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AVALIACAO DA TRANSFUSAO SANGUINEA HOMOLOGA EM OVINOS

SOUSA, Rejane dos Santos. Avaliacdo da transfusdo sanguinea homodloga em
ovinos. 2012. 168f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal: Curso de Medicina
Veterinéria) - Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN,
2012,

RESUMO - O presente trabalho objetivou avaliar as respostas clinicas, hematologicas,
bioquimicas, hemogasométricas e o estresse oxidativo de ovinos induzidos & anemia
superaguda e transfundidos com sangue total fresco ou armazenado por dois diferentes
periodos (15 e 35 dias). Foram utilizados 18 ovinos, machos e fémeas, com idade entre
3 e 4 anos, pesando em media 52kg. Os animais foram submetidos a uma Unica
flebotomia para retirada de 40% do volume sanguineo e divididos em trés grupos
experimentais, sendo o0 GO composto por animais que receberam sangue fresco, G15 e
G35 animais que receberam sangue armazenado em bolsas CPDA-1 por 15 e 35 dias,
respectivamente. Foi realizado exame clinico e coleta de amostras de sangue 24 horas
pos-inducdo da anemia (T0), 30 minutos pos-transfusdo (T30), seis, 12, 24, 48, 72 e 96
horas apds a transfusdo (T6, T12, T24, T48, T72, T96, respectivamente) e oito e
dezesseis dias ap6s a transfusdo (T8d e T16d, respectivamente). O sangue armazenado
por 35 dias apresentou aumento do potassio, pCO,, pO,, lactato, hemoglobina
plasmatica e diminuicdo do pH, sédio e leucdcitos. Ovinos transfundidos no T30
apresentaram aumento significativo do VG, hemacias e hemoglobina total. Os animais
do G35 apresentaram maiores valores de hemoglobina plasmética no T12 e diminui¢do
do pH sanguineo, caracterizando leve acidemia metabdlica no T96. Com relacdo ao
estresse oxidativo o G35 apresentou reducdo da catalase no T30, T6, T12 e T24,
indicando a ocorréncia de hemolise, o que foi corroborado pelo aumento concomitante
da bilirrubina. Os animais que receberam sangue armazenado por 35 dias apresentaram
maiores alteracdes hematoldgicas, hemogasométricas, bioguimicas e oxidativas.

Palavras-Chave: hemacias, estresse oxidativo, analises hemogasomeétrica.



EVALUATION OF HOMOLOGOUS BLOOD TRANSFUSION IN SHEEP

SOUSA, Rejane dos Santos. Evaluation of homologous blood transfusion in sheep.

2012. f. Thesis (Master’s degree In Animal Science: Animal Production and Animal
Health) - Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossoré-RN. 2012.

SUMARRY - This study evaluated the clinical, hematological, biochemical and blood
gas responses and the oxidative stress in sheep submitted to hiperacute anemia and
subsequently underwent to homologous transfusion with whole blood, either fresh, or
stored for 15 or 35 days. Eighteen adult Santa Inez crossbred sheep, males and females,
were used, weighing on average 52kg. The animals were submitted to a single
phlebotomy to remove 40% of blood volume and equally divided into three
experimental groups: GO - animals receiving fresh blood; G15 — receiving blood stored
for 15 days; and G35 - receiving blood stored for 35 days. The animals were submitted
to clinical examination and blood collection 24 h after induction of anemia (T0), 30
minutes after transfusion (T30), six, twelve, twenty-four, forty-eight, seventy-two and
ninety-six hours post-transfusion (T6, T12, T24, T48, T72 and T96, respectively), and
eight and sixteen days post-transfusion (T8d and T16d, respectively). The blood bags
stored for 35 days showed an increase in K, pCO2, pO2, lactate, plasma hemoglobin
and decreased plasma pH, sodium and leukocytes. The sheep transfused from all groups
had increased GV, red cell count and total hemoglobin in the T30. The animals of the
G35 had higher plasma hemoglobin in T12, a significant decrease in blood pH
indicating a mild metabolic acidosis on T96. With respect to oxidative stress, was
observed a decreased on catalase values of the G35 at T30, T6, T12 and T24, suggesting
the occurrence of hemolysis witch was supported by the concomitant increase in the
total bilirubin values at the same periods. Animals that received blood stored for 35
days showed higher alteration on hematological, blood gas, biochemical and oxidative
stress parameters.

Keywords: red blood cells, oxidative stress, blood gas analysis
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1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade existem referéncias do poder terapéutico do sangue, seja
por meio da ingestdo como fonte de cura de enfermidades, ou pela transferéncia de
poder quando se ingeria 0 sangue de guerreiros derrotados. As primeiras transfusdes,
que tratam de meados do século XVII, eram quase sempre feitas utilizando sangue de
animais (ESPINOSA, 1997; OLIVEIRA, 2003).

Somente no inicio do século XX que os avancos tecnolégicos como o
conhecimento dos diferentes tipos sanguineos entre os individuos, o uso dos
anticoagulantes, dominio das técnicas de esterilizacdo, fracionamento do sangue e
identificacdo das doengas transmissiveis permitiram o uso mais difundido da transfuséo
sanguinea na medicina humana (LACERDA, 2005). O inicio da moderna medicina
transfusional veterinaria se deu apenas na década de 50, posterior aos avangos
vivenciados pela medicina humana onde se procurou adaptar as novas tecnologias em
beneficio dos pacientes veterindrios (KRISTENSEN; FELMAN, 1997; COSTA
JUNIOR, 2006).

O desenvolvimento das bolsas plasticas e substancias preservativas
possibilitaram que o doador e receptor fossem separados no espaco, ja que 0 sangue
poderia ser transportado de um local para outro sem coagular, e no tempo,
possibilitando a nutricdo das hemacias e aumentando a vida atil dos componentes
sanguineos (MOLLISON, 2000; LACERDA, 2005; COSTA JUNIOR, 2008). Embora
se conhecga as técnicas de fracionamento do sangue para obtencdo de seus componentes,
a conservacdo e utilizacdo de sangue total ainda € a forma mais difundida e utilizada nos
centros veterinarios (LUCAS et al., 2004; COSTA JUNIOR, 2006).

Durante o periodo de armazenamento o sangue sofre vérias alteracdes que em
conjunto sdo conhecidas como “lesdes de armazenamento”, as quais se agravam a
medida que o tempo de armazenamento é estendido. Essas alteragcbes véo desde
alteracbes microscopicas das células vermelhas que podem resultar em danos
irreversiveis e reducdo da sobrevivéncia pos-transfusional, até o acimulo de substancias
biorreativas que podem influenciar a qualidade do sangue transfundido e contribuir para
reacOes pos-transfusionais (CHIN-YEE et al., 1997).

Os eritrocitos séo altamente suscetiveis a danos causados pelos radicais livres na
membrana celular, mesmo tendo alta capacidade antioxidante, as mesmas possuem

demanda de antioxidantes aumentada quando armazenadas, devido a fatores intrinsecos
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como alta quantidade de ferro e predisposicdo a auto-oxidacdo da hemoglobina, e a
fatores extrinsecos como exposicdo a luz e agitagdo, altas concentragdes de glicose e
liberacdo de radicais livres pelos leucdcitos (HESS, 2010). Racek et al. (2001)
mostraram que durante o armazenamento as hemacias sofrem acdo dos radicais livres
que tendem a aumentar no decorrer do armazenamento, provocando peroxidacéo
lipidica.

O sangue armazenado antes de ser utilizado para transfusdo deve passar por
controle de qualidade, para avaliacdo da viabilidade do sangue estocado. Na medicina
humana os parametros de qualidade estdo bem estabelecidos e sdo rigorosamente
seguidos, enquanto na medicina veterinaria, apesar de se conhecer as alteragdes
ocorridas durante o armazenamento nas diferentes espécies, 0s mesmos ndo estdo bem
instituidos. Estudos de coorte retrospectivos humanos tem encontrado uma correlacao
entre tempo de armazenamento das hemacias e taxas de morbidade e mortalidade apos a
transfusdo (ZALLEN et al. 1999; LEAL et al., 2003), sugerindo que lesbes de
armazenamento progressivas podem ser responsaveis por resultados adversos.

Sousa et al. (2009) analisaram as varidveis hematologicas, hemogasométricas e
bioquimicas do sangue total ovino armazenado por 35 dias em bolsas CPDA-1,
concluindo que o sangue dessa espécie manteve-se vidvel semelhante aos pardmetros de
qualidade do sangue humano. No entanto, muitas pesquisas desenvolvidas tanto na
medicina humana como na medicina veterinaria tem como foco principal a preservacao
das hemaécias no intuito de melhorar a viabilidade durante o armazenamento e prolongar
a vida dtil dessas células. Pouca atencdo tem sido dada a estudos que mostram a
correlacdo entre tempo de armazenamento e os efeitos e respostas do receptor pds-
transfusdo (ELFATH, 2006; GOULD et al., 2007).

Devido a complexidade desse assunto tanto no concernente a conservacdo do
sangue nas bolsas, suas mais variadas alteracdes bioquimicas e hematoldgicas, assim
como 0s métodos de indugdo da anemia e do processo de transfuséo, tais questdes serdo

melhor elucidadas na revisdo de literatura a seguir.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Avaliar as respostas clinicas, hematologicas, bioquimicas e hemogasométricas
de ovinos submetidos a anemia aguda e transfundidos com sangue total armazenado em

trés diferentes periodos 0, 15 e 35 dias.

2.2. ESPECIFICOS

e Estudar o efeito da anemia por perda aguda de sangue, pela retirada de 40% do
volume sanguineo ap6s 24 horas da flebotomia.

e Analisar os parametros hematoldgicos, bioquimicos e hemogasométricos do
sangue total armazenados em bolsas de sangue antes da transfusao sanguinea.

e Comparar as respostas clinicas, hematologicas, bioquimicas e hemogasomeétricas
de ovinos transfundidos com sangue total armazenado em bolsas tipo CPDA-1,
em trés diferentes periodos (0, 15 e 35 dias);

e Checar o efeito da transfusdo de sangue armazenado em trés diferentes periodos
sobre o sistema de coagulacao.

e Pesquisar a presenca de estresse oxidativo e peroxidacao lipidica de ovinos
transfundidos com sangue total armazenado em trés diferentes periodos (0, 15 e
35 dias);

e Determinar o tempo de permanéncia das hemoglobinas homdlogas

transfundidas, utilizando a variante da hemoglobina como biomarcador.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. INDUCAO DA ANEMIA AGUDA

A anemia é a reducdo da capacidade do organismo de suprir os tecidos com
quantidade apropriada de oxigénio para o desempenho satisfatorio das fungdes celulares
(THRALL, 2007) Clinicamente, o quadro de anemia é caracterizado quando um ou mais
parametros das células sanguineas (volume globular, hemoglobina, numero de
hemacias) estdo abaixo dos valores normais para idade, sexo e espécie (JAIN, 2006).

O aparecimento da anemia esta baseado em trés mecanismos basicos que sdo a
perda sanguinea, producdo deficiente ou destruicdo excessiva das hemacias. A anemia
raramente é uma causa primaria de doenca e sim um resultado de um processo sistémico
(JAIN, 2006).

Na literatura sdo encontrados estudos indugdo da anemia aguda em ovinos no
intuito de estudar as alteragdes ocorridas pela perda de sangue e as respostas adaptativas
a esse evento, no entanto sdo utilizadas metodologias diferentes para a realizacdo das
flebotomias e consequentemente séo encontradas respostas diferenciadas.

Entre as metodologias encontradas, Winter (1967) realizou flebotomias
consecutivas por nove dias, sendo observado menores valores do volume globular (VG),
numero de eritrocitos (RBC) e hemoglobina (Hb) no décimo dia. Também constataram
sinais de regeneracdo medular (presenga de reticuldcitos, policromasia, anisocitose,
aumento do volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM)
e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)) ao quarto dia da
flebotomia. No 28° dia o tamanho dos eritrocitos retornou aos valores normais. Howard
et al. (1998) com a retirada de 20% do sangue, observaram diminuicao significativa do
VG, RBC e Hb, enquanto a regeneracdo medular iniciou-se no 2° dia e elevagdes do
VCM e HCM entre 6 e 12 horas respectivamente. No décimo segundo dia os valores do
VG, RBC e Hb retornaram ao normal.

Chapel et al (2000) e Veng-Perdensen et al. (2002) induziram a anemia em
cordeiros jovens por duas flebotomias com intervalo de quatro semanas e
acompanharam 0s animais ate a recuperacdo. Os sinais de regeneracdo foram evidentes
entre o terceiro e oitavo dia, sendo que a concentragdo de hemoglobina retornou aos

valores iniciais na quarta semana ap0s a flebotomia.
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A retirada de 40% de sangue no periodo de duas horas na indugdo da anemia
fetal em ovinos observou-se pequeno aumento na producao de eritrécitos dentro de sete
dias (ZHANG et al., 2002). Contudo, Al-Huniti et al. (2004) em animais adultos,
observaram maiores valores de reticuldcitos entre 2,5 e 5 dias apds a flebotomia,
retornando aos valores basais 10 a 15 dias apds a flebotomia.

Sousa et al. (2012) com a retirada de 15mL/kg de sangue, observaram reducéo
significativa do VG e RBC 24h ap06s a flebotomia e recuperacdo desses valores oito dias
apos a perda aguda de sangue.

Além das alteracbes hematoldgicas ja relatadas na literatura, 0s processos
anémicos podem provocar estresse oxidativo, no entanto o mecanismo pelo qual a
anemia contribui para o estresse oxidativo ndo estd totalmente elucidado, mas a
inadequada oxigenacao tecidual é acompanhada por aumento na producdo de radicais
livres determinando alteracbes no metabolismo celular energético, elevacdo no
catabolismo de catecolaminas e ativacdo leucocitaria (SOMMERBURG et al., 1998;
GRUNE et al., 2000; SARADA et al., 2002; STENVINKEL, 2003).

A hipdxia resultante da limitada capacidade de carrear o oxigénio, eleva a
frequéncia respiratoria e 0 metabolismo anaerobico resultando na producdo de lactato
(HALLIWELL; GUITTERRIDGE, 1999), sendo também responsabilizada pela
liberacdo de mediadores inflamatérios que ativam leucécitos elevando as producdes
radicais e oxidantes (MOORE et al., 1996). Durante a hipoxia ha aumento na
concentracdo de catecolaminas e na atividade de enzimas que metabolizam as
catecolaminas produzindo mais espécies reativas do oxigénio (EROs). A degradacédo da
purina pela xantina oxidase em casos de reperfusdo durante a hipdxia tecidual
temporéaria € também uma fonte de producdo de EROs (MOCHIZUKI-ODA et al.,
1997).

