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RESUMO - O sangue armazenado em bolsas plasticas sofre alteragcBes graduais ao longo do periodo de
conservacdo, sendo essas lesdes conhecidas em conjunto como lesdes de armazenamento. Tais alteraces podem
inviabilizar a utilizagcdo do sangue ou diminuir sua eficacia pos-transfusdo. Dessa forma, a presente revisdo tem
por objetivos relatar as principais alteragbes hematoldgicas, morfoldgicas, hemogasométricas e bioquimicas
ocorridas durante o armazenamento de sangue total em bolsas plasticas refrigeradas em temperaturas de 1 a 6° C,
em diferentes espécies animais.

Palavras-Chave: bolsas de sangue; citrato; transfuséo.

ABSTRACT - Blood stored in plastic bags undergoes gradual changes throughout the conservation period; these
lesions are known collectively as the storage lesion. Such changes may prevent the use of blood or decrease their
efficacy after transfusion. Thus, this review aims to report the main hematological, morphological, blood gas and
biochemical alterations that occur during storage of whole blood in plastic bags, refrigerated at 1-6° C in
different animal species.
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INTRODUCAO solucbes que ajudam a conservar o sangue durante o
periodo de armazenamento, o fluido ainda sofre

A medicina transfusional veterinaria tem evoluido varias alteracfes que em conjunto sdo conhecidas
muito nos Ultimos tempos, acompanhando 0s como lesdes de armazenamento.
avancos vivenciados pela medicina humana, através
da adaptacéo de diversas tecnologias para pacientes As lesbes de armazenamento vdo desde
veterinarios, sendo importante para essa evolucéo o modificagdes microscopicas das células vermelhas
desenvolvimento das bolsas plasticas e substancias gue podem resultar em danos irreversiveis e reducéo
preservativas que possibilitaram maior vida util dos da sobrevivéncia pds-transfusional, até o acumulo de
componentes sanguineos (Lacerda, 2005; Costa substancias biorreativas que podem influenciar a
Junior et al,, 2008). Embora se conhegam as técnicas gualidade do sangue transfundido e contribuir para
de fracionamento do sangue para obtencéo de seus reagdes pos-transfusionais (Chin-Yee et al., 1997).
componentes, a conservacgdo e utilizagdo de sangue Portanto é de extrema importancia que o sangue
total ainda é a forma mais difundida e utilizada nos armazenado passe por um controle de qualidade para
centros veterindrios (Lucas et al., 2004; Costa avaliaco de sua viabilidade.

Junior, 2006; Sousa et al. 2012a).
Na medicina humana, os parametros de qualidade

No mercado, existem diversas bolsas plasticas com estdo bem estabelecidos e sdo rigorosamente
diferentes solugbes preservativas, as quais sdo seguidos enquanto na medicina veterinaria, apesar de
utilizadas para o armazenamento do sangue total ou se conhecerem as alteragBes ocorridas durante o

de hemocomponentes. Apesar da presenca destas

“ Autor para correspondéncia: barreto@ufersa.edu.br

68



Acta Veterinaria Brasilica, v.6, n.2, p.68-79, 2012

armazenamento nas diferentes espécies, 0s mesmos
ndo estdo bem instituidos.

Dessa forma, a presente revisdo tem por objetivos
relatar as principais alteracBes hematoldgicas,
morfoldgicas, hemogasométricas e bioquimicas
ocorridas durante o armazenamento de sangue total
em bolsas plésticas refrigeradas de 1 a 6 °C, em
diferentes espécies animais.

HISTORICO

No século XX, a medicina transfusional vivenciou
grandes avangos com a descoberta dos diferentes
tipos  sanguineos, com a utilizagdo dos
anticoagulantes durante a coleta, o conhecimento das
técnicas de esterilizagdo, o fracionamento do sangue
e identificacdo das doencas transmissiveis (Lacerda,
2005). Essas descobertas permitiram a difusdo da
transfusdo na medicina humana e serviram como
base para a medicina veterinaria.

O desenvolvimento de meios e solugdes
preservativas possibilitou o armazenamento dos
eritrécitos, prolongando sua vida Gtil. No século XX,
Rous e Turner verificaram que uma solugdo com
citrato de sodio poderia ser utilizada como
preservativo do sangue e que a lise in vitro era
retardada por adicdo de agUcares, tal constatacdo
permitiu a conservacdo do sangue em citrato e
glicose, por até 26 dias (Mollison et al., 1997;
Hashimoto, 1997). A adicdo de &cido citrico a
mistura de glicose e citrato possibilitou o
desenvolvimento de uma solugdo com melhor
capacidade de preservacdo, mantendo a viabilidade
de 70% dos eritrécitos (Massouredis, 1983).

A introducdo do citrato como anticoagulante
permitiu que o doador e o receptor fossem separados
no espaco, ja que o sangue poderia ser transportado
de um local para outro sem coagular, enquanto a
adicdo de glicose possibilitou a nutricdo das
hemécias por maior periodo de tempo (Mollison,
2000). Isso tornou possivel a coleta de sangue de
varios individuos e armazenamento por um tempo
razoavel, até encontrar um receptor, estabelecendo a
possibilidade da criagdo dos bancos de sangue (Hess,
2006).

Outras descobertas foram importantes para melhor
conservacao das hemécias, como a adigdo de fosfato
na década de 50, que aumentou a viabilidade de 80%
das células, e incorporacdo de adenina a solucéo de
citrato/dextrose na década de 70, que permitiu o
aumento dos niveis de adenosina-5-trifosfato (ATP).
Desde entdo, o conservante mais utilizado vem
sendo a solucdo contendo citrato, fosfato, dextrose e
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adenina (CPDA-1) (Gibson et al., 1957; Nakdo et al.,
1960).

