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RESUMO

A clinica de equinos atletas no Brasil estd em constante evolucdo e tem grande
importancia no complexo agronegdcio do cavalo. A utilizagdo de hemoterapia ¢ uma
importante ferramenta dentro da clinica e cirurgia desses animais, sendo indicada para
recuperacao rapida da volemia em casos de hemorragias graves e anemias hemoliticas
severas, causadas por hemoparasitas ou imunomediadas e em cirurgias com grande risco
de hemorragia. A conservagdo de sangue para transfusdo vem sendo desenvolvida e
aprimorada durante o ultimo século, com grandes avancos em todas as espécies animais.
As alteragdes que acometem o sangue durante o periodo de armazenamento ja sdo bem
conhecidas especialmente em humanos e cdes, com alguns trabalhos desenvolvidos em
ovinos € na espécie equina. De maneira geral, o metabolismo anaerdbico das células
durante o seu armazenamento ocasiona uma série de mudancas estruturais e fisiologicas
que acabam por comprometer a sua viabilidade pos transfusional, diminuindo a seguranca
da utilizag¢do do sangue armazenado por periodo prolongado. Neste contexto, o objetivo
deste trabalho foi estudar as caracteristicas hemogasométricas, bioquimicas e
hematimétricas do sangue equino armazenado em bolsas CPDA-1 por um periodo de 28
dias. Foram utilizados 20 equinos (9 machos e 11 femeas), com 8 anos de idade da raca
Brasileiro de Hipismo. Foi realizada a coleta de 450 ml de sangue total em bolsas CPDA-
1 e armazenamento em banco de sangue, com temperatura entre 2 ¢ 6 °C. Foram retiradas
amostras nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 de armazenamento, e realizadas analises de
hemogasometria (pH, PO2, PCO2, HCO3, BE, K e Na), bioquimicas (glicose e lactato) e
hematologicas (He, Ht, VCM, % hemolise). Apos a andlise estatistica dos dados foram
encontradas alteragdes com diferencas significantes (P<0,05) em varios parametros tais
como pH, PO2 e PCO2, bicarbonato, déficit de bases, potassio, glicose e lactato. Nao
foram constatadas alteragdes hematimétricas, embora tenha ocorrido um aumento no
VCM. As alteragdes encontradas demonstram que o sangue equino armazenado em bolsas
CPDA-1 sofre mudancas importantes durante o armazenamento e tem caracteristicas
diferentes de outras espécies. Foi possivel afirmar que houve um ambiente favoravel para
a manutencao de sua viabilidade durante a maior parte do periodo de armazenamento.
Mais estudos devem ser realizados para elevar o conhecimento sobre fatores especificos

do sangue equino que garantam sua viabilidade apds armazenamento prolongado.

Key Words: Hemoterapia, Sangue Equino, Bolsas CPDA-1.
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ABSTRACT

The equine medicine in Brazil is in constant evolution and it has a big importance
in the horses agribusiness complex. The utilization of hemotherapy is an important
implement inside of clinic and surgery of those animals, being indicated for fast recovery
of the volemy in the cases of severe bleeding and severe hemolytic anemias, caused by
hemoparasites or immune-mediated and in surgeries with high risk of hemorrhage. The
blood’s conservation for transfusion is being developed and improved during all the last
century, with big advances in all animal species. The changes that affect the blood during
the period of storage are well known especially in humans and dogs, with some jobs have
already advanced in the knowledge of equine’s blood. In resume, the cells’ anaerobic
metabolism during storage causes an series of structure, hemogasometric, biochemical
and hematological changes that compromising its post transfusion viability, reducing the
safety of the blood use for a long period. In this context, the aim of this study was to
investigate the hemogasometric, biochemical and hematologic features of equine blood
stored in CPDA-1 bags in a blood bank. It was took 20 eight years old, Brasileiro de
Hipismo Breed horses (9 males and 11 females). It was performed a collection of 450 ml
of blood in CPDA-1 bags and stored or 28 days on a blood bank, at controlled temperature
between 2 and 6 °C. It was sampled in days 0, 7, 14, 21 and 28, and performed blood gas
(pH, PO2, PCO2, HCO3, BE, K and Na), biochemical (glucose and lactate), and
hematologic (Red Blood Cell Count, Packed Cell Volume, Medium Cell Volume,
hemolysis rate) analysis. After the statistical data analysis were found statistic differences
(P<0,05) in many parameters, like pH, PO2, bicarbonate, Basis Deficit, potassium,
glucose and lactate. There was not found many hematologic changes, besides the MCV
showed an increase. The changes demonstrate that the equine blood stored in CPDA-1
bags suffered important changes through the storage and has different features from other
species. In general way, it was possible to say that there was a good environment for the
viability maintenance through almost all the storage time. However, other studies must
be performed to improve the knowledge about specific factors of equine blood that

guarantee their viability to be used in equine medicine practice after long storage times.

Key Words: Hemotherapy, Equine Blood, CPDA-1 Bags.
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INTRODUCAO

A equideocultura ¢ um segmento importante do agronegdcio brasileiro. Em
tempos de baixo crescimento do PIB brasileiro e dificuldades em diversos setores da
economia, o setor agropecuario brasileiro mantém-se com altas de rendimento sucessivas,
sustentando o desenvolvimento da economia brasileira. Dentro deste contexto, o
complexo do agronegocio cavalo aparece como um importante setor. A sua cadeia
produtiva ¢ relativamente mais complexa que as demais, e nao pode ser visualizada de
uma maneira linear, ¢ sim de uma forma bem mais ampla, considerando que ha vérias
cadeias de mao dupla dentro do complexo. Com um efetivo estimado de mais de 5
milhdes de animais, sendo que 1,1 milhdo de individuos sdo dedicados ao esporte, a
cadeia produtiva somente ligada ao cavalo atleta ou de lazer movimenta 5,84 bilhdes de

reais por ano (BRASIL, 2016).

Os animais atletas foram os principais responsaveis pelo crescimento do setor nos
ultimos anos. Ao contrario dos animais considerados “de lida”, o cavalo de esporte requer
maiores cuidados e consequentemente maiores gastos, movimentando com maior
intensidade desde a industria de medicamentos e ferrageamento até os cosméticos e
acessorios relacionados a atividade. No total o complexo agronegdcio do cavalo
movimenta mais de 16,5 bilhdes de reais anualmente, sendo responsavel por empregar
diretamente mais de 600 mil pessoas, e indiretamente outros 2,4 milhdes de brasileiros.

Frente a esses nlimeros, ¢ indiscutivel a importancia da equideocultura para a economia

brasileira (BRASIL, 2016).

No centro do complexo do agronegocio do cavalo estdo os animais de uso militar,
ao lado de criadores, joqueis, centros de treinamento, hipicas e mercado externo
interligado a todos estes outros ramos. E importante lembrar que estes agentes centrais
sdo os responsaveis pela movimentacdo de uma ampla gama de setores dependentes do
sucesso desta atividade econdmica. Desta forma, selarias, empresas de nutri¢gdo animal,
industrias farmacéuticas, profissionais ferrageadores, clinicas veterinarias, laboratérios
diagnosticos, frigorificos, entre outros, sdo diretamente dependentes das atividades

centradas nos equinos (BRASIL, 2016).



O Exército Brasileiro possui mais de 2500 equinos para uso militar. Mais do que
simples companheiros de trabalho, o cavalo esta encrustado na histéria do Exército e do
Pais, estando presente nas principais passagens e acontecimentos de nossa historia, como
na Batalha de Guararapes e na Proclamacao da Independéncia. Desta forma, os equinos
ainda hoje sdo importantes simbolos das tradigdes cultuadas pelos militares, estando
presentes em diversas organizacdes militares (OM), espalhadas por todo o Brasil

(BRASIL, 2013).

O cavalo de uso militar possui caracteristicas morfofisiologicas adequadas ao
emprego e cerimonial militar, em condi¢des de saude, resisténcia, for¢a e velocidade que
0 tornam apto para suportar trabalhos continuos e variados. Os equinos do exército
brasileiro sdo utilizados em missdes de carater peculiarmente militar, como em cerimonial
para chefes de estado e operacdes de Garantia da Lei e da Ordem (GLO), além de estarem
aptos a participarem de modalidades desportivas como salto, adestramento, concurso
completo de equitacao (CCE) e polo. Nao resta diivida que um animal para estar pronto
para estas diferentes atividades, deve estar sempre no apice de sua higidez, podendo

utilizar todo seu potencial de capacidade fisica (BRASIL, 2013).

