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RESUMO

MOROZ, L. R. Perfil bioquimico e hemogasométrico de concentrado de hemacias canino
coletados em CPDA-1 e CPD/SAG-M, com e sem filtro de reducéo de leucdcitos.
[Biochemical and hemogasometric profile of canine packed red blood cells collected on
CPDA-1 and CPD/SAG-M, with and without leucoreducer filter]. 2015. 81 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Séo Paulo, 2015.

A medicina transfusional utiliza o sangue como ferramenta terapéutica suporte para diversas
doencas, e varios estudos justificam o uso de hemocomponentes em detrimento de sangue
total. A estocagem e a manipulacdo do sangue podem acarretar alteraces funcionais de seus
subprodutos, e a transfusdo de hemécias estocadas por longos periodos pode ocasionar danos
ao receptor. Portanto, embora a manutencdo do estoque de componentes eritrocitarios seja
necessaria, 0 armazenamento sanguineo pode reduzir a funcdo das hemécias transfundidas e
causar reagOes transfusionais indesejadas, fato que estimula o desenvolvimento de novas
solucgdes e aditivos extras, culminando com hemocomponentes mais seguros e com maior
tempo de validade. Este estudo teve o objetivo de avaliar as alteragdes na composicdo
bioquimica e hemogasométrica que pudessem ser imputadas na ocorréncia de lesbes de
armazenamento no concentrado de hemacias (CH) canino em decorréncia do tipo de solucéo
preservativa utilizada (citrato, fosfato, dextrose e adenina [CPDA-1] ou com o citrato, fosfato,
dextrose com solucdo extra de adenina, glicose e manitol [CPD/SAG-M]). Um segundo
objetivo foi avaliar se a reducdo de leucocitos do CH impactaria de forma decisiva a
estocagem do CH. Para tanto foram comparados valores referentes a pressdo de oxigénio
(POy), pressdo de dioxido de carbono (PCO,), saturacdo de oxigénio (SO;), pH, taxa de
hemolise, glicose, sodio e potassio extracelulares. As bolsas foram analisadas a cada sete dias,
iniciando 12 horas apds a colheita até completar 42 dias (seis semanas de estocagem). Foram
estudadas 23 bolsas divididas em quatro grupos, sendo o Grupo 1 de CH colhido em CPDA-1
(6 bolsas), Grupo 2 em CPDA-1 leucorreduzido (6 bolsas), Grupo 3 em CPD/SAG-M (6
bolsas) e Grupo 4 em CPD/SAG-M leucorreduzido (5 bolsas). Dentre os resultados, ndo
foram observadas alteracdes significativas na taxa de hemolise que pudessem indicar qual
anticoagulante foi mais eficaz, tdo pouco se a leucorreducdo possuiu efeito preservante dos
eritrécitos. Também ndo houve diferengas significativas na concentragdo de glicose e pH
entre 0s grupos durante as semanas de estudo. Foram observadas diferengas na concentragao
de potassio extracelular, com menor concentracdo nas bolsas leucorreduzidas. A variacao da

PCO, ndo apresentou um comportamento padrdo de aumento ou reducdo com diferencas
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significativas claras. Contudo, foram observadas mudangas marcantes no comportamento da
concentracdo de oxigénio ao se comparar a presenca ou auséncia dos leucdcitos, independente
do anticoagulante utilizado, com aumento marcante nos valores de PO, nos grupos
leucorreduzidos a partir da segunda semana (P<0,05). A SO, apresentou diferenca
significativa entre os grupos que sofreram ou ndo leucorreducdo desde a semana zero
(P<0,05), com valores maiores nos grupos leucorreduzidos, independente do anticoagulante
utilizado nas semanas 1 até 5. Conclui-se analisando os dados que a solucdo preservativa
CPD/SAG-M néo ofereceu melhor meio para estocagem de CH canino quando comparado ao
CPDA-1 no que tange a hemolise, mas que a reducdo de leucdécitos (leucorreducdo) indicou
efeito protetivo indireto da estrutura eritrocitaria de CH canino em estocagem, independente
do anticoagulante utilizado, observado pela menor concentracdo de potassio a partir de 35
dias de estocagem (quinta semana). Concluiu-se, também, que a leucorreducdo exerceu um
impacto na concentragdo de oxigénio mensurado pela PO, e SO,, indicando melhor funcdo in
vitro da hemoglobina, independente do anticoagulante utilizado.

Palavras-chave: Lesdes de armazenamento. Medicina transfusional veterinaria.
Leucorreducdo. Hemogasometria. Perfil bioquimico.



ABSTRACT

MOROZ, L. R. Biochemical and hemogasometric profile of canine packed red blood cells
collected on CPDA-1 and CPD/SAG-M, with and without leucoreducer filter. [Perfil
bioquimico e hemogasométrico de concentrado de hemaécias canino coletados em CPDA-1 e
CPD/SAG-M, com e sem filtro de reducdo de leucdcitos]. 2015. 81 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, 2015.

The transfusional medicine use blood as a therapeutic support tool for various diseases, and
many studies justify the use of blood products at the expense of whole blood. The storage and
handling of blood can result in functional changes of these products, and the transfusion of
long time storage erythrocytes may be harmful to the receiver. Therefore, while the
maintaining the stock of red cell components is required, blood storage can reduce the
function of transfused red blood cells and cause unwanted transfusion reactions, a fact that
stimulates research in the field of development of new solutions and extra additives,
culminating in safer blood products and with longer validity. This study aimed to evaluate
variations in the biochemical and hemogasometric composition that could be changed in the
event of storage lesions in canine packed red blood cells (PRBC) due to the type of used
preservative solution (citrate, phosphate, dextrose and adenine [CPDA -1] or citrate,
phosphate, dextrose solution with extra adenine, glucose and mannitol [CPD/SAG-M]). A
second objective was to assess whether the reduction of CH leukocytes could impact
decisively in the storage of PRBC. Therefore, we compared the values for oxygen pressure
(PO,), carbon dioxide pressure (PCO;) and oxygen saturation (SO;), pH hemolysis rate,
glucose, extracellular sodium and potassium. The blood bags were analyzed every 7 days
starting 12 hours after harvest and during 42 days (six weeks of storage). It were studied 23
bags divided into four study groups: Group 1 PRBC harvest in CPDA-1 (6 bags), Group 2
leukoreduced CPDA-1 (6 bags), Group 3 CPD/SAG-M (6 bags) and group 4 in CPD/SAG-M
leukoreduced (5 bags). Among the results, there were no significant changes in hemolysis rate
were observed which could indicate which anticoagulant was more effective, as little to
leukoreduction owned preservative effect of erythrocytes. There were also no significant
differences in glucose concentration and pH between the groups during the week study.
Differences were observed in extracellular potassium concentration, with lower
concentrations in leucorreduced bags. The variation of PCO, was wandering without
formation of an increase or decrease in behavior clear differences. However, significant
changes in the behavior of oxygen concentration when comparing the presence or absence of

leukocytes were observed independent of the anticoagulant was used, with marked increase in



13

PO, values in leukorreuced groups from the second week (P <0.05). The SO, showed a
significant difference between the groups that have suffered or not leukoreduction from week
zero (P <0.05), with higher values in leukoreduced groups, independent of the anticoagulant
used in weeks 1 to 5. We conclude by analyzing the data that preservative solution CPD /
SAG-M offered no better way to canine CH storage when compared to the CPDA-1 with
respect to hemolysis, but that leukocyte reduction (leukoreduction) indicated indirect
protective effect of erythrocyte structure of CH canine in storage, independent of the
anticoagulant used, observed by the lower concentration of potassium from 35 days of storage
(fifth week). It was concluded also that leukoreduction exerted an impact on oxygen
concentration measured by PO, and SO,, indicating better function of hemoglobin in vitro,

independent of the anticoagulant used.

Keywords: Storage lesions. Veterinary transfusion medicine. Leukoreduction. Hemogasometry.
Biochemical profile.
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1 INTRODUCAO

A medicina transfusional utiliza o sangue como ferramenta terapéutica suporte para
diversas doencas, e varios estudos justificam o uso de hemocomponentes em detrimento de
sangue total. Com o processamento do sangue e utilizacdo de substancias preservativas é
possivel aumentar o tempo de estocagem de alguns hemocomponentes, como plasma fresco
congelado e plasma congelado, e oferecer o produto mais especifico para cada enfermidade,
permitindo uma abordagem individual de cada paciente. O armazenamento do sangue também
minimiza as situacfes de emergéncia, pois além de manter estocados diversos componentes
para pronto uso, permite a realizacdo prévia de exames capazes de atestar que o produto
possui baixo risco para o receptor, como por exemplo, o0 risco de transmissdo de doencas.
Entretanto a manipulacdo do sangue pode acarretar em alteragdes funcionais de seus
subprodutos e a estocagem excessiva pode trazer danos ao receptor.

As hemacias dos mamiferos sdo células anucleadas cujo metabolismo e funcédo de
transporte de gases se mantém durante o periodo de estocagem. Mesmo em temperaturas
baixas (entre 2 e 6 °C) as hemécias continuam a produzir acido latico como metabdlito,
reduzindo o pH e consequentemente seu tempo de validade (WARDROP et al., 1997
COSTA JUNIOR et al., 2008; KISIELEWICZ; SELF, 2014). Além de alterar a membrana
eritrocitaria, o pH reduzido dificulta a recomposicdo do 2,3 difosfoglicerato (2,3 DPG),
molécula responsavel pelo controle da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio. Esta reducédo
do pH resulta em reducdo da liberacdo de oxigénio para os tecidos pelas hemécias
transfundidas (COSTA JUNIOR et al., 2008;), situacdo que podera ser revertida em até 48
horas pos-transfusdo. A lesdo da membrana celular pode causar extravasamento de potassio,
resultando num hemocomponente com alto teor deste ion (GANEM et al., 1995; COSTA
JUNIOR et al., 2008), que se infundido rapidamente e em grandes volumes pode resultar em

arritmias cardiacas.

As mudangas de membrana, além de resultarem em alteracdes eletroliticas, cursam
com formag0es de vesiculas contendo substéncias pro-inflamatérias, como lipideos de baixa
densidade. Essas vesiculas estimulam paralelamente a fagocitose precoce das hemaécias
transfundidas e também a resposta inflamatdria inata do receptor. O ferro fagocitado durante a

hemocaterese das hemdcias transfundidas estimula a producéo de citocinas, podendo piorar o
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quadro de pacientes que ja estejam em sindrome de resposta inflamatdria sistémica. O grau de
destruicdo de hemacias transfundidas é diretamente proporcional ao tempo de estocagem e as
caracteristicas das solugdes preservantes utilizadas (COSTA JUNIOR et al., 2008; HOD et al.
2008, 2010). A fim de reduzir ou mesmo neutralizar os efeitos negativos que ocorrem durante

a estocagem, novas solugdes preservativas tem sido desenvolvidas.

Portanto, embora a manutencdo do estoque de componentes eritrocitarios seja
necessaria, 0 armazenamento sanguineo pode reduzir a funcdo das hemacias transfundidas e
causar reacOes transfusionais indesejadas, fato que estimula pesquisas no campo de
desenvolvimento de novas solugdes e aditivos extras, culminando com hemocomponentes

mais seguros e com maior tempo de validade.

Assim, este estudo teve o objetivo de avaliar as alteracfes na composicao bioquimica
e hemogasométrica que pudessem ser imputadas na ocorréncia de lesdes de armazenamento
no concentrado de hemécias (CH) canino em decorréncia do tipo de solucdo preservativa
utilizada. Para tanto comparou-se a solucédo de citrato, fosfato, dextrose e adenina (CPDA-1)
com o citrato, fosfato, dextrose com solucdo extra de adenina, glicose e manitol (CPD/SAG-
M). Um segundo objetivo foi avaliar se a reducdo de leucécitos do CH impactou de forma

decisiva na estocagem do CH.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A seguir serd apresentada revisdo de literatura abordando as solugdes preservantes,

lesBes de estocagem e interagdes inflamatorias dos hemocomponentes eritrocitarios.

2.1  SOLUCOES ANTICOAGULANTES, ADITIVAS E PRESERVATIVAS

A existéncia de bancos de sangue sé foi possivel mediante o desenvolvimento de
solucBes anticoagulantes com substancias nutritivas capazes de manter as hemaécias viaveis
por longos periodos. Os estudos visando a criacdo de solugdes que fossem eficazes em evitar
hemolise e manter a funcdo eritrocitaria iniciaram-se ha 100 anos, quando Rousand e Turner
conseguiram publicar em 1916 o primeiro relato de estocagem de hemécias de coelho de
forma bem sucedida utilizando citrato de glicose (HESS, 2010). Desde entdo, muitas férmulas
foram testadas, sendo que atualmente é possivel estocar bolsas de concentrado de hemacias
(CH) humanas por até 42 dias (HOGMAN, 1998; HESS; GREENWALT, 2002; HESS, 2006,
2010; ZUBAIR, 2010).

