronicos. A medicina transfusional felina vem se desenvolvendo juntamente com o aumento da

@2 0 uso de

procura por estes animais de estimacdo e sua importancia emocional
hemocomponentes nesta espécie € limitado, e 0 sangue total ainda é o mais utilizado na rotina clinica
devido ao pequeno volume coletado e dificuldades na separacéo de seus componentes. Porem, com 0

surgimento de bancos de sangue veterinarios, esta pratica tem se tornado cada vez mais frequente ¢~
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1-4).

Quando o sangue é coletado para conservacao in vitro, os eritrocitos sdo transferidos para um
ambiente diferente, ocasionando uma série de alteracbes morfologicas, hemogasométricas e
bioquimicas ©. Durante o armazenamento sanguineo, ocorrem alteracées bioquimicas importantes,
como o0 aumento nos niveis de potassio, lactato, e a diminuicdo do pH e dos niveis de 2,3-DPG ©.
Esse conjunto de alteracdes € conhecido como lesGes de armazenamento ou estocagem, que
acarretam danos irreversiveis aos eritrocitos e consequentemente reducdo da sobrevida pos-
transfusdo. A importancia do conhecimento das lesdes de armazenamento esta na evidéncia de que o
perfodo de armazenamento influencia na qualidade dos componentes na bolsa de sangue ©.

A selecdo cuidadosa de anticoagulantes-conservantes pode aumentar o periodo de tempo em
que o sangue ou seus produtos podem ser armazenados e diminuir os efeitos adversos do
armazenamento ®. Entre os anticoagulantes para armazenamento de sangue felino destacam-se o
acido citrico-dextrose (ACD), o citrato-fosfato-dextrose (CPD) e o citrato-fosfato-dextrose-adenina
(CPDA-1). Em estudo © sob a forma de sangue total a viabilidade dos eritrécitos felinos
armazenados por 35 dias em CPDA-1 é de 84,8% ap0s 24 horas.

Esse artigo tem o objetivo de demonstrar a avaliacdo do metabolismo eritrocitario felino in
vitro, semanalmente, por 35 dias, atraveés de parametros bioguimicos e comparar o efeito das

solucBes CPDA-1 e CPD/SAGM sobre o concentrado de eritrocitos felino.

MATERIAIS E METODOS
Selecdo dos animais

Foram utilizados 10 gatos clinicamente saudaveis, machos e fémeas, provenientes de
proprietarios particulares de Porto Alegre, avaliados e selecionados conforme critérios pré -
estabelecidos por pesquisadores da area ® e descritos neste estudo. O uso dos animais teve permissao

do tutor, que foi devidamente alertado sobre todos os riscos do procedimento - de acordo com
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conceitos de bioética aplicados a pesquisa animal. Os tutores também responderam a um
questionario e assinaram termos de consentimento. Os gatos tinham entre um e oito anos de idade,
pesavam mais de 4 kg, apresentavam comportamento ddcil, vacinacdo atualizada (panleucopenia
felina, rinotraqueite viral felina, calicivirose e clamidiose), estavam livres de ectoparasitas, eram

domiciliados e ndo tinham acesso a rua 4%V,

Avaliacado dos animais

Os animais foram submetidos a exame clinico (ausculta cardio pulmonar), temperatura retal e
palpagdo), testes de controle laboratoriais (exames hematolégicos e bioquimicos) e testados contra o
virus da leucemia felina e virus da imunodeficiéncia felina por método imuno-enzimético (Snap
Combo felino, Idexx Laboratories, US) antes da doacdo de sangue. Todos os doadores selecionados
apresentavam hematocrito acima de 35% .

A determinagdo dos pardmetros hematoldgicos foi realizada com auxilio de contador
automatico (Sysmex pocH-100iV Sysmex/ Roche Diagnéstica) e hematocrito pelo método de
microhematdécrito (centrifuga Spin 1000, Micro-spin). A analise do esfregagco sanguineo corado e
contagem diferencial através de microscopia 6tica (corante Pano6tico Rapido, Laborclin). Também
foram realizadas dosagens séricas de albumina, creatinina, ureia, e determinacdo da atividade sérica
da alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) através de bioquimica seca (Vitros 250,

Ortho-Clinical Diagnostics).