Na medicina veterinaria, as primeiras bolsas
utilizadas para se armazenar o sangue coletado
foram as contendo citrato acido e dextrose (ACD).
Entretanto, a preservagdo do sangue conservado
nesta solucdo era, no maximo, trés semanas
(Eisenbrand & Smith, 1973).

A partir de 1980 foram criadas as soluc@es aditivas
gue vieram para aumentar o tempo de prateleira das
hemécias. Na década de 90, novos conhecimentos
contribuiram para melhoria da qualidade das células
armazenadas, como a leucorreducdo (Hess, 2006).
Cada vez mais, 0 empenho dos pesquisadores tem
sido o aprimoramento de solucGes preservativas, no
intuito de se reduzir as lesdes de armazenamento e
promover maior tempo de conservacéo (Hess, 2006).

BOLSAS DE SANGUE E REFRIGERACAO

Inicialmente, a coleta e armazenamento de sangue
para transfusdo eram realizados mediante utilizacdo
de frascos de vidro a vacuo contendo anticoagulante.
Tais recipientes sdo menos adequados por
provocarem hemdlise, agregacdo plaquetaria e
inativacdo dos fatores de coagulacdo VIII e XIlI
(Hunt & Moore, 1990).

A partir da Segunda Guerra Mundial, bolsas de
policloreto de vinila (PVC) sdo utilizadas para o
armazenamento, em substituicdo aos frascos de
vidro, que sdo impermeéveis & troca de gases.
(Genetet & Mannoni, 1980). A introducdo do PVC
na confeccdo de bolsas de sangue veio minimizar a
adesdo celular, a formagdo de coagulos e a hemolise
durante a estocagem. Isto facilitou o transporte e
centrifugacdo do sangue, bem como possibilitou a
sobrevida de varios componentes sanguineos pos-
transfusdo (Pierre, 1981).

As bolsas possuem também propriedades especiais
de permeabilidade ao CO,, pois durante a estocagem
do sangue, a glicose consumida para produzir ATP
gera uma série de metabdlitos, dentre eles o lactato e
prétons que, na presenca da anidrase carbénica, sdo
convertidos em agua e CO,. Por sua vez, o dioxido
de carbono resultante dessa reagdo difunde-se para o
meio externo devido a permeabilidade da bolsa a
esse gas, evitando a reversdo da reacdo (Hess &
Greenwalt, 2002).

As bolsas para conservacdo de sangue total
utilizadas na medicina veterindria sdo as mesmas
utilizadas na medicina humana, as quais possuem
solucdo conservadora na proporcdo de 63 mL para
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450 mL ou 70 mL para 500 mL de sangue total,
enquanto as bolsas com solugdes aditivas possuem
ainda solucdo de 100 mL a serem adicionados apds a
coleta (Feldam & Sink, 2007).

Os sistemas para coleta de sangue podem ser usados
para humanos, caninos e animais de grande porte.
No entanto, ndo sdo apropriados para coleta de
sangue felino, ja que o volume de anticoagulante
utilizado na bolsa é planejado para 450 mL de
sangue e uma tipica doacdo felina é de
aproximadamente 50 mL. Nesses casos Sdo
realizadas adaptacGes com uso de seringa de 60 mL
acopladas a bolsas, sendo a quantidade de
anticoagulante reduzida (Bertoletti, 2011). Em
outros paises existem sistemas fechados de coleta de
sangue especifico para felinos (Feldam & Sink,
2007).

As bolsas para coleta de sangue podem ser
encontradas na forma de bolsa Unica, ou acopladas
formando sistemas duplo (bolsa primaria e outra
satélite), triplo (bolsa primaria, mais duas satélites)
ou quadruplo (uma primaria e trés satélites). As
bolsas satélites sdo utilizadas para armazenar 0s
componentes sanguineos apés a centrifugacdo do
sangue total, como concentrado de hemacias, plasma
e plaquetas (Feldam & Sink, 2007).

Sdo utilizadas para coleta e armazenamento de
sangue trés principais tipos de solugBes
preservativas: ACD (Citrato Dextrose), CPD (Citrato
Fosfato Dextrose) e CPDA-1 (Citrato Fosfato
Dextrose e Adenina). Ainda, existem as bolsas que
contém solugdes aditivas as quais possuem na bolsa
primaria CPD ou CPD2 e na bolsa satélite SAG-M,
ADSOL (AS-1), NUTRICEL (AS-3) ou OPTISOL
(AS-5) (Holme, 2005).

Originalmente, as solucdes aditivas sdo adicionadas
ao concentrado de hemacias, apds a centrifugacdo do
sangue total e separacdo do plasma. Pesquisas no
campo da medicina veterinria tem utilizado essas
solucbes na conservacdo de sangue total (Costa
Junior et al., 2008; Bertoletti, 2011; Barros, 2011).
Cada constituinte da solucdo preservativa possui
fungdes especificas que ajudam a manter a
viabilidade do sangue por mais tempo. O citrato é
um anticoagulante que age quelando o célcio e
impedindo a coagulacdo sanguinea, bem como
promove a estabilizagdo da membrana eritrocitaria
auxiliando na manutengdo do pH intracelular
(Authement et al., 1986; Hogman et al., 2002).