Vérias substncias sdo utilizadas para aumentar o tempo de preservacdo dos
hemocomponentes, sendo que a formulacdo de solugdes enriquecidas com elementos capazes
de fornecer nutrientes para as células interfere na viabilidade e nos parametros bioquimicos do
sangue, bem como minimizam situacGes de emergéncia por permitirem estoque de
hemocomponentes para uso imediato. Essa possibilidade de armazenamento reduziu também
a prevaléncia de transmissdo de doengas por meio da transfuséo, pois permite que diversos
exames sejam realizados a fim de detectar doengas ou deterioragbes dos hemocomponentes

durante sua manipulagéo.
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Inicialmente o sangue comegou a ser estocado unicamente com um produto
anticoagulante, o citrato de sodio. Contudo, foram observadas deterioracdes eritrocitarias
graves que permitiam o uso em poucas horas apos a coleta. Em seguida foram desenvolvidas
solucgdes preservativas compostas pelo mesmo citrato, mas acrescidas de nutrientes, como a
solugéo de citrato com dextrose (CD) ou citrato, fosfato e dextrose (CPD), permitindo a
estocagem de CH humano por 21 dias. Atualmente as solugfes mais utilizadas séo as que
contém citrato, fosfato, dextrose e adenina (CPDA) que permite estocagem do sangue humano
por até 35 dias (GIBSON et al., 1968; HESS, 2006). Entretanto, novos sistemas de coleta
incluem uma bolsa extra com o intuito de fornecer maior quantidade de dextrose e adenina,
além de manitol e outros nutrientes com efeito antioxidante. Esses nutrientes acrescidos ao
CH chegam a aumentar o tempo de validade para 42 dias, como no caso do CPD/SAG-M
(HESS, 2006).

A dextrose tem o intuito de fornecer glicose para a manutencdo da producdo
energética eritrocitaria (por glicélise). O fosfato e adenina sdo utilizados para producdo de
trifosfato de adenosina (ATP) e reestruturacdo de 2,3 difosfoglicerol (2,3-DPG), um
componente que interfere diretamente na afinidade da hemoglobina pelo oxigénio. Portanto,
estes dois nutrientes tém o intuito de manter a integridade de membrana e funcéo a celular. O
quadro 1 descreve as caracteristicas das principais solucGes anticoagulantes e preservativas

encontradas para uso comercial no Brasil.
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Quadro 1-  Solugdes anticoagulantes e preservativas humanas utilizadas em medicina veterinaria no Brasil.

TEMPO DE
‘ ARMAZENAMENTO DE
SIGLA CARACTERISTICAS CH CANINO
CPD Citrato, fosfato de s6dio monobasico, 21 dias
dextrose e &cido citrico.
Concentrado de hemaécias — VG entre
65-80%
CPDA-1 Citrato, fosfato de sodio dibasico, 21 dias
dextrose e adenina. 28 dias
Concentrado de hemaécias — VG 65-
80%.
CPD/SAG-M Citrato, fosfato de sodio dibasico e 35 dias
dextrose. Apds separacdo de CH ha
diluicdo com solugdo fisioldgica com
glicose e manitol.
Concentrado de hemacias diluido, VG
— 45 — 65%.

Fonte: (LACERDA et al., 2014 adaptado por MOROZ, 2015).

Legenda: VG — volume globular.

Ao avaliar as diferencas de tempo de estocagem entre cdes e seres humanos, verifica-
se que o CH coletado com CPDA-1 permite a estocagem para o cdo por 21 dias e de 35 dias
com solugdo aditiva contendo fosfato e dextrose extras, sendo que em humanos essas mesmas
solucdes permitem estocagem de CH por 35 e 42 dias, respectivamente (WARDROP et al.,
1997), indicando que estudos espécie especificos sdo necessarios sempre que nova técnica for

transportada da medicina para a veterinaria.
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2.2 AVALIACAO DA VIABILIDADE ERITROCITARIA E DETERMINACAO DAS
LESOES DE ARMAZENAMENTO

Apesar do sangue colhido em bolsas ser mantido com solucBes preservativas, a
quantidade de nutrientes € restrita, ocasionando perda da funcdo eritrocitaria durante a
estocagem. E considerado um hemocomponente eritrocitario adequado é aquele durante
estocagem apresenta menos de 1% de hemolise e que apds 24 horas da transfusdo mantenha,
pelo menos, 90% das hemaécias transfundidas viaveis na circulacio (HAMASAKI,
YAMAMOTO, 2000).

As lesdes de armazenamento eritrocitario incluem a redugdo da concentracdo de
ATP, reducdo de 2,3-DPG, reducédo da deformabilidade associada com perda de constituintes
de membrana e de hemoglobina, e 0 acimulo de reagentes biologicos ativos liberados por
heméacias e leucocitos (HESS; GREENWALT, 2002; HOGMAN et al., 2002;
GULLIKSSON; VAN DER MEER, 2009; ANTONELOU etal. , 2012).

Dentro da bolsa a hemécia se mantém viva, produzindo &cido latico a partir da
glicolise. A queda do pH causa maior atividade da enzima fosfatase-3, causando deplecéo do
2,3 DPG. Essa reducdo causa maior afinidade da hemoglobina ao oxigénio, podendo resultar
em menor oferta deste elemento aos tecidos logo apdés a transfusdo (HESS; GREENWALT,
2002; HOGMAN et al., 2002; ZUBAIR 2010). Entretanto, a queda de 2,3 DPG pode nao
afetar de forma importante o paciente receptor, pois este se regenera na circulacdo apds 24
horas, sem contar que o pH é regulado pelo organismo de forma constante (ZUBAIR, 2010).
Outro ponto a ser levantado € o fato da oferta de oxigénio depender mais da manutencdo da
viscosidade sanguinea e da densidade de capilares funcionais do que da capacidade de
transporte de oxigénio pelas hemécias (TSAI et al,. 2010). Contudo, essa falha transitéria na
capacidade de liberar oxigénio aos tecidos pode ser uma situacdo complexa em casos
particulares, como 0 que ocorre em pacientes com trauma cranio encefalico (TCE) (LEAL-
NOVAL et al., 2008). Essa observacdo de restricdo de sangue “velho” a pacientes com TCE
ja sinaliza a necessidade de avaliacdo da indicacdo de hemocomponentes com menor risco de
lesbes de armazenamentos para determinados casos, como no caso de pacientes com

insuficiéncia hepatica grave, onde ha contraindicagéo de transfusdo de hemécias com mais de
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15 dias de estocagem a fim de evitar desencadeamento ou piora de encefalopatia hepética
(HARRELL, 1997).

A membrana eritrocitaria também sofre alteracées em morfologia e funcdo. Trés
eventos diferentes afetardo a membrana (MURADOR; DEFFUNE, 2007; HESS, 2010;
ZUBAIR, 2010; ANTONELOU et al., 2012; LAND, 2013).

e Reducdo de ATP, com consequente reducdo da deformabilidade. Isso poderd culminar
com menor oferta de oxigénio a periferia, uma vez que as hemacias ndo conseguirao
passar pelos capilares mais delgados. A reducdo da deformabilidade também ocasiona

maior fragilidade eritrocitaria, cursando com hemdlise.

e Adesdo de moléculas de 1g-G na membrana eritrocitaria que ocorre pela propria
oxidacdo de proteinas estruturais ocasiona desestruturacdo lipidica. Essa adesao de 1g-G
causara acelerada remocdo de eritrocitos transfundidos, além de aumentar a fragilidade

da hemécia e hemblise.

e Formacdo de vesiculas e reorganizacdo do citoesqueleto formando espiculas (hemécia
com forma de equindcitos). As vesiculas ativardo o sistema fagocitico mononuclear

ocasionando remocao destas estruturas e perda de 20% da superficie eritrocitaria.

Esses efeitos eritrocitarios podem ocasionar alteracdes pulmonares, aumento de
leucdcitos do receptor e aumento da remocdo eritrocitaria, mesmo quando realizadas
transfusdes homadlogas, indicando que a resposta inflamatdria ocasionada pela transfusdo de
sangue “velho” independe do reconhecimento de antigenos eritrocitarios (WEISKOPF et al.,
2012; CALLAN et al., 2013). Estes dados indicam que a estocagem ocasiona efeitos

deletérios diretos ao receptor.

2.3 EFEITO DA REDUCAO DE LEUCOCITOS

O uso de filtros capazes de reduzir a quantidade de leucdcitos tem se tornado mais

frequente. O intuito principal é reduzir a ocorréncia de reacOes transfusionais, especialmente
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reacOes febris ndo hemoliticas, aloimunizacdo, modulagdo imune relacionada a transfusao e
transmisséo de doengas virais (HOGMAN, 1998; ZUBAIR, 2010).

Ademais, melhorando a qualidade do hemocomponentes eritrocitario, havera menos
resposta inflamatoria do paciente. Esses efeitos podem ser relacionados a reducdo da
producdo de mediadores inflamatdrios, manutencdo da membrana eritrocitaria mais estavel,
menor hemolise e menor resposta de hemocaterese das hemacias danificadas (HOGMAN,
1998; HESS et al., 2009; BLUMBERG et al., 2010; ANTONELOU et al. 2012).

Desta forma ha fortes indicios que a reducdo de leucdcitos no sangue total,
minimizando o tempo habil para producdo de mediadores inflamatorios, € benéfico para as

hemacias, e consequentemente para o receptor.
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3 JUSTIFICATIVA

Uma vez que ha evidencias que as solugdes preservativas e a remoc¢do de leucocitos
possam interferir na qualidade do hemocomponente, este estudo avaliou parametros de
qualidade de concentrado de hemaécias canino coletado com duas diferentes solucdes
preservativas, CPDA-1 e CPD/SAG-M, além de determinar se a leucorreducdo poderia

impactar no desenvolvimento de leses de armazenamento.
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HIPOTESES

As hipdteses formadas para a elaboracao da pesquisa foram:

Que as hemécias mantidas em estocagem com solugbes preservativas aditivas
(CPD/SAG-M) sofram menor efeito das lesdes de armazenamento quando comparadas as
estocadas com CPDA-1;

e Menor efeito das lesbes de armazenamento nos CH que sofreram o processo de

remocao de leucdcitos, independente das solucBes preservativas.
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5 OBJETIVO GERAL

Este estudo visou avaliar mudancas, durante a estocagem, do CH canino colhido com
CPDA-1 e CPD/SAG-M. Além do efeito do efeito preservativo da solucdo, se houve
mudancas ao se retirar os leucocitos destes hemocomponentes quanto a alteracdes

bioguimicas e hemogasométricas.

5.1  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Foram comparadas as diferencas, durante 6 semanas de estocagem de:

[0 Pardmetros bioquimicos: porcentagem de hemolise, pH, glicose, sodio e
potassio.

[0 Gases sanguineos mensurados por aparelho de hemogasometria: PCO2, PO2,
SO2.
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6 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Uso de Animais na
Pesquisa da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, protocolado sob o ndmero
2504/2011, em 15 de fevereiro de 2012.

6.1 DOADORES

Foram selecionados 19 cdes doadores de sangue recorrentes do Laboratério de
Hemoterapia do Departamento de Cirurgia da FMVZ-USP, da raga Boxer, com idade entre 2
e 8 anos, cujos exames fisicos e laboratoriais (hemograma, creatinina, ALT e FA) estivessem
dentro dos valores de normalidade, e cujos testes soroldgicos para deteccdo de Ehrlichia
canis, Dirofilaria immitis, Borrelia burgdorferi, Anaplasma phagocytophilum, Leishmania
sp,, Trypanossoma sp fossem negativas. Foram realizadas, ainda, pesquisas em esfregaco

sanguineo para piroplasmas.

Todos os cdes pertenciam ao mesmo canil comercial e de exposicdo, com as mesmas
condicdes de manejo ambiental, sanitario e alimentar. Entre cada colheita de sangue houve no
minimo 60 dias de intervalo, sendo que foram realizadas seis colheitas no periodo de dois

anos.

6.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram colhidas 42 bolsas de sangue total de doadores caninos recorrentes cujos

histéricos clinicos pudessem ser acompanhados durante estudo. De cada doador foram
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colhidos 375 (£ 50 mL) de sangue total acondicionados em bolsas de sangue de acordo com o
grupo sorteado.

Foram utilizadas quatro diferentes bolsas de colheita, sendo realizado o sorteio da
bolsa a ser utilizada no momento da colheita de sangue do doador. Os grupos foram formados

de acordo com a bolsa* a ser utilizada, e a presenca ou auséncia de filtro:

1 Grupo 1- bolsas contendo anticoagulante citrato com fosfato, dextrose e
adenina (CPDA-1);

0 Grupo 2- bolsa de CPDA-1, com filtro de remocéo de leucécitos;

0 Grupo 3- bolsa contendo anticoagulante citrato com fosfato, dextrose, com

solucdo fisioldgica extra de adenina, glicose e manitol (CPD/SAG-M);

[0 Grupo 4- bolsa CPD/SAG-M com filtro de remocéo de leucocitos.

Para o Grupo Il, uma vez que ndo ha comercialmente disponiveis bolsas de CPDA-1
com filtro de remocdo de leucdcitos, foram anexados filtros provenientes das bolsas do Grupo
4. Tal mudanca foi realizada por meio de conector estéril de tubos?, incluindo o filtro no
mesmo ponto do Grupo 4, isto é, entre a bolsa principal e as bolsas satélites, de forma a

realizar nos grupos 2 e 4 a filtragem do sangue total antes da primeira centrifugacéo.

As Dbolsas colhidas e selecionadas foram identificadas e imediatamente
acondicionadas em recipiente isotérmico e ao abrigo de sol e trepida¢des. Entre a colheita da
primeira bolsa e o término de processamento ndo foram excedidos mais de 8 horas da

primeira bolsa colhida.