Sistema fechado de coleta de bolsas

Os doadores selecionados foram anestesiados com o seguinte protocolo: indugdo com
midazolam (0,2-0,5 mg/kg) e quetamina (3-5 mg/kg) por via intravenosa e manutencdo anestésica
com isofluorano apés intubacdo “***¥ A monitoracdo anestésica foi realizada através do

acompanhamento das frequéncias cardiaca e respiratoria com estetoscopio. Durante todo o
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procedimento foram tomados cuidados em relacdo a antissepsia local antes da coleta das bolsas com
alcool 70° e clorexidina 0,5% solugdo alcodlica, pressdo leve no local da pungdo venosa apos a
doacéo (durante dois a cinco minutos) para auxiliar o processo de hemostasia e observagao do animal
apos a doacdo até sua completa recuperacdo anestésica.

A coleta do sangue foi realizada por punc¢éo da veia jugular, através do método gravitacional,
com homogeneizacdo manual do sangue durante o procedimento (Figura 1). Os animais realizaram
apenas uma doacdo durante todo o experimento, cujo volume de sangue coletado foi de 11 mL/kg V.
A coleta das bolsas foi realizada através de um sistema fechado adaptado, o qual consistiu na
adaptacdo de uma bolsa pediatrica (Figura 2) (#402-504, Pedi-Pak, Genesis BPD-LLC) contendo
anticoagulante e selada (soldador de tubo para conexdo estéril e [aminas TSCD, Terumo Medical do
Brasil) com uma agulha de aférese 19G (#P9-7008MG, Medisystems Corporation, Lawrence, US). O
célculo do volume de anticoagulante em cada bolsa foi realizado de acordo com a propor¢éo
utilizada em bolsas para coleta de sangue humano (63 mL de solugdo de CPD ou CPDA-1 para 450

mL de sangue doado).
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Figura 1: coleta do sangue realizada por puncdo da veia jugular de um doador felino.

Processamento das bolsas

O sangue total foi separado por centrifugacdo (Legend RT, Sorvall/ ThermoScientific),
adaptada para a preparacéo de concentrado de eritrcitos (CE) felino, a 2700 g por 4 minutos a 22°C
até 6 horas apds a doagdo V. As 10 bolsas coletadas foram divididas em dois grupos de 5 para
avaliagdo das solugcbes CPDA-1 e CPD/ SAGM (Terumo Penpol Limited), durante o
armazenamento. Apos extracdo do plasma de todas os as bolsas, o plasma aut6logo foi adicionado
aos CE do grupo 1 e a solucdo de SAGM foi adicionada aos CE do grupo 2 na proporg¢édo de 100 mL
de plasma autdlogo/SAGM para aproximadamente 225 mL de concentrado de eritrécitos . As bolsas
de CE foram armazenados em posicdo horizontal e refrigeradas (4 + 1°C) por 35 dias. A tabela 1

mostra a composicéo das solucdes utilizadas no experimento.

Tabela 1. Composicao (g) das solugdes utilizadas no experimento.

Composicao da solu¢do em 100 mL CPD CPDA-1 SAGM-1
Acido citrico (anidro) 0,299 0,299 -
Citrato de Sddio (diidratado) 2,63 2,63 -
Fosfato diacido de sddio (monoidratado) 0,222 0,222 -
Glicose (monoidratada) 2,55 3,19 0,900
Adenina - 0,0275 0,017
Cloreto de sédio - 0,877
Manitol - 0,525
Saodio - —
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Figura 2: Sistema fechado adaptado para coleta de sangue felino.

Avaliacdo laboratorial dos concentrados de eritrocitos

Os parametros laboratoriais foram avaliados no CE armazenado em CPDA-1 e CPD/ SAGM
nos dias 1, 7, 14, 21, 28 e 35 apds a coleta. As bolsas foram homogeneizadas (Labnet Gyro Twister
GX-1000 3-D) por 60 segundos antes da retirada de amostras de 2 mL do CE, obtidas com auxilio de
uma seringa estéril através de uma cénula para coleta de bolsas (#4C2405 Sampling Site Coupler,
Fenwal) e agulha 16G. Uma aliquota da amostra foi utilizada para determinacdo do hematécrito (Ht)
e hemoglobina total (Hb) (Hemocue Hb301, HemoCue AB). O restante da amostra foi centrifugado a
2700 g por 10 minutos a 4°C (Legend-RT plus, Sorvall, Thermo Scientific) e o sobrenadante
utilizado para dosagem da hemoglobina plasmatica (Hp plasma) (Hemocue Plasma Low/Hb,
HemoCue AB), glicose, aménia e lactato (Vitros 250, Ortho-Clinical Diagnostics). Além disso, as
concentracds de potassio (K*), sodio (Na*), cloreto (CI), bicarbonato (HCOs3), juntamente com pH

foram determinadas com analisador de gases sanguineos portatil (I-Stat 1 e cartucho CG8+, Abbott
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Point of Care Inc.). O grau de hemolise foi expresso em percentagem da hemoglobina total presente

no CE apés correcdo para o hematdcrito, de acordo com a seguinte formula 4):