J& a dextrose é adicionada a solugdo como fonte de
energia, sendo este carboidrato consumido
lentamente pela célula quando as mesmas sdo
submetidas a condigdes de baixas temperaturas (1 a
6°C) contribuindo, inclusive, com a manutencdo de
niveis adequados de ATP. A adenina promove um
aumento do adenilato, que é importante para a
sintese de ATP, aumentando as reservas desses
nucleotideos no interior das células estocadas,
reduzindo a fragilidade osmética e garantindo maior
sobrevida das hemacias (Authement et al., 1986).

O fosfato € substrato para a producdo do 2,3
difosfoglicerato (DPG) no interior das hemécias, que
€ um componente organico responsavel pela captura
e liberacdo de O, pela hemoglobina aos tecidos
(Eisenbrandt & Smith, 1973; Wardrop et al., 1994a).
O quadro 1 apresenta a concentracdo das principais
substancias utilizadas nas solucBes preservativas de
uso em medicina veterinaria, enquanto que o quadro
2 apresenta a composicdo das diferentes solucgdes
aditivas.

Quadro 1- Composicao de diferentes solu¢bes conservadoras utilizadas no armazenamento de sangue total ou

hemocomponentes.
Anticoagulante ACD! CPD? CPDA-13
Citrato de sddio (g) 1,48 1,66 1,66
Acido citrico (mg) 493 188 188
Fosfato de sodio (mg) - 140 140
Dextrose (g) 1,65 1,61 2,00
Adenina (mg) - - 17,3

Fonte: Mudge et al., 2004.

ICitrato dextrose; Citrato fosfato dextrose; 3Citrato fosfato dextrose e adenina.
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A primeira solucdo aditiva desenvolvida foi a SAG-
M, sendo as solugdes aditivas subsequentes
variacbes da mesma, como AS-1, AS-3 e AS-5
(Hess, 2006). A solucdo AS-3 ndo possui manitol na
sua composicdo, entretanto tem citrato, que substitui
a acdo estabilizadora de membrana do manitol e
também € enriquecida de fosfato na solucdo

anticoagulante (CP2D) e na solucdo aditiva (fosfato
de s6dio monobasico) (Hess, 2006).

As bolsas contendo CPDA-1 s&o as mais utilizadas
na medicina veterinaria (Lanevschi & Wardrop,
2001), sendo que a CPD/SAG-M aos poucos vem
ganhando espaco.

Quadro 2- Composicdo de diferentes solucdes aditivas utilizadas no armazenamento de sangue total ou

hemocomponentes.
Componentes SAG-M ADSOL NUTRICEL OPTISOL
(AS-1) (AS-3) (AS-5)
Cloreto de sddio (mg) 877 900 410 877
Manitol (mg) 525 750 - 525
Adenina (mg) 17 27 30 30
Dextrose (9) - 2,2 11 900
Acido Citrico (mg) - - 42 -
Citrato de sddio (mg) - - 588 -
Fosfato de s6dio monobaésico (mg) - - 276 -
Tipo de anticoagulante na bolsa CcPD! CPD CPD? CPD
primaria

Fonte: Holme (2005).

ICitrato, fosfato e dextrose; 2Citrato, fosfato de sddio monobasico e dextrose.

Novas solugdes aditivas vém sendo desenvolvidas na
medicina humana, no intuito de diminuir as lesdes de
armazenamento e aumentar o tempo de conservacao.
A produgdo de ATP para manutengdo do
metabolismo energético dos eritrocitos tem sido um
grande desafio para a medicina transfusional, mas
recentemente foi criada uma nova solucdo aditiva, a
PAGGS-M, que possui em sua composi¢do cloreto
de sddio, fosfato, glicose, adenina, manitol e
guanosina (Walker et al., 1990; Hess, 2006). A
guanosina foi adicionada como fonte de ribose, com
objetivo de conduzir a via Embden—Meyerhof da
glicdlise e aumentar o aporte de ATP, sendo que
essa solugdo proporcionou aumento do periodo de
armazenamento que antes era de 42, para 49 dias
(Walker et al., 1990). Outra solucéo desenvolvida foi
a % CPD ErythroSol (Y2 CPD/RAS?2), onde tentou-se
aumentar o pH da solugdo conservadora através da
reducdo do anticoagulante CPD, e usando solucgdo
aditiva neutra com glicose autoclavada em uma bolsa
separada (Hogman et al., 1997), a qual conserva os
eritrocitos humanos por até sete semanas.

Hess et al. (2003) criaram uma solucdo preservativa
(CPD/EAS-81) capaz de armazenar as hemécias por
oito semanas, na qual promoveram a alcalinizacdo da
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solucdo aditiva, que abranda a queda do pH e,
consequentemente, conserva o ATP e DPG.

Independente do tipo de solucdo utilizada para
conservacdo do sangue, apds a coleta as bolsas
devem ser armazenadas em geladeiras com
temperatura de 1 a 6°C, pois as reagdes bioquimicas
e moleculares das heméacias sdo retardadas pela
reducdo da temperatura (Scott et al., 2005). As
heméacias humanas mantidas sob refrigeracéo entre 2
a 8°C diminuem em até 40% o metabolismo,
retardando o processo de envelhecimento normal
(H6gman, 1998).