As bolsas ap6s inspecdo visual eram homogeneizadas e dos grupos G2 e G4 foram
retirados pequenos volumes (2mL) de sangue total pré-filtragem a fim de realizar a contagem
de leucdcitos. O mesmo procedimento foi realizado ap0s filtragem para assegurar a reducao

de mais de 99,9% de leucécitos.

As bolsas dos grupos 1 e 3 foram mantidas em recipiente isotérmico enquanto as

bolsas dos grupos 2 e 4 passaram pelo processo de filtragem de leucdcitos (Figura 1).

'Bolsas plasticas triplas para coleta de sangue CPDA-1, CPD/SAG-M e CPD/SAG-M com filtro “in line” para
remocao de leucocitos, FreseniusHemocare, Itapecerica da Serra, Sdo Paulo-SP.

2 Aparelho conector de tubos PVC, TerumoSterileConnectingDevice, TSCD/TERUMO, Terumo Medical do
Brasil, S&o Paulo — SP.
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O sangue total homogeneizado ap6s filtrado foi mantido em na bolsa plastica
secundaria, sendo que o conjunto de bolsa e o filtro foram separados por meio de selagem
térmica. Apenas depois da realizacdo da filtragem das bolsas G2 e G4 que ocorreu 0 processo

de centrifugacéo de todos 0s quatro grupos simultaneamente.

Figural-  Desenho esquematico mostrando a organizagdo das bolsas conforme os grupos
G ]- G 1 Sangus total
CPOA-]
Sangue total
CPDW-1

Filtro de bewucdoitos

Sangue total
filtrado

Bolsas para
ncentr:
Co fe”tladu de processamento Bolias para
hemacias Ly CESEN 8 POCEssamEnto
{33 Gd‘ Langus total
(=2
Sangue total
CPD
Filtre de lewcdcites
Sangue tetal
filtrado
Bolsas para
Bolsa contendo processamanto Bolias para
SAG-M olasmatico i i ——

pHasmiat oo

Fonte: (MOROZ, 2015.)

Todas as bolsas foram processadas no mesmo periodo, de acordo com padronizagao
de producdo de hemocomponentes humanos com adaptacdo para cdes desenvolvido
anteriormente (GONCALVES, 2006; BRASIL, 2010). Nas bolsas de concentrado de
hemécias dos G3 e G4 foi retirado o plasma sobrenadante e adicionada a solucdo preservativa
extra composta de solugdo fisiologica, adenina, glicose e manitol (SAG-M), resultando em um

concentrado de hem@cias diluidos, conforme instrugdes do fabricante.

Apos téermino do processamento, as bolsas foram acondicionadas em geladeira sob
temperatura variando entre 4-6°C por 12 horas para coleta da primeira anélise (Semana zero).
Este cuidado foi incluido a fim de reduzir diferencas entre valores de lactato observados no

estudo piloto, onde as primeiras bolsas possuiam valor de lactato maior que as ultimas bolsas
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colhidas no dia. Ao atrasar 12 horas as primeiras analises, mantendo bolsas em refrigeracéo,
esta diferenca foi insignificante.

Apos a primeira anélise, foram retirados 10 mL de hemocomponentes de cada bolsa
a cada 7 dias até completar 6 semanas (42 dias).Ao final da sexta semana de analises todas as

bolsas foram enviadas para cultura de microrganismos aerébicos e anaerébicos®.

6.2.1 Critérios de excluséo

Antes do processamento das bolsas contendo sangue total, foi realizada analise visual
e pesagem individual. Foram descartadas quaisquer bolsas fora do padrdo que pudessem
interferir na qualidade do hemocomponentes estocado (padrdo: volume de sangue total
coletado: 375 + 50 mL, volume globular da bolsa de sangue total acima de 38%). Foram
consideradas também observacdes relatadas pelo responsavel da colheita. Desta forma foram

excluidas na abordagem inicial bolsas onde:
e A colheita ocorreu de forma aberta (duas punc¢des ou entrada de ar no sistema);

e O doador se agitou, necessitando de reposicionamento da agulha ou com interrupgéo
de fluxo, situagcdes que pudessem ocasionar formacdo de coagulos pequenos de

dificil visualizagdo;
e Apresentassem volume fora da média estabelecida:
e Fossem observados coagulos.

Tambeéem foram excluidas bolsas que tivessem entrada de ar no sistema durante
manipulagdo ou que apresentassem, durante as semanas de analise, hemolise excessiva, ndo
condizente com média do grupo a que pertenciam (hemdlise 30% acima da média semanal).
Este cuidado foi tomado pois a hemolise interfere com a mensuracdo bioquimica e de
eletrolitos, além de indicar problemas no manuseio, especialmente contaminacao bacteriana.

Todas as bolsas com hemdlise foram encaminhadas para cultura bacteriana.

% Sistema de cultivo e cultura antimicrobiano aerébico e anaerébico Hemobac.
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6.3 ALIQUOTAGEM DAS AMOSTRAS

Apobs 12 horas em refrigeracdo as bolsas foram retiradas duas a duas da geladeira,
delicadamente homogeneizadas por 5 minutos. A tubulagdo, que foi mantida o mais longa
possivel, era ordenhada em sentido retrogrado a fim de homogeinizar o sangue da tubulacdo
com o sangue da bolsa. Esse movimento era repetido 3 vezes. Em seguida a ponta mais
distante da bolsa era cortada, e cerca de 10 mL de sangue era desprezado a fim de lavar a
tubulacdo com o sangue de dentro da bolsa. Em seguida procedia-se com a separacao de 10 a
12 mL de hemocomponente, com selagem da tubulacdo na porcdo mais distante da bolsa.
Uma nova selagem era realizada 3 a5 cm mais proximo da bolsa, a fim de manter uma
pequena por¢do de sangue sem contato direto como ar dentro da tubulacéo a ser enviado para

hemogasometria. Todo o procedimento era realizado sem entrada de ar.

Ao completar a aliquotagem, as bolsas eram rapidamente repostas em refrigeracao,
ndo excedendo 10 minutos em temperatura ambiente. Estes procedimentos foram repetidos
semanalmente. A cada semana de andlises as bolsas eram embaralhadas, de forma que as
duplas retiradas para avaliacdo fossem sempre diferentes, ndo mantendo a mesma sequéncia

de manipulacéo.

Da amostragem de cerca de 10 mL, uma amostra de 0,5 mL era separado para
realizar a dosagem de hemoglobina total e volume globular. Os 9,5mL restantes foram
centrifugados * e o sobrenadante dividido em quatro partes: duas para realizacdo de analises
bioquimicas (uma teste e uma reserva) e duas para dosagem futura de citocinas (uma teste e

uma reserva).

As aliguotas para dosagem de citocinas e uma aliquota de bioquimicos foram
armazenadas em freezer de ultra baixa temperatura® (-80°C) até envio para analise em

laboratorio.

*Centriguga refrigerada, Eppendorff.
SUltraLLow Freezer, Sanyo



35

6.4 PARAMETROS ANALISADOS

Todos os parametros descritos foram realizados em todas as bolsas, e ao longo das seis

semanas de estocagem.

6.4.1  Contagem de leucdcitos

A determinacdo do nimero de leucdcitos foi realizada no sangue total antes e apds
filtracdo. A contagem foi realizada por meio de contagem manual (em duplicatas) em cdmara

de Neubauer utilizando liquido de Turkey e diluicdo 1:50.

6.4.2  Determinacdo do volume globular, dosagem de hemoglobina e célculo de da

taxa de hemolise (%)

A determinacdo do volume globular (VG) foi realizada pela técnica do micro

hematocrito, e realizado em duplicata.

A hemoglobina total e sobrenadante foram mensuradas atraves de
espectofotometria®, método colorimétrico (diluente cianeto de hemoglobina), conforme

orientagdes do fabricante’.

Para o calculo da taxa de hemolise utilizou-se formula, na qual era necessario o valor
do volume globular (VG) da bolsa, concentracdo de hemoglobina total do hemocomponente
homogeneizado e concentragcdo de hemoglobina do plasma Sowemimo-Coker (2002):

®Espectofotdmetro semi automético, marca Bioplus, modelo Bio 200-F, S&o Paulo-SP, Brasil.
’ Reagente para dosagem de hemoglobina, marca Labtest, Lagoa Santa- MG, Brasil.
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Porcentagem de Hemolise = (100 — Ht) x HbP
Hb

Onde: Ht= hematdcrito em %; Hb P= Concentracdo de hemoglobina plasmatica (em
g/dL); Hb= Concentracdo de hemoglobina total (g/dL).

6.4.3 Dosagem de glicose

A glicose foi mensurada do plasma sobrenadante por meio de reacdo colorimétrica

lida em espectofotdmetro, conforme recomendacdes do fabricante®.

6.4.4  Dosagem de sédio e potassio

As dosagens de sodio e potassio foram realizadas por meio de leitor seletivo de fons®.

6.4.5 Hemogasometria

Para a dosagem de gases™® foi utilizada uma aliquota de hemocomponente contido
dentro da tubulagdo. Uma das pontas era cortada no momento da passagem da amostra no
aparelho, colocando a ponta do aspirador proximo da ponta lacrada (Figura 2).

® Reagente para dosagem de glicose (Glicose Liquiform), marca Labtest, Lagoa Santa- MG, Brasil.
¥ APARELHO DO DOUGLAS
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Figura2 -  Fotografais ilustrando a manipulacdo da tubulacdo em sistema fechado para analise
hemogasométrica.

Fonte: (MOROZ, 2015).
A- Separacdo de porcédo distal da tubulacdo ap6s aliquotagem de hemocomponente para andlises bioquimicas e
de mediadores inflamatdrios. B- Posicionamento do aspirador de amostra na tubulag&o.

6.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada por meio de programa estatistico GraphPad Instat 3.
As amostras foram analisadas inicialmente quanto a distribuicdo normal pelo teste de
Kolmorov- Smirnoff (KS). As variaveis que passaram no teste KS foram analisadas por teste
ANOVA com post-teste de Tukey, caso fossem observados valores de p<0,05. As variaveis
que ndo passaram no teste KS foram analisadas pelo teste de Dunn como post-teste, se
P<0,05.

Os resultados foram expressos em forma de média e desvio padrdo, comparando-se
dentro de um mesmo grupo todas as semanas entre si com a finalidade de se apontar
exatamente 0 momento no qual as bolsas se tornaram inaptas para uso. Ja na comparacao
entre grupos, procedeu-se a comparagdo entre as mesmas semanas.

Analisador automatico de gases, ABL 5, Radiometer Copenhagen, Alemanha.
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7. RESULTADOS

Ao total foram colhidas 42 bolsas em um periodo de 18 meses. Destas, sete foram
descartadas inicialmente na andlise visual por conterem coagulos em seu interior. Das 34
bolsas selecionadas e analisadas 11 foram descartadas durante o estudo por apresentarem-se
fora dos padrdes estabelecidos para andlise, sendo trés bolsas nos grupos 1, 2 e 3, e duas
bolsas no grupo 4 (Figura 3). A distribuicdo de grupos, bem como motivos de descarte das
bolsas estdo descritos nos quadros 2 e 3.0s motivos de descarte estdo apresentados no quadro
2. Desta forma estdo apresentados apenas os parametros das 23 bolsas. O Unico dado que
apresentado com a analise das 35 bolsas € o referente a contagem de leucdcitos, uma vez que

as bolsas foram descartadas entre a terceira e quarta semana de anélise.
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Figura 3 - Organograma demonstrativo das etapas de selecdo das bolsas analisadas

42 bolsas colhidas

I _ ) 1

8 bolsas

descartadas do p?‘:::::::jis

estudo por~fator,e5 conforme os
de exclusado pre ,

" processamento ' quatro grupos
1

11 bolsas
descartadas do
estudo pos
processamento
(Quadro 1)

23 bolsas
analisadas

CPDA-1 CPD-SAG/M
12 bolsas 11 bolsas

1
| 1 | 1

CPDA-1 CPD-SAG/M

CPADA-1
G1
6 bolsas

leucorreduzido CPD'ggG/ M leucorrezido

G2 6 bolsas 54
X 6 bolsas - = 5 bolsas

Fonte: (MOROZ, 2015).
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Quadro 2 - Distribui¢8o dos doadores de acordo com grupos sorteados
DOADOR GRUPO
Caesar Gl/G2/G4
Charlie G2/G3/
Dara Gl

Dolly Gl

Happy G2/G3
Janis Gl

Lola G3

Misty G2

Olimpo G2/G3

Pam G3

Paty G2/ G4
Phanton Gl1/G2/G3
Queen Gl/G4
Raissa G3/G4
Sally G3

Sol Gl1/G3/G4
Taty G3/G4
Tracy G2

Xmen Gl

Fonte: (MOROZ, 2015).

Legenda: G= grupo.