% grau de hemdlise = (100 - Ht) x Hemoglobina plasmatica (g/dL)

Hemoglobina total (g/dL)

Ao final dos 35 dias de armazenamento, as unidades de CE foram encaminhadas para andlise

microbioldgica.

Anélise Estatistica

Foi realizado one way ANOVA (Anélise de Variancia simples), seguido de teste de Tuckey
para comparar as solucdes ao longo do tempo. O t-test foi usado para comparar as duas solucdes a
cada dia para cada parametro. Os resultados foram considerados significativos quando o valor de p
foi < 0,05. Para as analises foi utilizado o programa estatistico SPSS (PASW® Statistics 18, IBM

Corporation).

Resultados

As alteracBes bioquimicas sofridas durante o armazenamento estdo descritas na Tabela 2 e
representadas na Figura 3. O hematdcrito de todas as bolsas esteve de acordo com a determinagdo do
Ministério da Satde para CE com solucdo aditiva (50% a 70%) “® e da Associacdo Americana de
Bancos de Sangue para CE humano (< 80 %) ®. Um aumento significativo foi observado no grau de
hemolise em ambas as solucBes durante os 35 dias, mas 0 hematdcrito se manteve constante sem
diferenca significativa entre as solucdes (p< 0,05). O pH e as concentragdes de glicose sofreram uma

diminuicdo significativa durante o armazenamento, mas sem diferenca entre as solucdes (p< 0,05).
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A concentracdo de cloretos aumentou significativamente ap6s o 14° dia na solugdo CPDA-1 e
se manteve constante na solucdo de CPD/SAGM (p< 0,05). As concentracBes de sodio se
mantiveram na solu¢do CPD/SAGM e aumentaram significativamente na solugdo CPDA-1 (p<
0,05). As concentracGes de amonia, lactato e potdssio apresentaram um aumento significativo em
ambas solucGes, mas sem diferenca entre elas (p< 0,05). A concentracdo de HCO3 apresentou uma
diminuicdo significativa em ambas, sendo que a solucdo CPDA-1 apresentou uma concentragao

menor até o 14° dia (p< 0,05).
Todas as culturas microbioldgicas foram negativas para crescimento bacteriano.

Discusséo

Neste estudo, a solugdo CPD/SAGM demonstrou uma menor reducdo das concentragdes de
glicose durante o armazenamento. Esta superioridade dos CE da solucdo CPD/SAGM pode ser
atribuida a maior concentragdo de glicose na solugcdo aditiva e consequentemente melhor
conservacio do metabolismo energético e do ATP eritrocitario “"*®. A reducdo das concentracdes da
glicose apresentada pela solucdo CPDA-1 também foi observada ™ em estudos de conservacéo do
concentrado de eritrgcitos caninos em bolsas CPDA-1 e em estudo com sangue total canino
armazenado em CPDA-1 e CPD/SAGM @2,

Quanto ao grau de hemdlise, os requisitos atuais para patentear novas solucfes aditivas nos
EUA, e também sugerido pelo Conselho Europeu, tém como base dois parametros: o nivel de
hemolise (abaixo do limiar de 0,8% no final do periodo de armazenamento) e uma taxa de
sobrevivéncia das células acima de 75% ap6s 24 horas da transfusdo . Nesse sentido, ambas as
solucdes apresentaram grau de hemolise abaixo de 0,8% ap6s 35 dias no presente experimento, ou
seja, dentro dos limites sugeridos aos bancos de sangue humanos.