CONSERVAGCAO DE SANGUE TOTAL NAS
DIFERENTES ESPECIES

A separacdo dos hemocomponentes sanguineos nao
€ uma pratica rotineira na medicina veterinaria,
como ocorre na medicina humana (Lacerda, 2005).
No entanto, o fracionamento do sangue permite que
mais de um paciente possa se beneficiar de apenas
um doador, pois muitas vezes o0 paciente que requer
uma transfusdo, precisa de apenas um componente
sanguineo especifico.
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O tempo de armazenamento do sangue na espécie
humana depende da solucdo utilizada na bolsa de
coleta: ACD e CPD séo de 21 dias, CPDA-1 é de 35
dias e bolsas contendo solucéo aditiva varia de 42 a
49 dias (Razouk & Reich 2004). Na medicina
veterinaria, pesquisas tem mostrado que utilizando
as mesmas solugdes para a conservagdo do sangue, 0

tempo de armazenamento é diferente entre as
espécies, ndo sendo indicado usar como referéncia o
tempo de conservacgdo do sangue humano (Bertoletti,
2011; Durham, 1996). O quadro 3 apresenta o tempo
de conservacao dos hemocomponentes em diferentes
solucBes conservadoras e diferentes espécies.

Quadro 3 - Tempo de conservacdo dos hemocomponentes em diferentes solugdes conservadoras de acordo com a

espécie animal.

Espécie Solugéo Conservadora Componente Tempo de Preservacao Autor
Canino CPDA-1 Sangue total 35 dias Authement, 1986
Canino CPDA-1 Sangue total 41 dias Costa Janior et al. 2008
CPD/SAGM Sangue total 41 dias
Canino CPDA-1 Concentrado de 20 dias Wardrop et al. 1994b
CPD/Adsol hemécias 37 dias
Concentrado de
hemécias
Canino CPD/Nutricel Concentrado de 35 dias Wardrop et al. 1997
hemécias
Felino CPAD-1 Sangue total 28 dias Bertoletti, 2011
CPD/SAGM Sangue total 28 dias
Equino CPDA-1 Sangue total 21 a 28 dias Durham, 1996
Equino CPD/SAGM Concentrado de 35 dias Niinisto et al. 2008
hemacias
Bovino CPDA-1 Sangue total 35 dias Ribeiro Filho et al.1994
Ovino CPDA-1 Sangue total 35 dias Sousa et al. 2012b
Asinino CPDA-1 Sangue total 42 dias Barros, 2011
CPD/SAGM Sangue total 42 dias

LESOES DE ARMAZENAMENTO E
CONTROLE DE QUALIDADE DO SANGUE
ARMAZENADO

A retirada do sangue da circulagdo para conservagdo
in vitro, transfere os eritrocitos para um ambiente
diferente do encontrado no organismo vivo, 0 que
promove uma série de alteracbes hematoldgicas,
morfoldgicas, hemogasométricas e bioquimicas, que
em conjunto sdo conhecidas como lesdes de
armazenamento (Chin-Yee et al., 1997; Bertoletti,
2011).

Na medicina humana, existem parametros
hematolégicos e bioquimicos de referéncia que
precisam ser seguidos para que O sangue e Seus
componentes sejam considerados de boa qualidade
para a realizacdo da transfusdo. Na medicina
veterinaria, os parametros de qualidade ndo estdo
bem estabelecidos para cada espécie animal, sendo
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observado em alguns estudos a utilizacdo de
pardmetros humanos para avaliar a qualidade do
sangue animal armazenado (Mudge et al., 2004;
Niinisto et al., 2008; Barros, 2011).

A utilizagdo dos hemocomponentes é uma realidade
na clinica de pequenos animais, em especial na
canina, sendo conhecidas as formas de
fracionamento, tempo de conservacdo dos
hemocomponentes e sobrevivéncia pos-transfusional
das hemacias transfundidas, enquanto na clinica de
grandes animais o sangue total ainda é a forma mais
utilizada, embora alguns estudos em equinos tém
sido conduzidos, no intuito de possibilitar a
utilizagdo dos hemocomponentes. Posteriormente
sdo descritas as principais alteragdes hematoldgicas,
morfologicas, bioquimica e hemogasométricas
ocorridas no armazenamento de sangue total nas
diferentes espécies animais.
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Alteracoes Hematolégicas e Morfologicas

Os eritrdcitos dos mamiferos séo células anucleadas
gue ndo possuem mitocdndrias, o que diminui a
capacidade sintética e impede realizacdo do ciclo de
Krebs e a fosforilacdo oxidativa, sendo necessario
que as solugdes conservadoras fornecam nutrientes
para a manutencdo do metabolismo energético
através da glicdlise. Nesse contexto, a concentracdo
de adenosina trifosfato (ATP) durante o
armazenamento desempenha papel fundamental,
principalmente por estar envolvida em funcdes
importantes como o controle da bomba de sédio e
potéssio e na manutencdo da forma dos eritrgcitos
(Korte & Verhoeven, 2004).

Apesar das solucdes conservadoras possuirem fontes
de energia para a manutencdo do metabolismo
eritrocitario, a sobrevivéncia dos eritrocitos é
limitada tanto pela redugdo da fonte energética ao
longo do armazenamento como pelo envelhecimento
natural das hemacias. O periodo de armazenamento
promove uma série de alteragdes na membrana
plasmética dos eritrocitos como reducdo do tamanho
e esferocitose  progressiva, surgimento de
microvesiculas e aumento gradual da fragilidade
osmética, sendo que algumas sofrem lise, levando a
diminuicdo no ndmero de hemdcias, diminui¢do do
volume globular e aumento da hemoglobina
plasmatica (Wardrop et al., 1994a).