3.2. CONSERVACAO DE SANGUE

Durante o periodo de conservagdo 0 sangue armazenado sofre varias alteracdes
que em conjunto sdo conhecidas como “lesdes de armazenamento”. Essas alteracdes vao
desde alteracbes microscépicas das células vermelhas que podem resultar em danos
irreversiveis e reducdo da sobrevivéncia pos-transfusional, até o acimulo de substancias
bioreativas que podem influenciar a qualidade do sangue transfundido e contribuir para

reacOes pos-transfusionais (CHIN-YEE et al., 1997).
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A seqguir serdo feitas consideracGes a cerca do armazenamento de sangue e das

principais lesdes de armazenamento descritos na literatura.

3.2.1. Bolsas de sangue e refrigeracao

Durante algum tempo na medicina veterinaria a coleta e armazenamento de sangue
para transfuséo foi realizado em frascos de vidro a vacuo, contendo anticoagulante. Os
frascos de vidro contendo vacuo sdo menos adequados para 0 armazenamento de sangue
por provocarem hemolise, agregacdo plaquetaria e inativacdo dos fatores de coagulacao
VIl e XIII (HUNT; MOORE, 1990). Assim, desde a Segunda Guerra Mundial,
utilizam-se bolsas de policloreto de vinila (PVC) para o armazenamento, em vez de
frascos de vidro, os quais sdo impermeaveis & troca de gases. (GENETET; MANNONI,
1980).

A introducdo do PVC na confeccdo de bolsas de sangue em 1960 veio minimizar a
adesdo celular, a formacdo de coagulos e a hemolise durante a estocagem, além de
facilitar o transporte e centrifugacdo do sangue, bem como possibilitou a sobrevida de
varios componentes sanguineos pds-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 metabolitos, dentre eles o lactato e protons. Estes componentes, na presenca da
anidrase carbdnica dos eritrocitos, sdo convertidos em agua e CO,. O diéxido de
carbono resultante dessa reacdo difunde-se para 0 meio externo, devido a
permeabilidade da bolsa a esse gas, evitando a reversdo da reacdo (HESS;
GREENWALT, 2002).

As bolsas para conservacao de sangue total utilizadas na medicina veterinaria sao as
mesmas utilizadas na medicina humana, as quais possuem solucdo conservadora na
proporcdo de 63mL para 450mL ou 70mL para 500mL de sangue total, enquanto as
bolsas com solucdes aditivas possuem ainda solucdo de 100mL a ser adicionada apos a
coleta (RAZOUK, 2004).

S&o utilizadas para coleta e armazenamento de sangue quatro principais tipos de
solugdes preservativas: ACD (Citrato Dextrose), CPD (Citrato Fosfato Dextrose),
CPDA-1 (Citrato Fosfato Dextrose e Adenina) e bolsas plasticas que contém solucdes

aditivas, as quais possuem na bolsa priméria CPD ou CPD2 e na bolsa satélite solucéo



29

aditiva como SAG-M, ADSOL (AS-1), NUTRICEL (AS-3) ou OPTISOL (AS-5)
(HESS, 2006).

As bolsas contendo CPDA-1 sdo as mais utilizadas na medicina veterinaria
(LANEVSCHI; WARDROP, 2001), sendo que a CPD/SAG-M aos poucos vem
ganhando espaco.

Originalmente as solugdes aditivas sdo adicionadas ao concentrado de hemécia apds
a centrifugacdo do sangue total e separagédo do plasma. Pesquisas no campo da medicina
veterinaria tém utilizado essas solucGes na conservacdo de sangue total (COSTA
JUNIOR et al., 2008; BERTOLETTI, 2011; BARROS, 2011) .

Cada constituinte da solucdo preservativa possui funcbes especificas que ajudam a
manter a viabilidade do sangue por um tempo maior. O citrato é um anticoagulante que
age quelando o célcio, impedindo a coagulacdo, alem de promover estabilizacdo da
membrana auxiliando na manutencdo do pH intracelular (AUTHEMENT et al., 1986;
HOGMAN et al., 2002).

O é&cido citrico promove a acidificacdo da solugdo conservadora, impedindo que a
glicose e o citrato sofram caramelizacdo quando passarem pela autoclavagem
(MOLLISON, 1997).

A dextrose € adicionada a solucdo como fonte de energia, pois este carboidrato nao
é consumido rapidamente pela célula em 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 é substrato para a producdo do 2,3 difosfoglicerato (DPG) no interior das
hemaécias, que € um componente organico responsavel pela captura e liberacdo de O,
pela hemoglobina aos tecidos (EISENBRANDTE; SMITH, 1973; WARDRORP et al.,
1994a).

As solucBes aditivas possuem composi¢Ges variadas, mas uma base comum € a
presenca de glicose, manitol e adenina diluidos em solucdo salina, que proporciona
maior aporte energético e consequentemente maior tempo de conservacao das hemaécias.
O manitol apresenta a capacidade de estabilizar a membrana celular, promovendo
impermeabilizacéo a ions como o cloreto (CI’), mantendo niveis altos do pH intracelular
e reduzindo a taxa de hemolise (HESS; GREENWALT, 2002).
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A primeira solucéo aditiva desenvolvida foi a SAG-M, sendo as solugdes aditivas
subsequentes variacfes da mesma, podendo-se citar AS-1, AS-3 e AS-5 (HESS, 2006).
A solugdo AS-3 ndo possui manitol na sua composi¢do, entretanto tem citrato, que
substitui a acdo estabilizadora de membrana do manitol e também é enriquecida de
fosfato no anticoagulante CP2D e na solucdo aditiva (fosfato de s6dio monobasico)
(HESS, 2006).

Novas solugdes aditivas vém sendo desenvolvidas na medicina humana no intuito de
diminuir as lesGes de armazenamento e aumentar o tempo de conservacdo. A producgédo
de ATP para manutencdo do metabolismo energético dos eritrocitos tem sido um grande
desafio para a medicina transfusional, mais recentemente foi criada uma nova solucgéo
aditiva a PAGGS-M que possui em sua composicao cloreto de sédio, 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
glicolise e aumentar o aporte de ATP, sendo que essa solu¢do proporcionou aumentou
do periodo de armazenamento que antes era de 42 dias para 49 dias (7 semanas)
(WALKER et al., 1990). Outra solucdo desenvolvida foi a %2 CPD ErythroSol (*2
CPD/RAS?2), onde tentou-se aumentar o pH da solucao conservadora através da reducéo
do anticoagulante CPD e usando uma solugdo 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 hemacias por 8 semanas, na qual promoveram a alcalinizacdo da solucdo
aditiva, que abranda a queda do pH e consequentemente conserva o ATP e DPG.

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

3.2.2. Conservacao de sangue total nas diferentes espécies

Na medicina veterinaria a separacdo dos hemocomponentes sanguineos ndo é

uma pratica rotineira, como ocorre na medicina humana (LACERDA, 2005). No
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entanto, o fracionamento do sangue permite que mais de um paciente possa se
beneficiar de apenas um doador, pois muitas vezes 0 paciente que requer uma
transfusdo, precisa de apenas um componente sanguineo especifico (RAZOUK, 2004).

O tempo de armazenamento do sangue na espécie humana depende da solucgéo
utilizada na bolsa de coleta: ACD e CPD séo de 21 dias, CPDA-1 ¢ de 35 dias e bolsas
contendo solugdo aditiva varia de 42 a 49 dias (RAZOUK, 2004). Na medicina
veterinaria utilizando as mesmas solugdes para a conservacdo do sangue o tempo de
armazenamento é diferente entre as espécies, ndo sendo indicado usar como referéncia o
tempo de conservacao do sangue humano.

O sangue total de equinos e bovinos pode ser armazenado em bolsas contendo
CPDA-1 por 21 a 28 dias (DURHAM, 1996) e por 35 dias, respectivamente (RIBEIRO
FILHO et al.,1994). Em ovinos o sangue total pode ser armazenado por até 35 dias em
bolsas CPDA-1 (SOUSA et al., 2009). O sangue total asinino mostrou boa qualidade
quando armazenado por 42 dias em bolsas CPDA-1 e CPD/SAGM (BARROS, 2011).

O sangue canino pode ser armazenado por até 35 dias em bolsas CPDA-1 e até
21 dias em bolsas contendo ACD (AUTHEMENT, 1986). Costa Junior et al. (2008), em
trabalho comparativo envolvendo bolsas CPDA-1 e bolsas CPD/SAGM, verificou que
as bolsas CPD/SAG-M sdo melhores para a conservagdo do sangue total canino sob
refrigeracdo em um periodo minimo de 41 dias em relagdo as bolsas CPDA-1. Para
gatos tem-se usado bolsas CPDA-1 e CPD-SAGM para conservacdo de sangue total por
28 dias (BERTOLETTI, 2011).

O concentrado de heméacias em equinos pode ser armazenado por até 35 dias
utilizando bolsas CPD- SAGM com deplecéo de plaquetas e leucdcitos (NIINISTO et
al., 2008). J& em caninos o concentrado de hemacias pode ser armazenado por 20 dias
em CPDA-1, por 37 dias em solucdo CPD-Adsol (WARDRORP et al., 1994b) e 35 dias
em solucdo CPD-Nutricel (WARDROP et al., 1997).

3.2.3. LesOes de armazenamento e controle de qualidade

A retirada do sangue da circulacdo para conservacgdo in vitro, transfere os eritrocitos
para um ambiente diferente do encontrado no organismo vivo, 0 que promove uma série
de alteragdes hematoldgicas, morfolégicas, hemogasométricas e bioguimicas que em
conjunto sdo conhecidas como lesdes de armazenamento (CHIN-YEE et al., 1997
BERTOLETTI, 2011).
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Na medicina humana existem parametros hematoldgicos 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 veterinéria
0s parametros de qualidade ndo estdo bem estabelecidos para cada espécie animal,
sendo observado em alguns estudos a utilizacdo de parametros humanos para avaliar a
qualidade do sangue animal armazenado (MUDGE et al., 2004; NIINISTO et al., 2008;
BARROS et al., 2011).

A utilizacdo dos hemocomponentes é uma realidade na clinica de pequenos animais,
em especial na canina, sendo conhecidas as formas de fracionamento, tempo de
conservacao dos hemocomponentes e sobrevivéncia pés-transfusional das hemaécias
transfundidas, enquanto na clinica de grandes animais o sangue total ainda é a forma
mais utilizada, embora alguns estudos em equinos venham sendo conduzidos no intuito
de possibilitar a utilizacdo dos hemocomponentes. Abaixo estdo descritas as principais
alteracbes hematoldgicas, morfoldgicas, bioquimica e hemogasométrica ocorridas no

armazenamento de sangue total nas diferentes espécies animais.

3.2.3.1. Alteracdes Hematologicas e Morfoldgicas

Os eritrocitos dos mamiferos sdo células anucleadas que ndo possuem mitocondrias,
0 que diminui a capacidade sintética e impede a realizacdo do ciclo de Krebs e a
fosforilacdo oxidativa, sendo necessario que as solucdes conservadoras fornecam
nutrientes para a manutencdo do metabolismo energético através da glicolise. Nesse
contexto, a concentracdo de adenosina trifosfato (ATP) durante o armazenamento
desempenha papel fundamental, principalmente por esta envolvido em funcGes
importante como o controle da bomba de sédio e potassio, na manutencdo da forma e
deformabilidade dos eritrocitos (KORTE; VERHOEVEN, 2004).

Apesar das solucbes conservadoras possuirem fontes de energia para a manutencao
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 série de alteracGes na
membrana plasmatica dos eritrocitos como reducdo do tamanho e esferocitose
progressiva, surgimento de microvesiculas e aumento gradual da fragilidade osm@tica,

sendo que algumas sofrem lise, levando a diminuicdo no numero de hemécias,
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diminuicdo do volume globular e aumento da hemoglobina plasmatica (WARDROP et
al., 1994a).

O aumento da hemoglobina plasmatica é resultante da ruptura das hemécias ou
liberacdo da hemoglobina presente em microvesiculas presente na membrana, 0 que
pode ocasionar danos a funcdo renal e ao sistema de coagulacdo quando o sangue é
transfundido devido a alta concentragdo de hemoglobina livre (HESS; GREENWALT,
2002; KORTE; VERHOEVEN, 2004). Nos bancos de sangue humanos a percentagem
de hemolise 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; VERHOEVEN, 2004; RDC, 2004).

Pelas normas brasileiras o nivel de hemoglobina plasmatica do concentrado de
heméacias 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 ou no
concentrado de hemdcias 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 o armazenamento tem promovido variagdes no volume
corpuscular médio das hemécias (VCM), sendo observado que hemécias de ovinos e
humanos aumentam o volume corpuscular médio (VCM) (SOUSA et al.,, 2009;
WOLFE, 1985), entretanto na espécie equina esta alteracdo néo foi observada (MUDGE
et al., 2004; LOPES et al., 1994). Esta variacdo no VCM esta relacionada a faléncia da
bomba de sddio e potassio que é afetada pela diminui¢do dos niveis de ATP, levando ao
acumulo de substancias osmoticas e a perda progressiva da area de superficie das
hemécias (VALERI, 1994).

A conservacao de sangue total em bolsas CPDA-1 em ovinos (SOUSA et al.,
2009) e ACD em equinos (LOPES et al., 1994; BARTHEL, 1999) mostrou redugéo no
namero de leucdcitos totais. Salib e Dawson (1985) sugeriram que a diminuicdo dos
leucocitos ao longo do armazenamento ocorre devido a rapida degeneracdo dos
neutréfilos quando comparado aos linfocitos.

Ao longo dos anos, estudos tém mostrado que os leucocitos podem exercer
efeitos deletérios indiretos sobre as hemécias armazenadas por consumir a glicose da
solucdo conservadora e por liberar substancias bioreativas. Durante o armazenamento

ocorre ruptura dos leucécitos promovendo liberagdo de imunomoduladores
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inflamatdérios como histamina, mieloperoxidase e proteina eosinofilica catidnica
(HOGMAN, 1998).

A presenca de leucocitos em produtos sanguineos armazenados tem sido causa de
reacOes febris devido a liberacdo de citocinas, imunossupressdo pela diminuicdo da
atividade das células Natural Killer e da fagocitose e lesdes pulmonares devido a
presenca de agregado leucocitario na circulagdo pulmonar (EDER; CHAMBERS, 2007;
SHEPPARD et al., 2007).