A clinica médica de equinos ¢ um mercado em franca ascensdo e cada vez mais
as tecnologias terapéuticas disponiveis devem ser utilizadas. A busca por novos métodos
diagnosticos € necessaria, visto que novos desafios surgem enquanto velhos problemas
ainda carecem de solu¢des melhores, mais praticas, ou at€ mesmo mais baratas. A clinica
médica de equinos no Brasil ainda atinge apenas a menor parcela da populagao de cavalos

existentes, e ¢ centrada basicamente nos cavalos atletas de rendimento desportivo.

Uma técnica terapéutica antiga, mas com utiliza¢do no Brasil ainda incipiente, ¢ a
transfusdo de sangue em equinos, utilizando-se de sangue total armazenado. Algumas
limitag¢des da utilizacao do sangue equino armazenado, ou até mesmo o desconhecimento
de veterinarios a campo da possibilidade desta utilizacdo, ainda sdo barreiras que devem
ser ultrapassadas. Uma das barreiras a ser rompida ¢ a seguranca quanto a utilizagao

clinica para transfusdo de sangue armazenado por um longo periodo.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar as alteragdes
hematoldgicas, hemogasométricas e bioquimicas do sangue equino coletado e

armazenado em bolsas CPDA-1 por até 28 dias sob refrigeragao.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

O principal objetivo para a transfusao de sangue total em equinos ¢ a recuperagao
da volemia e da capacidade de transporte de oxigénio em casos de anemia severa por
perda aguda de sangue. Em casos de perda aguda de sangue, considera-se que animais
com hematécrito abaixo de 20% tem indicagdo para transfusio (REICHMAN, 2001). E
importante lembrar que a transfusdo de sangue em equinos ¢ considerada como terapia
emergencial com efeito limitado e transitorio, devido principalmente ao tempo de vida
das hemacias transfundidas ser curto, de 2 a 6 dias em animais adultos. A limita¢ao desse
tempo de vida também coloca em cheque a utilizacdo de transfusdo sanguinea em casos

de anemias cronicas (DURHAM, 1996; REICHMAN, 2001).

A transfusdao de sangue total em equinos ¢ indicada em casos de hemorragias
graves ¢ anemias hemoliticas severas, causadas por hemoparasitas ou imunomediadas.
Talvez a principal indicacdo seja em cirurgias com grande risco de hemorragia, e nesses
casos, pode-se realizar a coleta de sangue do proprio paciente com semanas de
antecedéncia e armazena-lo para utilizagdo no momento da cirurgia. A transfusdo de
sangue total também ¢ indicada em casos de hipoalbuminemia e hipogamaglobulinemia,
entretanto nessas situagdes a utilizacdo de plasma congelado ¢ a mais indicada

(DURHAM, 1996, MUDGE, 2004).

Historicamente, na busca por conservar sangue humano por mais tempo, visando
a transfusdo, Rous e Turner (1916) utilizaram uma solu¢do com anticoagulante citrato e
glicose, e obtiveram ¢&xito com o armazenamento por quatro semanas. Louit e
colaboradores (1943), avancaram na técnica, ao adicionar acido citrico a solucdo de
citrato e dextrose, permitindo a sua autoclavagem sem danos aos carboidratos, e assim
conseguiram preservar sangue total por até 3 semanas com o minimo de hemolise,
entretanto, o pH do diluente e consequentemente do meio intracelular apds a

homogeiniza¢do com o sangue, tornou-se bastante acido (COSTA JUNIOR, 2008).

Na década de 60, iniciou-se a utilizagao de bolsas plasticas de cloreto de polivinil
(PVC), recobertas com o pléstico 2-diethylhexyl phthalate (DEHP), sistema amplamente
utilizado até a atualidade. As bolsas de PVC facilitaram o transporte e centrifugacdo do

sangue, € permitiram a sobrevida de diversos componentes sanguineos apos a transfusao.



Nessas bolsas, com o DEHP sendo utilizado para evitar o contato dos eritrocitos com o
PVC, o sangue sofria menor adesdo celular, formagdo de codgulos bem como baixos

indices de hemolise (PIERRE, 1981, HESS & GREENWALT, 2002).

Nas bolsas de PVC, outro aspecto importante para o aumento da sobrevida dos
eritrocitos era sua permeabilidade ao gas carbonico (COz). Durante o armazenamento do
sangue total, a glicose era consumida para producdo de ATP e nessa reacdao, ocorria
producdo de uma série de metabdlitos, como o lactato e protons. Devido a presenga da
enzima anidrase carbdnica nos eritrocitos, os acidos produzidos eram convertidos em
agua e CO,. Com a permeabilidade das bolsas de PVC para o CO», ocorria a difusdo desse
gas para o ambiente, prevenindo a reversao dessa reacdo, € consequentemente o aumento
dos niveis de metabodlitos que podem ser prejudiciais a sobrevivéncia dos eritrdcitos,
principalmente pela diminui¢ao do pH do meio (HESS & GREENWALT, 2002; COSTA
JUNIOR 2010).

Atualmente sdo utilizados comercialmente 3 principais tipos de diluentes para a
conservagao de sangue: ACD (citrato-dextrose), CPD (citrato fosfato dextrose) e CPDA-
1(citrato fosfato dextrose e adenina), sendo a tltima a mais utilizada para conservagao e
transfusdo de sangue equino. Ha de se ressaltar que as bolsas utilizadas para coleta,
conservagdo e transfusdo em equinos sdo as mesmas utilizadas na medicina humana,

geralmente com 63 ml de diluente para 450 ml de sangue total (SOUSA et al, 2012).

Os constituintes da solug¢do de preservagao t€ém fungdes especificas para manter o
sangue viavel por mais tempo. O citrato ¢ um anticoagulante com capacidade de quelar o
calcio, impedindo assim a coagulacdo de maneira transitoria, bem como tem acdo de
estabilizagdo da membrana eritrocitaria, auxiliando na manutengdo do pH intracelular. O
fosfato ¢ adicionado para servir como substrato para producao de 2,3-difosfoglicerato
(2,3-DPQG) no interior das heméacias. A dextrose ¢ utilizada como fonte de energia, sendo
consumida lentamente pelas células em condigdes de baixas temperaturas (HOGMAN et
al, 2002; SOUSA et al, 2012). No caso do CPDA-1, a adi¢do de adenina permite uma
maior concentragdo e disponibilidade de ATP para as células, o que ¢ altamente benéfico
para o metabolismo celular (MUDGE, 2004) e para a sobrevivéncia da célula apos ser

transfundida para um receptor ( HOGMAN, 1998).

A retirada do sangue da circulagdo para o armazenamento in vitro acaba por causar

uma série de alteragdes hematologicas, bioquimicas, morfoldgicas e hemogasométricas,
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que em conjunto sdo conhecidas como lesdes de armazenamento. Tais lesdes podem
resultar em danos irreversiveis e consequente menor sobrevivéncia das hemacias pos
transfusdo (CHIN-YEE et al., 1997; SOUSA et al, 2002). As mudancgas estruturais,
metabolicas e funcionais que ocorrem no sangue armazenado sdo refletidas na diminuigao
do pH, glicose e ATP, aumento no lactato e hemoglobina livre, alteragdes de eletrolitos,
principalmente sodio e potassio, e deplecdo das concentragdes de 2,3-difosfoglicerato

(2,3-DPG) (MUDGE et al, 2004).

De acordo com Hess e Greenwalt (2002), a maioria dos trabalhos com sangue
humano concluiram que o limite para conservacao de hemacias ¢ de 6 semanas de
armazenamento, € que isso € imposto por uma lenta e estavel deterioragdo das fungdes

metabdlicas destas.