Quadro 3- Distribuicdo das bolsas descartadas de acordo com grupo ao qual pertenceram, e motivos do

descarte
Grupo | Doador Observacdes
Descartada por hemdlise excessiva. (>30%).
Gl Janis Retirada do estudo por ir a 6bito apds complicaces obstétricas.
Gl Dara Descartada por hemolise excessiva (>30%)
Gl Dolly Descartada por hemolise excessiva (>30%)
G2 Charlie Descartada por hemolise excessiva (>30%)
G2 Olimpo Descartada por hemolise excessiva. (>30%)
Descartada por hemdlise excessiva (>30%).
Doadora retirada do estudo por apresentar arritmia cardiaca durante
G2 Paty coleta.
G3 Sally Descartada por hemdlise excessiva. (>30%)
G3 Happy Descartada por hemolise excessiva (>30%)
Descartada por hemdlise excessiva (>30%).
G3 Pam Retirada do estudo por apresentar arritmia cardiaca durante coleta
G4 Queen Descartada por hemdlise excessiva (>30%).
G4 Caesar Bolsa descartada por VG fora do padrao

Fonte: (MOROZ, 2015).

Legenda: G= grupo.




41

Todas as bolsas descartadas foram enviadas para analise bacteriana, sendo que néo

houve crescimento de nenhum agente, nem em meio aerobico, tdo pouco em anaerobiose.

7.1 CONTAGEM DE LEUCOCITOS

A contagem de leucdcitos no sangue total pré e pds filtragem de leucdcitos resultou
em reducdo de 99,91% no geral, sendo de 99,92% no grupo 2 e de 99,91% no grupo 4,
conforme ilustrado na Tabela 2. Nao houve diferenca significativa na contagem de leucocitos

entre 0s grupo 2 e grupo 4 pré e pos filtragem, com P=0.4529 e P=0.7717, respectivamente.

O tempo médio de filtragem foi de 25, aproximadamente minutos. Ndo houve
diferenca no grau de hemdlise entre os grupos filtrados e ndo filtrados na semana zero,
indicando que a passagem das hemacias pelo filtro ndo ocasionou fragilidade eritrocitéria
(apds 12 horas do téermino do processamento). Os valores de leucocito pré e pos filtragem

estdo descritos na tabela 1.
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Tabelal -  Numero de leucdcitos em sangue total canino pré e pés redugdo de leucécitos por meio de filtro

em linha

Animal Leucacitos pré Leucaocitos pos
Charlie G2 6300 0
Olimpo G2 11500 0
Paty G2 10300 25
Phanton G2 12200 0
Caesar G2 11250 0
Charlie G2 12350 25
Tracy G2 12200 0
Happy G2 13625 0
Misty G2 8350 25
Desvio padréo 2275,2 12,5
Média 10897,2 8,3
Queen G4 8500 0
Sol G4 12600 25
Raissa G4 11600 0
Raissa G4 12650 0
Paty G4 11500 0
Taty G4 12500 50
Caesar G4 12300 0
Desvio padréo 1471,6 19,6
Médias 11664,3 10,7

Fonte: (MOROZ, 2015).

7.2. ANALISE DE GASES SANGUINEOQS (PCO,, PO, E SO,) E PH

A seguir seguem os resultados obtidos do estudo hemogasométrico das 23 bolsas

selecionadas para o estudo. Os dados foram divididos entre PCO,, PO,, SO,, pH conforme as

semanas de estudo.
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7.2.1  Pressdo parcial de gas carbonico (PCO,)

Todos os valores referentes a PCO, de todos os grupos, em todas as semanas,
passaram no teste de normalidade. A variagdo de PCO, n&o respeitou uma tendéncia

homogénea, com aumentos nas primeiras semanas e queda nas semanas seguintes.

O grupo 1 apresentou variacdo apenas nas semanas 2 e 6 (P<0,05), quando
comparadas com a semana zero. O grupo 2 apresentou diferencas entre a semana zero e

semana 6 e entre semana 2 e 5, ambas com P<0,05.

O grupo 3 apresentou diferencas significativas entre a semana zero comparada com
a semana 2 (P<0,05) e semana 3 (P<0,01). Houve, ainda, diferenca entre a semana 1 e a 6
(P<0,05), semana 2 com 6 (P<0,01) e semanas 3 e 4 comparadas com a semana 6 (P<0,01) .O

grupo 4 ndo apresentou diferencas significativas entre as semanas.

Os dados estdo representados na tabela 2.
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Tabela2 -  Valores individuais, médias e desvio padrao da pressdo de gas carbonico (PCO2 mmHg) das 23
bolsas selecionadas para estudo

SEMANAS
PCO, Zero 1 2 3 4 5 6
G1 65 130 163 165 120 98 74
G1 53 62 64 57 60 30 17
G1 66 78 72 45 88 22 14
G1 70 79 75 55 40 21 13
G1 50 69 80 92 31 78 76
G1 61 77 83 77 142 62 59
Médias 60,8 82,5 89,5 81,8 80,2 51,8 42,2
Desvio padréo 7,8 24,2 36,6 44,1 44,5 32,4 30,7
G2 77 77 78 67 51 42 37
G2 80 80 133 133 54 53 92
G2 95 95 39 39 24 19 34
G2 50 50 102 102 39 33 51
G2 95 64 56 42 85 49 38
G2 81 59 66 53 70 34 26
Médias 79,7%  70,8" 79 72,7 53,8 38,3 46,3
Desvio padrdo 16,5 16,3 33,9 37,4 21,7 12,4 23,8
G3 56 49 63 67 58 54 41
G3 39 49 52 47 40 34 26
G3 40 48 58 58 51 39 21
G3 35 48 57 57 52 38 32
G3 40 48 57 56 63 53 58
G3 42 89 65 69 69 59 52
Médias 42t 55,20 5g 7t  pofad 55,5 46,2  38,3fcde
Desvio padrédo 7,2 16,6 4,7 8 10,2 10,4 14,6
G4 88 58 66 66 60 58 48
G4 50 62 71 67 64 55 51
G4 54 42 45 58 24 23 39
G4 28 35 39 64 40 40 37
G4 48 35 39 41 40 41 39
Médias 53,6 46,4 52 59,2 45,6 43,4 42,8
Desvio padrédo 21,7 12,8 15,4 10,8 16,4 14 6,3

Fonte: (MOROZ, 2015).
1 - Diferencas estatisticas dentro do mesmo grupo; letras mindsculas indicam os pares com diferengas significantes.

Ao analisar os dados durante as semanas, observou-se diferenga estatistica entre o
Grupo 2 quando comparado ao grupo 3 (P<0,01) e ao grupo 4 (P<0,05) na semana Zero. Na
semana 1 apenas o grupo 1 e 4 divergiram (P<0,05). Nas semanas 2, 3, 4, 5 e 6 ndo houve
diferenca entre os grupos. Os dados das médias estéo representados na Figura 4.
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Figura 4- Graficos de barras ilustrando a variagdo médias da PCO2 (mmHg) nos grupos (1, 2, 3 e 4) durante
as semanas de estocagem.
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Fonte: (MOROZ, 2015).
Legenda: * Difere estatisticamente da semana Zero. Legenda eixo x: 1 — G1; 2 - G2; 3 - G3; 4 — G4.

7.2.2  Pressao parcial de oxigénio (PO)

Os valores referentes a PO, dos grupos durante as semanas, passaram no teste de
normalidade KS, exceto os valores do grupo 1 na semana 4 e grupo 3 semanas zero e 1. Os
valores de PO, em todos 0s grupos apresentaram crescimento gradual, entretanto observa-se
um crescimento exacerbado nos grupos leucorreduzidos. Os dados estdo representados na
tabela 3.
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Tabela3 -  Valores individuais, médias e desvio padrdo da pressdo de oxigénio (mmHg) das 23 bolsas
selecionadas para estudo

SEMANAS |
PO, Zero 1 2 3 4 5 6
G1 35 67 70 56 43 41 43
G1 42 52 54 64 191 154 191
G1 35 39 42 48 39 97 183
G1 33 35 38 43 53 120 172
G1 34 40 41 41 59 38 36
G1 30 35 36 27 78 42 43
Média 34,81 44,7 46,8 46,5 77,28 82 111,3%
Desvio padréo 4 12,6 13 12,8 57,4 49,1 77,7
G2 109 109 158 251 314 279 261
G2 108 108 105 105 48 48 169
G2 113 113 190 190 157 159 242
G2 32 32 174 174 167 191 174
G2 70 43 72 120 173 137 199
G2 95 56 48 137 263 195 216
Média 87,8" 76,80 1245 162,8® 1879  168,2" 210,2%
Desvio padrdo 31,5 37,2 58,1 53,8 92,4 76,2 36,8
G3 78 44 39 39 39 42 60
G3 36 40 44 52 71 74 157
G3 38 40 42 45 49 78 96
G3 40 43 44 50 48 58 114
G3 32 38 40 44 43 39 51
G3 30 70 34 49 34 35 40
Média 42,3% 45,8 40,5 46,5 47,3 54,3 86,3"
Desvio padrédo 17,9 12 3,8 4,8 12,9 18,5 44,6
G4 75 140 253 275 302 263 251
G4 42 108 190 257 232 246 235
G4 35 108 110 237 139 129 224
G4 38 54 69 61 113 173 180
G4 82 54 77 157 113 195 178
Média 54,4% 92,8™  1398% 1974% 1798" 2012 2136™°
Desvio padrédo 22,3 37,7 79,3 88,6 84 54,5 33,

Fonte: (MOROZ, 2015).
Legenda: ¥ — Diferencas estatisticas dentro do mesmo grupo; letras minusculas indicam os pares com diferencas
significantes.

Ao analisar os dados entre as semanas, observou-se diferenca estatistica apenas do
Grupo 1 quando comparado ao Grupo 2 (P<0,05) na semana Zero. Na semana 1 ndo houve
diferencas entre os grupos. Na semana 2 inicia-se a diferenca entre a PO, nos grupos com

reducdo de leucocitos, com o grupo 1 divergindo de grupos 2 (P<0,05) e 4 (P<0,05) e o grupo
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3 divergindo do grupo 4 (P<0,05). Nao houve diferencas ao se analisar os grupos 1 e 3, téo
pouco entre 0s grupos 2 e 4.

A diferenga entre os grupos com leucocitos e leucorreduzidos se tornou ainda mais
marcante na semana 3, com o grupo 1 divergindo do grupo 2 (P<0,01), e o grupo 3 diferente
do grupo 4 (P<0,001). No grupo 1 e 4 as diferencas foram marcantes, com P<0,001, assim
como os grupos 2 e 3 (P<0,01). N&o houve diferenca entre os grupos 1 e 3, nem com 0s
grupos 2 e 4.

Na semana 4 essa diferenca se tornou menos proeminente, onde houve diferenca
apenas entre grupos 2 e 3 (P<0,05). Na semana 5 apenas entre grupo 1 e 4 (P<0,01), grupos 2
e 3 (P<0,01) e entre os grupos 3 e 4 (P<0,01). Na semana 6 a diferenca volta a ser bem
marcada, com grupo 1 diferente de grupo 2 (P<005), grupo 3 de grupo 4 (P<0,01), ndo
havendo diferencas entre grupos 1 e 3, nem entre grupo 2 e 4. Grupo 2 divergiu de grupo 3
(P<0,01). A figura 5 ilustra as diferencas entre os grupos durante as semanas de estocagem.

Figura5-  Gréficos de barras ilustrando a variagdo das médias da PO, (mmHg) nos grupos durante as
semansa de estocagem.
PO2 (mmHg)
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Fonte: (MOROZ, 2015).
Legenda eixo X: A—G1; B—-G2; C—G3; D - G4.
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7.2.3 Saturacao de oxigénio (SOy)

Os valores referentes a SO, que passaram no teste de normalidade foram dos
grupos 1 e 3 (todas as semanas), grupo 2 as semanas 1, 2 e 6; no grupo 4 as semanas zero, 1, 2
e 4. A saturacdo de oxigénio apresentou comportamento diferente entre 0s grupos

leucorreduzidos mais evidentes. Os dados estdo representados na tabela 4.
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Tabela 4- Valores individuais, de médias e desvio padrdo saturacdo de oxigénio (%) das 23 bolsas
selecionadas para estudo

SEMANAS

Zero 1 2 3 4 5 6
Gl 71 60 45 23 14 14 13
Gl 80 84 77 82 94 97 98
Gl 76 57 49 55 46 88 98
Gl 60 51 47 48 59 95 98
Gl 78 76 68 59 61 39 31
Gl 66 66 58 30 50 52 49
Média 71,8 65,7 57,3 49,5 54 64,2 64,5
Desvio padréo 7,7 12,4 12,9 21,3 25,9 34,3 38,4
G2 88 88 89 98 99 98 97
G2 86 86 82 82 89 89 94
G2 79 79 99 99 99 99 98
G2 85 85 96 96 99 99 95
G2 73 81 94 98 95 98 99
G2 85 90 79 98 99 99 99
Média 82,7 848 89,8 952 96,77  o7* 97
Desvio padréo 5,6 4,2 8 6,5 4,1 3,9 2,1
G3 82 79 58 48 43 40 67
G3 73 70 67 73 86 87 98
G3 78 71 63 60 60 86 97
G3 81 75 67 68 59 71 94
G3 74 74 72 74 67 55 70
G3 68 64 52 72 37 35 40
Média 76 72,7 63,2 65,8 58,7 62,3 77,7
Desvio padréo 5,3 51 7,2 10,1 17,5 22,5 23
G4 88 96 99 99 99 98 98
G4 85 90 97 99 98 98 98
G4 88 95 97 98 99 98 98
G4 86 92 94 97 97 99 99
G4 87 92 96 99 97 99 99
Média 86,8}ade 93 96,6 98’4}abcd 981abcd 98’4Iabcd 98’4{abcd
Desvio padréo 1,3 2,5 1,8 0,9 1 0,5 0,5

Fonte: (MOROZ, 2015).
Legenda: ¥ — Diferencas estatisticas dentro do mesmo grupo; letras minusculas indicam os pares com diferencas
significantes.