A contaminacdo de hemécias por leucdcitos acelera a hemolise e aumenta o potassio
extracelular, portanto a conservacdo é melhor quando se elimina a camada
leucoplaquetaria (HOGMAN et al., 2002), sendo que a redugdo de 80 a 90% dos
leucdcitos tem demonstrado reducgdo dos riscos de reagdo pos-transfusional (HOGMAN,
1998). Existem no mercado bolsas que reduzem a camada leucoplaquetaria (buffy coat)
do sangue total, sdo as chamadas bolsas Top Bottom que possuem filtros especiais que
separam as hemécias e plasma dos leucdcitos e plaquetas. A leucorredugdo realizada por
essas bolsas ndo é completa, sendo recomendado que os produtos das células vermelhas
ndo tenham mais que 1,2x10° leucécitos/unidade (HOGMAN et al., 1978).

Durante o armazenamento as hemacias também sofrem uma sequéncia previsivel
de alteragdes na forma. Inicialmente as hemacias apresentam forma normal de disco
bicbncavo (discocitos), sofrem crenacdo formando equindcitos e posteriormente as
hemacias ficam “ingurgitadas” formando uma esfera crenada com multiplas espiculas
(esferoquindcitos), as quais sdo eventualmente perdidas por meio de vesiculas lipidicas,
produzindo esferécitos (GREENWALT et al., 1990).

A formacédo dos equindcitos ocorre quando ha diminuicdo nos niveis de ATP,
excesso de Ca®*, presenca de agentes quimicos, expansdo da porcdo externa ou interna
da bicamada lipidica dos eritrécitos, sendo que equindcitos sao reversiveis e
interconvertiveis a forma de discocito (CHAILLEY et al., 1973; FEO; MOHANDAS,
1977). Entretanto, se houver perda de fragmentos da membrana pela continuidade da
lesdo, com aumento da viscosidade e rigidez do eritrdcito, forma-se o esferdcito,
irreversivel e altamente suscetivel a hemdlise (CHABANEL et al., 1987).

No entanto, Hess et al. (2000) mostraram que existe uma correlagcdo entre a
morfologia e a concentragdo de ATP e a sobrevivéncia das hemécias pés-transfusional,
mas ndo existe correlacdo entre a morfologia e o grau de hemdlise, sugerindo que a
manutencdo da forma das hemécias € uma caracteristica desejavel, porém néo

necessaria para a manutencdo da qualidade das hemacias. Experimentos in vitro
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mostraram que as hemacias retornam a sua forma normal apds serem ressuspendidas,

desde que estas ndo estejam no estagio de esferdcito (HESS et al., 2000).

3.2.3.2. AlteracGes Hemogasométricas

O pH sanguineo dos animais esta préximo da neutralidade com leve tendéncia a
alcalinidade (aproximadamente 7,4). Em condi¢es fisiologicas as reacfes metabdlicas
tendem a desviar continuamente este pH para acido ou basico (ALMOSNY, 2006).
Quando o sangue coletado é armazenamento em solucbes conservadoras as células
continuam seu metabolismo, sendo a reducdo do pH uma das principais alteracGes que
ocorre durante o armazenamento (RIBEIRO FILHO et al., 1994).

Nas diferentes espécies é observado a reducdo do pH logo no primeiro dia de
armazenamento, o que é decorrente da presenca de 4&cido citrico na solucdo
conservadora, este tende a decrescer ainda mais ao longo do tempo devido ao
metabolismo anaerébico das hemécias em que a glicose é metabolizada a lactato
levando ao actimulo de jons H* (AUTHEMENT et al., 1986; RIBEIRO FILHO et al.,
1993).

O poder tampdo do plasma também produz efeitos na conservagdo. Em
concentrados de hemaécias, a diminui¢do do pH é mais rapida do que no sangue total. A
retirada de plasma elimina parte da solucdo de conservacdo utilizada e, sobretudo, 0s
substratos, como glicose e fosfatos (GENETET; MANNONI, 1980). Entretanto, a
relacdo solucdo de conservagdo/volume de sangue deve ser respeitada, pois, se 0 volume
de sangue coletado for pequeno em relacdo ao anticoagulante, a diminuicdo do pH sera
mais acentuada, devido a acidez da solucdo (HESS; GREENWALT, 2002).

A captacdo e liberacdo de oxigénio pela hemoglobina é mediada pelo 2,3 DPG.
As concentragdes desse elemento estdo relacionados a variagdes do pH, na qual um pH
menor que 7,0 promove degeneracdo do DPG aumentando a afinidade da hemoglobina
pelo O,, enquanto num pH acima de 7,0 desencadeia regeneracdo do DPG e menor
afinidade da hemoglobina pelo O, (KURUP et al., 2003).

N&o é bem conhecida o pH no qual as células sanguineas podem ser submetidas
sem alterar o grau de seu metabolismo, mas Hess e Greenwalt (2002) em trabalho com
sangue humano sugeriram que este seja no maximo 6,2.

A pressdo de CO, é uma variavel hemogasométrica que tende a aumentar no

interior das bolsas de sangue ao longo do periodo de armazenamento, devido
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principalmente a neutralizacdo do acido lactico produzido pelo metabolismo celular,
resultando na producdo de CO,. A pO, também tende a aumentar no interior das bolsas,
sendo observado aumento dessas variaveis no armazenamento de sangue canino,
bovino, ovino e asinino (COSTA JUNIOR et al., 2008; RIBEIRO FILHO et al., 1994;
SOUSA et al., 2009; BARROS, 2011). Comprovando que as bolsas plasticas utilizadas
para 0 armazenamento do sangue sao permeaveis ao CO, e ao O, (RIBEIRO FILHO et
al., 1994). Alta pCO, também promove maior degradagdo do 2,3 DPG (HOGMAN et
al., 2002).

O metabolismo anaerdbico das hemacias produz acidos, entre eles o acido
lactico, que é neutralizado pela acdo do HCOj3 plasmatico, que tem papel tamponante no
meio extracelular (RANDALL, 2008). Sendo observado aumento nos teores de lactato
ao longo do periodo de armazenamento, em contrapartida ocorre reducdo gradual nos
niveis de bicarbonato plasmatico no intuito de neutralizar esses acidos (RIBEIRO
FILHO et al., 1994).

3.2.3.3. Alteracdes Bioguimicas

Entre os padrBes bioquimicos utilizados para avaliar a conservacdo 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
(TOMCZACK, 2006).

O potéssio € um ion predominante intracelular, sendo encontrado apenas cerca
de 2% no meio extracelular, em contrapartida o sédio é um ion extracelular. A
manutencdo do equilibrio desse gradiente de concentracdo nas hemacias é realizada pela
bomba de sddio e potassio encontrada na membrana plasmatica. A atividade da bomba
Na/K é dependente dos niveis de ATP, sendo também influenciada pela diminui¢do do
pH e da temperatura (MEYER et al., 1995; HOGMAN, 1997; HOGMAN, 1998).

Ao longo do periodo de armazenamento ocorre diminui¢do dos teores de ATP,
queda do pH e diminuigdo da atividade da bomba de Na*/ K*, ocorrendo aumento do
potassio extracelular e diminuicdo do sodio extracelular (MEYER et al., 1995). A
inversdo do gradiente de concentracdo promove aumento de solugbes osmoticas e
consequentemente aumento da hipertonicidade do meio intracelular, enquanto altos

niveis de potassio no sangue transfundido podem levar o receptor a hipercalemia.
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Altos niveis de potassio no sangue armazenado estdo na dependéncia da
hemolise, e das concentracGes de potéssio intra-eritrocitarios entre as espécies, sendo
encontradas altas concentragdes nas hemécias de humanos (102+3,9mmol/L), equinos
(120+1,1mmol/L), suinos (105,9+12,7), caprinos (76,lmmol/L) e bovinos
(22+2,5mmol/L) e baixos valores para cdes (5,7£1lmmol/L) e gatos (5,9+1,9mmol/L)
(HARVEY, 2010). Com relagdo aos ovinos e asininos tem-se observado variagoes
individuais, onde existem animais com hemécias com altos valores de potassio (HK" -
ovinos 98,7mmol/L, asininos 114mmol/L) e com baixos valores (LK® - ovinos
39,4mmol/L, asininos 100mmol/L) (TURCKER; ELLORY, 1971; MISETA et al.,
1993).

O sangue armazenado e hemolisado de animais que possuem altos valores de
potassio intraeritrocitario quando transfundido possuem 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 que possuem problemas renais ou pacientes que recebam grandes
volumes transfusionais (HOHENHAUS, 2007).

Assim como a hemoglobina, o aumento da concentracdo do potassio extracelular
indica um dos primeiros eventos que se relacionam com a redugdo da qualidade das
celulas vermelhas (KORTE; VERHOEVEN, 2004). Para a espécie humana é aceitavel
concentracdes menores que 100mmol/L (TOMCZACK, 2006) de potassio ao final do
periodo de armazenamento do concentrado de hemacias.

As determinagOes das concentragdes de ATP e 2,3 DPG vém sendo incluido nas
pesquisas para avaliar a qualidade do sangue armazenado, porém na pratica esses
parametros ndo sdo utilizados para avaliar a qualidade do sangue estocado nos bancos
de sangue, devido ao custo da analise. No entanto, os niveis de ATP e do 2,3 DPG
tendem a diminuir no decorrer do periodo de armazenamento (NIINISTO et al., 2008;
MUDGE et al., 2004; COSTA JUNIOR et al.; 2008; HOGMAN et al., 1998).

O ATP é um nucleotideo produzido pelo metabolismo anaerdbico a partir da
glicolise, sendo importante como fonte de energia para manutengdo do metabolismo
celular, para o funcionamento da bomba de sddio e potassio e para manutencdo da
forma celular (SCOOTT et al., 2005; HOGMAN, 1998). Assim a reduco desse fosfato
durante o armazenamento promove alteracbes na membrana celular dos eritrécitos,

como esferocitose progressiva, endocitoses anormais, aumento da fragilidade, redugéo
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do tamanho e surgimento de microvesiculas (EISENBRANT; SMITH, 1973;
HOGMAN et al., 2002).

O 2,3 DPG como j& mencionado anteriormente ¢ um fosfato importante na liberagdo
do oxigénio ligado a hemoglobina, para os tecidos. Apesar de o armazenamento
promover deplecdo dos niveis de 2,3 DPG, os eritrocitos retornam a sintese normal de
2,3 DPG, sendo necessérias 24 a 48 horas apds a transfuséo para que ele se normalize.
Contudo, este é um fator limitante para a utilizagdo de sangue armazenado por longo
periodo em pacientes criticos que necessitam de entrega rapida de O,, sendo agravado
ainda mais porque 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).

Os teores de 2,3 DPG também sdo variaveis entre as espécies, ruminantes e
felinos diferentemente das outras espécies animais inclusive o homem, apresentam
quantidades menores de 2,3-DPG, devido a mecanismos adaptativos que permitem a
esses animais terem liberacdo rapida de oxigénio aos tecidos (BUNN; FORGET, 1986).
Os ruminantes e felinos sdo animais corredores, fato que requer uma liberacédo rapida de
energia. Nos momentos de exigéncia fisica repentina, a temperatura corpdrea aumenta,
0 pH sanguineo diminui, e a demanda de O, aumenta. Nessa situacdo 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 conservagado os niveis desse carboidrato devem
ser superiores a 50mg/dL (TOMCZACK, 2006). A glicose é o substrato utilizado para
producdo de energia através da glicolise, no inicio do periodo de conservacéo observa-
se elevados valores de glicose devido a presenca de glicose na solucdo preservativa,
porém os niveis deste carboidrato tendem a diminuir durante 0 armazenamento devido
sua utilizacdo como fonte energética para producdo de ATP (RIBEIRO FILHO et al.;
1994).

O consumo de glicose pelos eritrocitos varia de acordo com as diferentes
espécies animais, sendo que o0s eritrocitos humanos (1,48 + 1,1ummol/h/mL)
apresentam maior taxa de consumo de glicose quando comparado com outros
mamiferos. Como as bolsas de conservacdo de sangue foram projetadas para essa
espécie, a quantidade de glicose ndo € um empecilho para a conservacdo de sangue em
outras espécies (HARVEY, 2010).
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Ao final de 32 dias de conservacdo de sangue total equino em diferentes
solugdes observou-se valores de glicose acima 300mg/dL (MUDGE et al., 2004), no
sangue canino e felino valores acima de 500mg/dL durante 42 dias e 28 dias de
conservacdo 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) tem sido utilizada em
estudos com sangue equino armazenado para auxiliar na avaliacdo de hemolise, ja que

essa enzima esta presente em grande quantidade nos eritrocitos (MUDGE et al., 2004).

3.3. ARMAZENAMENTO DE SANGUE E ESPECIES REATIVAS

Os seres Vvivos se adaptaram, no transcorrer dos ultimos dois bilhdes de anos, a
uma crescente concentracdo de oxigénio atmosférico, no entanto, esse elemento
representa um paradoxo, por ser um elemento essencial para a manutengéo da vida e ao
mesmo tempo potencialmente deletério as estruturas celulares devido a capacidade de
produzir radicais livres (RL) (HALLINWELL, 1987; VASCONCELOS, 2006).

O termo radical livre é utilizado para designar qualquer espécie quimica de
existéncia independente que possui elétrons desemparelhados na sua ultima camada
eletronica. Esta configuracdo eletroquimica torna essas moléculas instaveis, conferindo-
Ihe alta reatividade e vida curta. Os RL interagem com outras moléculas através de
reacOes de oxiredugdo com o propdsito de estabilizar sua configuragdo eletronica. No
entanto, algumas substancias com propriedades reativas ndo apresentam elétrons
desemparelhados em sua Ultima camada. Por este motivo, o termo radical livre ndo € o
ideal para designar de maneira geral estes agentes reativos. Assim, 0 termo espécies
reativas é considerado o mais apropriado (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

As espécies reativas sdo classificadas pelo grupo funcional presente em sua
molécula, porém os processos aerébicos que envolvem o oxigénio sdo 0s mais comuns e
seus produtos sdo denominados de espécies reativas do oxigénio (EROs)
(CHIHUAILAF et al., 2002).

Nos seres vivos 0s EROs sdo produzidos principalmente durante a respiracéo
celular no transporte de elétrons localizado na membrana mitocondrial e durante a
atividade de fagocitose das células polimorfonucleares, podendo também ocorrer devido

a fatores exdgenos. Em situagdes especificas como processos infecciosos, exposicdo a
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raios X ou toxina ambientais, anemias, 0 metabolismo da mitocondria aumenta
intensificando o consumo de oxigénio e favorecendo o escape de EROs do sistema de
transporte de elétrons da cadeia respiratéria mitocondrial, que reduzem o oxigénio
molecular a superoxido e peroxido (WOODS; PLESSINGER; FANTEL, 1998).