Logo no inicio do periodo de conservacdo existe uma queda abrupta no pH
sanguineo, verificado desde o momento em que ha o contato do sangue com a solugdo
conservativa. Nas bolsas contento CPDA-1, a queda do pH logo no primeiro dia de
armazenamento ocorre devido a presenca de acido citrico nesta solugdo conservadora.
Fisiologicamente, na corrente sanguinea, existem inumeros mecanismos responsaveis por
manter o pH dentro de um estrito limite fisiologico, de 7,35 a 7,45, e muitas das fungdes
fisiologicas normais dependem da manutengdo desta neutralidade do pH. Entretanto, o
sangue total retirado de seu ambiente in vivo e armazenado em condigdes extracorporeas
possui poucos recursos para compensar o continuo metabolismo celular e acimulo de
metabolitos, que, invariavelmente, levam a diminui¢do constante do pH. Com o passar
do tempo, as hemécias metabolizam glicose para produzir ATP, e nesse processo sdao
gerados protons, que levam a diminui¢do do pH do meio intercelular, e lactato,
consequentemente interferindo no metabolismo e posterior sobrevivéncia pos
transfusional. De maneira geral, nesse contexto de constante queda do pH, acredita-se que
o valor limite de pH ao qual as células humanas podem ser submetidas com continuidade
da funcao metabolica ¢ de 6,2 (CHIN-YEE et al., 1997; HESS & GREENWALT, 2002;
SOUSA et al., 2012).

O plasma sanguineo em condi¢cdes normais possui uma boa capacidade
tamponante do pH. Esta capacidade se mantém no sangue total armazenado, e, apesar de
ndo conseguir a manuten¢do em niveis semelhantes aos encontrados in vivo, a0 menos

retarda a diminui¢do do pH, ficando claro esse efeito quando, ao retirar o plasma e boa



parte da solucao conservadora, os concentrados de hemécias apresentam uma queda mais
abrupta deste parametro. Por outro lado, ¢ importante respeitar a propor¢ao entre sangue
coletado e solucdo de conservacdo, visto que quando o volume de sangue coletado ¢
reduzido em relagao ao volume de solugdo, havera uma diminui¢ao mais acentuada do
pH, devido a ja comentada acidez da solucao (RIBEIRO FILHO et al, 1994; SOUSA et
al., 2012).

O bicarbonato (HCO;3) ¢ um dos principais agentes plasmaticos com papel
tamponante importante para a manutencdo do pH em valores fisioldgicos no meio
extracelular. O HCOs™ liga-se aos fons H' resultantes do metabolismo anaerdbio,
neutralizando-os e gerando H>COs3. Além disso, no metabolismo in vivo, o bicarbonato ¢
o principal responsavel pelo transporte do CO; dos tecidos para os pulmdes, onde €
expelido. Durante o periodo de conservagdo, o ion HCO3;™ mantém-se responsavel por
compensar o aumento nas concnetragdes dos metabolitos acidos. Desta forma observa-se
uma diminuic¢ao nos valores do ion HCO3™ durante o periodo de armazenamento. Apesar
da constante diminui¢do do pH durante o periodo de armazenamento do sangue total, ndo
resta diividas que o HCOs", enquanto estiver em boa disponibilidade no meio extracelular,
consegue neutralizar em parte os acidos produzidos pelo metabolismo celular

(RANDALL et al, 2008; SOUSA et al., 2012).

O metabolismo das hemécias para obtencdo de energia ¢ crucial tanto para a
sobrevivéncia durante o armazenamento quanto para a qualidade e viabilidade das células
no periodo poés-transfusional. Durante o armazenamento, as células obtém energia
primariamente através da glicolise, gerando ATP e lactato. Nesse processo, o pH do meio
interfere de maneira determinante, sendo que solugdes conservativas com o pH mais
proximo da neutralidade melhoram o metabolismo das hemaécias, e conseguem suportar
melhor a glicélise para producao de ATP. Os niveis de ATP sdo importantes nido so para
manter o metabolismo celular, mas também para assegurar a integridade da membrana
plasmatica. Conforme o tempo de armazenamento aumenta, os niveis de ATP diminuem
e a bomba de sédio-potassio da membrana celular comeca a falhar, o que interfere na
integridade e morfologia celular. A diminui¢do de 50% na disponibilidade de ATP tem
correlacdo negativa com a taxa de sobrevivéncia pos transfusdo (CHIN-YEE et al., 1997,

HESS & GREENWALT, 2002).



Uma das caracteristicas mais importantes das hemacias ¢ sua flexibilidade e
capacidade de deformacdo, para poder realizar a troca gasosa através de pequenos
capilares teciduais. Com a perda da integridade da membrana celular, a sua capacidade
de deformacao também ¢ afetada (CHIN-YEE et al., 1997). Portanto, quanto menor o pH,
menor o metabolismo energético ¢ menos ATP disponivel, ocasionando menor
integridade da membrana e entdo menor tempo de sobrevivéncia celular e menor
capacidade funcional das hemacias (CHIN-YEE et al., 1997; HESS & GREENWALT,
2002; SOUSA et al., 2012).

Com o aumento do tempo de armazenamento também ha alteragdo no tamanho
das hemacias, relacionado a falha da bomba-sodio potassio. O influxo de sodio para o
interior das células e o extravasamento de potassio para o meio extracelular leva a entrada
de liquido para dentro das células, promovendo varia¢gdes no tamanho das hemacias. O
tamanho das hemacias ¢ refletido na mudanca do volume corpuscular médio (VCM)
durante o tempo de armazenamento que varia entre as espécies. Diferentes estudos
verificaram que em humanos e ovinos houve aumento do VCM, enquanto que em equinos

tal aumento nao ocorreu (MUDGE, 2004; HOGMAN, 1998).

O potéssio ¢ um ion predominantemente intracelular e a maior mudancga na relagao
dos eletrolitos durante o armazenamento ¢ o aumento do potassio sérico, causado pela
falha da membrana sodio-potéassio dependente de ATP e consequente extravasamento de
potassio intracelular para o meio extracelular. Nesse processo também hé a influéncia da
diminui¢do do pH e temperatura de armazenamento. Altos valores de potdssio também
sdo dependentes da hemolise e da concentracdo intra-eritrocitaria desse ion, que varia
conforme a espécie, devendo haver cautela na comparacdo do aumento durante o

armazenamento entre espécies. (HOGMAN, 1998; MUDGE, 2004; SOUSA et al., 2012)

Devido a diminui¢do do pH, deplecao da fonte energética, comprometimento da
membrana celular e acimulo de metabolitos prejudiciais a sobrevivéncia eritrocitaria, era
de se esperar uma alta taxa de lise celular. Entretanto, a capacidade de sobrevivéncia das
hemacias tem se mostrado alta e em estudos com equinos nao ha redu¢ao na contagem,
hematocrito e hemoglobina total com o avancar do tempo de armazenamento (MUDGE,
2004; NIINISTO, 2008). Resultados divergentes foram encontrados com armazenamento

de sangue total de asininos, onde foi verificado uma constante redu¢do na contagem de



hemacias e hematocrito durante 42 dias de armazenamento (BARROS et al, 2013;

TAVARES et al, 2013).

Critérios para a determinagdo da viabilidade de sangue armazenado ainda nao
foram bem determinados para as espécies de interesse veterindrio, entre elas os equinos.
Na medicina humana um critério importante ¢ o percentual de hemolise, e esse dado ¢
utilizado amplamente em trabalhos de diferentes espécies com armazenamento de sangue
por longos periodos (MUDGE, 2004; NIINISTO, 2008; SOUSA et. al., 2012). A
hemolise pode ser em forma da ruptura das células ou na ruptura de microvesiculas da
superficie de células ainda intacta, consequentemente aumentando os niveis de
hemoglobina livre (HESS & GREENWALT, 2002).

Outro critério importante que pode estar relacionado a viabilidade do sangue
armazenado ¢ o 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) que ¢ necessario para realizar a liberagdo
do oxigénio ligado a hemoglobina e seus niveis estao diretamente associados a capacidade
do sangue transfundido mobilizar oxigénio para os tecidos. O 2,3-DPG também esté
intimamente relacionado ao pH, necessitando um valor mais proximo do fisioldgico para
manter-se em niveis adequados. Portanto, quando ha quedas mais acentuadas no pH
sanguineo durante o armazenamento, menores os niveis de 2,3-DPG e menor capacidade
oxidativa do sangue a ser transfundido (COSTA JUNIOR, 2008; NIINISTO, 2008).