Apesar das solucdes conservadoras e aditivas possuirem fontes de energia para a manutencao

do metabolismo eritrocitario, a sobrevivéncia dos eritrocitos € limitada tanto pela reducdo da fonte
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energética ao longo do armazenamento como pelo envelhecimento natural das hemacias. O periodo
de armazenamento promove uma série de alteracfes na membrana plasmatica dos eritrécitos como
reducdo do tamanho e esferocitose progressiva, surgimento de microvesiculas e aumento gradual da
fragilidade osmética, sendo que algumas sofrem lise, acarretando em um aumento da hemoglobina
plasmatica entre outras alteracdes “®. A liberacdo de hemoglobina livre é um marcador de perda
celular (hemdlise) e é inversamente relacionado ao 0 metabolismo energético e o grau de hemolise, o
que sugere que o metabolismo energético é o principal determinante na hemélise “®, fato observado
neste estudo, no qual o grau de hemdlise aumentou significativamente ao longo dos dias em ambas
as solugdes, no entanto, o hematdcrito se manteve sem alteragdes significativas ao longo de todo o
periodo.

O pH tem um papel determinante na preservacdo dos eritrocitos, e sua diminuicdo se deve
principalmente ao metabolismo das hemacias no qual a glicose é metabolizada até lactato,
aumentando o nimero de ions H*. Isto explica a diminuicio progressiva de glicose e a diminuigio do
pH @2 juntamente com o aumento do lactato. Quando se avaliou o decréscimo do pH em relagdo
aos dias observou-se que a solugdo CPD/SAGM manteve o pH mais estavel a partir da terceira
semana, diferente da solugdo CPDA-1 que continuou apresentando diminuicdo do pH. Este fato pode
estar associado com a maior capacidade tamponante da solugdo. Quando comparados 0s resultados
das andlises, a solucdo CPD/SAGM demonstrou menor diferenga estatistica e mais estabilidade nos
niveis de HCO3. O metabolismo anaerdbico das hemacias produz acidos que sdo neutralizados pela
acdo do HCO; plasmatico, que tem papel tamponante no meio extracelular . Assim como
demonstrado em estudo que analisou sangue bovino, 0s niveis de lactato aumentaram ao longo do
periodo de armazenamento, enquanto ocorreu uma reducdo gradual nos niveis de bicarbonato
plasmatico, de modo a neutralizar esses 4cidos “?. No presente estudo a solucio CPD/SAGM

mostrou menores valores quando comparada a solugdo CPDA-1 nas trés primeiras semanas. Além
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disso, as diferencas entre as analises do dia 1 e do dia 35 foram menores na solucdo CPD/SAGM, o
que demonstra que esta manteve o metabolismo estavel por mais tempo.

Ao comparar as solugdes, foi observado um aumento significativo do potassio plasmético em
ambos os grupos durante todo o periodo estudado, mas a solucdo CPD/SAGM manteve 0s niveis
mais baixos de ao longo do armazenamento, assim como observado em outros estudos com sangue
total canino e felino ®22), Este achado sugere um melhor desempenho da solucdo CPD/SAGM
devido a maior preservacdo da membrana plasmatica.

Os eritrécitos de gatos, assim como os de ferrets e da maior parte dos cées, ndo possuem
atividade da bomba de sodio-potassio e apresentam concentragdes de Na* e K* proximas daquelas
definidas por Donnan para o equilibrio com o plasma. A concentragdo intra-eritrocitaria de sodio e
potassio em felinos é de aproximadamente 1058 + 14,4 mmol/L e 59 + 1,9 mmol/L,
respectivamente ®®. Os niveis de potassio mais baixos e a manutengéo da concentragdo de sodio
podem estar relacionados com a composi¢do da solucdo CPD/SAGM, a qual contém cloreto de sédio
em sua formulac&o, auxiliando no equilibrio entre o0 meio intra e extracelular de Na* e K.

Com relagdo a amobnia, assim como relatado em um estudo realizado em concentrado de
eritrocitos canino os valores aumentaram significativamente até o 35° dia de armazenamento. A
adenina, componente de ambas as solucdes, pode ser o principal substrato para a formag&o in vitro de
amonia ®®. No presente estudo foi observado um aumento significativo de aménia ao longo do
tempo de armazenamento, porém a concentracdo foi menor na solucdo CPD/SAGM ao final do
armazenamento e apresentou menor varia¢cdo ao longo do periodo, o que pode estar relacionado com
uma menor lesdo de armazenamento nesta solucao.