Ao analisar os dados nos grupos durante as semanas, ndo houve diferengas entre 0s
valores de SO, nos grupos 1 e 3 durante as semanas de estocagem. No grupo 2 houve
diferenca significativa apenas entre a semana zero comparadas com as semanas 4 e 5. No
grupo 4 houve diferenca significativa entre a semana zero quando comparadas entre semanas
3,4,5e6.
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Ao analisarmos as semanas entre 0s grupos observa-se uma diferenca discreta na
semana zero (p<0,035) entre grupo 1 e grupo 4, e entre grupo 3 e grupo 4. Nas semanas 1, 2 e
3as diferencas foram de P<0,001, P<0,001 e P<0,006, com diferencas entre grupo 1 € 2, grupo
3 e 4, além de diferenca entre grupo 1 e grupo 4. N&o houve diferenca entre 0s grupos nédo

filtrados e filtrados.

Nas semanas 4 e 5 mantiveram-se 0s mesmos padroes das semanas 1 a 3 (P<0,001 e
P<0,0012, respectivamente), mas com diferencas entre grupo 2 e 3 também.

Na semana 6, com o aumento de valores médios de SO, nos grupos néo filtrados, ndo
houve diferenca entre os grupos (P=0,0629). A figura 6 demostra os graficos das semanas,

indicando onde houve diferencas.

Figura 6- Graficos de barras ilustrando a variagdo médias da SO2 (%) nos grupos durante as semanas de
estocagem.
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Fonte: (MOROZ, 2015).
Legenda eixo x : A- G1; B-G2; C-G3; D - G4.
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724  pH

Os valores referentes ao pH dos grupos 1 passaram no teste de normalidade em
todas as semanas. Os valores do grupo 2 passaram no teste de normalidade, exceto as semanas
zero e 5. Nos grupos 3e 4 as unicas semanas que nao passaram no teste foram as semanas 2 e

semanas 5, respectivamente.

Ao analisar os dados de pH, todos os grupos tiveram queda de pH significativa
durante as semanas de estocagem. O grupo 1 apresentou queda significativa da semana zero
com todas as seguintes, sendo que a semana 1 também diferiu das demais. A semana 2 diferiu

das semanas 4, 5 e 6. A partir da segunda semana a variacao de pH néo foi significativa.

Os grupos 2 e 4 tiveram 0 mesmo padrdo de queda de pH, onde ndo houve redugéo
semanal significativa, havendo diferenca apenas entre a semana zero comparada com semana

5 e 6, e comparando a semana 1 com a semana 6.

O grupo 3 também ndo apresentou queda significativa semana a semana,
apresentando diferencas quando comparada a semana zero com as semanas 4, 5 e 6, bem

como a semana 1 com as semanas 5 e 6, e a semana 2 comparada com a semana 6.

Os valores de pH estéo descritos na tabela 5.
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Tabela 5- Valores individuais, média e desvio padrdo da saturacdo de oxigénio (%) das 23 bolsas
selecionadas para estudo

SEMANAS
pH Zero 1 2 3 4 5 6
G1 6,87 6,67 6,43 6,34 6,36 6,37 6,43
G1 6,83 6,69 6,5 6,4 6,22 6,2 6,16
G1 6,96 6,53 6,36 6,28 6,41 6,05 6,01
G1 6,75 6,58 6,43 6,32 6,23 6,16 6,1
G1 6,99 6,8 6,65 6,52 6,12 6,34 6,26
G1 6,92 6,77 6,55 6,56 6,37 6,4 6,32
Médias 6,9% 67X 6,5" 6,4% 6,3 g2lt 2%
Desvio padrédo 0,09 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
G2 6,82 6,65 6,27 6,4 6,29 6,19 6,12
G2 6,82 6,65 6,56 6,56 6,65 6,6 6,42
G2 6,9 6,38 6,62 6,62 6,59 6,53 6,34
G2 6,8 6,88 6,54 6,54 6,64 6,5 6,43
G2 6,93 6,82 6,71 6,69 6,49 6,51 6,47
G2 6,81 6,82 6,69 6,64 6,5 6,57 6,58
Médias 6,8 6,7 6,6 6,6 6,5 6,5 6,410
Desvio padrédo 0,05 0,2 0,2 0,1 0,1 0,15 0,15
G3 6,84 6,75 6,53 6,41 6,34 6,23 6,19
G3 6,84 6,67 6,54 6,45 6,39 6,34 6,31
G3 6,87 6,69 6,53 6,42 6,33 6,27 6,25
G3 6,89 6,7 6,54 6,42 6,34 6,28 6,22
G3 6,97 6,81 6,72 6,65 6,56 6,51 6,43
G3 6,95 6,66 6,51 6,51 6,41 6,35 6,28
Médias 6,9" 6,7 6,6 6,5 6,4 633 g 3Mbe
Desvio padrdo 0,05 0,06 0,08 0,09 0,09 0,1 0,08
G4 6,87 6,77 6,62 6,51 6,41 6,32 6,27
G4 6,84 6,73 6,59 6,52 6,43 6,38 6,33
G4 6,89 6,78 6,64 6,51 6,61 6,57 6,41
G4 7,03 6,9 6,76 6,61 6,63 6,58 6,5
G4 6,92 6,93 6,79 6,72 6,63 6,57 6,52
Médias 6,0 6,8™ 6,7 6,6 6,5 6,51 6,4'®
Desvio padrédo 0,07 0,09 0,09 0,09 0,1 0,1 0,1

Fonte: (MOROZ, 2015).
Legenda: T — Diferencas estatisticas dentro do mesmo grupo; letras minudsculas indicam os pares com diferengas
significantes. X = diferenca entre todas as semanas.

Ao analisarmos as semanas entre oS grupos observou-se que ndo houve diferenca

entre 0s grupos nas semanas zero, 1, 2 e 6.

Houve diferenca entre grupos na semana 3, entre grupos 1 e 2 (P<0,05). Na semana 4

a diferenca entre grupo 1 e 2 se tornou mais marcante (P<0,01), além de diferir de grupo 4
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também (P<0,01). Na semana 5 essas diferencas se mantiveram, mas com menos intensidade
(ambos com P<0,05). Na semana 6, como ja dito, as diferencas ndo foram significativas. A

figura 7 ilustra as diferencas semanais entre 0s grupos.

Figura 7- Gréficos de barras ilustrando a variagdo médias da pH nos grupos durante as semansa de
estocagem.
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Fonte: (MOROZ, 2015).
Legenda eixo x: A—G1; B—G2; C—G3; D - G4.

7.3 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Abaixo seguem os resultados obtidos do estudo bioquimico das 23 bolsas

selecionadas, com avaliacdo da: porcentagem de hemdlise, glicose, sodio e potéssio.
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7.3.1  Porcentagem de hemdlise

Os valores de hemdlise dos grupos 1, 3 e 4 passaram no teste de normalidade. No
grupo 2 apenas a semana 4 nao passou no teste. Houve aumento de hemdlise em todos os
grupos, mas ndo houve diferencas entre os grupos 1 e 4 e grupos 2 e 4 (leucorreduzidos),
apesar de ocorrer uma tendéncia na porcentagem de hemdlise ser menor no grupo

leucorreduzido.

O aumento da hemolise observado no grupo 1 foi estatisticamente diferente da
semana zero apenas nas semanas 5 e 6, com P<0,05 e 0,001, respectivamente. Houve
diferencas ainda nas semanas 1 e 4 quando comparadas com a semana 6, sendo P<0,05. No
grupo 2 houve diferenca da semana zero com as semanas 5 e 6, com P<0,05 e P<0,001. O
mesmo ocorreu com a semana 1. A semana 2 diferiu da semana 6 (P<0,01), e a semana 3
diferiu das semanas 5 e 6 (P<0,05 e P<0,001). N&o houve diferencas entre as semanas 4, 5 e
6.

No grupo 3 a hemdlise foi diferente apenas na semana 6, comparado com todas as
outras semanas anteriores. No grupo 4 as semanas zero e 1 diferiram das semanas 5 e 6,
sempre com P<0,001. A semana 2 diferiu das semanas 5 e 6 com P<0,01 e P<0,001. A
semana 3 diferiu das semanas 5 e 6, ambos com P<0,001; a semana 4 diferiu apenas da
semana 6 (P<0,001), e ndo houve diferenca entre semanas 5 e 6.0s valores de hemolise (%)

estdo descritos na tabela 6.
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Tabela 6 - Valores de porcentagem de hemolise das 23 bolsas selecionadas para estudo, divididos por
grupo e por semanas de analise.

SEMANAS
Zero 1 2 3 4 5 6
G1 0216 0,721 0,923 0,673 0,776 1,225 1,087
G1 0,129 0,129 0346 0,159 0,304 0,543 0,775
G1 0273 0,128 0,308 0419 0364 1665 1,964
G1 0,304 0,78 0568 0,950 1,053 1,456 1,970
G1 038 0622 0505 0,831 0,726 0456 0,940
G1 0,542 0,404 0,292 0,707 0,476 0,455 0,799
Média 0,31  046™ 049 0624 o062 097" 12600
Desvio padrdo 0,14 0,29 0,24 0,29 0,29 0,55 0,56
G2 0363 0,363 0,366 0,330 1,417 1,000 1,857
G2 0423 0410 0455 0457 0513 0,594 0,704
G2 0,144 0,144 0,304 0,265 0485 0,705 1,087
G2 033 0601 0642 0,338 0,408 0,651 0,539
G2 0033 0,120 0542 0,143 0429 0681 0,856
G2 0,298 0214 0222 0334 1,013 1,129 1,037
Média 027" 0,31 042 0,311 0,71 0,8fabd 1 o1fabed
Desvio padréo 0,15 0,18 0,16 0,1 0,41 0,22 0,46
G3 0,121 0,103 0,343 0,108 0,464 1228 2,502
G3 0284 0200 0,382 0585 0585 0463 0,964
G3 0,258 0277 0582 0680 0,629 0,767 2,298
G3 0352 0275 0521 0,707 0857 0655 1,638
G3 0,668 0,329 0,768 0,863 0,736 0,435 1,347
G3 0555 0567 0,750 0,834 0867 0878 1,784
Média 0,37% 0,20 o056 0,639 0,69° 0,74 1 7habedef
Desvio padréo 0,2 0,16 0,18 0,27 0,16 0,29 0,58
G4 0,202 0202 0263 0,289 0,857 0,825 1,702
G4 0380 0501 05510 0,347 1,020 1651 2,883
G4 0,243 0,331 0456 0,193 1,267 1,292 2,459
G4 0,129 0,105 0,350 0,185 0,326 1546 1,199
G4 0,119 0,087 0428 0,343 0,360 1,326 1,030
Média 0,21% 0,2" 0,4% 0,27%¢  0,77%¢  1,33fbed 1 glabede

Desvio padréo 0,11 0,17 0,1 0,08 0,41 0,32 0,8

Fonte: (MOROZ, 2015).
Legenda: T — Diferencas estatisticas dentro do mesmo grupo; letras minasculas indicam os pares com diferencas
significantes.

Ao analisarmos as semanas entre os grupos observou-se que ndo houve diferenca
entre 0s grupos em nenhuma semana. A figura 8 ilustra os valores de hemolise entre as

semanas.
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Figura8 -  Graficos de barras ilustrando a variacdo de hemdlise (%) nos grupos durante as semansa de
estocagem.
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Fonte: (MOROZ, 2015).
Legenda eixo x: A—G1; B—G2; C—G3; D—-G4.
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7.3.2  Concentracédo de sddio e potassio

Todos os valores de potassio dos grupos 1, 2 e 4 passaram no teste de normalidade
KS. No grupo 3 apenas a semana 5 ndo passou no teste. Houve aumento progressivo do
potassio em todos os grupos. N&o foi possivel comprar os grupos 1 e 2 com grupos 3 e 4, pois
h& diferencas na concentragcdo de potéssio das solucgdes, 0 que ocasionou menor concentragdo
entre os grupos dom CPDA-1 e grupos CPD/SAG-M

Ao se avaliar o efeito da remocdo dos leucdcitos, houve diferencas significativas
entre os grupos leucorreduzidos (2 e 4) quando comparadas aos grupos simples (1 e 3), a

partir da semana 5.
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Ao avaliar os grupos com CPDA-1, observou-se que 0 aumento de potassio no grupo
1 foi significativo em todas as semanas, com p<0,01 entre zero e semana 1 e P<0,001 nas
outras semanas. Nao houve diferenca entre semana 1 com 2, semanas 2 com 3, semanas 3
com 4 e semanas 5 com 6. No grupo 2 houve diferenca entre semana zero com todas as outras
semanas, com P<0,001. Nas semanas seguintes ndo houve diferengas entre semana 1 com 2,

semanas 2 com 3, semanas 3 com 4, semanas 4 com 5, tdo pouco entre semanas 5 e 6.