Com o aumento do tempo de armazenamento observa-se o aumento na pCO>
devido a neutralizagao do acido latico produzido pelo metabolismo celular, e isso interfere
diretamente na afinidade da hemoglobina pelo oxigénio. Com o aumento da pCO; héd a
redu¢do do pH e o incremento na combinagdo direta entre CO> e hemoglobina.
Combinado a tudo isso, altos niveis de pCO> promovem maior degradagao de 2,3-DPG
(SOUSA et al., 2012).

As consequéncias clinicas da transfusdo de sangue considerado “velho” ainda sdo
incertas. Em humanos, o armazenamento prolongado ja tem impacto conhecido na
sobrevivéncia pés-transfusdo, mas outros efeitos adversos ndo sao muito esclarecidos
(CHIN-YEE et al., 1997). A capacidade organica do individuo receptor em lidar com
células “defeituosas” e conseguir retird-las através do sistema reticulo-endotelial ¢
determinante. A questdo ¢ que normalmente os individuos que recebem transfusdes
sanguineas encontram-se em situacao de comprometimento de suas fungdes, dentre estas
o sistema reticulo-endotelial. (CHIN-YEE et al., 1997) Alguns estudos t€ém demonstrado

que hemadcias provenientes de concentrado de eritrocitos, transfundidas apos longo



periodo de armazenamento, tem capacidade limitada de oxigenar os tecidos, além de ser
relatado o aprisionamento de eritrocitos com pouca capacidade de deformagdo na

microcirculagdo de 6rgdos, como pulmdes, baco e mucosa intestinal (CHIN-YEE et al.,

1997).



MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso Animal da

Universidade de Brasilia sob protocolo n°® 64/2017.

Foram utilizados 20 equinos sadios, 9 machos e 11 fémeas, todos com 8 anos de
idade, da raca Brasileira de Hipismo, com peso médio 504,6 + 40,02K g, pertencentes ao
Exército Brasileiro, alojados no 1° Regimento de Cavalaria de Guardas, em Brasilia-DF.
Todos os animais passaram por acompanhamento clinico diario na ultima semana antes
do inicio do estudo. Nessa fase, o historico clinico de todos os animais foi avaliado, sendo
excluidos animais com problemas sistémicos, que passaram por cirurgia nos ultimos 6
meses, ou aqueles com escore corporal muito baixo. Os animais ficaram alojados em baias
de alvenaria, de 9m?. A alimentagao de todos animais era similar, comendo um total diario
de 5 kg de ragdo balanceada, 3 kg de feno de capim tifton (Cynodon sp.) e 1 Kg de feno

de alfafa, além de suplementagdo com 200g de sal mineral e dgua “ad libitum ™.

Por meio de venipungdo jugular esquerda, apds tricotomia e antissepsia com
alcool e iodo no local, foi realizada a coleta de 450 ml de sangue em uma bolsa de
transfusdo CPDA-1 (JP Industria Farmacéutica SA). Para padronizar a quantidade de
sangue coletado, as bolsas de sangue foram pesadas em balanca (Toledo Prix 3/14), sendo
interrompida a colheita quando o peso total alcangava 550g (472,5 g de sangue + 100 g
da embalagem e diluente). Para calcular o peso do sangue total foi utilizada a convengao

de que cada 1 ml de sangue ¢ igual 1,05g (YAGTI, 2016).

Ao mesmo tempo que foi realizada a coleta da amostra para a bolsa de sangue,
também foram coletadas amostras da veia jugular oposta, diretamente para tubos com
citrato de sodio. Tais amostras foram consideradas como Tempo -1 (D -1), para analises
laboratoriais, e acondicionadas em caixa de isopor com gelo. Nessas amostras também
foram imediatamente determinados os niveis de lactato e glicose sanguineos, por meio de
analisador portatil (Accutrend®, Roche) com tiras especificas. Os valores determinados

foram considerados de referéncia para cada animal.

Ap0s a coleta as bolsas foram acondicionadas imediatamente em um isopor com

gelo descartavel envolvido em papel pardo, para que se evitasse hemolise pelo contato da
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bolsa diretamente com o gelo. Cerca de 1 hora ap6s a coleta, as bolsas foram conduzidas
até o laboratdrio do Hospital Veterindrio da UnB, onde foram coletadas aliquotas de 10
ml de sangue de cada bolsa (D0), e em seguida foram transferidas para refrigerador Indrel
RC 02D, do banco de sangue do HVet-UnB. As bolsas permaneceram no banco de sangue
por 28 dias, sendo coletadas aliquotas nos dias 7, 14, 21 ¢ 28 em capela de fluxo laminar.
A temperatura do armazenamento das bolsas ficou entre 4 e 5°C. As bolsas eram

homogeinizadas uma vez por dia, durante todo o periodo do experimento.

Trés dias antes do inicio das coletas, em capela de fluxo laminar, adaptadores PRN
(BD®) foram acoplados, de forma estéril, em um dos acessos superiores da bolsa. O
adaptador foi fixado e a bolsa vedada utilizando-se cola de cianoacrilato (Super Bonder®).
Ap0s a cola secar, as bolsas foram esterilizadas, utilizando-se luz ultravioleta por 15

minutos.

Para as colhetas seriadas (DO a D28) a bolsa de sangue foi homogeinizada por
cerca de 5 minutos e o adaptador PRN foi esterilizado com de gaze e dlcool 70°. Foram
retirados 10 ml de sangue de cada bolsa através de seringa de 10 ml com agulha 30x08
mm. Em seguida a agulha foi retirada e acoplado na seringa um filtro de transferéncia de
20 um (SFM GmbH, Wachtersbach, Alemanha). O sangue foi entdo transferido
separadamente para 2 tubos de ensaio sem anticoagulante. Em um dos tubos foi retirada
amostra de 0,8 ml de sangue em seringa de insulina, que foi rapidamente armazenada em
isopor com agua e gelo. Em todas as amostras foi mantido pequena amostra de sangue na
seringa de 10 ml, utilizado para imediata determinacdo de lactato e glicose, por meio de

analisador portatil (Accutrend®, Roche) com tiras especificas.

As seringas com 0,8 ml de sangue foram utilizadas para andlise hemogasométrica
em hemogasometro b 121 COBAS (ROCHE®). Foram obtidos dados de pH, pressio
parcial de gas carbonico (PCO;), HCOs3, excesso de base (BE), pressao total de oxigénio

(POxt) e ions potassio (K') e sodio (Na*).

Para a determinagdo de hemoglobina total, foi utilizado o método de cianometa-
hemoglobina. Nesse método, 2,5 ml de reagente (reativo de Drabkin) contendo cianeto
de potassio, e 10 pl de sangue total sao misturados. Apos 5 minutos ¢ realizada a leitura
em espectofotometro semiautomdtico (BioPlus®). O método para determinar
hemoglobina livre foi o mesmo, sendo realizada a centrifugagdo das amostras de sangue

por 5 min a 3500 rpm para a obten¢do do plasma. 10 pl de plasma sdo adicionados aos
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2,5 ml de reagente, e a determinagdo ¢ realizada em espectofotdmetro semiautomatico
(BioPlus®), apés 5 minutos. Apds a obtengio desses 2 dados, foi utilizado o método de

Wardrop (1997) para o célculo da % de hemolise:
%Hemolise = (100 — hematdcrito)x hemoglobina plasmatica(g/dL)/hemoglobina total(g/dL)

O tubo com sangue que ndo passou por centrifugacdo para determinacdo de
hemoglobina livre foi utilizado para analise de hemograma. Foi utilizado contador
automético de células para hemograma, Sysmex pocH-100iV Diff (Roche®). Foram
obtidos dados da contagem global de hemacias e hematdcrito. Determinou-se

matematicamente os valores de volume corpuscular médio (VCM) de cada amostra.

Ao final dos 28 dias do periodo teste, as bolsas foram enviadas para laboratorio
de microbiologia, a fim de serem isolados possiveis agentes bacterianos que poderiam ter

contaminado as amostras durante o armazenamento € manuseio.

