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Resumo

O sangue armazenado em bolsas plasticas sofre alteracdes graduais ao longo do periodo
de conservacdo, sendo conhecidas em conjunto como lesdes de armazenamento. Tais
alteracdes podem inviabilizar a utilizacdo do sangue ou diminuir sua eficicia pods-
transfusdo. Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo expor e mensurar as
principais alteragdes ocorridas durante a conservacdo de sangue total. Materiais e
métodos: bolsas de sangue total, excluidas por triagem subjetiva sdo armazenadas a
4°C+2°C, amostras s@o coletadas no seguinte periodo: 1°, 7°, 14° 21° e 35° dia de
armazenamento. Posteriormente, enviadas ao laboratério clinico para a dosagem do
potassio, pH, hemoglobina plasmatica livre e lactato desidrogenase (HDL). Resultados:
a analise por média aritmética mostrou o nivel de potassio no 1° dia: 4,5 mEg/L, 7° dia
11,9: mEqg/L, 14° dia: 16,5 mEg/L 21° dia: 24,5 mEg/L e no 35° dia: 25,4 mEg/L; o
nivel de Lactato desidrogenase no 1° dia: 140 U/L, 7° dia: 202 U/L, 14° dia: 0368U/L,
21° dia: 495,5 U/L e no 35° dia: 501 U/L; o nivel de hemoblogina plasmatica livre no 1°
dia: 0 g/dL, 7° dia: 0,1 g/dL, 14°dia: 0,1 g/dL, 21°dia: 0,1 g/dL e no 35°dia 0,2 g/dL; o
pH no 1° dia: 6,9, 7° dia: 6,7, 14° dia:6,6 21° dia : 6,5 e no 35° dia: 6,5. Concluséo: apos
a coleta e posterior armazenamento, o sangue sofre alteracdes graduais, sendo assim, o
tempo de armazenamento é diretamente proporcional as lesdes celulares sofridas
decorrentes da estocagem, o que pode diminiuir a resposta transfusional ou inviabilizar

a tranfusdo do hemocomponente.
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Abstract



Blood stored in plastic bags undergoes gradual changes throughout the storage period,
and knew him together as storage lesions. Such changes may prevent the use of blood
or decrease their post-transfusion efficacy. Thus, this study aims to expose and measure
the major changes during storage of whole blood. Materials and methods: bags of
whole blood, excluded subjective screening are stored at 4 ° C £ 2 °© C, samples are
collected in the following period: 1st, 7th, 14th, 21st, and 35th day of storage. Then sent
to the clinical laboratory for the estimation of potassium, pH, plasma free hemoglobin
and lactate dehydrogenase (HDL). Results: Conclusion:
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Introducéo

A transfusdo de componentes do sangue, especialmente na forma de unidades
transfusionais eritrocitarias (UTE), € fundamental para a manutencdo de muitas vidas
em todo o mundo. A medicina transfusional preconiza a utilizacdo de
hemocomponentes, pois permite aumentar o tempo de estocagem e oferecer o produto
mais especifico. A importancia da qualidade das UTE é inquestionavel e amplamente
discutida. O estudo da lesdo de estoque dos eritrocitos se apresenta como etapa
importante no controle de qualidade e tem mostrado correlagdo significativa com a
eficacia do tratamento.!

A partir de 1980 foram criadas as solu¢des aditivas que vieram para aumentar o
tempo de prateleira das hemacias. Na década de 90, novos conhecimentos contribuiram
para melhoria da qualidade das células armazenadas, como a leucorreducdo. Cada vez
mais o0 empenho dos pesquisadores tem sido o aprimoramento de solucdes
preservativas, no intuito de se reduzir as leses de armazenamento e promover maior
tempo de conservagao. 2

O sangue total se caracteriza como o sangue coletado de um doador misturado
com a solucdo preservativa e anticoagulante, na propor¢éo de aproximadamente 450 mL
de sangue para 63 mL de solucdo preservativa. O hematdcrito dessa unidade varia de
36% a 44%. Deve ser estocado em refrigerador monitorizado entre 1° e 6° C. Seu prazo
de validade depende do anticoagulante utilizado na bolsa de coleta: Citrato-Fosfato-
Dextrose (CPD) € de 21 dias e Citrato - Fosfato-Dextrose- Adenina (CPDA - 1) é de 35
dias.®