Nos grupos com CPD/SAG-M observou-se no grupo 3 0 mesmo padréo, com semana
zero diferindo de todas as outras semanas, com P<0,001. N&o houve diferenca entre semana 1
com 2, semanas 2 com 3, semanas 3 com 4, semana 4 com 5 e semanas 5 com 6. No grupo 4
houve diferenca entre semana zero com todas as semanas seguintes, com P<0,001. Houve
diferenca, ainda, entre semana 1 comparada com 2. Nao houve diferenca entre semanas 2 com

3, semanas 3 com 4, semanas 4 com 5 e semanas 5 com 6.

Os valores de potassio (umol/L) estdo descritos na tabela 7.
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Tabela 7 - Valores individuais, médias e desvio padrdo da concentracdo de potassio (umol/L) das 23

bolsas selecionadas para estudo

SEMANAS

Potassio Zero 1 2 3 4 5 6
Gl 3,1 4,8 54 59 7,2 8,5 9
Gl 3,1 53 6,1 7 7,5 7,5 8,1
Gl 3,3 5,6 6 7,2 8,3 11,2 12
Gl 3,3 54 59 59 6,9 9,4 9,6
Gl 3 4,5 4.6 48 55 7,4 7,4
Gl 2,8 2,8 4,6 4,6 55 6,9 7,2
Médla 3,1Ia 417Iab 5’4Iac 5,9}ad 6’813bce 8’5{abcde 8’9{abcde
Desvio padrédo 0,2 1 0,7 1,1 1,1 1,6 1,8
G2 2,5 4,1 6 6,1 6,4 6,5 6
G2 4,1 6 6,6 5,8 59 6 6,6
G2 3,5 53 58 58 5,6 6,2 6,2
G2 4,1 55 53 57 6,5 7,1 5,8
G2 4,2 5,6 6,3 6,4 6,9 6,3 6,1
G2 3,3 4,2 59 6,9 6,9 6,9 7,2
Médla 3,6}21 5121ab 6}a 6,1}ab 6,4{ab 6’51ab 6,3}ab
Desvio padrédo 0,7 0,8 0, 0,5 0,5 0,4 0,5
G3 1,5 3 3,8 4,3 4,2 4.4 4,8
G3 15 2,6 3,1 42 3,9 4,6 4,6
G3 1,7 2,7 3,3 3,7 4,3 49 51
G3 1,6 3,3 3,8 3,6 3,6 6 5,6
G3 19 3,2 3,5 3,8 4 47 5
G3 1,8 3,1 3,5 4 4,3 49 42
Médla 1’7ia 2,983iab 315iac 3’9iabd 4iabe 4’9iabcde 4’8iabcde
Desvio padrédo 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,6 0,7
G4 1,6 2,4 2,800 3,800 4,3 3,7 4,3
G4 19 2,6 3,100 3,500 3,9 3,4 3,7
G4 1,9 2,4 3,4 3,5 3,4 3,3 3,3
G4 1,3 2,6 3,3 3,6 3,5 3,5 3,8
G4 1,2 2,3 2,9 3,2 3,1 3,1 3,5
Média 1,6}21 2151ab 3’1}abc 3’5}ab 3’61abc 3’4Iab 3’7{abc
Desvio padrédo 0,3 0,1 0,2 0,2 0,5 0,2 0,4

Fonte: (MOROZ, 2015).
Legenda: T — Diferengas estatisticas dentro do mesmo grupo; letras mindsculas indicam os pares com diferencas

significantes.

Ao se analisar os grupos semana a semana ndo houve diferenga entre os grupos 1 e 2
e grupos 3 e 4 nas semanas zero, 1, 2, 3 e 4. Houve diferenga quanto ao tipo de
anticoagulante, com os grupos 1 e 2 diferindo dos grupos 3 e 4 (P<0,001), sendo que 0s

grupos com CPDA-1 tiveram valores de potassio significativamente mais altos.
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Na semana 5 esse mesmo padrdo se manteve, entretanto com grupo 1 diferindo de
grupo 3 com menor significancia (P<0,05), e grupo 1 diferindo de grupo 4 com extrema
significancia (P<0,001).

Na semana 6 houve diferenca entre grupo 1 e 2 (P<0,01), mas nao entre grupo 3 e 4.

As diferencas entre grupos 1 e 3, assim como 0s grupos 2 e 4 se mantiveram altas (P<0,001).

A analise semanal dos grupos esta representada na figura 9.

Figura9 -  Graficos de barras ilustrando a variacdo da concentracdo de potassio (umol/L) nos grupos durante
as semansa de estocagem.
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Fonte: (MOROZ, 2015).
Legenda: Letras iguais indicam os grupos que diferiram de acordo com anticoagulante. Legenda eixo x: A — G1;
B-G2;C-G3;D-G4.
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Todos s valores de sddio dos grupos 1 e 4 passaram no teste ne normalidade. No
grupo 2 apenas a semana 3 ndo passou no teste. No grupo 3 as semanas 4 e 6 ndo passaram no

teste. Ndo houve diferencas entre 0s grupos quanto a concentracdo de sodio.

Ao avaliar os grupos com CPDA-1, observou-se que o aumento de sodio no grupo 1
foi significativo comparando semana zero com semanas 2 a 6. Ndo houve diferencas entre
semana zero e 1, semanas 1 e 2, semanas 2 e 3, semanas 3 e 4 e semanas 5 e 6. Houve
diferencas entre semana 4 quando comparada a 5 (P<0,01). No grupo 2 ndo houve diferenca

entre nenhuma semana.

Nos grupos com CPD/SAG-M observou-se que no grupo 3 houve diferencas entre a
semana zero e a semana 5 (P<0,05). Houve ainda diferencas entre semana 1 comparada com
semanas 5 e 6 (P<0,01 e P<0,05, respectivamente). No grupo 4 houve diferenca entre a
semana zero comparada com semanas 4 (P<0,01), 5 (P<0,001) e 6 (P<0,001). Houve, ainda,

diferenca entre semana 1 com semanas 4, 5 e 6, semana 2 com 5 e semana 3 com 5.

Os valores de sodio (umol/L) estdo descritos na tabela 8.
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Tabela8 -  Valores individuais, médias e desvio padrdo da concentragcdo de sodio (umol/L) das 23 bolsas
selecionadas para estudo

SEMANA

Saodio Zero 1 2 3 4 5 6
Gl 139 139 148 151 153 172 173
Gl 140 145 151 156 155 158 163
Gl 135 141 147 159 163 182 187
Gl 137 141 147 155 158 171 177
Gl 135 139 150 142 152 176 170
Gl 137 138 144 144 149 172 170

137,2 140,5 147,8 151,2 155 171,8 173,3
M é d | a fa b fac tabd tbae fabcde Tabcde
Desvio padrédo 2,04 2,51 2,48 6,85 4,94 7,91 8,12
G2 135 138 150 144 150 154 154
G2 162 150 160 148 150 155 156
G2 136 146 145 144 146 153 151
G2 162 151 152 16 154 161 159
G2 158 143 148 148 148 150 154
G2 140 158 146 148 149 150 154
Média 148,8 147,7 150,2 148 149,5 153,8 154,7
Desvio padrdo 13,15 6,95 5,46 4,38 2,66 4,07 2,66
G3 136 132 140 140 146 148 150
G3 139 136 144 151 147 164 162
G3 136 134 142 151 148 161 162
G3 139 143 142 144 158 163 163
G3 139 138 139 141 144 159 168
G3 141 140 143 143 148 163 163

138,33 137,17 141,67 145 148,5 159,67 161,33
MEdIa fa b fab b
Desvio padrédo 1,97 4 1,86 4,86 4,89 5,99 5,95
G4 133 135 140 142 146 148 145
G4 136 137 145 142 153 153 148
G4 136 139 139 144 140 148 145
G4 142 140 141 140 145 147 147
G4 141 141 140 143 143 145 147

137,6 138,4 141,0 142,2 145,4 148,2 146,4
M é d | a ta b fc 1d tab fabcd tab

Desvio padréo 3,78 2,41 2,35 1,48 4,83 2,95 1,34

Fonte: (MOROZ, 2015).
Legenda: T — Diferengas estatisticas dentro do mesmo grupo; letras minGsculas indicam os pares com diferengas
significantes.

Ao se analisar os grupos semana a semana, houve diferenca apenas entre os grupo 1
e 2 na semana zero, com P<0,05.Nas semanas 1, 2, 3 e 4 ndo houve diferengas entre estes

grupos.
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Nas semanas 5 e 6 houve diferenca entre os grupos G1 e G2, e também entre G3 e
G4, com P<0,001 e P<0,05, respectivamente. Na semana 6 a diferenga aumentou mais um
pouco entre os grupos com e sem leucécitos, com P<0,001 entre G1 e G2, e P<0,01 entre G3

e G4, como ilustra a figura 10.

Figura 10 -  Gréficos de barras ilustrando a varia¢do da concentragdo de sédio (umol/L) nos grupos durante as
semanas de estocagem.
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Legenda: Letras iguais indicam os grupos que diferiram de acordo com anticoagulante. Legenda eixo x: A — G1;
Fonte: (MOROZ, 2015).

B-G2;C-G3;D—-G4.

7.3.3 Glicose

Os valores de glicose de todos os grupos passaram no teste de normalidade. Ao se
analisar o comportamento da glicose por grupo, observou-se queda de glicose nos Grupos 1 e
2 a partir da semana 4, mantendo essa reducdo em um patamar estavel nas semanas 5 e 6
(todos com P<0,05). No Grupo 3 houve um comportamento flutuante, com queda de glicose
na semana 3 (P<0,01) e semana 4 (P<0,05), aumento nas semanas 5 e 6, sem diferenca
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significativa. No Grupo 4 a variacdo se manteve, com semana zero diferindo apenas de
semana 6, e semana 2 com semana 6. A tabela 9 ilustra os valores e 0 comportamento da

variacdo da glicose entre os grupos durante as semanas.

Tabela9 -  Valores individuais, médias e desvio padrdo da concentragdo de glicose (mg/dL) das 23 bolsas
selecionadas para estudo

SEMANAS
Zero 1 2 3 4 5 6

Gl 492  470,6 4723 4723 4702 4576 4524
G1 494 4492 4913 4689 4382 4018 319
Gl 492 5134 5221 5247 2818 4725 = 4566
G1 4938  519,7 5258 5333 524,7 5075 4904
G1 502,6 5179 5166  506,6 4819  391,3  329,1
G1 500,8 509,8 522,1 5275 517,1 4952 4682
Média 49587% 496,77 508,37 50555 452,32" 454,32% 419,28"
Desvio padréo 463 2955 21,64 28525 8934 48,105 75,01
G2 512 4938 473,77 4234 4197 3334 356,22
G2 472 4416 486,10  391,3 2835  466,7 3716
G2 480  456,1  512,8 4653 4327 4741 4607
G2 490 4772 5136 4644 4429 3088  450,8
G2 488,9  466,4 4674 4705 4516 444 4264
G2 4952 4531 4905 4646 4282 420 4225
Média 489,68"  464,7 490,68 446,58 409,77%* 407,83"  414,7%
Desvio padréo 13,68 18,7 19,32 32,12 62,86 70,23 42,18
G3 4906 4554 4836 4728 4624 4566 4764
G3 4938 5089 5184 5314 531,3 5304 5339
G3 499  509,8 5202 5332 5285 5209 5186
G3 497,2  509,8 5184 5342 5237 5171 516
G3 4981  507,1 5138 5228 5152 5046 5084
G3 498,1  510,7 5184 5314 5247 5171 5159
Média 496,13 500,28 512,13 520,97"¢ 514,3" 507,78 511,53
Desvio padréo 3,26 22,02 14,14 23,94 26,01 26,41 19,15
G4 520 4912  472,3 3881 4149 410 4129
G4 490 4784 467 4202 4136 4729 4126
G4 470 4544 518  397,3 4616 428 406
G4 488,9  450,7  483,7 4728 4716 4724 450
G4 489 4554 4853 530 474 466 404
Média 491,58" 466,02 48526 441,68 447,14 449,86 417,17

Desvio padréo 17,96 17,82 19,85 59,31 30,39 29,01 18,81

Fonte: (MOROZ, 2015).
Legenda: T — Diferengas estatisticas dentro do mesmo grupo; letras mindsculas indicam os pares com diferencas

significantes.
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Ao analisar os grupos semana a semana, ndo houve diferenca estatistica entre 0s
grupos nas semanas zero, 1 e 2. Houve diferenca entre G1 e G2 (P<0,05) e entre G3 e G4.
Nas semanas 4 e 5 ndo houve diferenca entre os grupos com mesmo anticoagulante, ficando a
diferenca restrita a este item. Na semana 6 houve diferenca entre grupo G3 e G4, com P<0,01.

A figura 11 ilustra as variagcOes semanais entre 0S grupos.

Figura 11 - Gréficos de barras ilustrando a variacdo da concentracdo de glicose (mg/dL) nos
grupos durante as semanas de estocagem.
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Fonte: (MOROZ, 2015).

Legenda: Letras iguais indicam os grupos que diferiram de acordo com anticoagulante. Legenda eixo x: A — G1;
B-G2;C-G3;D-G4.
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8 DISCUSSAO

Em meio aos dados observados no presente estudo, a presenca de hemolise excessiva
em 11 das 34 bolsas, ocasionando necessidade de descarte, pode ser resultado de
contaminacdo bacteriana durante a manipulacdo, ou mesmo em decorréncia de bacteremia
assintomatica do doador (HILLYER et al., 2003). Aventando a hipdtese de contaminagéo
bacteriana como principal causa de hemolise, podem-se supor trés ocorréncias: primeiro que a
contaminacdo tenha ocorrido por bactérias do género Streptococcus sp; segundo que a
quantidade de bactérias no concentrado de hemacias ndo tenha alcangado nimero suficiente

para formacédo de col6nias; e terceiro seria a unido dos dois fatos anteriores.