Os resultados encontrados foram submetidos a andlise estatistica com teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, em que os dados seguiram distribui¢do normal (dados
paramétricos = P>0,10). Logo apds, foram submetidos a andlise de varidncia de repetidas
mensuragdes de um fator, seguido do teste de Tukey, com diferengas significativas
quando P<0,05. O programa utilizado foi “GraphPad Prism for Mac version 5.00”
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Os valores foram expressos em médias e

desvio padrao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas amostras retiradas no tempo -1 (D-1) foram encontrados os resultados
demonstrados na tabela 1. Tais valores foram considerados de referéncia pois foram
determinados logo apos a colheita, antes do sangue ser acondicionado nas bolsas de
transfusdo. Percebeu-se que os valores se encontraram dentro dos limites dos padrdes
normais, quando comparados aos valores de referéncia da espécie equina (KANEKO,

2008; RICKETSS, 2006; SEAHORN e SEAHORN, 2003; VETLAB, 2009)

Tabela 1. Valores médios (+ desvio padrdo) de variaveis hemogasométricas,

hematolégicas e bioquimicas do sangue total de equinos (n=20), no momento da coleta.

Variaveis Média £ Desvio Padrio Valores de Referéncia
pH 7,36+0,04 7,32 —7,44 (b)
PCO: (mmHg) 47,07+4,52 38 -48 (d)
HCO3 (mmol/L) 26,04+1,54 20 -28 (b)
BE (mmol/L) 0,31+1,59 -4 -4 (c)
POzt (mmHg) 47,04+11,96 37-56(d)
He (x10°) 6,18+0,34 6,2-10,2 (a)
HT (%) 29,87+4,18 31-43(a)
VCM (fL) 48,33+1,56 40,0 - 50,0 (a)
Glicose (mg/dL) 76,93+16,38 75-115 (b)
Lactato (mmol/L) 0,98+0,5 1,11-1,78 (b)
Na* (mmol/L) 141,46+4,53 134 — 142 (a)
K* (mmol/L) 3,60+0,76 3,0-5,0(a)

(pH Potencial de Hidrogénio; PCO2 — pressdo de CO2; HCO3 — bicarbonato; BE — excesso de

base; PO2t — pressdo total de oxigénio; He — concentragdo de hemacias; HT — hematocrito;
VCM — Volume Cospuscular Médio; Na+ - concentracdo de ions de Sodio; K+ - concentragido
de ions potassio. (a) RICKETSS, 2006; (b) KANEKO, 2008; (¢) SEAHORN ¢ SEAHORN,
2003; (d) VETLAB, 2009.
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Os resultados encontrados nas andlises realizadas apos armazenamento nos dias

zero, sete, 14,21 ¢ 28 (D0, D7, D14, D21 e D28) do sangue total equino em bolsas CPDA-

1 estdo demonstrados na Tabela 2:

Tabela 2. Valores médios (+ desvio padrdo) de variaveis hemogasométricas, hematologicas

e bioquimicas do sangue total de equinos (n=20), armazenado em bolsas CPDA-

1 sob refrigeragdo por 28 dias.

Varidveis DO D7 D14 D21 D28
pH 708£0,03°  723:005%  7,072006°  697£008° 6,880,099
PO:t(mmHg) 51305550  6,835:096°  7.388:1.19° 853002085  11.7126.22°
PCOxmmHg)  82.094688% 28.56:3.11° 332543750  33.96:4.64° 29,5513 39
HCOs(mmol/L) 235512378 2095:1.670 179141206 149441739 11304145
BE(mmol/L) 2134258 14624260 2021422° 24384339 28.5342,6°
Ht(%) 28,86+3,81%  30,8444.45%  31,64£749%  30,36+3,69%  30,89+4,26%
He (x10°) 6,00+ 0,682 627+1,00° 623+152% 593+0,77%  6,19+0,83%
VCM (fL) 4730£2,46° 49276199 50,.88+1,72% 5130231 514421262
Glicose(mg/dL)  540+544%  494427,7% 36201000 3374602°° 287+67,0°
Lactato(mg/dL) 11820785  6.66:1,029 11350433 183724.10°  21,1942,952
K* (mmol/L) 287:032° 46720749 610£1,14° 72881350 8.45+1,62%
Na*(mmol/L)  1382+3,71% 137,743,012 1383522  136,56+3,54% 136,742,232
Hemolise (%)  81+076° 058+066° 098+0,64%° 0790602 1300386
CF (mmolL) 85274560 922+336° 9203:471%° 020414452 9497+ 330

Letras minusculas diferentes, nas mesmas linhas, indicam diferenga significativa (P<0,05).
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pH - Potencial de Hidrogénio; PO2t — pressao total de oxigénio; PCO2 — pressao de CO2;
HCO3 — ion bicarbonato; BE — excesso de base; Ht - hematocrito; He — contagem de hemacias;
VCM - Volume Cospuscular Médio; Na* - concentragdo de ions de Sédio; K+ - concentragio

de ions potassio)

Quanto a analise bacteriologica, ndo houve crescimento bacteriano em nenhuma
bolsa ap6s os 28 dias de armazenamento. Portanto, os resultados obtidos ndo foram

influenciados por oossiveis contaminagdes.

As médias (e desvio padrdao) dos valores de pH para os diferentes tempos estao
demonstradas na Figura 1. As letras mintsculas diferentes indicam diferenca estatistica

(P<0,05) entre os tempos.
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Figura 1. Representagdo grafica dos valores médios (desvio padrao) do pH no
sangue equino nos diferentes dias apds a coleta e armazenamento em

bolsas CPDA-1 sob refrigeracao.

Observou-se que a partir do D7 os valores referentes ao pH aumentaram
significativamente (7,23 + 0,05) retornando aos mesmos valores de DO em D14 (7,07 +

0,06), e revelando diminuigao em D21 (6,97 & 0,08) e D28 (6,88 + 0,09), respectivamente.

Em outros experimentos com armazenamento de sangue total (MUDGE et al,
2004) e com concentrado de hemécias de equinos (NIINISTO, 2008), os valores de pH

desde o primeiro dia de armazenamento se mantiveram sempre abaixo de 7,1 e 7,0,
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respectivamente. Em todos os trabalhos houve diminuicdo progressiva conforme o
aumento do tempo, representando um aumento gradual na acidez do meio. No presente
estudo, notou-se um aumento significativo dos valores de pH do DO para o D7 de
armazenamento vindo a decrescer significativamente no dia 14. Em trabalhos com sangue
total de ovinos (SOUSA et al, 2012) e caninos (COSTA JUNIOR, 2008), ndao ocorreu
esse aumento entre os dias 0 e 7, sendo a diminui¢do do pH sempre constante a partir do

primeiro dia de armazenamento.

Notadamente, a queda brusca de pH verificada logo ap6s a coleta de sangue, em
DO, provavelmente deveu-se ao fato do pH da solugdo conservadora CPDA-1 ser baixo.
Entretanto, os diversos mecanismos da capacidade tampao do sangue parecem seguir em
plena atividade nos primeiros dias de armazenamento, com capacidade de equilibrar a
acidez do meio por um tempo consideravel em um ambiente extra-corpdreo. O motivo
pelo qual os resultados encontrados divergem da literatura ainda carece de maior
esclarecimento e deve ser alvo de estudos futuros. Outro aspecto interessante a ser
desvendado ¢ em qual momento, entre os dias 0 e 7 de armazenamento, existe um “pico”

de aumento do pH pds coleta.