O aumento da  hemoglobina  plasmaética
(hemoglobina livre) é resultante da ruptura das
hemécias ou liberagdo da hemoglobina presente em
microvesiculas presente na membrana, o que pode
ocasionar danos a funcdo renal e ao sistema de
coagulagdo quando o sangue é transfundido (Hess e
Greenwalt, 2002; Korte e Verhoeven, 2004). Nos
bancos de sangue humanos, a percentagem de
hemdlise durante o armazenamento ndo deve ser
superior a 1%. Nos paises da Unido Européia e no
Brasil esse parametro é mais rigido, ndo podendo
ultrapassar 0,8% (Korte e Verhoeven, 2004; RDC,
2004). O célculo da porcentagem de hemolise segue
a férmula de Wardrop et al. (1997):

% Hemoélise = (100 — VG") x hemoglobina
plasmatica (g/dL)/Hemoglobina total (g/dL)
*Volume Globular

Pelas normas brasileiras o nivel de hemoglobina
plasmética do concentrado de hemécias humano ndo
deve ser superior a 0,8 g/dL ao final do tempo de
armazenamento (RDC, 2004). Na medicina
veterinaria ndo existem parametros estabelecidos
quanto ao grau de hemdlise e o nivel de
hemoglobina plasmatica admissivel no sangue total
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ou no concentrado de hemacias, para as diferentes
espécies. No entanto alguns trabalhos levam em
consideracdo os parametros humanos (Niinisto et al.,
2008; Mudge, 2004; Barros, 2011).

Em algumas espécies, o0 armazenamento tem
promovido varia¢cBes no volume corpuscular médio
das hemécias (VCM), sendo observado que
hemécias de ovinos e humanos aumentam esse indice
hematimétrico (Sousa et al., 2012b; Wolfe, 1985),
entretanto na espécie equina tal alteracdo ndo foi
observada (Mudge et al., 2004; Lopes et al., 1994).
A variacdo no VCM esta relacionada a faléncia da
bomba de sédio e potéssio, que é afetada pela
diminuicdo dos niveis de ATP, levando ao acumulo
de substancias osmdticas e a perda progressiva da
area de superficie das hemacias (Valeri, 1994).

A conservagdo de sangue total em bolsas CPDA-1
em ovinos (Sousa et al., 2012b) e ACD em equinos
(Lopes et al., 1994; Barthel, 1999) mostrou reducéo
na leucometria global. Salib e Dawson (1985)
sugeriram que a diminui¢do dos leucdcitos ao longo
do armazenamento ocorre devido a rapida
degeneracdo dos neutréfilos, quando comparada aos
linfocitos.

Ao longo dos anos, estudos tem mostrado que 0s
leucdcitos podem exercer efeitos deletérios indiretos
sobre as hemécias armazenadas por consumir a
glicose da solucdo conservadora e por liberar
substancias biorreativas. Durante o armazenamento
ocorre ruptura dos leucdcitos, promovendo liberagao
de imunomoduladores inflamatdrios como histamina,
mieloperoxidase e proteina eosinofilica catidnica
(Hogman, 1998).

A presenca de leucdcitos em produtos sanguineos
armazenados tem sido causa de reagBes febris
decorrente da liberacdo de citocinas,
imunossupressdo pela diminuicdo da atividade das
células Natural Killer e da fagocitose e lesGes
pulmonares devido a presenca de agregado
leucocitario, na circulagdo pulmonar (Eder e
Chambers, 2007; Sheppard et al., 2007). Dessa
forma, a transfusdo de sangue armazenado sem
leucorreducdo (reducdo mediante filtracdo) pode
desencadear reacdo inflamatoria no receptor e assim
potencializar ou ser mascarada, por doenga primaria
gue o receptor pode ter (McMichael et al., 2010).

A contaminagdo de hemaécias por leucdcitos acelera
a hemdlise e aumenta o potassio extracelular,
portanto a conservagdo é melhor quando se elimina a
camada leucoplaquetaria (Hogman et al., 2002).
Portanto, a redugdo de 80 a 90% dos leucdcitos tem
demonstrado reducdo dos riscos de reagdo pods-



Acta Veterinaria Brasilica, v.6, n.2, p.68-79, 2012

transfusional (H6gman, 1998). Existem no mercado
bolsas que reduzem a camada leucoplaquetaria
(buffy coat) do sangue total, denominadas bolsas
Top Bottom, que possuem filtros especiais que
separam as hemacias e o plasma, dos leucdcitos e
das plaquetas. A leucorreducdo realizada por essas
bolsas ndo é completa, sendo recomendado que 0s
produtos das células vermelhas ndo tenham mais que
1,2x10° leucdcitos/unidade (Hogman et al., 1978).

Durante o armazenamento, as hemécias também
sofrem uma sequéncia previsivel de alteracBes na
forma. Inicialmente tais células apresentam forma
normal de disco biconcavo (discécitos), sofrem
crenacdo formando equindcitos e posteriormente
ficam “ingurgitadas” formando uma esfera crenada
com miultiplas espiculas (esferoquinécitos), as quais
sdo eventualmente perdidas por meio de vesiculas
lipidicas, produzindo esferdcitos (Greenwalt et al.,
1990).

A formagdo dos equindcitos ocorre quando ha
diminuicdo na concentracdo de ATP, excesso de
Ca®*, presenca de agentes quimicos, expansdo da
porcéo externa ou interna da bicamada lipidica dos
eritrécitos, sendo que equindcitos sdo reversiveis e
interconvertiveis a forma de discécito (Chailley et
al., 1973). Entretanto, se houver perda de fragmentos
da membrana pela continuidade da lesdo, com
aumento da viscosidade e rigidez do eritrocito,
forma-se o esferocito, irreversivel e altamente
suscetivel a hemélise (Chabanel et al., 1987).