O grau de saturacdo da hemoglobina depende da pressdo de oxigénio circulante, que pode ser
demonstrado por uma curva sigmoide, também chamada de curva de dissociacdo do oxigénio. O

ponto de inflexdo desta curva é onde a hemoglobina (Hb) esta 50% saturada por oxigénio (p50). Os

fatores que potencialmente influenciam a p50 sdo pH e 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG). A medida
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que o pH reduz, a curva de dissociacdo da oxigénio é deslocada para a direita, 0 que significa que a
afinidade da Hb pelo oxigénio € reduzida e este € prontamente liberado para os tecidos. Na
circulacao periférica o pH é menor do que nos pulmdes o que favorece a liberacdo do oxigénio para
os tecidos “®. Porém, a molécula de 2,3 DPG se liga a cadeia p da hemoglobina, o que resulta em
uma mudanca conformacional e reduz a afinidade da Hb pelo oxigénio, porém, apesar de gatos
também terem cadeia f3, a afinidade da hemoglobina nestas espécies ¢ apenas minimamente afetada
pela adicéo de 2,3 DPG @9,

Em gatos, bovinos, ovinos e caprinos o cloreto é o principal regulador da afinidade do
oxigénio. O cloreto e o 2,3-DPG parecem competir pelos mesmos sitios de ligacdo na
desoxihemoglobina. O cloreto tem um efeito minimo sobre a afinidade do oxigénio pela Hb nas
espécies com alta concentracdo de 2,3-DPG intra-eritrocitario, mas atua como o principal regulador
em espécies em que a concentracdo de 2,3-DPG é baixa, como em gatos ©°3Y. Em nosso estudo as
concentracdes de cloreto foram mantidas sem alteragbes nos eritrocitos conservados em
CPD/SAGM, ao contrario da solugdo CPDA-1, na qual houve um aumento significativo. Este fato
provavelmente se deve a composicdo do CPD/SAGM que possui cloreto de sédio em sua
formulagdo, portanto o equilibrio deste ion com o plasma pode ser mantido com mais facilidade.

Um dos objetivos da conservacdo de sangue, além de manter a qualidade e viabilidade das
células armazenadas é evitar a proliferacio bacteriana ™, em virtude dos eritrécitos armazenados
servirem como meio de cultura para bactérias. A maioria das bactérias ndo sobrevive as baixas
temperaturas de armazenamento (1 a 6°C), no entanto, existem algumas tolerantes, como Aeromonas
sp e algumas espécies de Serratia sp 2. Neste estudo, as unidades n&o apresentaram crescimento

bacteriano, comprovando a eficécia do sistema fechado adaptado utilizado neste estudo.

Conclusdo

Os resultados in vitro obtidos durante o armazenamento de concentrado de eritrécitos felino em
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CPDA-1 e CPD/SAGM por 35 dias foram satisfatérios quando comparado a outros estudos %2729,

A solucdo CPD/SAGM apresentou alguns beneficios em relacdo a solugdo CPDA-1, como a

manutencdo das concentracbes de cloreto e sddio, e menor variacdo das concentragdes de pH, HCOg,

glicose e potassio. Os autores acreditam que mais estudos sdo necessarios, juntamente com a

avaliacdo da viabilidade pds-transfusional do concentrado de eritrocitos felino em ambas

solugdes para confirmar estes resultados.

Tabela 2. Parametros bioquimicos do concentrado de eritrécitos felino em CPDA-1 e