Os niveis de pH em sangue total armazenado estdo diretamente relacionados a sua
viabilidade e efetividade pos transfusional. O 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) é uma
molécula do interior dos eritrécitos ligado a subunidade  da hemoglobina. Esta molécula
¢ diretamente responsavel por realizar a liberagdo de oxigénio (O2) para os tecidos, de
forma que quanto menor a disponibilidade de 2,3-DPG, maior a afinidade da hemoglobina
por Oz e consequentemente menor capacidade das hemacias liberarem oxigénio aos
tecidos (COSTA JUNIOR et al, 2008). Ja estd bem determinado que o principal fator
relacionado a disponibilidade de 2,3-DPG ¢ o pH sanguineo, sendo que niveis maiores
que 7 favorecem a sintese de 2,3-DPG, enquanto que niveis menores que estes favorecem
a sua degradagdo. Logo, ¢ possivel afirmar que quanto mais rapido for a diminui¢do do
pH durante o periodo de armazenamento, mais rapido se dara a degradagao e diminuigao
dos niveis de 2,3-DPG, comprometendo a qualidade e viabilidade do sangue (KURUP,
2003). Em estudos com equinos (MUDGE et. al, 2004) houve uma redugdo constante nos
niveis de 2,3-DPG, acompanhando a queda no pH. Entretanto, Costa Junior e
colaboradores (2008) verificaram um aumento em sua mensuracgao entre os dias 0 e 7 de

armazenamento no sangue de cdes, mesmo com o pH abaixo de 7 desde o primeiro dia.
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Foi relatado que esse aumento provavelmente deveu-se a alta disponibilidade de adenina,

energia e fosfato na solug¢do conservadora.

No presente estudo, o pH s6 alcangou niveis abaixo de 7 no dia 21 de
armazenamento, diferentemente dos outros trabalhos com sangue equino. Portanto, ¢
razoavel afirmar que o ambiente extracelular se manteve favoravel a sintese de 2,3-DPG,
até o dia 14 de armazenamento. Estudos adicionais com a mensuracao de 2,3-DPG devem
ser feitos utilizando a mesma metodologia para confirmar que este ambiente favoravel até

D14 reflete em bons niveis de 2,3-DPG.

As médias (desvio padrao) dos valores mensurados da pressao de oxigénio (PO2)
para os diferentes tempos estdo demonstradas na Figura 2. As letras minusculas diferentes

indicam diferenga estatistica (P<0,05) entre os tempos.
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Figura 2. Representagdo grafica dos valores médios (desvio padrdo) do pO2
(mmHg) no sangue equino nos diferentes dias apds a coleta e

armazenamento em bolsas CPDA-1 sob refrigeracao.

Notou-se brusca reducao nos valores da pO., logo na primeira semana de
armazenamento, com decréscimo importante de DO (51,30+4,55) para D7 (6,83+0,96).
Com o passar do tempo de armazenamento (D14 e D21), os niveis permaneceram estaveis
até sofrer um pequeno aumento em D 28 (11,71 £6,22), quando comparado ao D7. Embora

os valores iniciais sejam semelhantes, proximos a 50 mmHg, em caes verificou-se um
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aumento no pO> conforme o periodo de armazenamento tanto em sangue total quanto em
concentrado de eritrocitos (COSTA JUNIOR et al, 2008; COSTA JUNIOR, 2010). Ja em
ovinos s6 foi verificada variagcdo na pO; apds 35 dias de armazenamento de sangue total

(SOUSA et al, 2013).

As variagdes, tanto para mais como para menos, nas concentragdes de PO»,
encontradas nas diferentes espécies citadas demonstram a permeabilidade das bolsas a
esse gas (SOUSA et al, 2012). A diminui¢do da PO, pode interferir na viabilidade do
sangue pos transfusdo, pelo fato da capacidade de oxigenar os tecidos ser o principal
motivo para a transfusdo sanguinea. Entretanto, durante o armazenamento, a baixa PO»
acaba por ser benéfica porque o excesso de oxigénio intracelular pode danificar o
citoesqueleto, através de estresse oxidativo, afetando a flexibilidade da célula, e

consequentemente diminuindo a viabilidade celular pos transfusional (LION et al, 2009).

As médias (desvio padrio) das determinagdes da pressdo de CO2 (PCO2) para os
diferentes tempos estdo demonstradas na Figura 3. As letras minusculas diferentes

indicam diferenga estatistica (P<0,05) entre os tempos.
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Figura 3. Representacdo grafica dos valores médios (desvio padrao) do PCO2
(mmHg) no sangue equino nos diferentes dias apds a coleta e

armazenamento em bolsas CPDA-1 sob refrigeragao.
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A pressao de CO2 (PCO2), determinada em mmHg, iniciou em valores mais altos
que o normalmente visualizado em sangue venoso normal, como demonstrado no DO
(82,09+6,88) revelando diminui¢do desses valores em D7 (28,56+3,11) e aumento

significativo em D14 (33,25+3,75) vindo a diminuir em D28 (29,55+3,39).

Segundo Sousa et. al (2012), a pressdo de CO> ¢ uma varidvel que tende a
aumentar durante o periodo de armazenamento. Em caes, durante o armazenamento em
bolsas CPDA-1, foram encontrados valores sempre acima de 60 mmHg, havendo um
aumento até o dia 21, com posterior reducdo (COSTA JUNIOR, 2008). Em ovinos, os
niveis de PCO; aumentaram de maneira linear durante o periodo de armazenamento,
sendo que o valor minimo encontrado foi de 83 mmHg, em DO (SOUSA et al, 2013). Os
niveis de PCO: interferem na disponibilidade de 2,3-DPG, principalmente por
competirem pelo mesmo sitio de ligagdo na hemoglobina. Quando o 2,3-DPG nao esta
ligado a hemoglobina, esta livre para sofrer degradagdo. Portanto altos niveis de PCO>

levam a uma alta taxa de degradacao de 2,3-DPG (HOGMAN et al, 2002).

No que se refere aos ions bicarbonato, as médias (desvio padrao) dos valores
determinados para os diferentes tempos estdo demonstradas na Figura 4. As letras

minusculas diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05) entre os tempos.
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Figura 4. Representacao grafica dos valores médios (desvio padrao) do HCO3"
(mmol/L) no sangue equino nos diferentes dias apos a coleta e

armazenamento em bolsas CPDA-1 sob refrigeracao.
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As concentragdes de HCO3™ no sangue sofreram diminuicao constante durante o
periodo de armazenamento, a partir de D7 (20,95+1,67), com diferenca significativa entre
todos os tempos, D14 (17,91%£1,20), D21 (14,94+1,73) e D28 (11,30+1,45). Tal
diminui¢dao foi observada provavelmente devido ao consumo do HCOsz para a
manuten¢dao do equilibrio acido-base sanguineo. O mesmo padrao dos valores de
bicarbonato foi encontrado com armazenamento de sangue total e em concentrado de
eritrocitos de cdes (COSTA JUNIOR, 2010). Nota-se uma maior disponibilidade de
bicarbonato no sangue equino, comparado ao canino, sendo que a média em DO no sangue
equino foi de 23 mmol/L, enquanto que nos estudos com sangue total e concentrado de
eritrocitos de caninos foi de 14 e 9,67, respectivamente. (COSTA JUNIOR et. al, 2008;
COSTA JUNIOR, 2010).

Como comentado anteriormente, o metabolismo celular anaerobico gera inlimeros
metabolitos acidos. Nestas condi¢des, o bicarbonato plasmatico possui um importante
papel tamponante, por neutralizar os ions H™ contribuindo para a manutengdo do pH
(SOUSA et. al, 2012). A maior disponibilidade de bicarbonato no inicio do
armazenamento, quando comparado ao sangue canino, pode ter contribuido para uma
melhor capacidade tamponante, e refletindo no aumento do pH observado no inicio do
armazenamento, como citado anteriormente. Entretanto, a concentragao de bicarbonato
permanece elevada quando j& ha o inicio da queda de pH, em D14, demonstrando a
incapacidade deste anion de compensar solitariamente o aumento da acidez. Com o
avango no tempo de armazenamento as reservas de bicarbonato sdo consumidas conforme
o aumento dos niveis de metabolitos acidos, havendo uma maior queda na capacidade
tamponante e diminui¢cao do pH. Como sera discutido posteriormente, houve um aumento
na concentracdo de ions Cloreto, também de carga negativa. Sendo assim, ¢ possivel
afirmar que uma parte do bicarbonato, no inicio do armazenamento, além de ser
consumida para a neutraliza¢do de ions H', também pode ter sido transportado para dentro

das células, ocasionando em troca da saida dos ions cloreto.

Com relagdo ao excesso de base (BE) as médias (desvio padrao) para os diferentes
tempos estdo demonstradas na Figura 5. As letras mintsculas diferentes indicam

diferenga estatistica (P<0,05) entre os tempos.
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Figura 5. Representacao grafica dos valores médios (desvio padrao) do Excesso
de Base (mmol/L) no sangue equino nos diferentes dias apos a coleta

e armazenamento em bolsas CPDA-1 sob refrigeracao.