Dentre as principais bactérias imputadas na contaminacdo de hemocomponentes
humanos, podem-se citar (HILLYER et al, 2003; US FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2011): Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Staphylococcus
epidemidis, Morganella morgani, Streptococcus viridans, Streptocuccus pneumoniae,
Staphylococcus warneri, Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica, Pseudomonas
fluorescens e Serratia marcescens. Destas bactérias, as trés ultimas conseguem se multiplicar

em baixas temperaturas.

A possibilidade de contaminacdo por bactérias do género Streptococcus pode
ocasionar destruicdo eritrocitaria pela producdo de hemolisinas, mesmo que em quantidade
bacteriana abaixo do limite de deteccdo do meio de cultivo (SOWEMIMO-COKER, 2002).
Os principais microrganismos cutaneos residentes no cao sdo o Micrococcus sp, estreptococos
A hemolitico, estafilococos coagulase negativo e Acinetobacter sp (CONCEICAO et al.,
1998). Tais contaminantes provavelmente vieram da coleta, sendo que ndo ha relatos de
estudos sistematicos que apontem a frequencia de contamina¢do de hemocomponetes em

bancos de sangue canino.

O risco de contaminacgdo bacteriana € bem descrito em humanos, especialmente com
concentrado de plaquetas, com uma frequéncia de uma plaqueta contaminada para cada 2000-
3000 produzidas. A contaminacdo dos hemocompoentes por bactérias é a segunda maior
causa de morte por reacgdes transfusionais nos Estados Unidos, com uma taxa de mortalidade
estimada de 1 paciente a cada 20000-85000 transfusbes (HILLYER et al., 2003). Métodos
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mais acurados de diagndéstico de contaminacdo em hemocomponetes permitiu uma deteccdo
precoce, especialmente ao se utilizar métodos diagndsticos baseados em biologia molecular.
A pesquisa de DNA ou RNA bacteriano por meio de PCR (polymerase chain reaction) é
utilizada em humanos e em alguns centros de hemoterapia veterinaria avancados evitando o
risco de transfusdo de hemocomponetes contaminados, entretando hé& acrescimo no valor de
custos de producéo (DREIER et al., 2007; PATTERSON et al., 2011).

Outras possibilidades de hemolise sem contamina¢do bacteriana seriam por
estocagem inadequada e refrigeracdo excessiva, mas essa hipdtese é pouco provavel, pois as
bolsas hemolisadas ocorreram em todos os grupos de estudo, e em momentos de colheitas
diferentes. Além disso, todas as bolsas analisadas por fase de colheita eram armazenadas nas
mesmas condicBes, com controle de temperatura periddico. Se ocorresse frio extremo (abaixo

de 1°C) ou mesmo congelamento, todas as bolsas do lote de analises seriam descartadas.

Defeitos hereditarios eritrocitarios podem ocasionar fragilidade das hemécias e
anemias hemoliticas, entretanto esta hipotese é improvavel, pois os doadores que tiveram as
bolsas descartadas por hemolise doaram em diferentes grupos do projeto, e eram doadores
recorrentes, sendo os descartes eventos Unicos em seu historico interno (OWEN; HARVEY,
2012).

Outra possibilidade de hemolise ndo bacteriana seria por manipulacdo inadequada do
CH. No que tange a traumas mecénicos, ndo houve nenhuma forma de manipulagio
diferenciada das bolsas. A manipulacdo inadequada estaria relacionada a possivel
contaminacdo bacteriana, pois, apesar de respeitar procedimentos de reducdo de riscos de

contaminagdo, o manuseio das bolsas n&o foi realizado em capela.

Portanto, a principal suspeita recai sobre a contaminacdo bacteriana, apesar desta néo
ter sido confirmada nas culturas realizadas. A utilizacdo de técnicas mais apuradas de

deteccdo bacteriana, como os testes moleculares (PCR), poderia sanar estas davidas.

As alteracbes morfoldgicas e bioquimicas que podem ser observadas durante a
estocagem dos hemocomponentes eritrocitarios sdo chamadas de lesbes de armazenamento.
Ocorrem por consumo dos nutrientes presentes na solucdo preservativa, alteracbes na
conformacdo da membrana eritrocitaria e acimulo de residuos (HESS; GREENWALT, 2002;
HESS, 2006; COSTA JUNIOR et al., 2008; PIETERSZ, 2011). Essas lesbes reduzem a

capacidade de transporte de oxigénio para os tecidos por diminuir a capacidade de
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deformacdo da membrana e pelo aumento da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio por
reducdo do 2,3-DPG (HESS; GREENWALT, 2002; ZUBAIR, 2010; KISIELEWICZ; SELF,
2014). Ocorre ainda menor porcentagem de hemacias viaveis pos-transfusdo por fagocitose
acelerada no receptor e lise precoce (RUBIN et al., 2008). Parte das lesdes (como a reducao
de ATP e 2,3 DPG) sdo reversiveis, no entanto as alteracfes de membrana ndo. Isso quer dizer
que a afinidade pelo oxigénio poderd ser reestabelecida, mas as microvesiculas e projectes
que se formaram serdo retiradas depois da transfusdo por acdo do sistema monocitico
fagocitario. Essa retirada parcial de fragmentos de membrana cursard com mudancas
irreversiveis com fragilidade eritrocitaria (e tendéncias a hemolise), além de ocasionar
fagocitose eritrocitaria (HOGMAN, 1998; RUBIN et al., 2008; HESS, 2010; ANTONELOU
etal., 2012).

Formas indiretas de avaliar a manutencdo da membrana eritrocitaria incluem a
determinacdo da concentracdo de potassio e ATP, enquanto que analises diretas da avaliacdo
da membrana incluem determinacdo da taxa de hemolise, fragilidade eritrocitéaria e avaliacdo
da microcirculacdo (nimero de capilares funcionais e fluxo sanguineo) de receptores pés-
transfusdo (TOMCZAK et al., 2010). Neste estudo oram realizadas uma analise direta (taxa

de hemdlise) e uma indireta (concentracdo de potassio).

Ha diversas solucBes preservativas utilizadas para armazenamento de sangue, e
estudos anteriores realizados comparando o CPDA-1 com o CPD/SAG-M ja indicam melhor
eficacia deste Gltimo na manutencdo eritrocitaria apds 21 dias de estocagem Wardrop et al.
(1997). Os resultados encontrados neste trabalho mostram que a hemdlise em todos os grupos
se manteve abaixo de 1%, conforme recomendado pelas normas de hemoterapia humana,
deixando de ser adequado para uso a partir da sexta semana (BRASIL, 2010; TOMCZAK et
al., 2010). A possibilidade de se ampliar o emprego do CH para 42 dias é muito interessante
visto que ha grande demanda deste hemocomponente. Contudo, a baixa viabilidade de
estoque ndo permite realizar coletas de muitas bolsas, pois ha grande risco destas serem
descartadas. Aumentar o tempo de estocagem permitird uma melhor logistica dentro da rotina

transfusional, desde que ndo haja prejuizo para o receptor.

A porcentagem de hemolise ndo sofreu variacdo significativa entre 0s grupos que
sofreram ou ndo remocdo de leucocitos, conflitando com estudos anteriores que observaram
menor efeito da estocagem em hemocomponentes leucorreduzidos (BROWNLEE et al., 2000;
EKIZ et al., 2012; CALLAN et al., 2013). A variacdo inconsistente da porcentagem de
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hemolise observada entre os grupos durante as semanas, aliado ao desvio padréo alto, podem
ser algumas causas dessa falha em detectar melhor preservacdo de hemacias leucorreduzidas.
A baixa concentracdo de hemoglobina livre aliado ao fato do desvio padrdo ser alto, indicam

necessidade de aumento no nimero de bolsas por grupo a fim de diluir as variacdes.

Ao se analisar uma variavel indireta de alteracdo de membrana, a concentracdo de
potéssio se elevou na quarta semana nos grupos que utilizaram CPDA-1 (G1 e G2), enquanto
que a elevagdo se iniciou na quinta semana nos grupos que utilizaram CPD/SAG-M (G3 e
G4). Ao se comparar 0s grupos com mesmo anticoagulante, a leucorreducdo resultou em
menor concentracdo de potassio na quarta semana, sendo que esta mudanca se tornou
significante apenas na quinta semana. Desta forma, foram observados apenas impactos
indiretos (dosagem de potassio) e diretos (hemdlise) quando comparadas as solugdes

preservativas.

Um melhor desemprenho das hemécias mantidas com solugdes CPD/SAG-M frente
ao CPDA-1 ja foi demonstrado em diversos estudos em hemocomponentes humanos e
animais (KURUP et al., 2003; COSTA JUNIOR et al., 2008; BERTOLETTI; RAISER,
2011). Contudo, o efeito da leucorreducdo teve um impacto na preservacdo apenas indireto,
como foi possivel observar na menor concentragdo de potéassio sobrenadante nos grupos com
mesmo anticoagulante. Uma vez que a concentracdo interna de potassio é mantida levemente
mais elevada no meio intra-eritrocitario por meio da bomba de sddio e potéssio, a liberacéo
para o plasma indica falha da manutencdo de membrana. Isso pode ser ocasionado por menor
concentracdo de ATP, ou menor efeito de mediadores inflamatdrios (EKIZ et al., 2012).

O aumento da concentracdo de potassio em hemocomponentes eritrocitarios caninos
ndo é uma preocupacdo clinica tdo importante quanto é em humanos. Uma vez que a
concentracdo intraeritrocitaria canina de potassio gira em torno de 7 mmol/L, com excecao de
algumas racgas orientais, e a hemécia humana possui cerca de 245 mmol/L, espera-se que
ocorra uma piora clinica em pessoas recebendo sangue com taxas de hemdlise acima de 1%
(FUJISE et al., 1997; HESS et al., 2009). A hiperpotassemia dos hemocomponentes € capaz
de resultar em alteraces hemodindmicas graves no paciente que receber este sangue,
especialmente hipertensdo e arritmias cardiacas (HESS, 2010). Em CH humanos e suinos os
niveis de potassio podem chegar a valores de 45 mmol/L, e em estudos em cdo os valores ndo
excedem 5,5 mmol/L (COSTA JUNIOR et al.,, 2008; PATEL et al., 2013). Uma vez que

concentragOes séricas acima de 6 mmol podem iniciar alteragdes hemodinamicas, ha pouca
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probabilidade do potassio livre presente em CH canino resultar em alteracdes clinicas. Ha
apenas um relato de possivel alteracdo hemodinamica ocasionada por transfusdo de CH em
cdo, sendo que neste relato ndo foi realizada a dosagem de potassio da bolsa, nem se levou em
consideracdo outras causas de hiperpotassemia, como lesdo muscular aguda (MANEY;
QUANDT, 2012; CALLAN et al., 2013).

N&o €é possivel comparar a concentragdo de potassio entre os grupos com diferentes
anticoagulantes, uma vez que a solu¢do de SAG-M ndo possui potassio, 0 que ocasionou
diluicdo do mesmo, explicando a média muito mais baixa dos grupos 3 e 4 comparadas com
0s grupos 1 e 2 (metade da concentracdo). O mesmo ndo pode ser dito da dosagem de sodio,
pois a solucdo de SAG-M possui niveis de sodio proximos ao do plasma canino (150
mmol/L), o que justifica os valores semelhantes entre os grupos com diferentes
anticoagulantes. Também houve diferenca na concentracdo de sddio ao se comparar grupos
com mesma solucdo e que sofreram remocdo dos leucdcitos, fato observado a partir da quinta
semana de estudo entre grupos com e sem leucdcitos. O sddio ndo é utilizado como forma de
avaliar a manutengdo eritrocitaria como ocorre com 0 potassio, pois ele é o principal
mantenedor da osmolalidade do meio extracelular. Portanto, seu aumento ou redugdo esta
mais relacionado a perda ou ganho de agua pelas células (COSTA JUNIOR et al. 2008). Desta
forma quanto menor a concentracdo de sédio no sobrenadante, maior a perda de agua
intracelular, e quanto maior a concentracdo de sédio, maior o ganho de agua. No presente
estudo verificou-se ha aumento do sddio durante as semanas de estocagem, o que pode sugerir
engurgitamento eritrocitario durante a estocagem. Estudos com hemaécias humanas ja
observaram aumento do volume celular médio (VCM) com reducdo proporcional da
concentracdo de hemoglobina celular média (CHCM) (LEONART, 1994). As variacGes
hidricas intraeritrocitarias podem ser revertidas na circulagdo do receptor, conforme houver
reposicdo de ATP e 2,3-DPG.