As mitocondrias possuem aparato enzimatico que promove a reducéo de 98% do
oxigénio, através da agdo da oxidase citocromica, no entanto a alta dindmica da
oxidacdo mitocondrial ndo consegue reduzir todas as moléculas de oxigénio que
adentram o espaco intracelular, permitindo que 2 a 5% do oxigénio se transforme em
EROs (SEN, 2000).

Entre os EROS produzidos durante o metabolismo aerébico o O," (superoxido),
‘OH (hidroxila) e H,O; (peroxido de hidrogénio) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999;
VINCENT; TAYLOR, 2006; VALKO et al., 2007) sdo 0s mais comuns.

O O, &, dentre as forma citadas acima, é a que possui menor capacidade de
oxidagéo, com pouca reatividade em solugdes aquosas, sendo produzido principalmente
na cadeia respiratoria mitocondrial e durante a ativagcdo de neutréfilos, mondcitos,
macrofagos e eosindfilos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; VALKO et al., 2007).

O 'OH é a espécie reativa de oxigénio mais reativa do sistema bioldgico,
podendo causar danos a varias estruturas celulares, devido a capacidade de se combinar
rapidamente com metais e com outros radicais (VALKO et al., 2007).

O H,0,, ndo é um radical livre, por ndo possui elétrons desemparelhados na
ultima camada, mas é uma espécie reativa de vida longa, bastante toxico e deletério,
podendo atravessar as membranas celulares e provocar danos ao DNA. Além disso o
H,O,, pode participar de reacGes que produzem ‘OH (ANDERSON, 2000). Os
peroxissomos sdo organelas citoplasméticas que possuem grande quantidade desse
elemento, pois o0 consumo de oxigénio nessa organela leva a producéo de H,O..

A produgdo de EROs via mitocOndrias citada anteriormente ocorre em células
que possuem essa organela citoplasmatica, as hemécias séo células diferenciadas, por
ndo apresentarem organelas citoplasmaticas, como ndcleo, mitocondria e ribossomos,
sendo incapazes de sintetizar novas proteinas, realizar reacGes oxidativas associadas a
mitocondrias ou sofrer mitose (HEYNEN, 1990; PERKINS, 2004).

No entanto, estas células sdo passiveis de sofrerem oxidacdo e de produzirem
EROs. As hemacias estdo constantemente expostas aos danos oxidativos por circularem
nos vasos sanguineos com alta concentracdo de oxigénio e de ions ferro (DOMANSKI
et al., 2005; VASCONCELOS et al., 2007). Além disso, a hemoglobina contida nessa
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célula esta suscetivel a sofrer auto-oxidacdo, que pode ser exacerbada por condicdes
como aumento da temperatura, diminuicdo do pH, presenca de fosfatos organicos ou
ions metélicos e sua propria oxigenagdo parcial (RICE-EVANS, 1990; TELEN &
KAUFMAN, 2004; LOPEZ-REVUELTA et al., 2006). As hemécias possuem ainda em
sua constituicdo lipideos insaturados e proteinas susceptiveis ao ataque dos radicais
livres (REVUELTA et al., 2005).

O ferro é o ion central do grupo heme da hemoglobina (GAW et al., 1999),
possuindo a capacidade de aceitar e doar elétrons, interconvertendo-se em forma férrica
(Fe**) e ferrosa (Fe®"). Esta propriedade o torna um componente muito Gtil em
citrocromos, moléculas que ligam e transportam oxigénio e enzimas que realizam o
processo redox. No entanto pode ser altamente reativo e danoso ao organismo quando
se encontra livre, podendo catalisar a conversao do superoxido e peréxido de hidrogénio
em radicais livres que irdo atacar a membrana celular, proteinas e DNA (BENITE;
MACHADO, 2002; BENDOVA et al., 2010).

As reacBes do ferro na geracao de espécies reativas sdo conhecidas como Reacdo
de Fenton e Reacdo de Haber-Weiss, nas quais um dos produtos é o radical hidroxila
(BARREIROS et al., 2006).

- Reacdo de Fenton:
Fe'?+0, = Fe” + O’
202.7' +2H" — 0O, + H,05

Fe*? + H,0, — Fe™ + 'OH + OH"

- Reacdo de Haber-Weiss:
Fe' + 0, = Fe” + 0,
Fe*? + H,0, — Fe™ + OH + "OH

0,” + HO, — O, + OH + "OH

Essas reacdes produzem o radical ‘OH, o mais deletério ao organismo, pois
possui meia vida curta e dificilmente é sequestrado in vivo. A formacdo desse radical

pode desencadear reacdo em cadeia, devido a capacidade de sequestrar o hidrogénio da
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cadeia poliinsaturada dos fosfolipidios da membrana celular iniciando a peroxidagédo
lipidica (BARREIROS et al., 2006). A formac&o desse radical também pode promover
danos as proteinas, DNA e polissacarideos (NELSON; Mc CORD, 1998).

A hemoglobina pode sofrer auto-oxidacdo, isso ocorre porque na forma
desoxihemoglobina (hemoglobina ndo ligada ao oxigénio), o ferro possui seis elétrons
na camada mais externa, sendo quatro desemparelhados, assim quando o oxigénio é
adicionado, um desses elétrons é parcialmente transferido para o oxigénio (TELEN;
KAUFMAN, 2004). Em uma situacdo normal, quando o oxigénio € liberado para 0s
tecidos, a oxihemoglobina (hemoglobina ligada ao oxigénio) dissocia-se em

hemoglobina parcialmente desoxigenada e oxigénio molecular.

Hb(O2)s — Hb(Oy); + O,

Em algumas situacdes, em vez do oxigénio molecular, um radical O, pode se

dissociar, oxidando o ferro para o estado férrico, e produzindo metemoglobina:

HbFe?* + 0, — HbFe*" + 0, — HbFe*" + 0,

A metemoglobina (HbFe**) é incapaz de liga-se ao oxigénio, para que isso
ocorra, o ferro na molécula de hemoglobina deve ser mantido no estado reduzido
ferroso (Fe®"). A forma metemoglobina ndo se combina com o oxigénio, portanto ndo é
um pigmento respiratério. Fisiologicamente cerca de 3% da hemoglobina eritrocitéria é
oxidado para metemoglobina diariamente, no entanto, a metemoglobina geralmente
representa menos de 1% da hemoglobina total, porque é constantemente reduzida de
volta a hemoglobina pela citocromo - b5 - redutase presente nas hemécias. A medida
que a desnaturacdo oxidativa continua, a metemoglobina é convertida em derivados
conhecidos como hemicromos, os quais ndo podem ser convertidos a hemoglobina
normal, produzindo precipitados que podem-se ligar a membrana celular e encurtar a
sobrevida dos eritrocitos (TELEN; KAUFMAN, 2004).

Assim, os danos sofridos pelos eritrocitos decorridos do estresse oxidativo
geralmente sdo resultado final de dois processos: oxidacdo da hemoglobina, seguida de
conversdo da metemoglobina a hemicromos; e ataque dos radicais livres aos
componentes lipidicos da membrana (LOPEZ-REVUELTA et al., 2006).



43

Diante da exposicdo as diversas fontes de espécies reativas, todas as células
possuem mecanismos de defesa para evitar danos maiores provocados por estas
substancias. Os mecanismos de defesa consistem de sistemas e substancias conhecidas
como antioxidantes. No entanto, existem situacfes em que a producdo de EROs supera
a acdo dos antioxidantes ocorrendo o evento conhecido como estresse oxidativo
(MAXWELL, 1995).

Os antioxidantes sdo compostos que protegem 0s sistemas biolodgicos contra
lesGes causadas por processos que podem levar a altos niveis de oxidacdo (KRINSKI,
1992). Os antioxidantes podem ser classificados em fatores enddgenos, sintetizados no
organismo e exdgenos, obtidos da dieta (GALIZIA; WAITZBERG, 2001). Este sistema
de defesa pode atuar de maneira detoxificadora do agente lesivo antes que ele cause a
lesdo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Os antioxidantes enddgenas sdo compostos por uma variedade enzimas como
superoxido dismutase (SOD) (dependente de cobre e zinco), a glutationa peroxidase
(GPx) (dependente do selénio), a catalase (CAT) e a proteina glutationa reduzida (GSH)
(HALLIWELL; CHIRICO, 1993) entre outras. Estes agentes antioxidantes por serem
derivados de proteinas, possuem concentracdes dependentes da taxa de sintese, o que
dificulta suas alteracdes.

Os antioxidantes exdgenos por estarem disponiveis na natureza, podem ter suas
concentragdes manipuladas através da suplementacdo na dieta. Os principais
antioxidantes exdgenos sdo 0 acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E),
carotenoides e flavonoides (GALIZIA; WAITZBERG, 2011).

O sistema antioxidante enddgeno estd presente no meio intracelular, com
utilizacdo do eritrécito para sua analise, enquanto o0 sistema oxidante esta,
principalmente, no meio extracelular em plasma e soro, onde circulam importantes
antioxidantes (vitamina E, vitamina C, B-caroteno), bem como biomarcadores do dano
causado por EROs, como o malondialdeido (MDA) e outros derivados da peroxidagédo
lipidica das membranas celulares.

A SOD é uma metaloenzima que catalisa a dismutacdo do anion radical
superdxido (O;") a perdxido de hidrogénio (H,0;) e O,. A SOD pode ser encontrada na
forma SOD-cobre-zinco presente no citosol principalmente, e a SOD-manganés
encontrada na mitocondria (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

As peroxidases sdo enzimas que utilizam o perdéxido de hidrogénio para oxidar o
substrato (VICENT; TAYLOR, 2006). Entre as peroxidases a glutationa peroxidase
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(GPx) possui uma caracteristica importante, apresentando um residuo de cisteina
contendo selénio ligado a enzima, além disso, atua sobre perdxido de hidrogénio, com
utilizacdo do tripeptideo glutationa reduzida (GSH) como doador de elétrons,
transforma-a em glutationa oxidada (GSSG). Apos a oxidacdo a GSH pode retornar a
sua forma reduzida pela acdo da enzima glutationa redutase (GR) na presenca de
NADPH. A recuperagdo de GSH pela GR é uma etapa essencial para manter integro o
sistema de protecdo celular, pois baixas concentragdes de GSH estdo associadas ao
estresse oxidativo (VALKO et al., 2007).

A GPx assim como a SOD estdo presentes no citosol e nas mitocéndrias, esta
presenca conjunta sugere a agdo sequencial e primordial do sistema antioxidante ao lidar
com os radicais livres de oxigénio superdxido e perdxido de hidrogénio (GALIZIA;
WAITZBERG, 2001).

A catalase € uma hemeproteina citoplasmatica que atua na reducéo da H,O;a O,
e H,O. Esta enzima é encontrada no peroxissoma, a organela responsavel pela
desintoxicacdo celular, oxidacdo de &cidos graxos de cadeia longa e que é fonte de
perdxidos organicos. A catalase também é encontrada nas mitocondrias das células do
tecido cardiaco (VALKO et al., 2007).

SoD
20, +2H" — H,0, + O,

GPx
2GSH+ H,0, — 2H,0 + GSSG

CAT
2H202 — 2H202 + 02

Além das substancias endogenas, as substancias exdgenas sdo importante na
defesa antioxidante e dependem de substancias derivadas da alimentagdo, como zinco,
cobre, selenio, vitamina E, vitamina C e carotenoides. Os antioxidantes obtidos da
alimentacdo como 0s minerais e as vitaminas mostram-se extremamente importantes nas
acoes contra as especies reativas (BIACHI; ANTUNES, 1999).

Os EROS quando superam a agédo de defesa do sistema antioxidantes, promovem
diversos danos a varios componentes celulares, principalmente os carboidratos,
proteinas e fofolipideos encontrado nas membranas celulares.

Um dos principais danos causados pelos EROs é a peroxidacgdo lipidica das

membranas celulares, esse processo é uma reacdo em cadeia dividida em etapas. A
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etapa de inicializacdo ocorre quando um ERO (radical hidroxila, peroxila, alcoxila ou
alquila) retira um hidrogénio de um &cido graxo poliinsaturado, deixando um elétron
desemparelhado no carbono, formando um radical lipidico. Esse radical lipidico reage
rapidamente com o oxigénio, resultando em um radical proxil que por sua vez sequestra
um hidrogénio de um novo acido graxo poliinsaturado, formando novamente um radical
lipidico, esta etapa e denominada de fase de propagacio (reacio em cadeia) (GATE et
al., 1999; DOTAN et al., 2004). A combinac&o do radical peroxila com o H' retirado dos
lipideos, gera LOOH. A dltima etapa da peroxidacdo é a terminacdo, onde ocorre a
neutralizacdo dos radicais formados por agdo dos antioxidantes lipossoluveis (B
caroteno, a tocoferol). Estas modificagdes oxidativas formam hidroperdxidos que
alteram a fluidez e a permeabilidade da membrana, promovendo expansdo do liquido
intracelular e risco de ruptura da membrana plasmaética e organelas, com consequente
morte celular (SIES; STAHL, 1995). Com a destruicdo celular, o peréxido lipidico é
liberado para a circulagdo sanguinea elevando sua concentracdo sérica ou plasmatica,
indicando a ocorréncia de lesdo de membrana celular.

A peroxidacdo lipidica pode ser avaliada através de testes capazes de detectarem
produtos primarios e secundarios da lipoperoxidacdo (BONDAN, 2006). Os
hidroperéxidos formados podem se decompor em numerosos produtos aldeidos de
diferentes comprimentos de cadeia, reativos ao 4&cido tiobarbitdrico (TBA). O
malondialdeido (MDA) é um aldeido produzido ap6s a peroxidacédo lipidica que pode
ser determinado no intuito de avaliar a ocorréncia de lipoperoxidacao.

O ERO hidroxila pode reagir com carboidratos (CHOH)n levando a quebra da
cadeia de importantes moléculas, como o &cido hialurénico. As proteinas estdo
susceptiveis a acdo dos EROS, por possuirem sitios reativos, quando ocorre o estresse
oxidativo, hd fragmentacdo das cadeias e oxidacdo de muitos aminoacidos, com a
producdo de compostos carbonilados (VASCONCELOS et al., 2007).

Os danos ao DNA podem ser causados por espeécies reativas, através da reagédo
destes com a desoxirribose, as bases pirimidinicas ou purinicas ocasionando a quebra da
cadeia de DNA, facilitando a ligag&o cruzada entre fitas e modificagOes nas suas bases
levando a mutacdo e apoptose (VASCONCELOS et al., 2007).