Observou-se que os valores referentes ao Excesso de Base (BE), em mmol/L, a
partir de D7 (-14,62+2,6),se mantiveram em constate queda, com diferenca estatistica em
todos os momentos de avaliagdo, D14 (-20,21+2,2), D21 (-24,38+3,3) e D28 (-
28,53+2,6).

Em caprinos, Tavares (2013) relatou um comportamento semelhante, com
aumento do déficit de forma linear conforme o avango do tempo de armazenamento. Foi
sugerido por esse autor que seus valores eram influenciados pelo equilibrio 4cido-base,
acompanhando a diminui¢do do pH e dos niveis de bicarbonato. No presente estudo, foi
verificado que seus valores acompanham os valores de bicarbonato, entretanto ndo foram
influenciados pelo aumento temporério de pH entre DO e D7. E importante observar que
ja ha um aumento no déficit de base desde D0, provavelmente devido a acidez (ions H")
do diluente. Entre DO e D7, ha a diminui¢do nos ions H', constatado com o aumento do
pH, portanto o aumento constante nesse periodo provavelmente foi causado pelo aumento

na concentracao de outros ions, como os ions cloreto, como serd discutido a seguir.

Os valores expressos em médias (desvio padrdo) das concentracdes de ions
potassio (K) estao exposta na Figura 6. As letras minusculas diferentes indicam diferenca

estatistica (P<0,05) entre os tempos.
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Figura 6. Representacao grafica dos valores médios (desvio padrao) de potassio
(mmol/L) no sangue equino nos diferentes dias apos a coleta e

armazenamento em bolsas CPDA-1 sob refrigeragao.

Nio foi constatada diferenca estatistica entre as médias das concentragdes de Na*
no meio extracelular durante o periodo de armazenamento. Ja as concentragdes de K"
sofreram aumento constante a partir de D7 (4,67+0,74), com diferenca estatistica em

todos os tempos de analise, D14 (6,10+1,14), D21 (7,28+1,35) e D28 (8,45+1,62).

O comportamento do potassio sérico corrobora aqueles encontrados em sangue
total (MUDGE, 2004) e concentrado de eritrocitos (NIINISTO, 2008) de equinos.
Também foi verificado aumento constante e significativo durante o armazenamento de
sangue total em caninos (COSTA JUNIOR et al, 2008) e ovinos (SOUSA et al, 2013).
Em caprinos ndo houve diferenga entre os tempos durante o armazenamento de sangue
total em CPDA-1 ou CPD/SAG-M. Essa diferenca entre espécies pareceu demonstrar

uma maior resisténcia da membrana celular no sangue de caprinos (TAVARES, 2013)

Dois fatores sdao preponderantes para o aumento dos niveis de potéssio.
Primeiramente a baixa temperatura do armazenamento leva a paralizacdo da bomba de
ions Na" e K" (MUDGE et al, 2004; LION et al, 2009). Além disso, com o passar do
tempo de armazenamento, ha uma inversao no metabolismo de ATP. Inicialmente, o pH
acido predispdoe ao acimulo de ATP devido a diminui¢ao nas reagdes das enzimas

hexoquinases e phosphofrutoquinases, consumidoras de ATP. Entretanto, com o avangar
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do armazenamento, o pH acido acaba por inibir a glicélise, levando diminuicao nas
produgdo e concentragdo de ATP (HOGMAN et al, 2002). Conforme as reservas de ATP
vao sendo consumidas, a bomba de sodio-potassio, dependente de ATP, comega a falhar,
ocasionando o vazamento de potadssio de dentro para fora das células (MUDGE, 2004).
No presente estudo foram encontrados os mesmos niveis de potassio de estudo anterior
com bolsas de sangue total equino, (MUDGE, 2004), mas inferior aos niveis de
concentrado de eritrocitos (>30 mmol/L) (NIINISTO, 2008). Portanto, ¢ possivel afirmar,
a partir da elevacao de ions potassio para o meio extracelular, que existe algum grau de
lesio na membrana celular e na fun¢do da bomba Sodio Potéassio, provavelmente
ocasionados pela baixa temperatura de armazenamento e diminui¢do das concentragdes
de ATP. Entretanto, as lesdes verificadas no armazenamento de sangue total apresentaram

menor intensidade daquelas notadas no armazenamento de concentrado de eritrocitos.

Os niveis plasmaticos de s6dio ndo sofreram alteragdes conforme o tempo de
armazenamento. Em estudos anteriores com equinos (MUDGE et al, 2004), e caninos
(COSTA JUNIOR, 2008) nao foi observada diferenga estatistica nas concentragdes de
sodio durante o periodo de armazenamento. J& em ovinos, foi observada diminuicao
significativa nos niveis de sddio conforme o aumento do tempo de armazenamento, sendo

ocasionado pelo influxo de dgua para dentro das células (SOUSA et al, 2013).

Os valores expressos em médias (desvio padrao) das concentragdes de ions
Cloreto (Cl") estao expostas na Figuras 7. As letras minusculas diferentes indicam

diferenga estatistica (P<0,05) entre os tempos.
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Figura 7. Representacdo grafica dos valores médios (desvio padrdo) de Cloreto
(mmol/dL) no sangue equino nos diferentes dias apds a coleta e

armazenamento em bolsas CPDA-1 sob refrigeragao.

Quando comparado ao DO, houve aumento significativo nos valores da
concentracdo de Cloreto em D7 (92,2 +3,36), com tendéncia ao aumento em D14 (92,97

+ 4,71), novo aumento em D21 (92,93 + 4,45) ¢ se mantendo no mesmo patamar em D28

(94,97 £ 3,3).

Em um estudo anterior com armazenamento de sangue total equino
(MUDGE, 2004), nao houve variagdes significativas nas concentragdes de cloreto
durante 31 dias de armazenamento. No presente estudo verificou-se aumento nos
primeiros 21 dias de armazenamento, sendo que o principal aumento verificou-se nos
primeiros 7 dias. Esse aumento inicial pode estar envolvido na diminui¢do do
Excesso de Base (BE) verificado neste mesmo periodo, como discutido
anteriormente. Pode-se hipotetizar que o aumento da concentragao verificado deve-
se a saida dos ions de cloro do meio intracelular para o meio extracelular para
compensar a entrada de Bicarbonato para dentro da célula, devido a lei de
eletroneutralidade. Com o passar do tempo de armazenamento existe uma
estabilizacdo nas concentragdes de ions cloreto, possivelmente devido ao

esgotamento das reservas intracelulares.
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No que se refere aos valores referentes as médias das concentracdes de glicose
estdo expostos na Figura 8. As letras minusculas diferentes indicam diferencga estatistica

(P<0,05) entre os tempos.
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Figura 8. Representacdo grafica dos valores médios (desvio padrao) de glicose
(mg/dL) no sangue equino nos diferentes dias apds a coleta e

armazenamento em bolsas CPDA-1 sob refrigeragao.

Os valores da concentragdo de glicose em DO (540 + 54,4) e D7 (494+27,7) foram
elevados, provavelmente devido a presenca de dextrose no diluente CPDA-1. Com o

passar do tempo de armazenamento, houve uma redugao significativa nesses valores, em

relagdo a DO, em D14 (362+100), D21 (337+60,2) e D28 (287+£67,0).

A concentragdo de glicose no inicio do armazenamento neste estudo ¢ semelhante
a encontrada por Mudge e colaboradores (2004), préximo a 550 mg/dl, quando também
diminuiram conforme o avan¢o no tempo de armazenamento. Dessa forma, verifica-se
que houve um efetivo consumo da glicose pelos eritrocitos, chegando a utilizacao de 47%
das reservas de energia durante o periodo de 28 dias de armazenamento. Essa propor¢ao
do consumo foi bem superior aos 26% encontrado por Mudge e colaboradores (2004)
apos 31 dias de armazenamento de sangue total, mas ainda inferior a taxa de consumo de
glicose em sangue total canino (COSTA JUNIOR, 2008). Provavelmente esta diminui¢ao
foi reflexo do consumo da dextrose para obtengao de ATP e manutengao do metabolismo

celular.