No entanto, Hess et al. (2000) mostraram que existe
uma correlacdo entre a morfologia e a concentragéo
de ATP e a sobrevivéncia das hemacias pos-
transfusional, mas ndo existe correlacdo entre a
morfologia e o grau de hemolise, sugerindo que a
manutencdo da forma das hemécias € uma
caracteristica desejavel, porém ndo necessaria para
manutengdo  da  qualidade das  hemdcias.
Experimentos in vitro mostraram que as hemacias
retornam a sua forma normal ap6s serem
ressuspendidas, desde que estas ndo estejam no
estagio de esferdcito (Hess et al., 2000).

Para Scott et al. (2005) as alteraces morfolégicas
podem influenciar o transporte dos eritrdcitos pelos
mindsculos capilares sanguineos e reduzir a
sobrevivéncia poés-transfusional, ja que as células
com alteragcbes morfoldgicas sdo eliminadas mais
rapidamente pelo sistema fagocitico macrocitario.

Alteracdes Hemogasométricas

O pH sanguineo dos animais estd proximo da
neutralidade com leve tendéncia a alcalinidade
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(aproximadamente 7,4). Em condicdes fisioldgicas,
as reacles metabolicas tendem a desviar
continuamente este pH para 4cido ou basico
(Almosny, 2003). Quando o sangue coletado ¢é
armazenado em solucbes conservadoras, uma das
principais alteracdes que ocorre é a reducdo do pH,
visto que as células continuam seu metabolismo.

Nas diferentes espécies observa-se a reducdo do pH
logo no primeiro dia de armazenamento, decorrente
da presenca de acido citrico na solucdo
conservadora, sendo que este pH tende a decrescer
ainda mais ao longo do tempo, devido ao
metabolismo anaerébico das hemacias em que a
glicose é metabolizada a lactato, levando ao acimulo
de fons H* (Authement et al., 1986; Ribeiro Filho et
al., 1993).

O poder tampdo do plasma também produz efeitos
na conservacdo. Em concentrados de hemacias, a
diminuicdo do pH é mais rdpida do que no sangue
total. A retirada de plasma elimina parte da solucéo
de conservagdo utilizada e, sobretudo, os substratos,
como glicose e fosfatos (Genetet & Mannoni, 1980).
Entretanto, a relagéo solugdo de conservagédo/volume
de sangue deve ser respeitada, pois, se 0 volume de
sangue coletado for pequeno em relacdo ao
anticoagulante, a diminuicdlo do pH serd mais
acentuada, devido a acidez da solugao (Ribeiro Filho
etal., 1994).

A captacdo e liberacdo de oxigénio pela
hemoglobina sdo mediadas pelo 2,3 DPG, sendo que
as concentragdes desse elemento estdo relacionados
a variagdes do pH, que quando menor que 7,0 ha
degeneracdo do DPG aumentando a afinidade da
hemoglobina pelo O,, enquanto pH acima de 7,0
promove regeneracdo do DPG e menor afinidade da
hemoglobina pelo O, (Kurup et al., 2003).

A reducdo na afinidade da hemoglobina pelo
oxigénio é conhecida como efeito Bohr, ou desvio
Bohr. O aumento na pCO, é outro fator que também
causa reducdo na afinidade da hemoglobina através
de dois mecanismos: por diminuicdo do pH
sanguineo e por promover combinacao direta do CO,
com a hemoglobina formando  compostos
carbaminos (Randall et al., 2008).

Nd é bem conhecido o pH onde as células
sanguineas podem ser submetidas e continuam a
metabolizar, mas Hess e Greenwalt (2002) em
trabalho com sangue humano sugeriram que o pH de
6,2 seja 0 maximo.

A pressdo de CO, é uma variavel hemogasométrica
gue tende a aumentar no interior das bolsas de
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sangue ao longo do periodo de armazenamento,
devido principalmente a neutralizacdo do 4&cido
lactico produzido pelo metabolismo celular,
resultando na producdo de CO,. A pO, também
tende a aumentar no interior das bolsas, sendo
observado  aumento  dessas  varidveis  no
armazenamento de sangue canino, bovino, ovino e
asinino (Costa Junior et al., 2008; Ribeiro Filho et
al.,, 1994; Sousa et al., 2012b; Barros, 2011).
Comprovando que as bolsas plasticas utilizadas para
0 armazenamento do sangue sdo permeaveis ao CO,
e a0 O, (Ribeiro Filho et al., 1994). Altos niveis da
pCO, também promovem maior degradacdo do 2,3
DPG (Hogman et al., 2002).

O metabolismo anaerébico das hemacias produz
acidos, entre eles o acido lactico, que é neutralizado
pela acdo do HCOj; plasmatico, que tem papel
tamponante no meio extracelular (Randall et al.,
2008). Ribeiro Filho et al. (1994) mencionam
aumento nos niveis de lactato ao longo do periodo
de armazenamento, enquanto ocorre reducédo gradual
nos niveis de bicarbonato plasmatico, de modo a
neutralizar esses acidos (Ribeiro Filho et al., 1994).

Alteracfes Biogquimicas

Entre os padr@es bioquimicos utilizados para avaliar
a conservagdo de sangue total estdo as concentracdes
de ATP, 2,3 DPG, sddio, potassio e glicose,
entretanto, a determinacdo desses dois Ultimos
parametros sdo praticos e normalmente utilizados na
rotina dos bancos de sangue para avaliar a qualidade
do sangue armazenado (Tomczak, 2008).