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 serie de alteracBes hematoldgicas, morfoldgicas, hemogasométricas e
bioquimicas, que em conjunto sdo conhecidas como lesGes de armazenamento, elas vao
desde modifica¢es microscopicas das células vermelhas que podem resultar em danos
irreversiveis e reducdo da sobrevivéncia pds-transfusional, até o acimulo de substancias
biorreativas que podem influenciar a qualidade do sangue transfundido e contribuir para

reagOes pos-transfusionais. *

Materiais e métodos

Foram selecionadas aleatoriamente 14 unidades de sangue total, obtidas de
doadores voluntarios que se apresentaram no Banco de Sangue da Associacdo
Hospitalar Casa de Saude de Santos (AHCSS), de maio a junho de 2014 e excluidas na
triagem clinica e epidemioldgica por subjetividade, conforme aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos da AHCSS. Com esta amostragem foi
possivel obter médias representativas em relacdo aos parametros avaliados para o
acompanhamento da qualidade dos eritrécitos durante a preservagao.

Seguindo o procedimento operacional padrdo, o sangue total foi coletado em
bolsa tripla Fresenius Kabi® contendo 63 mL de solucdo anticoagulante CPDA-1 (cada
100 mL de solugdo CPDA-1 contém: 2630mg de citrato de sodio diidratado, 327 mg de
acido citrico monoidratado, 222mg de fosfato de sédio monobésico, 27,5 mL de
adenina, agua para injecao gsp. 100 mL), as bolsas satélites foram desprezadas e apenas
a bolsa principal contendo o sangue total foi devidamente rotulada com a data de coleta
e numeragdo particular criada para facilitar a identificacdo sendo armazenada em
geladeira com temperatura controlada a cada 4 horas seguindo as diretrizes de
armazenamento: 4°C+2°C. As amostras foram obtidas do segmento apos a
homogeneizacdo no seguinte periodo: 1°, 7°, 14° 21° e 35° dia de armazenamento.
Posterior a obtencdo das amostras, as mesmas foram enviadas ao laboratério clinico de
apoio que analisou o eletrélito potassio (K*), a enzima lactato desidrogenase (LDH), o
pH e a hemoglobina plasmatica (hemoglobina livre). No 35° dia, foi realizada
hemocultura para excluir a possivel contaminacdo durante o processo de obtencdo das

amostras

Resultados e discussao

Alteracdes morfoldgicas



Apesar das solucdes conservadoras possuirem fontes de energia para a
manutencdo do metabolismo eritrocitario, a sobrevivéncia dos eritrocitos é limitada
tanto pela reducdo da fonte energética ao longo do armazenamento como pelo
envelhecimento natural das hemacias. O periodo de armazenamento promove uma séerie
de alteragcbes na membrana plasmética dos eritrécitos como redugdo do tamanho e
esferocitose progressiva, surgimento de microvesiculas e aumento gradual da
fragilidade osmédtica, sendo que algumas sofrem lise, levando a diminuicdo no nimero
de hemécias, diminuigdo do volume globular e aumento da hemoglobina plasmatica. °
O aumento da hemoglobina plasmatica (hemoglobina livre) é resultante da ruptura das
hemacias ou liberacdo da hemoglobina presente nas microvesiculas das membranas, o
que pode ocasionar danos a funcédo renal e ao sistema da coagulacdo quando o sangue é
transfundido. Nos bancos de sangue humanos, a percentagem de hemolise durante o
armazenamento nao deve ser superior a 1%. Nos paises da Unido Européia e no Brasil,

este percentual é mais rigido nio podendo ultrapassar 0,8%. ©

GRAFICO1. Variacdo dos niveis de hemoglobina plasmatica livre nos 1°, 7°, 21° e
35° dias.

0,25

0,2
0,2 /

0,15

0,1 0,1 0,1

01
| == HbPL em g/di

0,05
0 /I T T T

1° dia 7° dia 14° dia 21° dia 35° dia

Valores de Referéncia em adulto: Og/dl

Alteracdes bioquimicas

O potassio € um ion predominantemente intracelular, sendo encontrado apenas
cerca de 2% no meio extracelular, enquanto o sodio € um ijon extracelular. A
manutenc¢do do equilibrio desse gradiente de concentracdo nas hemacias é realizada pela
bomba de sodio e potassio encontrada na membrana plasmatica. A atividade dessa

bomba de Na/K é dependente dos niveis de ATP, sendo também influenciada pela



diminuicdo do pH e da temperatura. Ao longo do periodo de armazenamento ocorre
uma diminuicdo das concentracfes de ATP, queda do pH e diminuicdo da atividade da
bomba de Na/K, ocorrendo o aumento do potassio extracelular e diminui¢cdo do sédio
extracelular. A inversédo do gradiente de concentragdo promove aumento de solugdes
osmaticas e consequentemente 0 aumento da hipertonicidade do meio intracelular.