De forma semelhante, danos oxidativos para lipidios e proteinas podem
contribuir para lesdes de armazenamento durante a conservacdo de sangue total em
bolsas (SHARIFI; DZIK; SADRZADEH, 2000). Como mencionado anteriormente as

hemaécias na circulacdo sanguinea estdo em um ambiente com alta saturagdo de oxigénio
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(75%), essas moléculas de oxigénio estdo constantemente ligando-se a forma ferrosa
(Fe?*) da hemoglobina e entrando em solucéo, para em seguida ser entregue aos tecidos,
no entanto essa reagdo ndo é perfeita, ocasionalmente o oxigénio pode receber um
elétron, formando um radical superéxido e metemoglobina férrica (Fe**). Em condigdes
fisioldgicas normais, as heméacias possuem um sistema antioxidante eficiente, como a
SOD e a metemoglobina redutase e 0 dano é reparado rapidamente.

Nas hemécias a producdo de energia (ATP) ocorre principalmente através da
metabolizacdo da glicose pela via glicolitica (via de Embden-Meyerhof), no entanto a
glicose pode ser desviada para outras vias catabolicas gerando produtos especializados
necessarios para a célula, entre elas a via da oxidacdo em pentose fosfato. Nesta via
oxidativa, a glicose é metabolizada e produz nicotinamida adenina de nucleotideo
fosfato (NADP™) que é um receptor de elétrons e transforma-se em NADPH, o qual é
empregado nas reducdes biossintéticas ou na defesa contra EROS. A transformacéo de
glutationa reduzida (forma efetiva) para glutationa oxidada é dependente de NADPH.
O GSH mantém a estrutura normal, a elasticidade e a integridade dos eritrécitos e
sustenta a hemoglobina no estado ferroso, essencial para o transporte de oxigénio, assim
como tem acdo contra os EROs (FARHUD; YAZDANPANAH, 2008). Contudo o
armazenamento de sangue em baixas temperaturas (1-6°C) promove a reducdo do
metabolismo eritrocitario, ou seja, hd diminuicdo da via glicolitica e também da
producdo de GSH eritrocitario, diminuindo a defesa antioxidante (DUMASWALA et
al., 2000), além do armazenamento promover reducdo significativa das concentracdes
energéticas o que consequentemente afeta a producdo de NADPH diminuindo a
regeneracdo do GSH. Nessas circunstancias, hd uma maior probabilidade dos radicais
superdxido e agua reagirem na presenca do ferro livre ou submeter-se a transformacéo
de Fenton, aumentando a producdo de radicais hidroxilas.

Os radicais hidroxilas podem prontamente provocar danos a proteinas e lipideos
das hemacias. Os lipideos como o triacilglicerol podem ser desaquiliados para tornar
biologicamente ativos em diaquil-glicerdis (SILLIMAN, 2006), podendo ocorrer
oxidacdo ou polimerizacdo dos lipidios das membranas celulares. As proteinas podem
ter suas cadeias laterais de aminoacidos alteradas. Mudanca das cadeias laterais das
proteinas podem ser desde mudancas oxidativas inofensivas como a ligagédo da glicose a
hemoglobina, até mesmo mudancas graves como a quebra da cadeia polipeptidica da
proteina de Banda 3, promovendo a expressdo de antigenos que marcam as hemacias,

para serem removidas pelas células fagocitérias apos a transfusdo (HESS, 2010).
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Em experimentos animais o dano oxidativo pode induzir a lise de fosfolipidios, a
qual esta associada a Lesdo Pulmonar Aguda Associada a Transfusdo (TRALI) (HESS,
2010).

A producdo de EROS durante o armazenamento de sangue ainda ndo esta
totalmente esclarecida, mas alguns estudos tem mostrado que a producdo de espécies
reativas ndo esta so relacionada com o metabolismo eritrocitario, mas também com a
presenca ou auséncia de leucocitos no sangue armazenado. Racek et al. (2001) sugeriu
que os leucocitos podem atuar como fonte de producdo de EROS, para comprovar tal
hipdtese utilizou concentrado de hemacias com elevada quantidade de leucdcitos e
concentrado com baixa quantidade de leucdécitos, observando que o grupo com elevada
quantidade de leucocitos apresentou aumento da peroxidacéo lipidica, pelo aumento do
biomarcador MDA e diminui¢do da capacidade antioxidante total do plasma. Sabe-se
que os leucocitos durante o armazenamento sofrem lise prematura liberando diversos
imunomoduladores como a histamina, mieloperoxidase, activador de plasminogénio
inibidor-1, proteina esinofilica catidnica (NIELSEN et al., 1997), podendo causar
resposta inflamatoria a transfusdo de sangue em humanos e cdes (McMICHAEL et al,
2010; DZIK, 1993; DZIK et al., 2000).

3.4. TRANSFUSAO DE SANGUE

A transfusdo sanguinea é considerada um transplante tecidual temporario
(BROOKS, 1992), sendo pratica terapéutica que consiste em injetar sangue total ou seus
componentes em paciente que tenha sofrido de grande perda ou que esteja afetado por
doenca no seu préprio sangue (LACERDA, 2005).

O valor terapéutico da transfusdo sanguinea para varias enfermidades é
amplamente reconhecido. Thornton (1968) considera que as transfusdes sanguineas tém
a mesma importancia dos agentes antimicrobianos, tecnicas cirurgicas, oxigenioterapia,
anestesia e outros, como um grande fator na reducdo da mortalidade dos animais
domeésticos.

As transfusfes sanguineas podem ser classificadas como autdloga, que consiste
na coleta e reintroducédo do sangue do animal em suas proprias veias, homologa, quando
a coleta é feita em um animal e transfundido para outro animal da mesma espécie (mais
comum) e heter6loga quando a coleta de sangue é feita em um animal de uma espécie e
transfundido para outro de espécie distinta (obsoleto) (CHAVES, 2009).
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As indicacOes para transfusdo de sangue total ou de seus componentes sdo a
necessidade do restabelecimento da capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue,
deficiéncias na hemostasia, transferéncia de imunidade passiva e hipoproteinemia ou
hipovolémia (REICHMANN; DEARO, 2001).

Nos traumas, nas anemias graves ou em grandes cirurgias onde ocorre perda
sanguinea aguda, a fungdo de oxigenagdo do sangue é mais relevante, sendo o principal
indicador do momento decisivo em que a reposi¢do volémica deve ser realizada com
sangue ou seus hemocomponentes (VANE; GANEM, 2006).

A transfusdo sanguinea deve ser vista como medida terapéutica emergencial e de
efeito limitado e transitério. Isto se deve ao fato do tempo de vida das hemaécias
transfundidas ser bastante curto, em bovinos 2 a 3 dias (RADOSTITS et al., 2007),
caprinos 2,4 a 51 dias (SMITH; SHERMAN, 1994), suinos até 2 semanas
(GINGERICH, 1986), ndo sendo encontrado o tempo de sobrevivéncia das hemécias
transfundidas em ovinos.

A indicacdo de transfusdo sanguinea para grandes animais é baseada no volume
globular (VG) e na avaliagdo clinica, no entanto existe divergéncias quanto ao valor do
VG critico para o recebimento de transfusdo. Collatos (1997) considera que em casos
agudos o valor limite do VG é 10-12% para animais adultos, enquanto Hunt e Moore
(1990) consideram VG de 7-8% para casos cronicos (HUNT; MOORE, 1990). Wardrop
e Weiss (2006) consideram que para ruminantes em casos de perda sanguinea aguda o
VG menor que 20% ¢€ indicativo da necessidade de transfusdo, enquanto VG menor que
12% em casos cronicos.

Para que a transfusdo homdloga seja bem sucedida é necessaria a escolha de
doadores saudaveis, de maior porte que poderdo fornecer volume de sangue maior,
devendo haver compatibilidade sanguinea entre doador e receptor. O volume de sangue
total a ser coletado de um doador ovino deve ser de 10-15ml/kg, cerca de 20-25% do
volume de sangue (REICHMANN; DEARO, 2001).

Os ovinos possuem oito sistemas de grupos sanguineos: EAA, EAB, EAC, EAD,
EAM, EAR, EAF30 e EAF41 (NGUYEN; BUNCH, 1980), no entanto alguns autores
ndo consideram os dois Ultimos grupos separados, mas juntos formando o grupo
sanguineo EAX (WEISS; WARDROP, 2006). Dentro de cada grupo sanguineo existem
variag0es de fatores sanguineos e numero de alelos, formando uma variedade de

possiveis combinagoes.
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O sistema EAB possui maior risco de reacgdes transfusionais, enquanto o EAR €
um lipideo encontrado no fluido corporal e adsorvido pelas hemacias, ndo sendo,
portanto antigeno eritrocitario verdadeiro. O contetdo de antigeno e variavel entre os
individuos (THRALL et al., 2006). Independente do nimero de diferentes grupos
sanguineos em ovinos, estes ndo apresentam ou possuem poucas hemolisinas circulantes
naturalmente, e, portanto, a primeira transfuséo pode ser realizada com riscos menores
de ocorrerem reacOes adversas fatais. Cuidados devem ser tomados quando de
transfusdes homologas repetidas (HUNT; MOORE, 1990; SOLDAN, 1999).

Em ruminantes para se verificar a compatibilidade entre hemacias e plasma de
doadores e receptores, e identificar a presenca de anticorpos pré-existentes responsaveis
por hemolise utiliza-se testes de reacfes hemoliticas, utilizando complemento. As
reacOes cruzadas de rotina ndo sdo Uteis para ruminantes, pois as heméacias destes nao
sofrem aglutinacdo. Os testes hemoliticos ndo estdo rotineiramente disponiveis em todos
os laboratérios, sendo pouco prético a utilizacdo destes (WEISS; WARDROP, 2006).

Os anticorpos contra 0s antigenos presentes nos eritrocitos sdo componentes
importantes envolvidos nas reacfes transfusionais, encontrados no plasma/soro séo
geralmente da classe IgM. Existem dois tipos de anticorpos associados a transfusao: os
anticorpos de ocorréncia natural e aqueles adquiridos ap6s a exposi¢do a outro tipo
sanguineo. Os anticorpos de ocorréncia natural (aloanticorpos) estdo presentes antes da
exposicdo do animal a outro tipo sanguineo (KRISTENSEN; FELDMAN; 1997). A
sintese destes anticorpos se da pela exposi¢do a organismos como plantas, bactérias,
protozoarios e helmintos, que possuem moléculas similares ou idénticas aos antigenos
encontrados na superficie dos eritrdcitos e, por isso, podem levar a reacdo cruzada. Os
anticorpos adquiridos sdo formados apenas apds a exposi¢do a outro tipo sanguineo
(seja por transfusdo de sangue ou pela via transplacentaria), quando ocorre a
sensibilizacdo e imunoestimulagéo para sua producdo (LACERDA, 2005).

Estudos tém mostrado que 0s ovinos possuem trés variantes de hemoglobinas
conhecidas como HbAA, HbBB e HbAB (LACERDA; SOTO-BLANCO, 2006). A
frequéncia das variantes de hemoglobina difere entre as ragas de ovinos e dependem da
variabilidade genética do rebanho (LACERDA; SOTO-BLANCO, 2006; LUZ, et al.;
2010).

Independente do tipo de hemoglobina, a infusdo intravenosa de solugdes
contendo hemoglobina ou componentes hemolisados tem demonstrado efeitos adversos

sobre a funcéo renal e o sistema de coagulacdo (WARDROP et al, 1994a), porém o
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organismo possui mecanismo de remocdo. Quando a hemoglobina estd presente no
plasma, ocorre decomposic¢do, no leito vascular, de sua forma tetramérica em dimeros a
e PB. Estes se ligam a haptoglobina que sera removida pelas células parénquimais
hepéaticas. Quando a capacidade de ligagdo com a haptoglobina é excedida, esta é
parcialmente removida pelas células hepaticas, mas também podera ser excretada pelos
rins ou oxidada & metahemoglobina (da qual a heme é facilmente dissociada) e que sera
metabolizada em globina e heme (CARVALHO et al., 2007).

Sousa et al. (2012), em estudo com transfusdo sanguinea autéloga em ovinos,
mostrou que a transfusdo ndo repBe apenas hemadcias, mas também proteinas totais,
albumina e célcio. Para Reichmann e Dearo (2010) a transfusdo de 10-15mL de sangue
total pode elevar o VG em até 3 a 4%, enquanto Sousa et al. (2009) observou aumento
de 10%.

Durante o armazenamento as hemacias sofrem uma série de lesdes que podem
influenciar a sobrevivéncia pos-transfusional, no entanto supBe-se que diferentes tempos
de armazenamento podem influenciar a elevacdo do VG pds-transfusdo, assim como

afetar outras variaveis hematologicas, bioguimicas e hemogasomeétricas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. LOCAL DO ESTUDO

O experimento foi realizado nas dependéncias do Centro de Pesquisa em
Doencas Nutricionais e Metabodlicas de Ruminantes do Departamento de Clinica Médica
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - FMVZ da Universidade de S&o

Paulo - USP, Campus de Séo Paulo.

4.2. SELECAO DOS ANIMAIS

Foram utilizados 18 ovinos (12 fémeas e 6 machos) higidos, mesticos da raca
Santa Inés, pesando em média 52 kg, com trés a quatro anos de idade.

Os animais foram selecionados pela variante de hemoglobina, onde apenas
animais com hemoglobina HbAA e HbBB foram utilizados no experimento.

A determinacdo do tipo de hemoglobina foi realizada com auxilio do Sistema
para Eletroforese Biosystems. A migracdo eletroforética para determinacdo do tipo de
hemoglobina foi efetuado em fitas de acetato de celulose em meio alcalino e a leitura
realizada em densitdmetro para eletroforese (Zénite - Z-30), com separa¢do manual das
hemoglobinas. A variante de hemoglobina HbBB foi estabelecida como a banda lenta,
enguanto a variante HbAA, a banda rapida (LACERDA; SOTO-BLANCO, 2006).

4.3. INSTALACOES E ALIMENTACAO

Os animais selecionados permaneceram em baias coletivas, separados pelo sexo
e passaram por um periodo de 30 dias de adaptacdo. Nesse periodo 0s animais
receberam aplicacdo de endectocida a base de moxidectina® na dose recomendada pelo
fabricante, aplicada por via subcutinea. Além da aplicacdo de vacina contra
clostridioses®, seguida de reforco 30 dias apds a primeira imunizacdo os animais

receberam coccidiostaticos® por trés dias consecutivos. Durante o periodo experimental

! Cydectin®, Fort Dodge®
2 Sintotan polivalente T®- Merial Satde Animal®
3 Coccifin®- Ouro fino Satde Animal®
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foram realizados exames de contagem de ovos por grama de fezes e coprocultura a cada
15 dias, sendo os animais vermifugados de acordo com os resultados.