25



Foi sugerido que a diferenga nas taxas de consumo de glicose no sangue equino
era consequéncia de uma menor atividade metabdlica, quando comparada aos caes e
humanos (MUDGE et al, 2004). A glicose ainda pode ser considerada como um
parametro de viabilidade do sangue a ser transfundido. Em humanos o nivel minimo de

glicose no sangue doador ¢ de 50 mg/dl (SOUSA et. al, 2012).

Os valores médios (desvio padrao) das concentragdes de lactato estdo expostas na
Figura 9. As letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05) entre os

tempos.

N N w
o S, o

Lactato (mmol/L)
[EEY
u

10
5
0
0 7 14 21 28
Dias

Figura 9. Representacdo grafica dos valores médios (desvio padrao) de lactato
no sangue equino nos diferentes dias apos a coleta e armazenamento

em bolsas CPDA-1 sob refrigeracao.

Os valores referentes a concentracdo de lactato em DO (1,180 + 0,78) se
apresentaram de acordo com os valores considerados fisiologicos (KANECO, 2008).
Entretanto, houve aumento significativo a partir de D7 (6,66+1,02), mantendo-se em

elevacao constante em D14 (11,35+4,33), D21 (18,37+4,10) e D28 (21,19+2,95).

Verificou-se aumento da concentracdo de lactato em estudos anteriores com
sangue total (MUDGE et al, 2004) e concentrado de eritrécitos de equinos (NIINISTO et
al, 2008). O pH mais proximo da neutralidade do meio acaba por influenciar

positivamente no consumo de glicose, consequentemente gerando o acimulo de uma
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concentracdo maior de lactato (MUDGE et al, 2004). Desta forma, o aumento inicial do
pH verificado no presente estudo pode ter tido influéncia direta no maior consumo de

glicose, quando comparado ao consumo do estudo anterior com sangue total de equinos.

Com relacdo aos dados hematimétricos, as médias dos valores relativos ao
Volume Corpuscular Médio estao representados na Figura 10. As letras minusculas

diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05) entre os tempos.
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Figura 10. Representagdo grafica dos valores médios (desvio padrao) do Valor
Corpuscular Médio (VCM) no sangue equino nos diferentes dias

apos a coleta e armazenamento em bolsas CPDA-1 sob refrigeracgao.

Nao houve diferenga, tanto nos valores de hematdcrito, quanto na contagem de
hemacias durante todo o periodo de armazenamento do sangue equino em bolsas CPDA-
1 (Tabela 2). Em estudo anterior com armazenamento de sangue total equino (MUDGE
et al., 2004) também nao foi verificada alteragdo dos valores de hematdcrito durante o
periodo de armazenamento, assim como em concentrado de eritrocitos de equinos
(NIINISTO, 2008), caes (COSTA JUNIOR, 2010) e caprinos (TAVARES, 2013). Em
estudos com asininos e ovinos (SOUSA et al, 2013; TAVARES, 2011) percebeu-se
aumento no hematdcrito nas semanas finais de armazenamento, a0 mesmo tempo em que
houve diminui¢ao na contagem de hemacias. Tal elevagao ocorreu devido ao aumento do

VCM durante o periodo de armazenamento
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O VCM esteve dentro dos valores fisiologicos da espécie equina durante
todo o periodo do experimento (RICKETSS, 2006). Notou-se aumento em D7
(49,27+1,99) e D14 (50,88+1,72), quando comparado a DO (47,30£2,46) e, a partir de
entdo se manteve estavel em D21 (51,30£2,31) e D28 (51,44+1,26). Nao foram
encontrados aumentos significativos nos estudos realizados anteriormente com sangue
total e concentrado de eritrécitos de equinos (MUDGE et al, 2004; NIINISTO, 2008) e
caprinos (TAVARES, 2013). O aumento do tamanho das células nem sempre ¢
constatado provavelmente devido a ruptura de espiculas e saida de material citosdlico nos

eritrocitos (COSTA JUNIOR, 2010).

Verificou-se que o armazenamento de sangue total de equinos altera pouco os
dados hematologicos. Na literatura existem relatos que em ovinos e asininos, acorre
aumento no VCM conforme a progressao dos dias de armazenamento (TAVARES, 2011;
SOUSA et al, 2013). Nestas espécies, foi verificado aumento no hematocrito enquanto
houve diminui¢dao na contagem de eritrécitos das bolsas. No presente estudo, verificou-
se um aumento no VCM mesmo com a manuten¢do do hematocrito e contagem global de
hemécias. Tal fenomeno esté relacionado a falha da bomba sodio potassio com influxo
de agua para dentro das células, causando elevacdo do VCM, mas sem alterar

significativamente o numero de células (SOUSA et al, 2013).

Os dados referentes as médias do percentual de hemolise estdo representados na

Figura 11. As letras mintsculas diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05) entre os

tempos.
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Figura 11. Representacdo grafica dos valores médios (desvio padrao) do
Percentual de Hemdlise no sangue equino nos diferentes dias apds a

coleta e armazenamento em bolsas CPDA-1 sob refrigeragdo.

Foi constatado aumento nas médias do % de Hemolise em D28 (1,30+0,86)
quando comparado com DO (0,8140,76) e D7 (0,58+0,66). Nos tempos D14 (0,98+0,64)
e D21 (0,79+0,60) foi constatada apenas tendéncia a elevagao das médias, sem diferenga
estatistica. Em um estudo anterior com concentrado de eritrocitos de equinos, foi
verificado aumento no percentual de hemdlise a partir do 7° dia de armazenamento
(NIINISTO, 2008). Entretanto, os valores foram inferiores aos encontrados no presente
estudo, em todos os momentos de avaliagdo. Em asininos, de maneira interessante, nao
houve aumento no percentual de hemdlise na conservagdo de sangue total em bolsas
CPD/SAG-M (BARROS et al, 2013), enquanto houve aumento na hemolise quando
utilizado bolsas CPDA-1 (TAVARES et al, 2013). Em caninos, o percentual de hemolise
em sangue total ndo aumentou durante a conservacao por 35 dias (WARDROP et al,
1997), enquanto no armazenamento de concentrado de eritrocitos foi encontrado aumento
significativo apos 30 dias (COSTA JUNIOR, 2010). Em ovinos, ndo foi relatado o
percentual de hemolise, entretanto foi constatado um aumento dos niveis de hemoglobina
plasmatica com aumento do tempo de armazenamento de sangue total (SOUSA et al,

2013).

A porcentagem de hemolise ¢ um importante indicador de viabilidade sanguinea
para transfusdo. Na falta de parametros para basear valores limitrofes nas espécies de
interesse veterinario, tem-se utilizado uma analogia com a exigéncia para humanos, aonde
o valor maximo aceitado, segundo a legislacdo brasileira, ¢ de 1% (SOUSA et al, 2012).
E importante salientar que o aumento dos niveis de hemoglobina plasmatica, e
consequentemente do percentual de hemolise, nem sempre sdo originados a partir do
rompimento das células, mas também a partir da libera¢ao de conteudo citosélico contido
em microvesiculas proximas a membrana celular (HESS, 2009). De maneira geral, os
valores encontrados neste estudo encontraram-se proximos a 1% e somente foi

ultrapassado na ultima avaliagdo, ap6s 28 dias de armazenamento.
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CONCLUSAO

Com base nos achados do presente trabalho ¢ possivel concluir que, de fato, o
sangue total equino passa por inumeras modificagdes durante o periodo de
armazenamento em bolsas CPDA-1. Tais mudancas foram causadas principalmente pelo
meio acido proporcionado pelo acido citrico, metabolismo anaerdébio e aumento do

tamanho dos eritrocitos provocado por distirbios da bomba s6dio potassio.

Para elucidar questdes que surgiram durante o trabalho, como a causa do aumento
do pH entre os dias DO e D7 de armazenamento e o quanto isso pode impactar na produgao
de 2,3-DPG e ATP, novos estudos se fazem necessarios, com a mensuragao desses 2

importantes fatores de determinagdo de viabilidade.

Embora se tenham dados paramétricos até o 28° dia de conservacao, ndo ¢ possivel
determinar se este seria o periodo maximo, sendo necessarios estudos in vivo para esta

determinacao.
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