Altos valores de K* no sangue armazenado estdo na dependéncia da hemolise e das

concentracOes de K* intra-eritrocitarios entre as espécies, sendo encontradas em grandes

quantidades nas hemacias de humanos. ’

GRAFICO 2. Variagéo dos niveis de potassio nos 1°, 79, 21° e 35° dias.
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Alteracbes hemogasomeétricas

As hemacias sdo células anucleadas cujo metabolismo se matem durante o
periodo de estocagem, com manutencdo da producdo de lactato, reduzindo pH e
consequentemente seu tempo de validade. Além de alterar a membrana eritrocitaria, o
pH reduzido dificulta a recomposi¢do do 2,3 DPG, molécula responsavel pelo controle
de afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, resultando em reducdo da liberacdo de
oxigénio para os tecidos pelas hemécias transfundidas. 8 O pH sanguineo dos animais
estd proximo da neutralidade com leve tendéncia a alcalinidade (aproximadamente 7,4).
Em condicdes fisiologicas, as reagdes metabdlicas tendem a desviar continuadamente
este pH para acido ou para basico. Quando o sangue coletado é armazenado em

solucBes conservadoras, umas das alteracdes que ocorre é a redugdo do pH, visto que as



celulas continuam seu metabolismo. Nas diferentes espécies, observa-se a reducao do
pH logo no primeiro dia de armazenamento decorrente da presenca de &cido nitrico na
solugédo conservadora, sendo que este pH tende a decrescer ainda mais ao longo do
tempo, devido ao metabolismo anaer6bico das hemécias em que a glicose €
metabolizada a lactato, levando ao acumulo de fons de H*.°

Segundo Authement et al. 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
anaerobico das hemacias em que a glicose é metabolizada a lactato, levando ao acimulo
de ions H+. Essa alteragdo hemogasométrica pode ser observada no grafico (?
Confeccionar grafico do pH) obtido por média aritmética.

N&o 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. Os niveis de pH do presente

trabalho chegaram no maximo a 6,3 estando, portanto, nos padrdes estabelecidos.

GRAFICO 3. Variacdo dos niveis de pH nos 1°, 7°, 21° e 35° dias.
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Lactato Desidrogenase (LDH)

Enzima tetramérica contendo apenas duas subunidades diferentes: H, para o
coracdo e M, para o musculo esquelético. Sdo identificadas cinco formas dessas
isoenzimas: LDH1 (HHHH) e LDH2 (HHHM), encontradas no miocardio e nos



eritrécitos; LDH3 (HHMM), no cérebro e rim; LDH4 (HMMM) e por fim
LDH5 (MMMM), encontrada no figado e masculo esquelético. °

Todas as células de mamiferos possuem LDH e o lactato é o produto final da
glicolise em condigdes anaerdbias. Em condi¢des de aerobiose, as células de mamiferos
utilizam o oxigénio molecular e as reagcfes mitocondriais para oxidar NADH em NAD+
e 0 piruvato em CO2 e H20 de modo que ndo h& formacdo de lactato. O principal
objetivo da quantificagdo da enzima LDH ¢é indicar a existéncia de uma severidade
aguda ou danos teciduais cronicos e, algumas vezes, a monitoracdo de doencas
progressivas. A LDH também pode ser usada em diagnésticos diferenciais para ajudar
na deteccdo de 6rgéos afetados.

GRAFICO 4. Variacdo dos niveis de lactato desidrogenase nos 1°, 7°, 21° e 35° dias.
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Concluséo

Apos a coleta e posterior armazenamento, o sangue sofre alteracbes graduais, sendo
assim, o tempo de armazenamento € diretamente proporcional as lesdes celulares
sofridas decorrentes da estocagem, o que pode diminiuir a resposta transfusional ou

inviabilizar a tranfusdo do hemocomponente.
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