Os animais foram alimentados com dieta basal calculada em 2,3% do peso vivo,
composta de 75% da matéria seca de feno de capim de coast-cross e de 25% de ragédo
concentrada comercial, a qual era fornecida fracionada duas vezes ao dia. Os ovinos
foram suplementados com sal mineral e tiveram livre acesso a dgua. A constituicao

bromatoldgica da dieta encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicdo bromatolégica do feno de coast-cross e do concentrado

comercial oferecida aos ruminantes durante todo o periodo experimental.

Composicio Feno' Racéo Peletizada®
% MS( matéria seca) 89,2 88
% FB (fibra bruta) 31,2 10
% PB (proteina bruta) 8,5 18
% EE (extrato etéreo) 1,8 2,5
% MM (matéria mineral) 6,4 10
% MS( matéria seca) 89,2 88

! Anélises realizadas no Laboratério de Doencas Nutricionais e Metabdlicas da FMVZ - USP.
2 Informacdes fornecidas pelo fabricante.

4.4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os 18 animais selecionados foram divididos em trés grupos. Em todos os grupos

o0s animais foram submetidos a anemia aguda sendo 24 apds transfundidos com:

e GO (Grupo controle - n=6) - Sangue total coletado no mesmo dia em bolsas
CPDA-1.

e G15 (Grupo quinze dias - n=6) - Sangue total armazenado em bolsas CPDA-1
por 15 dias.

e (G35 (Grupo trinta e cinco dias — n=6) - Sangue total armazenado em bolsas
CPDA-1 por 35 dias.
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Cada grupo experimental foi composto por 3 pares de animais (1 par de machos e 2
pares de fémeas). Levando em consideracdo o tipo de hemoglobina, cada par teve um
animal com hemoglobina tipo HbAA e outro com hemoglobina tipo HbBB, de maneira
que animais com HbAA doaram sangue para animais com HbBB e animais com HbBB

doaram sangue para animais com HbAA.

4.5. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Antes da inducdo da anemia e da transfusdo de sangue o0s animais tiveram a
regido da jugular direita e esquerda tricotomizadas e passaram por assepsia da regido
com iodo povidine a 10%.

4.5.1. INDUCAO DA ANEMIA

Para a inducdo da anemia aguda foram retirados 40% do volume sanguineo total,
de acordo com o célculo de 8% do peso corporeo correspondendo ao volume total de
sangue (RADOSTITS et al., 2007). Os ovinos foram mantidos em decubito lateral
esquerdo sobre uma mesa, tendo 0os membros contidos por cordas e 0 pescoco por
auxiliares.

A retirada de sangue foi realizada por venipuncdo jugular direito utilizando-se
cateter (14G), o qual foi acoplado ao equipo da bolsa de sangue coletora, sendo o
volume sanguineo retirado por gravidade. A quantidade de sangue retirada de cada
animal era monitorada através de balanca analitica modelo* AS-2000C, com capacidade
de 2000g e sensibilidade de 0,01g. Anterior ao inicio da coleta a bolsa coletora era
pesada e seu peso tarado, sendo considerado no momento da coleta apenas o peso do
sangue que entrava no sistema, cada bolsa recebeu 500g de sangue total. As bolsas
coletoras eram estéreis e continham anticoagulante Citrato Fosfato Dextrose e Adenina
(CPDA-1°).

O sangue do G15 e G35 foram armazenados em geladeira em temperatura
variando entre 2 e 4°C, sendo homogeneizado por cinco minutos diariamente durante o

periodo de conservacao.

* Marca da balanga - Master®
® Bolsas plésticas duplas CPDA-1, para coleta de sangue- Fresenius hemocare.
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Tabela 2 - Composicao das Bolsas de sangue tipo CPDA-1

Componente CPDA-1
Acido Citrico 0,229 g
Citrato de Sodio 2,639
Fosfato Diacido de Sodio 0,222 g
Glicose 3,199
Adenina 0,0275¢

Fonte: Fresenius hemocare do Brasil

4.5.2. TRANSFUSAO HOMOLOGA

Apds 24 horas da inducdo da anemia, os animais foram submetidos a transfuséo,
onde receberam 20g/kg/animal de sangue total conforme Widness et al. (2000) Para tal
procedimento os ovinos foram mantidos sobre uma mesa em decubito lateral direito,
contidos por cordas e manualmente por auxiliares. Apds a assepsia foi realizado
venopuctura da jugular com cateter 14G, sendo este acoplado a um equipo com filtro
especifico para transfusao e conectado a bolsa de sangue. A transfusdo foi realizada por
gravidade sendo a bolsa mantida em um nivel superior ao da mesa.

Nos primeiros trinta minutos de transfusdo o sangue foi infundido a uma
velocidade de 0,25 mL/kg/30min, apds esse periodo a velocidade era aumentada para
5ml/kg/h.

4.6. TEMPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram avaliados clinica e laboratorialmente nos seguintes tempos: TO
(vinte quatro horas apds a inducdo da anemia e antes da transfusdo); T30 (trinta minutos
apos a transfusdo); T6 (seis horas apds a transfusdo); T12 (doze horas apoOs a
transfusdo); T24 (24 horas apds a transfusao); T48 (2 dias apds a transfusdo); T72 (3
dias apos a transfusdo); T96 (4 dias apds a transfusdo); T8 (8 dias apos a transfuséo) e
T16 (16 dias apos a transfusdo).

Nos tempos pre-determinados acima foram avaliados os parametros clinicos,
hematologicos, bioquimicos, hemogasométricos, peroxidagdo lipidica e o estresse
oxidativo. A determinagdo do tempo de permanéncia das hemoglobinas homdlogas
transfundidas foi avaliada apos a transfusdo nos momentos T30, T6, T12, T24, T48,
T72,T96, T8 e T16.
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4.7. AVALIACAO DAS BOLSAS

Antes da transfusdo foram coletadas amostras de sangue (10mL) das bolsas BO,
B15 e B35 para analise hematoldgica, bioguimica e hemogasométrica. Os parametros
hematolodgicos incluiram a determinacdo do volume globular, nimero de hemacias,
leucocitos e plaquetas, concentracdo de hemoglobina total e hemoglobina plasmaética.
Os parametros bioguimicos analisados foram concentracdo de sédio, potassio, proteina
total, albumina, lactato desidrogenase (LDH) e lactato, enquanto o0s parametros
hemogasométricos analisados foram potencial hidrogeniénico (pH), pressdo parcial de
oxigénio (pOy), pressdo parcial de dioxido de carbono (pCO,), saturacdo de oxigénio
(SOy) e déficit de base (BE).

4.8. PARAMETROS AVALIADOS

4.8.1. AVALIACAO CLINICA

Nos tempos experimentais pré-estabelecidos anteriormente foram realizados
exames fisicos dos animais para verificacdo da frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratoria e temperatura retal. As frequéncias cardiaca e respiratéria foram
mensuradas com auxilio de um fonendoscépio, no intervalo de um minuto, enquanto a

temperatura foi aferida com o uso de termémetro clinico®, por trés minutos.

® Termdmetro da marca BD.
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4.8.2. AVALIACAO HEMATOLOGICA

A avaliagdo hematologica foi realizada através de hemograma, concentracéo de
hemoglobina plasmatica livre, tempo de protrombina (PT) e tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPA).

4.8.2.1. Hemograma

Para realizacdo do hemograma foram coletadas amostras de 5 mL de sangue em
tubos a vacuo (Vacutainer®) com anticoagulante acido dietilenodiamino tetra-acético
(EDTA) com capacidade de 5mL. As amostras de sangue foram analisadas em
analisador hematoldgico Mindray (BC 2800 Vet). Sendo determinado o volume
globular (VG), nimero de hemacias, hemoglobina total, nimero de leucdcitos e
contagem de plaquetas. Além dos indices hematimétricos volume corpuscular médio
(VCM) e Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM).

4.8.2.2. Concentracao de hemoglobina plasmatica livre

A concentracdo de hemoglobina plasmatica foi determinada pelo método da
Peroxidase conforme Standefer e Vanderjagt (1977). Para a determinacdo da
hemoglobina plasmaticas foi coletado 5mL de sangue total em tubos com citrato de
sodio, os quais foram centrifugados a 1500 g por 10 minutos, para obtencéo do plasma.
O plasma proveniente dessa amostra foi utilizado para a determinacdo da hemoglobina
plasmatica e para os testes de coagulacdo descritos posteriormente.

Em tubo de ensaio adicionou-se 20ul de plasma, o qual foi levado ao banho-
maria a 37°C e incubado com 1mL de solugdo de perdxido de hidrogénio (0,03%) por
10 minutos. Posteriormente, o tubo foi colocado em temperatura ambiente adicionou-se
1000puL da solugdo de tetrametilbenzidine 0,1% (em solugdo de &cido acético a 90%)
deixando a temperatura ambiente por 25 minutos. Apds esse periodo foi adicionado
10mL de solucdo de &cido acético a 10% , sendo o tubo homogeneizado vigorosamente
e a absorbancia lida a 660nm em espectrofotometro CELM (Modelo E-225D). A
absorbéancia foi lida dentro de 20 minutos ap6s a adicdo da solucéo de acido acético. O
branco e a amostra padrdo passaram pelo mesmo processo da amostra de plasma, no

entanto a concentracdo da solucdo de perdxido de hidrogénio acrescido foi mais
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concentrada (0,15%). A partir dos valores da curva padréo, foi calculada a equacgéo da

reta e os valores da absorbancia das amostras analisadas foram convertidos para mg/dl.

4.8.2.3. Coagulacgdo

A partir de amostras de plasma coletado em citrato, foram analisados o Tempo
de Protrombina (TP) e o Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (TTPA).

Os testes de TP e TTPA foram realizados em aparelho Coagutimer 111 (Inlab)
utilizando kits comerciais da Weiner Lab (Rosario, Argentina).

Para a determinagdo do TP foi adicionado 100pL em cubetas contendo barra
magnética, uma solucdo contendo tromboplastina, cloreto de célcio 0,0125 mol/l e
cloreto de sédio para uma concentracdo final de 0,1mol/l por 2 minutos a 37°C, sendo
adicionado posteriormente 50uL de plasma. A contagem do tempo foi iniciada
imediatamente apos a adicdo do plasma.

Para a determinacdo do TTPA foi adicionado 50uL de cefalina em cubetas
contendo barra magnética e adicionado 50uL de plasma, apds a homogeneizacdo a
amostra foi incubada a 37°C por 3 minutos e posteriormente adicionado 50uL de
solucdo de cloreto de célcio a 0,025 mol/l. A contagem do tempo foi iniciada
imediatamente ap6s a adicao do cloreto de calcio.

Nos dois testes o tempo decorrido para que ocorresse a coagulacdo foi

monitorado pelo equipamento.

4.8.3. AVALIACAO HEMOGASOMETRICA

Amostras de sangue foram coletadas por meio da venopuncdo jugular com
agulhas descartaveis acopladas a seringas plasticas de 3mL contendo heparina sédica
como anticoagulante. Apo6s a colheita tais amostras foram acondicionadas em caixa
térmica’ contendo gelo e 4gua e tomou-se o cuidado, no momento da colheita, de ndo
permitir a entrada de bolhas de ar no interior da seringa. Imediatamente apos a pungédo
do sangue fechou-se a ponta da agulha com uma tampa de borracha, para impedir a

entrada ou saida de gases, segundo recomendac6es de Sucupira e Ortolani (2003).

" Caixa térmica- isopor®
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As seringas contendo 3 mL de sangue venoso e heparina sodica foram retiradas
da caixa térmica com gelo e agua, secas com papel absorvente e homogeneizadas antes
da colocagdo da amostra em hemogasémetro®. Cada determinacéo foi corrigida segundo
a temperatura retal do animal correspondente. Foram obtidos os valores do potencial
hidrogenidnico (pH sanguineo), pressdo parcial de gas carbonico (pCO2), pressao
parcial de O, (pO,) concentracdo de bicarbonato (HCO7) , excesso de base no sangue
(BE).

4.8.4. AVALIACAO BIOQUIMICA

Para a avaliacdo bioquimica e determinacdo do Malondialdeido (MDA) foram
coletadas 2 amostras de sangue em tubos a vacuo sem anticoagulante, os quais foram
centrifugados a 15009 por 15 minutos para a obtencdo do soro. Um dos tubos de coleta,
utilizado para a obtencdo de soro foi envolvido com papel aluminio, para evitar o
contato da luz ambiente com o soro, este foi utilizado para determinacdo da
concentracdo de bilirrubinas.

As amostras de soro para analise da atividade sérica da gama-glutamiltransferase
(GGT), aspartato aminotransferase (AST), creatina quinase (CK), lactato desidrogenase
(LDH), creatinina, concentracdes de ureia, proteinas totais, albumina, sodio e potassio
ap6s a centrifugacdo foram acondicionadas em microtubos® transparentes. Ao passo que
a aliquota de soro para analise da bilirrubina total e indireta foi acondicionado em
microtubos ambar. As amostras foram armazenadas em freezer a -20°C para posterior
analise.

Todas as analises bioquimicas foram processadas a 37°C, no entanto os valores
da atividade das enzimas AST, GGT, CK e LDH apresentados nos resultados estdo

corrigidos para a temperatura de 30°C, segundo recomendacdo de Kaneko et al. (2008).

4.8.4.1. Determinacao da concentracdo sérica da proteina total

A concentragdo sérica de proteina total foi determinada pelo método do biureto e

processada no analisador bioquimico automatico marca Randox, (modelo RX Daytona).

® Cobas 121- Roche Diagnostics
® Microtubos eppendorfs®
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4.8.4.2. Determinacéo da concentracéao sérica de albumina

A concentragdo sérica de albumina foi determinada pelo método do verde
bromocresol e processada no analisador bioquimico automatico marca Randox, (modelo
RX Daytona).