O potassio é um ion predominante intracelular,
sendo encontrado apenas cerca de 2% no meio
extracelular, enquanto o sddio é um ion extracelular.
A manutencdo do equilibrio desse gradiente de
concentragdo nas hemaécias € realizada pela bomba
de sddio e potassio encontrada na membrana
plasmatica. A atividade da bomba Na/K €
dependente dos niveis de ATP, sendo também
influenciada pela diminuicdo do pH e da temperatura
(Meyer et al., 1995; Hogman et al., 1997; Hogman,
1998).

Ao longo do periodo de armazenamento ocorre
diminuicdo das concentragdes de ATP, queda do pH
e diminuicdo da atividade da bomba de Na'/ K,
ocorrendo aumento do potédssio extracelular e
diminuicdo do sodio extracelular (Meyer et al.,
1995). A inversdo do gradiente de concentragdo
promove aumento de solucbes osmoticas e
consequentemente aumento da hipertonicidade do
meio intracelular (Hashimoto, 1997; Valeri, 1994).
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Altos valores de potassio no sangue armazenado
estdo na dependéncia da hemdlise, e das
concentracdes de potassio intra-eritrocitarios entre as
espécies, sendo encontradas altas concentragdes nas
hemacias de humanos (102+3,9mmol/L), equinos
(120+1,2mmol/L), suinos (105,9+12,7), caprinos
(76,1 mmol/L) e bovinos (22+2,5mmol/L) e baixos
valores para cdes (5,7tlmmol/L) e gatos
(5,9£1,9mmol/L), de acordo com Harvey (2010).

Com relacdo aos ovinos e asininos tem-se observado
variacfes intraespécies, existindo animais com
hemécias possuindo altos valores de potassio (HK™ -
ovinos 98,7mmol/L, asininos 114mmol/L) e com
baixos valores deste ion (LK" - ovinos 39,4mmol/L,
asininos 100mmol/L), conforme citado na literatura
(Turcker e Ellory, 1971; Miseta et al., 1993).

Portanto, as concentragdes de potdssio do sangue
canino armazenado, ndo podem ser comparadas com
as concentracbes do sangue equino, por exemplo,
mesmo levando em consideracdo o mesmo tempo de
armazenamento e o grau de hemdlise, ja que as
concentragdes de potassio serdo diferentes devido a
diferenca individual na concentragao
intraeritrocitaria desse eletrdlito.

O sangue armazenado e hemolisado de animais que
possuem altos valores de potassio intraeritrocitario
quando transfundido possui maiores chances de
provocar hipercalemia, enquanto sangue armazenado
de animais que possuem pouco potassio intracelular
tem menores chances de provocar hipercalemia, mas
podem agravar quadros de pacientes com problemas
renais ou pacientes que recebam grandes volumes
transfusionais (Hohenhaus, 2007). O quadro 4
apresenta a concentracdo de potéssio em estudos
realizados em diferentes espécies animais.

Assim como a hemoglobina, o aumento da
concentracdo de potassio extracelular indica um dos
primeiros eventos que se relacionam com a reducdo
da qualidade das células vermelhas (Korte &
Verhoeven, 2004). Para a espécie humana sdo
aceitaveis niveis menores que  100mmol/L
(Tomczak, 2008) de potassio ao final do periodo de
armazenamento de concentrado de hemdcias. Porém,
esse valor ndo pode ser estendido a todas as
espécies, necessitando ainda de estudos que
determinem os valores para cada espécie.

Determinacdes dos valores de ATP e 2,3 DPG, que
tendem a diminuir no decorrer do periodo de
armazenamento, vém sendo incluidas nas pesquisas
para se avaliar a qualidade do sangue armazenado,
porém na pratica esses parametros ndo sdo utilizados
rotineiramente nos bancos de sangue, devido a



Acta Veterinaria Brasilica, v.6, n.2, p.68-79, 2012

onerosidade (Niinisto et al., 2008; Mudge et al.,
2004; Costa Junior et al.; 2008; Hogman, 1998).

A reducdo da concentracdo de ATP durante o
armazenamento € responsavel principalmente pelas
lesbes de armazenamento ligadas a membrana
celular dos eritrocitos, como esferocitose
progressiva, endocitoses anormais, aumento da
fragilidade, reducdo do tamanho e surgimento de
microvesiculas, além de interferir no bom
funcionamento da bomba de sédio e potéssio
(Eisenbrant & Smith, 1973; Hogman et al., 2002).

O 2,3 DPG como ja mencionado anteriormente é
importante na liberagdo do oxigénio ligado a
hemoglobina, para os tecidos. Apesar de o
armazenamento promover deplecéo dos niveis de 2,3
DPG, os eritrécitos retornam a sintese normal de 2,3
DPG, sendo necessdrias 24 a 48 horas apds a

transfusdo para que ele se normalize. Contudo, este é
um fator limitante para a utilizacdo de sangue
armazenado por longo periodo em pacientes criticos
gue necessitam de entrega rapida de O,, e agravado
ainda mais, pois 0s pacientes criticos necessitam de
tempo superior a 24 e 48 horas pos-transfusdo para
recuperarem os niveis de 2,3 DPG (Scott et al., 2005;
Kristensen & Feldam, 1997).

As concentracbes de 2,3 DPG assim como as de
potassio sdo variaveis entre as espécies. Ruminantes
e felinos diferentemente das outras espécies animais,
inclusive o homem apresentam quantidades menores
de 2,3-DPG, sendo este mediador menos importante
para essas espécies devido a mecanismos adaptativos
gue permitem a esses animais terem liberacéo rapida
de oxigénio aos tecidos (Bunn & Forget, 1986).

Quadro 4 - Concentragdo de potéssio plasmatico (mmol/L) em componentes sanguineos armazenados em

diferentes solucdes conservadoras.