CPD/SAGM durante 35 dias

Variavel Dia1 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35
Hemdlise* (%) Média bpP Média DP  Média DP Média DP Média DP  Média DP
CPDA-1 0,033 (0019 0,148 (0,067) 0,327 (0,153) 0445 (0,228) 0,536 (0,267) 0,671  (0,351)
CPD/SAGM 0,026 (0019 0,143 (0,055 0,292 (0,177) 0483 (0,287) 0,618 (0441) 0,755 (0,513)
Ht (%)
CPDA-1 526 (207 528 (1643 526 (24 532 (1,799 536 (152 538 (164
CPD/SAGM 5266 (361) 5183 (306 5183 (306 5183 (337 5216 (318 525 (4,08)
pH
CPDA-1 7053 (0044) 697 (0,054 686 (0061) 678 (0,089 6,66 (0105 6,62  (0,076)
CPD/SAGM 7137 (022 698 (008 684 (0113) 6,69 (016) 6,67 (0,151) 6,66 (0,155
Cloretos (mmol/L)
CPDA-1 1141 (286 1164  (151) 1166 (219 1208 277) 1198 (2298 119 (2,0
CPD/SAGM M7.8 (1477 11967 (1, 119 26 12067 (196) 120,7 (216) 1205  (1,97)
HCOs3 (mmol/L)
CPDA-1 10,88 (0,97 6,2 (055 3,52 (0,61) 24 (0,43) 1,46 (033) 0,95 (0,65)
CPD/SAGM 7,67 (0,68) 4,73 (085 2,92 (0,98) 1,85 (0,89) 1,06 (1,08 0,93 (1,11)
Aménia (mmol/L)
CPDA-1 1870 (465 4170 (7920 5166  (980) 6204 (1191) 7132 (1237) 8282 (1427)
CPD/SAGM 1352 (467) 3990 (599) 4397  (926) 5703 (100,8) 6375 (1943 706,0 (2725)
Glucose (mg/dL)
CPDA-1 3922 (4756) 3152 (508) 2738 (594) 1816 (6157 1136 (628 75 (4883
CPD/SAGM 3836 (594) 3493 (688 290,3 (964) 2357 (115 158,66 (10827) 170  (92,21)
Lactato (mmol/L)
CPDA-1 514  (052) 12,88 (1,15 18,04 (1,23) 2306 (22 2386 (208 2568 (1,88
CPD/SAGM 395 (1,120 10,27 (2490 1441 (349 19,6 (44 2129 (573 2251 (6,95
Na+ (mmoliL)
CPDA-1 150,6 (0,894) 1494  (1,14) 150  (1,732) 1524  (1,14) 155 (2738) 157  (1,224)
CPD/SAGM 1521 (3544 150,3 (1,032 1533 (3881) 152,8 (1,834 1536 (2338) 1548 (279)
K+ (mmol/L)
CPDA-1 2088 (0356 366 (0,357) 42  (0356) 438 (0,327) 458 (0237) 4,76 (0313
CPD/SAGM 265 (0251) 327 (0535 368 (0487) 3,88 (0462 399 (0534 4,00 (0,529

DP = desvio padréo. * Determinada por concentragdo de hemoglobina

41



0,8

0,6

0,2

Grau de hemélise %

pH

6,5

12

HCO, mmol/L
o N & o ®

g

:

Glicose mg/dL

100

160

155

Sédiommol/L

145

140

04

Aab
Abe
[ "I Ad  pde  pe
Abc j 2
AcC Ac
T
1 2 3 4 5 6
Aa
T Ab
\Ac
Acd
Bb Ade
Ac
Acd Ad
Ad '
« b 7 14 21 28 35

;

150 -

14

21

28

35

Dias

Lactato mmol/L Aménia mmol/L Cloretos mmol/L Hematdcrito %

Potassiommol/L

55

53

52

51

125

120 -

115 A

110 -

105

100

1000

3

8 Aa
)Aa/_._—-‘
| Aa fa Aa
: : - Aa
Aa Aa Aa
T T T T T 1
1 7 14 21 28 35 Dias
Aa Aa Aa
Ba Aa
Ab Ab L
¢ Aab  Aab
Aa
| 7 14 21 28 35 Dias

1 7 14 21 28 35 Dias

Aa
1 7 14 21 28 35 Dias
Ac Ac
Abc AT
Ab
Aa
] i Ab Ab Bb
F Aab
Al
T T T T T 1
1 7 14 21 28 35 Dias

=4—CPDA-1 ~=CPD/SAGM

Figura 3: AlteracGes no grau de hemdlise, hematdcrito, pH, cloreto, bicarbonato, ambnia,

glicose, lactato, sddio, potassio, * no concentrado de eritrocitos felino armazenado em duas solugdes

(l CPD/SAGM, ]l CPDA-1) por 35 dias. Letras mintsculas diferentes indicam diferenca ao longo
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do tempo (p<0,05) e letras mailsculas diferentes indicam diferengas entre as solucdes a cada dia

(p<0,05).
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CONSIDERACOES FINAIS

Com a realizacdo deste trabalho pode-se observar a escassez de informacdes sobre a
conservacgdo e coleta de bolsas de sangue e concentrado de eritrocitos felino. Quando se trata de
coleta de sangue em felinos encontram-se muitas dificuldades, inclusive no acesso a doadores. Os
dispositivos para a coleta devem ser adaptados e nem sempre sdo utilizados de uma maneira em que
Se possa armazenar este sangue, 0 que pode inutilizar o banco de sangue nesta espécie. Por isso sdo
importantes pesquisas que possam comprovar que existe possibilidade de coleta, separacdo e
armazenamento do sangue felino facilitando o acesso e 0 aproveitamento do sangue coletado.