4.8.4.3. Determinacdo da concentracdo sérica de bilirrubina total e indireta

A concentracdo sérica de bilirrubina total e indireta determinada em analisador
bioguimico automético marca Randox, (modelo RX Daytona), utilizando Kits da mesma
empresa.
4.8.4.4. Determinacdo da atividade sérica da lactato desidrogenase (LDH)

A atividade sérica da LDH foi determinada em analisador bioguimico
automatico marca Randox, (modelo RX Daytona) utilizando-se kit comercial Randox®,
seguindo a técnica enzimatica.
4.8.4.5. Determinacao da concentracao sérica de sodio e potassio

A concentracdo sérica de sodio e potassio foi determinada por meio de
fotometria de chama, sendo as amostras de soro diluidas em agua deionizada (1:200) e
posteriormente lidas em fotdmetro CELM.
4.8.4.6. Determinacdo da atividade da aspartato aminotransferase (AST)

A atividade sérica da AST foi determinada em analisador bioguimico automatico

marca Randox, (modelo RX Daytona) utilizando-se kit comercial Randox®, seguindo a

técnica enzimatica descrita por Wroblewski e La Due (1956).
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4.8.4.7. Determinacéo da atividade da gama glutamiltransferase (GGT)

A atividade sérica da GGT determinada no analisador bioquimico automatico
marca Randox, (modelo RX Daytona), utilizando-se kit comercial Randox®, segundo

técnica enzimatica descrita por Szasz e Bergmeyer (1974).
4.8.4.8. Determinacéo da atividade da creatina quinase (CK)

A atividade de CK foi determinada através de método cinético, utilizando kit
comercial Randox®. As amostras foram processadas em analisador bioquimico

automatico marca Randox, (modelo RX Daytona).
4.8.4.9. Determinacéo da Creatinina e do lactato

A concentracdo de creatinina e do lactato foram determinadas em analisador
bioquimico automatico marca Randox, (modelo RX Daytona), utilizando-se Kit

comercial Randox®.
4.8.4.10. Determinacéo da concentracdo sérica da ureia

A concentracdo sérica de uréia foi determinada por método ultravioleta em
analisador bioquimico automéatico marca Randox, (modelo RX Daytona), como descrito
por Marshall (1913) e Talke e Schubert (1965).

485. AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO E PEROXIDACAO
LIPIDICA

Para a avaliagdo da peroxidagdo lipidica foi analisado as concentracdes de
Malondialdeido (MDA), e para a avaliagdo do estresse oxidativo foi analisado as
atividades da Glutationa reduzida (GSH), Superdxido Dismutase (SOD), Glutationa
Peroxidase (GPx) e Catalase (CAT).

Foram coletadas amostras de sangue total a vacuo em dois 2 tubos de 8,5 mL
contendo heparina litica como anticoagulante, para a analise da SOD, GPx e CAT. As

amostras foram centrifugadas com 2500 rpm por 10 minutos em centrifuga refrigerada a
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4°C com desaceleracdo lenta, sendo retirado o plasma e a camada leucoplaquetaria
(buffycoat) e posteriormente as hemécias foram lavadas trés vezes com solucdo de
fosfato (PBS 10%), até que o sobrenadante ficasse limpido e ndo houvesse a presenca
de leucécitos na papa de hemacias. A papa de hemécia obtida das lavagens foi
acondicionada em microtubos ambar e congelada em freezer a -40°C para posterior
analise de SOD e GPx. Para a analise da CAT foi retirado 200pL da papa de heméacia e
adicionado a 1800pL do hemolisante EDTA- B-mercaptoetanol. Em seguida, procedeu-
se 0 ciclo de congelamento-degelo a -20°C durante 10 min, seguido de fusdo a
temperatura ambiente por mais 10 min, repetindo-se 0 processo por duas vezes
consecutivas. O hemolisado obtido foi conservado a -40°C em microtubos ambar para
posterior utilizagdo.

Todas as analises do estresse oxidativo e da peroxidacdo lipidica foram

processadas no tempo inferior a 30 dias ap0s o periodo de coleta.

4.8.5.1. Malondialdeido (MDA)

Para a determinacdo do MDA foi utilizado amostra de soro, segundo
metodologia de Esterbauer e Cheeseman (1990).

A técnica consiste em aquecer o material bioldgico a ser testado na presenca de
Acido tiobarbitrico (TBA) em meio acido, para medir espectrofotometricamente a
formacdo de um composto corado (base de Schiff). Para tanto se utilizou 1000uL de
solucdo de acido tricloroacético (TCA-10%) sendo adicionado 500puL de soro em banho
de gelo. Ap6s a desnaturacdo das proteinas do soro pela adicdo o TCA, a mistura foi
homogeneizada em vortex e centrifugada a 3000rpm, durante 15 minutos. Posterior a
centrifugacdo foi retirado 750uL do sobrenadante e adicionados 700mL de TBA (1%),
que reage com o0s produtos da lipoperoxidagdo formando um composto de coloragéo
rosada. A mistura foi incubada em banho-maria a 100°C por 10 minutos e apos resfriada
durante 5 a 10 minutos. Em seguida foi realizada a leitura da absorbancia a 532 nm em
espectrofotémetro. A partir dos valores da curva padrédo, foi calculada a equagéo da reta

e os valores da absorbancia das amostras analisadas foram convertidos para umol/L.

4.8.5.2. Glutationa Reduzida (GSH)
A determinagéo do GSH foi realizada de acordo com BEUTLER et al. (1963).

Para a determinacdo da GSH foi utilizado sangue total coletado em tubos a vacuo
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(vacuotainer®) com EDTA. Em um tubo de ensaio hemolisou-se 200ul de sangue total
com 1800ul de &gua destilada, em seguida adicionou-se 3mL de solugdo precipitante
(3,34 g de acido metafosférico, 0,44 g de EDTA NayH,0, 60 g de NaCl e &gua destilada
g.s.p 200 ml) sendo homogeneizado em vortex. Essa solucdo ficou em repouso por 5
minutos e depois era centrifugada por 5 minutos a 3000 rpm. Sendo o sobrenadante
coletado para armazenamento em microtubos &mbar em freezer a -40°C até a analise.
Para determinar a concentra¢do do GSH, adicionou-se uma aliquota de 200ul do
sobrenadante obtido a 800l de uma solucdo de Na;HPO,4.12H,0 (300 mmoles/l). Apos
a homogeneizacéo, adicionou-se 100ul de solucdo de DTNB (&cido 2-dinitrobenzoico)
0,05% ao sistema, realizando-se leitura a 412 nm em até 30 segundos ap6s a adi¢ao
DTNB. A partir dos valores da curva padréo, foi calculada a equacdo da reta e o0s

valores da absorbancia das amostras analisadas foram convertidos para mg/dL.

4.8.5.3. Superoxido Dismutase e Glutationa Peroxidade (GPx)

As atividades séricas de SOD e GPx foram determinadas em analisador
bioquimico automéatico marca Randox, (modelo RX Daytona) utilizando-se Kits
comerciais Randox® (RANSOD e RANSEL), como descrito por Woolliams et al.
(1983) e Paglia e Valentine (1967) respectivamente.

As amostras de papa de heméacia foram descongeladas e centrifugadas por 3
minutos a 13000 rpm e posteriormente diluidas em agua deionizada gelada (300uL d
papa de hemdcia: 300uL de agua) para obtencdo do hemolisado, sendo realizada
dilui¢Ges posteriores de acordo com a avaliagdo pretendente.

Para determinacdo da concentracdo de SOD: 50uL do hemolisado foi diluido em
950uL de tampéo fosfato e homogeneizado em vortex, sendo retirada uma aliquota de
100pL dessa solucdo e diluido novamente em 900uL de tampdo fosfato. Apds essas
diluicbes a amostra foi analisada em analisador automatico.

Para determinagdo da concentragdo de GPx: 50uL do hemolisado foi diluido em
450uL de diluente para GPx e homogeneizado em vortex, sendo retirada uma aliquota
de 20uL dessa solucdo e diluido novamente em 480uL de diluente para GPx. Apos

essas diluicdes a amostra foi analisada em analisador automatico.
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4.8.5.4. Catalase (CAT)

A atividade da catalase foi determinada utilizando-se sua fungdo de dismutar o
peréxido de hidrogénio em &gua e oxigénio. Tal analise foi realizada através do
decaimento de H,0O, conforme descrito por Aebi (1984).

Para determinacdo da concentracdo da catalase foram utilizados 200uL do
hemolisado armazenado a -40°C, o qual foi diluido em 2900uL de &gua deionizada e
homogeneizado, sendo retirado 20uL desta solucdo e adicionado ao meio de reacao
contendo Tris-HCI e agua oxigenada. Sendo a absorbancia dessa solucgéo lida a cada 1
minuto por 6 minutos em espectrofotdmetro Varian (Cary 50 Bio) a 232nm. A media
das absorbancias avaliadas durante os 6 minutos foram corrigidas por um fator de
correcdo de queda da atividade por diluicdo do hemolisado (0,071), multiplicado pelo
valor do caminho Optico da cubeta (1cm), dividido pela quantidade da amostra utilizada
no ensaio (0,02mL), o valor resultante é dividido pelo valor da diluicdo utilizada 15,5
(200uL do hemolisado: 2900uL de &gua deionizada). O valor final foi corrigido pela

hemoglobina do hemolisado, sendo os dados expressos em U/ mg Hb.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Para se conhecer a distribuicdo dos dados obtidos nas diversas varidveis
estudadas os mesmos foram submetidos ao teste de Kolmogorov e Smirvov.

A analise estatistica para comparacdo entre as bolsas dos trés grupos antes da
transfusao foi realizada por meio de analise de variancia seguida do teste de Tukey para
comparagdo de médias. A avaliagdo dos animais ap6s a transfusdo nos diferentes
momentos foi realizada por meio de andlise de variancia de duas vias com medidas
repetidas no tempo (Two-way repeted mensure ANOVA), seguida de teste de
comparacdo de meédias de Bonferroni, considerando a comparagdo entre 0s grupos nos
diferentes tempos e a comparacéo entre o TO e 0s tempos subsequentes.

Para estudar a influéncia das relacdes entre duas variaveis foram calculadas os
coeficientes de determinagéo (R? e de correlagdo (r). Adotou-se um grau de
significancia de 5 % (SAMPAIOQ, 2002).
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5. RESULTADOS
Os resultados das diferentes variaveis obtidos durante o experimento serdo

expressos por meio das médias e desvios. Desta forma, foram alocados em Tabelas e

gréficos com a finalidade de facilitar a leitura deste capitulo.

5.1. AVALIACAO DAS BOLSAS
A temperatura média de armazenamento das bolsas de sangue foi de 2,9°C+ 0,5.
5.1.1. Avaliagdo Hemogasometrica
As bolsas de sangue armazenadas por 35 dias (B35) apresentaram menores
valores do pH sanguineo, aumento da PO,, PCO,, do déficit de base e da saturacdo de
oxigénio.
Tabela 3 — Média e desvio padrdo das variaveis hemogasométricas do sangue total

armazenado em bolsa CPDA-1 imediatamente apds a coleta (B0), armazenado por
quinze dias (B15) e armazenado por 35 dias (B35).

Variavel BO B15 B35
pH 7,109" 6,959° 6,943
DP 67,6 42,4 26,7
PO, (MmHg) 49,98¢ 58,81° 90,51*
DP 1,03 7,11 14,56
PCO, (mmHg) 58,00¢ 68,685 72,73
DP 3,05 5,05 3,05
Bicarbonato (mmol/L) 20,56 16,12 15,45
DP 1,47 3,56 0,76
SO, (%) 59,45°¢ 66,86° 78,38"
DP 1,13 10,63 9,48
BE (mmol/L) -14,38° -16,38° -20,88"
DP 2,46 4,41 2,19

Letras maiusculas nas linhas significam diferenca estatistica entre os grupos.
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5.1.2. Avaliacdo Hematologica

N&o foi observada diferenca estatistica entre os grupos para o volume globular,
numero de hemaécias, hemoglobina total, VCM e plaquetas. No entanto, o grupo B35
apresentou maiores valores da hemoglobina plasmatica e reducdo significativa do

nimero de leucécitos.

Tabela 4 — Meédia e desvio padrdo das variaveis hematologicas do sangue total
armazenado em bolsa CPDA-1 imediatamente ap6s a coleta (BO), armazenado por

quinze dias (B15) e armazenado por 35 dias (B35).

Variavel BO B15 B35
Volume Globular (%) 29,89 28,44 31,33
DP 2,84 3,30 2,23
Ndmero de Hemécias (x10°) 8,42 8,38 9,43
DP 1,17 1,00 0,90
Hemoglobina (g/dL) 9,68 9,77 9,93
DP 0,86 1,28 0,92
Hemoglobina plasmatica (mg/dL) 9,39¢ 24,66° 57,11°
DP 1,82 15,51 15,56
VCM (fL) 24,04 34,23 33,32
DP 15,35 3,33 1,37
CHCM (g/dL) 58,34" 34,278 31,65°
DP 30,65 1,35 1,57
Namero de Leucécitos (x10°%) 6,37 4,58° 3,85°
DP 1,14 1,74 0,89
Plaguetas (x10°) 157,39 134,28 105,58
DP 38,85 35,98 22,13

Letras mailsculas nas linhas significam diferenca estatistica entre os grupos.
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5.1.3. Avaliacdo Bioquimica

As bolsas armazenadas por 35 dias apresentaram maiores valores de potéssio,

lactato e menores de sédio.

Tabela 5 — Média e desvio padrdo das varidveis bioguimicas do sangue total
armazenado em bolsa CPDA-1 imediatamente apds a coleta (B0), armazenado por
quinze dias (B15) e armazenado por 35 dias (B35).

Variavel BO B15 B35
Sédio (mmol/L) 149,30" 146,67° 137,78°
DP 512 8,35 8,17
Potassio (mmol/L) 4,37° 9,43% 15,41
DP 1,10 3,87 4,57
Lactato (mg/dL) 39,12°¢ 75,20° 86,54"
DP 8,06 13,10 23,86
Proteina total (g/L) 61,40 67,50 67,50
DP 0,32 0,60 1,13
Albumina (g/L) 25,80 26,80 26,90
DP 0,19 0,23 0,22
Lactato Desidrogenase (U/L) 103,46 101,64 95,48
DP 75,70 101,70 85,38

Letras mailsculas nas linhas significam diferenca estatistica entre os grupos.
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5.2. AVALIACAO CLINICA

5.2.1. Observacoes Clinicas

O peso médio dos animais, o volume transfundido e a duracdo da transfusdo ndo

diferiram entre 0s grupos experimentais.

Tabela 6 — Média e desvio padrdo do peso, volume transfundido e tempo de transfuséo
dos ovinos recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente

(G0), armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.