A leucorreducdo é um procedimento que tem o intuito de reduzir 99,9% dos
leucocitos (BRASIL, 2010). O tempo de filtracdo observado (25 minutos, em média) foi
maior que o descrito para humanos, mas proximo dos valores encontrados em estudos caninos
(BROWNLEE, 2000; ANTONOLLOQOU, 2014; LACERDA 2014). O filtro analisado foi eficaz
guanto a essa meta, uma vez que mais de 99,9% dos leucdcitos foram retirados. Esse dado
conflita com estudos semelhantes em cdo que avaliaram outras marcas comerciais de bolsas
de sangue com filtro “in line” (BROWNLEE et al., 2000; LACERDA et al., 2014). Nestes

estudos a reducdo de leucdcitos pos-transfusional variou de 88,9 a 98,14%. Cada marca
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comercial possui caracteristicas fisico-quimicas particulares, incluindo eletronegatividade do
material e tamanho dos poros. Desta forma, os filtros utilizados no presente estudo foram
efetivos na reducdo leucocitaria, mas também reduziram plaquetas, efeito descrito pelo
fabricante. Portanto, o processamento descrito neste trabalho inviabiliza a utilizacdo do
sangue colhido para producdo de concentrado de plaquetas. De forma geral, além da
impossibilidade de producdo de hemocomponentes plaquetarios ao utilizar a filtragem de
leucdcitos de sangue total, deve-se salientar o custo elevado da bolsa com filtro. As bolsas
estudadas com CPD/SAG-M com filtro tém valor médio de 90 reais, e as sem filtro com
mesma solucdo custa 32 reais da bolsa sem filtro com mesma solucdo. Esse aumento pode
impactar a viabilidade de um banco de sangue, especialmente se ndo forem observadas

justificativas de melhor armazenamento ou melhor impacto clinico do paciente.

O aumento de mediadores inflamatérios em bolsas de sangue com e sem leucocitos
ja foi estudada in vitro em cédes em dois estudos, sendo que houve menor concentracdo de IL-
8 e “monocyte chemoattractant protein-1” (MCP-1), sem aumento de IL-1p, IL-6, IL-10 e
TNF-a em hemocomponentes eritrocitarios estocados hd mais de 21 dias (CALLAN et al.,
2013; CORSI et al., 2014). Um estudo experimental in vivo em cdes saudaveis avaliando o
efeito da remocdo leucocitaria pos-transfusional utilizando sangue autélogo mostrou que ha
aumento de leucdécitos por neutrofilia 24 horas apos a transfusdo de sangue estocado néo-
leucorreduzido por 21 dias enquanto que no grupo leucorreduzido ndo houve aumento de
leucocitos (MCMICHAEL et al.,, 2010). Outro estudo experimental in vivo, também
utilizando cées saudaveis que receberam sangue autdlogo, ndo observou aumento de IL-8 e
MCP-1 em cées no periodo pos-transfusional de 12 horas ao comparar sangue estocado por
mais de 28 dias entre grupos com bolsas com e sem leucdcitos (CALLAN et al., 2013).
Interessante ressaltar que neste estudo houve maior efeito inflamatorio de bolsas “velhas” (28
dias de estocagem) quando comparadas com bolsas “novas” (sete dias de estocagem), fato

observado pelo aumento de leucdcitos e queda de plaquetas.

O aumento de IL-8 que ocorre em bolsas com leucocitos resulta em migragdo de
neutrofilos da reserva da medula 0ssea para a circulagdo, apesar de ndo ocasionar efeitos
inflamatdrios sistémicos diretos, como febre. Entretanto esse aumento neutrofilico pode
ocasionar resposta inflamatoria mais acelerada em pacientes que ja estejam com algum
processo inflamatério (PURDY et al., 1997; VAMVASKAS; CARVEN, 1999).
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Um estudo experimental in vitro utilizando cultivo de células endoteliais comparou
os efeitos da estocagem de hemacias aliado ao efeito da leucorreducdo (LUK et al., 2003).
Este estudo demonstrou que as hemacias se aderem mais ao endotélio vascular quando
estocadas por mais de 28 dias, sendo que a remocdo dos leucdcitos reduz este efeito. Desta
forma ha diversos estudos que demonstram que a estocagem, assim como a leucorreducdo tém
efeitos diretos na viabilidade eritrocitaria pés-transfusional, e no estado inflamatério do

receptor.

Os valores de glicose apresentaram queda discreta, corroborando estudos veterinarios
que indicam que as hemdcias de cdes e porcos ndo utilizam a dextrose ou glicose da solucao
durante a estocagem da mesma forma que as hemacias humanas (PATEL et al., 2013;
LACERDA et al., 2014). Uma das hip6teses para essa redugdo é o fato da acidose inibir a
glicolise, sendo uma das justificativas para deplecdo de ATP que ocorre de forma acelerada
nas hemacias estocadas animais. Foi observada, ainda, uma tendéncia a menor concentracao
de glicose nos hemocomponentes leucorreduzidos, tendéncia esta que so foi significativa na
sexta semana, e apenas entre 0s grupos 3 e 4. O aumento do consumo da glicose nos grupos
cujos leucocitos foram retirados pode indicar uma melhor eficiéncia no uso da glicose e
justificar maiores valores de ATP encontrado em estudos com hemacias caninas

leucorreduzidas.

O pH apresentou queda gradual em todos os grupos, com tendéncia a ser um pouco
mais elevado nos grupos leucorreduzidos com bolsas de CPDA-1, uma vez que em trés das
seis semanas estudadas o grupo sem leucécitos (G2) teve pH mais alto. A queda do pH é
descrita como decorréncia do acimulo de &cido latico proveniente da gliclise promovida
pelas hemacias e é bem descrita em estudos humanos que tém quedas variando de 7,2 para
proximo de 6,2 (PATEL et al., 2013). Estudos em animais com cées e porcos mostram que o
pH dentro da bolsa varia pouco, com um comportamento de queda discreto, como o
encontrado neste estudo (COSTA JUNIOR et al., 2008; PATEL et al., 2013). Outros produtos
acidos sdo acumulados dentro da bolsa, como o acido carbdnico, uma vez que a bolsa é
porosa para gases e ha acimulo de CO,. Entretanto o acimulo de CO, observado foi crescente
até a terceira semana, com queda sequencial que ndo acompanhou os valores de pH, nédo
apresentando correlagdo. Uma teoria que pode ser levantada é a saturacdo das hemacias pelo

oxigénio.
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Uma das alteragbes mais marcantes foi a mudanga no comportamento da
concentracdo de gases ao se comparar a presenca ou auséncia dos leucdcitos, especialmente
sobre 0 oxigénio. O aumento na concentracao de PO, e SO, nos grupos leucorreduzidos nédo
foi um evento hipotetizado, e uma vez que ndo ha estudos anteriores comparando 0s
pardmetros hemogasometricos de hemocompoentes com e sem remogdo de leucdcitos, desta

forma é possivel apenas conjecturar sobre possiveis causas deste fenémeno.

A leitura dos gases oxigénio e dioxido de carbono é realizada pelos aparelho de
gasometria com resultados expressos de acordo com a pressdo de dissociagdo desses gases em
um meio liquido (plasma ou sobrenadante) em: PO, e PCO,. Ja a determinacdo da saturacéo
da hemoglobina com oxigénio € mensurada por meio de direfencas na reflexdo da fotometria
entre a hemoglobina carregando oxigénio (oxihemoglobina) e da hemoglobina carregando gas
carbdnico (desoxihemoglobina). Desta forma a analise conjunta de ambas variantesfornece
nocdo da capacidade da hemoglobina em se ligar e de se desprender do oxigénio
(STOCKHAN; SCOTT, 2011).

Como a saturacdo de oxigénio, e sua consequente liberacdo, esta relacionada com o
quanto de oxigénio é inspirado (fracdo inspirada), capacidade funcional alveolar e sistema
circulatério, quaisquer problemas que impecam a chegada de oxigénio aos pulmdes, que
bloqueiem a dissolucdo dos gases no alvéolo, incapacidade da ligacdo dos gases na
hemoglobina ou faléncia no sistema circulatério se refletira em alteragdes nos parametros
hemogasométricos (STOCKHAN; SCOTT, 2011). No presente estudo, todas essas variaveis
sdo excluidas por se tratar de um estudo in vitro, tendo apenas a capacidade de ligacdo e
dissolucdo do oxigénio pela hemoglobina um fator preponderante nas alteracGes

hemogasométricas observadas.

Ao se analisar apenas a afinidade da hemoglobina em se ligar aos gases, em situac6es
de funcéo de hemoglobina normal, a SO, e a PO; estdo interligadas por relacdo direta, onde o
aumento da PO; se reflete em aumento da SO,. Ao se abordar alteragfes na hemoglobina, ha
situacOes nas quais podem ocorrer aumentos de afinidade (aumento de SO,), sem liberagéo
(menor PO, relativa ou absoluta), como o que ocorre na intoxicagdo por monoxido de carbono
e formacdo de carboxihemoglobina. Nesta situacdo a hemoglobina estard com oxigénio ligado
em 3 dos quatro locais (um deles estad ocupado pela molécula de monoxido de carbono), mas
esse oxigénio ndo sera facilmente dissolvido no plasma, cursando com SO, elevada e PO,

relativamente baixa. Um outro exemplo de hemoglobina com funcéo defeituosa é a formacéo
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de metahemoglobina. Esta € uma hemoglobina onde um ou mais grupos heme teve sua
molécula de ferro oxidada, mudando da forma ferrosa (Fe**) para a forma férrica (Fe**). Nesta
situacdo haverda menor ligacdo de oxigénio pois um dos sitios heme esta comprometido. Com
apenas trés sitios disponiveis, haverd uma maior afinidade ao oxigénio, menor dissolucdo no
plasma, ocasionando PO, normal ou levemente reduzida, mas com alteracdo inconsistente da
SO, pela mudanca na coloragdo do sangue, impossibilitando leitura adequada pelo leitor. Esse
detalhamento do comportamento da hemoglobina é importante para tentar elucidar a mudanca

no comportamento dos hemocompoentes eritrocitarios.

A afinidade da hemoglobina pelo oxigénio depende de fatores diversos, dentre eles
pH, concentracao de 2,3-DPG, formacdo de metahemoglobina e acimulo de mondxido de
carbono. Uma vez que a variagdo de pH ndo acompanhou as alteracfes de PO, e SO,, este ndo
deve ser um fator preponderante, assim como a presenca de mondxido de carbono também
ndo, pois este é formado em processos de queima incompleta (incéndios, gases de
escapamentos, fumaca industrial, entre outros). Portanto, o comportamento diferenciado que
as hemacias apresentaram quanto a presenca ou auséncia de leucécitos pode ser explicada
pela reducdo de 2,3-DPG ou formacgéo de metahemoglobina.

O aumento da SO, nos hemocomponentes leucorreduzidos poderia se refletir em
maior afinidade e reducdo da capacidade de dissolucdo, mas o aumento proporcional da PO,
indica que a hemoglobina, além de poder captar mais O,, estd liberando-a para a solucédo
aquosa. Esse fato pode indicar uma melhor efetividade das hemacias leucorreduzidas,
devendo este efeito também ser estudado in vivo em estudos futuros. Os hemocomponentes
ndo leucorreduzidos apresentaram queda da SO,, mesmo com aumento de PO, ao longo das
semanas. Pode-se supor que a leucorreducdo manteve a concentracdo de 2,3-DPG mais

estavel, ou resultou em menor formagéo de metahemoglobina.

Dentre as limitagcGes deste estudo que impediram na concluséo da alteragdes do
comportamento da hemoglobina frente ao oxigénio entre 0s hemocomponentes com e sem
leucdcitos, pode-se citar a falta da determinacdo da concentragdo de metahemoglobina e o
estudo da afinidade de gases entre os grupo. Uma vez que os resultados s6 foram analisados
ao final do experimento, ndo foi sequer aventada a hipoOtese de realizar a dosagem de
metahemoglobina no material e métodos. Quanto ao estudo da afinidade ao oxigénio e gas
carbonico, foram realizadas tentativas de mensurac6es seriadas de PO,, PCO,, pH e SO, das

hemécias estocadas e borbulhadas com diferentes concentracdo de gases (O, a 100%, O,/N;
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50%, CO,/N, 50% e CO, 100%), conforme realizado em estudos anteriores em parceira com
a Faculdade de Farmécia da USP. Entretanto, como houve sequenciais paraliza¢bes do

aparelho de hemogasometria, foi optado ndo prosseguir com esta parte do estudo.

Em relacdo ao numero reduzido de bolsas analisadas por grupo, foi realizado uma
metodologia a fim de evitar variagdes quanto aos doadores, procurando trabalhar com a
mesma raca, sob mesmo padrdo de manejo e acompanhados clinicamente por mais de dois
anos, fatos que associados a perda de bolsas por fatores pré e pos processamento culminaram

com o numero de bolsas apresentado.
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9 CONCLUSOES

A solucdo preservativa CPD/SAG-M néo ofereceu melhor meio para estocagem de
CH canino quando comparado ao CPDA-1 no que tange a porcentagem de hemdlise.
Contudo, observou-se que a manutencdo de uma taxa de hemdlise menor de 1% nas bolsas
com CPDA-1 até a quinta semana (35 dias), sinaliza que futuramente o periodo de estocagem

que varia de 21 a 28 dias descrito na literatura pode ser estendido.

A reducdo de leucocitos (leucorreducdo) ofereceu efeito protetivo da estrutura
eritrocitaria de CH canino em estocagem, independente do anticoagulante utilizado,

observado pela menor concentracéo de potassio com 35 dias de estocagem (quinta semana).

A leucorreducdo exerceu um impacto positivo na concentracdo de oxigénio
mensurado pela PO, e SO, indicando melhor funcdo da hemoglobina, independente do

anticoagulante utilizado.
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