Nota-se que muitas vezes as informacdes de pesquisas em humanos e caninos sdo adaptadas
para felinos sem serem comprovadas cientificamente. Em nosso estudo avaliamos o metabolismo
eritrocitario in vitro em duas solucdes amplamente utilizadas em cdes e seres humanos, e como
nestes observamos que a solugcdo de CPD/SAGM demonstrou uma menor varia¢ao das concentragoes
de pH, HCOsg, glicose e potassio. Nossos achados sdo apenas o inicio de pesquisas que podem
expandir ainda mais a hematologia veterinaria e sua utilizacdo na rotina do médico veterinario de

felinos.
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ANEXO 6 — LAUDO MICROBIOLOGICO

+ UNIVERSIDADE FEDERAL DO RID GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARILA
LABORATORIO DE MEDCINA VETERIMARIA PREVENTIVA
FA‘H‘IET umﬂs Ay Benbs Gongalvas, B050, 91540-000 Porto Alegre RS

Fone: {51) 33085123

Exame Bacteriologico
Requisitante: Franciele Sonaglic — Projeto Fran- CPOVSAGM
Material: Sangus
Data coleta: 21/08/2013 Registro Lab. R2028

Resultado
Amostra - Doador 3
O Cultura Pura OCresciments & cultura mista
Cultive aerobice: Sem crescimento bacterano significative em 72 horas.
{Metodoiogla uilizada: Semeadura em 3gar sangue, cultivo aendbico a 36°C)

Amostra - Doador 4
O Culiura Pura DOCrescimento e cultura mista

Cultive aerobico: Sem crescimento bacteriano significativo em 72 horas.
{Metodoiogla uilizada: Semeadura em agar sangue, cultivo asmobico a 35°C).

Amostra - Doador 7
O Cultura Pura OCresciments & cultura mista
Cultive aerobico: Sem crescimento bacteriano significativo em 72 horas.

(MEtDADIogla LINZAta: SeMEeadura &m Agar sangus, Cuilivg aenbico 3 357C)

Amostra - Doador &
O Cultura Pura DOCrescimento e cultura mista

Cultive aerdbico: Sem crescimento bacteriano significativo em 72 horas.
{Metodologla wilizada: Semeadura em 3gar sangue, cultivo 3endbico a 35"C)
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ANEXO 7 - LAUDO MICROBIOLOGICO

\ UNIVERSIDADE FEDERAL DO RID GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARILA
LABORATORIO DE MEDICINA VETERINARIA PREVENTIVA
FAVET um Ax.- Bento Gongalves, 5050, 31540-000 Porto Alegrs —-RS

Fone: (51) 33055123

Exame Bacterioldgico
Requisitante: Franciele Sonaglic
Material: Sangue

Data coleta: 23/10/2013 Registro Lab. R2204
Resultado
O Cultura Pura OCrescimento e culbura mista

Amaostra 1 — Projeto CPDA 1 ! Doador 1 Maol, vol:26,9 mL

Cultivo aerdbico: Sem crescimento bacteriano significative em 72 horas.

Amostra 2 — Projeto CPDY SAG M | Doador 2 Carvao, vol: 30 mL

Cultivo aerdbico: Sem crescimento bacteriano significative em 72 horas.

Amostra 3 — Projeto CPDA 17 Doador 5 Rascunho, vol: 25,3 mL

Cultivo asrobico: Sem crescimento bacteriano significative em 72 horas.

Amostra 4 — Projeto CPDA 17 Doador & Mima, wol: 26,5 mL

Cultive aerobico: Sem crescimento bacterano significative em 72 horas.

Amostra 5 — Projete CPDVSAG M! Doador 9 Borges, vol: 32,4 mL

Cultive aerdbico: Sem crescimento bacterano significative em 72 horas.

Amostra T — Projete CPDA 1 ! Doador 11 Fino, vol: 26 miL

Cultive aerobico: Sem crescimento bacterano significative em 72 horas.

{Metodoingla uilizada: Semeadura em 3gar sangue, cuiivo 3enobico a 36°C).

Porto Alegre, 29 de outubro de 2013,

Marisa R. | Cardoso
CRMWV/RS 2907
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