Espécie Componente Tempo de Tipo de bolsa Potassio Autor
Armazenamento (mmol/L)
Humano Concentrado 42 dias CPD-SAM 60 Tomczak, 2008
Canino Sangue total 41 dias CPDA-1 51 Costa Jinior, 2006
CPD-SAGM 3,8
Felino Sangue total 28 dias CPDA-1 4,8 Bertoletti, 2011
CPD-SAGM 2,76
Equino Sangue total 32 dias CPDA-1 17,3 Mudge et al. 2004
Equino Concentrado 35 dias CPD-SAGM 28,5 Niinisto et al. 2008
Asinino Sangue total 42 dias CPDA-1 6,73 Barros, 2011
CPD-SAGM 5,78
Bovino Sangue total 35 dias CPDA-1 9,96 Ribeiro Filho et al.
1993
Ovino Sangue total 35 dias CPDA-1 22,85 Sousa et al. 2012b

Kay (1977) atribui essa adaptacio, ao fato de
ruminantes e felinos serem animais que requerem
liberagdo rapida de energia, na execugdo de saltos e
corridas repentinas. Nos momentos de exigéncias
fisicas o0s animais, apresentam aumento da
temperatura corporea, o pH sanguineo diminui, e a
demanda de O, aumenta. Nessa situagdo a afinidade
diminuida pelo oxigénio pode facilitar a sua
liberacdo para os tecidos (Bunn & Forget, 1986).

A glicose tem sido utilizada como um marcador da
qualidade do sangue humano armazenado, onde ao
final do periodo de conservacdo os niveis desse
carboidrato devem ser superiores a 50mg/dL
(Tomczak, 2008). A glicose é o substrato utilizado
para producdo de energia através da glicélise, sendo
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que no inicio do periodo de conservagdo observam-
se elevados valores decorrentes da presenca de
glicose na solugdo preservativa. Entretanto, os niveis
deste carboidrato tendem a diminuir durante o
armazenamento, devido a sua utilizacdo como fonte
energética para produgdo de ATP (Ribeiro Filho et
al., 1994).

O consumo de glicose pelos eritrocitos varia de
acordo com as diferentes espécies animais, sendo
que os eritrécitos humanos apresentam maior taxa de
consumo deste carboidrato (1,48 + 1,1ummol/h/mL)
guando comparado com outros mamiferos. Como as
bolsas de conservacdo de sangue foram projetadas
para essa espécie, a quantidade de glicose ndo é um
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empecilho para a conservacdo de sangue em outras
espécies (Harvey, 2010).

Ao final de 32 dias de conservacdo de sangue total
equino em diferentes solucdes, observaram-se
valores de glicose acima de 300mg/dL (Mudge et al.,
2004). No sangue canino e felino, valores acima de
500mg/dL durante 42 dias e 28 dias de conservagdo
respectivamente, em bolsas CPD/SAGM (Costa
Junior et al., 2008; Bertoletti, 2011). As bolsas tipo
CPD/SAG possuem na solucdo preservativa maior
quantidade de glicose quando comparada as bolsas
tipo CPDA-1.

A atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH)
também tem sido utilizada em estudos com sangue
equino armazenado, para auxiliar na avaliacdo de
hemolise, ja que essa enzima estd presente em
grande quantidade nos eritrécitos (Mudge et al.,
2004).

Avaliagdo Microbioldgica

Um dos objetivos da conservagdo de sangue além de
manter a qualidade e viabilidade das células
armazenadas é evitar a proliferacdo bacteriana
(Hogman et al., 2002; Smith et al.,1978), em virtude
dos eritrdcitos armazenados servirem como meio de
cultura para bactérias (Hess, 2010). Ha de se
ressaltar que apesar das bolsas para a coleta e
armazenamento de sangue apresentar um sistema
fechado, pode ocorrer contamina¢do no momento da
coleta por bactérias presentes na pele, no sangue dos
animais ou ainda durante o armazenamento se as
bolsas ndo forem seladas corretamente. Segundo
Hess (2010) a maioria das bactérias ndo sobrevive as
baixas temperaturas de armazenamento (1 a 6°C), no
entanto  existem algumas tolerantes, como
Aeromonas e algumas espécies de Serratia. Nesses
casos de contaminagdo, o crescimento bacteriano é
lento, cerca de uma divisdo por dia, levando pelo
menos 19 dias para uma bactéria multiplicar-se cerca
de 10°, podendo provocar sepse (Wagner, 2004).

A avaliacdo microbioldgica nos bancos de sangue
humano é um parametro de avaliagdo obrigatéria
pela legislacdo brasileira (RDC, 2004), sendo que
normalmente ndo é realizada em todas as bolsas, mas
em uma amostra representativa do total.

CONCLUSOES

O armazenamento produz alteracGes graduais na
gualidade do sangue devido a alteragGes
hematologicas, morfologicas, hemogasométricas e
bioquimicas, podendo inviabilizar a utilizagdo ou
diminuir sua eficacia pds-transfusdo.
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Os padrdes de controle de qualidade do sangue
armazenado nos bancos de sangue humano estdo
bem estabelecidos, existindo leis nacionais que
normatizam esse processo no intuito de detectar
erros ao acaso ou erros sistematicos. No entanto, na
medicina veterinaria os parametros de qualidade ndo
estdo bem estabelecidos para as diferentes espécies,
sendo importante o desenvolvimento de estudos que
possam determinar os padrdes de qualidade para as
diferentes espécies, assim como avaliar os efeitos e
respostas do receptor ao recebimento do sangue
armazenado e a capacidade das hemacias de
funcionar pés-transfuséo.
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