Variavel GO G15 G35
Peso Animal (kg) 55 51,53 52,21
DP 3,38 10,60 4,40
Volume Transfundido (L) 1100,00 1030,60 1042,60
DP 67,53 212,08 88,20
Tempo de Transfusao (horas) 3,11 2,55 2,51
DP 1,30 0,88 0,89

Todas as ocorréncias clinicas durante a transfusdo estdo dispostas na tabela 10.
A miccdo e a defecacdo foram as observacdes clinicas mais frequentes nos trés grupos.
Nos animais do GO e G35 esta observagdo s6 foi constatada uma Unica vez em cada
grupo, diferentemente do G15 onde trés animais tiveram mais de duas micc¢des durante
o0 periodo transfusional. Apenas no G35 ocorreram sudorese e manifestacdo de

timpanismo leve durante a transfuséo.

Tabela 7 - Ocorréncias clinicas constatadas nos ovinos durante a transfusdo de sangue
total coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por 15 dias (G15) e

armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.

Variavel GO G15 G35
Miccao 5/6 6/6 4/6
Defecacéo 1/6 5/6 2/6
Taquipnéia - 1/6 2/6
FasciculacGes - 1/6 1/6
Sudorese - - 1/6
Timpanismo - - 1/6

Ejaculacéo - - 1/6
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5.2.2. Frequéncia Cardiaca

A Tabela 8 apresenta os valores médios e 0s respectivos desvios padrdo da
frequéncia cardiaca. O gréafico 1 ilustra o comportamento dessa variavel no decorrer do
experimento.

N&o houve diferenca significativa entre os trés grupos. Na comparacdo entre
tempos houve reducdo significativa da frequéncia cardiaca apés 8 dias da transfuséo no
GO.

Tabela 8 - Média e desvio padrdo da Frequéncia cardiaca (batimentos/minutos) de
ovinos recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente

(G0), armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP

T0 123,0° 22,6 121,3 32,3 106,0 7,9
T30 129,72 26,0 114,0 20,0 100,2 29,4
T6 111,32 27,8 102,0 14,4 113,3 9,0
T12 101,32 13,7 99,6 1,9 114,3 29,1
T24 98,0 31,8 98,33 13,6 99,3 23,9
T48 104,0°? 18,2 103,0 27,4 82,6 12,3
T72 96,62 20,7 92,0 16,5 93,3 16,7
T96 92,0% 21,6 96,8 111,5 83,3 14,8
T8d 96,0° 14,9 92,6 7,3 86,6 17,6
T16d 78,0° 9,2 94,0 18,0 84,0 13,6

Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.
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Figura 1- Média da Frequéncia cardiaca (batimentos/minutos) de ovinos recebendo

transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (G0O), armazenado por

15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.2.3. Frequéncia Respiratoria

Os resultados médios e desvios padrdo da frequéncia respiratoria ao longo do

experimento estdo expostos na Tabela 9 e no Grafico 2.

Tabela 9 - Média e desvio padrdo da Frequéncia respiratoria (movimentos/minuto) de
ovinos recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente

(G0), armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO G15 G35
Média DP Média DP Média DP

T0 32,00 26,05 42,50 31,09 26,67 5,47
T30 43,83 23,63 39,33 39,79 20,00 2,19

T6 42,00 22,16 41,33 39,39 30,83 11,18
T12 32,67 24,19 37,67 30,94 28,67 9,27
T24 29,33 11,22 39,67 39,89 34,67 11,22
T48 32,67 16,08 45,67 51,20 27,33 11,15
T72 32,67 9,93 47,00 30,87 28,00 4,38
T96 36,00 17,89 38,50 36,32 30,00 16,92
T8d 35,67 21,78 42,00 28,48 22,67 5,47
T16d 35,00 25,44 46,67 27,79 23,33 9,61

Letras maiusculas nas linhas significam diferenca estatistica entre os grupos.
Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.



71

= u
%] o
1 |

B
o
I

Frequeéncia Respiratoria
(mov/min)
[¥8]
(%3]

30 ~o—
25 -
20 A
15 T T T T T T T T T 1
T0 T30 T6 T12 T24 T48 172 T96 T8d  T16d
Momentos
——G0 —M—G15 G35
o _/

Figura 2 - Média da Frequéncia respiratoria (movimentos/minuto) de ovinos recebendo
transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por

15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.2.4. Temperatura

A tabela 10 apresenta os valores medios da temperatura nos diferentes
momentos de avaliacdo clinica enquanto que grafico 3 ilustra 0 comportamento dessa
varidvel ao longo do experimento. Na avaliacdo entre grupos observou-se aumento

significativo (p<0,05) da temperatura no G15 quatro dias pds-transfusao.

Tabela 10 - Média e desvio padrdo da temperatura (°C) de ovinos recebendo transfusédo
de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO0), armazenado por 15 dias
(G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.

Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP

TO 38,2 0,56 38,4 0,57 38,2 0,57
T30 38,8 0,26 38,9 0,34 38,7 0,35
T6 38,9 0,53 39,0 0,54 39,0 0,50
T12 38,4 0,48 38,7 0,61 38,5 0,56
T24 38,5 0,39 38,8 0,41 38,9 0,43
T48 38,9 0,59 38,8 0,39 38,7 0,42
T72 38,7 0,45 38,5 1,30 38,5 0,29
T96 39,3° 0,76 40,2% 2,05 38,5"° 0,23
T8d 39,2 0,55 37,8 2,88 38,3 0,47
T16d 38,7 0,54 375 2,71 38,2 0,62

Letras mailsculas nas linhas significam diferenca estatistica entre os grupos.



73

—

40,5

Temperatura
(°C)

37,5

37

T0 T30 T6 T12 T24  T48 172 T96 T8d  Ti16d
Momentos

——G0 ——=G15 G35
/

Figura 3 - Média da temperatura (°C) de ovinos recebendo transfusdo de sangue total
coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por 15 dias (G15) e

armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.3. AVALIACAO HEMATOLOGICA

5.3.1. Volume Globular (VG)

A tabela 11 apresenta os resultados dos valores médios e respectivos desvios
padrdo do volume globular dos animais dos grupos GO, G15 e G35 no decorrer do
experimento.

Com relacdo ao volume globular ndo se observou diferenca entre grupos. A
avaliacdo entre tempos mostrou aumento significativo do volume globular no GO e

G35 a partir do T30, enquanto no G15 ocorreu aumento seis horas pds-transfusao.

Tabela 11 - Média e desvio padrdo do Volume globular (%) de ovinos recebendo
transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por

15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.

Momentos GO0 G15 G35

Média DP Média DP Média DP

T0 17,532 5,89 17,772 2.29 16,932 4,26
T30 25,03" 6,32 22,072 243 24.42° 3,03
T6 28,05" 4,40 23.27° 263 25,73" 3,95
T12 29,13° 5,22 25,17° 2,34 23,12° 3,55
T24 28,77° 5,83 24 35" 3,04 24.62° 3,05
T48 28,30° 3,95 23,32° 213 25,58" 3,65
T72 25,37° 4,26 23.77° 2,73 23,07° 2,44
T96 26,78" 4,74 23,25° 2.30 21,172 4,14
T8d 24.92° 5,28 25,05" 5,57 22,152 1,99
T16d 28.08" 411 28.37° 3,07 24.93" 3.41

Letras maiusculas nas linhas significam diferenca estatistica entre 0s grupos.
Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.
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O grafico 4 ilustra 0 comportamento desta variavel ao longo do experimento.
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Figura 4 - Média do Volume globular (%) de ovinos recebendo transfusdo de sangue
total coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por 15 dias (G15) e

armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.3.2. NUmero de HemaAcias

Nos trés grupos analisados observou-se diminuicdo significativa (p<0,05) no
nimero de hemacias no T96, sendo que o G35 apresentou menores valores. Na
comparacgdo entre tempos, a partir da primeira meia-hora pos-transfusional ocorreu
aumento significativo no nimero de hemacias, nos tempos posteriores observou-se esse
mesmo padréo até o T96. Os menores valores para 0 nimero de hemacias foi observado
no quarto dia pos-transfusdo no G15 e G35, diferentemente do GO que o menor valor
ocorreu no T8d.

Tabela 12 - Média e desvio padrdo do Nimero de hemacias (x 10°) de ovinos
recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO),

armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO0 G15 G35

Média DP Média DP Média DP

T0 4,822 1,41 5,10 1,05 4,63° 1,36
T30 6,81° 1,38 6,53" 1,17 7.00° 1,25
T6 7.64° 0,77 6,94° 1,24 7.56" 1,16
T12 7.89° 0,98 7.44° 0,75 6,99" 1,19
T24 7,76° 1,11 7.24° 1,36 7.16" 0,77
T48 7.37° 0,68 6,87" 1,00 7.84° 0,88
T72 6,88" 0,99 6,86" 1,37 7,18° 0,81
T96 7,077 0,94 6,60°° 1,20 6,305 1,44
T8d 6,49" 1,12 6,95 1,93 6,61° 0,85
T16d 7,21° 0,58 7,52° 1,43 7,07 1,21

Letras mailsculas nas linhas significam diferenca estatistica entre os grupos.
Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.
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Figura 5 - Média do NGmero de hemécias (x 10°) de ovinos recebendo transfusdo de
sangue total coletado e transfundido imediatamente (G0O), armazenado por 15 dias (G15)
e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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A tabela 13 apresenta os resultados dos valores medios e respectivos desvios-

padrdo da hemoglobina total média dos animais no decorrer do experimento. O gréafico

6 apresenta o comportamento dessa variavel ao longo do experimento.

N&o se observou diferenca estatistica entre grupos (p>0,05). No entanto na

comparagdo entre tempos notou-se aumento da hemoglobina total a partir do T30 nos

GO0 e G15, enquanto no G15 sé ocorreu aumento significativo a partir do T6.

Tabela 13 - Média e desvio padrdo da concentracdo de Hemoglobina total (g/dL) de

ovinos recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente

(G0), armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), hos momentos

analisados.
Momentos

Média DP Média DP Média DP

TO 6,382 2,03 5,732 0,94 4,882 1,20
T30 861" 213 7,362 1,08 7.43° 0,79
T6 9,63 1,56 8,01° 0,99 8,30" 1,49
T12 10,05° 2.04 8,31° 0,90 7.60° 1,18
T24 9,53 213 8,35" 1,19 7.96" 0,81
T48 9,23" 1,68 7,91° 1,04 9,66" 1,15
T72 8,28" 1,48 8,00" 1,47 8,85" 1,08
T96 9,00" 1,66 7,55 0,96 8,16" 1,37
T8d 8,28" 1,63 8,08" 1,89 8,48" 0,55
T16d 9,90° 0,92 9,25" 0,43 9.46" 1,31

Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.
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Figura 6 - Média da concentracdo de Hemoglobina total (g/dL) de ovinos recebendo
transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (G0O), armazenado por

15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.3.4. Hemoglobina Plasmatica

A tabela 14 apresenta os resultados dos valores meédios e respectivos desvios-
padrdo da concentragdo da hemoglobina plasmética dos animais nos trés grupos
experimentais.

Inicialmente ndo houve diferenca entre as concentracdes da hemoglobina
plasmatica, no entanto, observou-se aumento significativo (p<0,0001) desta variavel 12
horas (T12) ap6s a transfusdo sanguinea no G35 quando comparado com o GO, ndo
havendo diferenca entre as concentracfes de hemoglobina entre GO e G15. Na
comparagdo entre tempos houve aumento significativo da hemoglobina plasmatica no
T30, T6 e T12 do G35.

Tabela 14 - Média e desvio padrdo da concentracdo de Hemoglobina plasmaética
(mg/dL) de ovinos recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido
imediatamente (GO0), armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35),

nos momentos analisados.

Momentos GO G15 G35
Média DP Média DP Média DP

TO 10,39 4,71 10,57 3,49 10,012 6,99
T30 19,01 3,56 22,41 5,83 27,70° 5,91

T6 29,35 7,33 31,39 4,23 44,09 16,36
T12 19,39° 831  22,24°¢ 7,58 59,98 45,29
T24 26,32 19,69 9,57 3,84 26,38 10,55
T48 20,04 9,38 16,90 8,33 16,332 6,83
T72 24,8 2585 13,01 5,49 11,42 6,36
T96 13,03 5,98 14,12 5,54 15,75 10,40
T8d 6,85 2,02 16,45 14,07 18,862 20,13
T16d 2451 1369 23,98 7,18 22,402 17,22

Letras maiusculas nas linhas significam diferenca estatistica entre 0s grupos.
Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.
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Figura 7 - Média da concentracdo de Hemoglobina plasmatica (mg/dL) de ovinos
recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO),

armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos
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5.3.5. Volume Corpuscular Médio (VCM)

Os valores médios e 0s respectivos desvios padrdo do VCM no decorrer do
experimento podem ser vistos na tabela 15. O grafico 8 apresenta 0 comportamento
dessa variavel ao longo do experimento.

O VCM do GO aumentou significativamente no T24, quando comparado com o
G35. No G35 no momento T48 houve reducdo significativa (p>0,05) do VCM.

Tabela 15 - Média e desvio padrdo da concentracdo do Volume corpuscular médio (fL)
de ovinos recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente

(G0), armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP

TO 375 4,61 35,02 3,65 35,572 4,27
T30 36,62 3,44 33,40 4,02 34,102 2,41
T6 37,77 4,66 33,93 3,22 33,652 2,08
T12 38,05 4,41 33,98 3,11 32,122 2,65
T24 38,73 2,98 34,07 3,06 32,15%° 2,94
T48 37,57 2,96 34,28 2,83 31,63 2,27
T72 36,85 2,33 34,80 3,11 31,972 2,60
T96 38,30 2,45 35,75 3,35 33,402 3,86
T8d 38,9 1,24 36,87 3,05 35,872 3,66
T16d 38,97 2,49 37,72 3,81 36,50 3,57

Letras mailsculas nas linhas significam diferenca estatistica entre os grupos.
Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.
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Figura 8 - Média da concentracdo do Volume corpuscular médio (fL) de ovinos
recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO),
armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
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5.3.6. Concentracédo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM)

Os valores médios e os respectivos desvios padrdo da CHCM no decorrer do
experimento podem ser vistos na tabela 16. O grafico 9 apresenta o comportamento
dessa variavel ao longo do experimento.

Na comparacdo entre grupos, o CHCM foi significativamente menor no TO e
T30 do G35, no entanto nos momentos T48, T72, T96 e T8d ocorreram aumento. Na
avaliacdo entre os tempos houve aumento significativo do CHCM a partir do T6

seguindo 0 mesmo padrdo nos tempos subsequentes.

Tabela 16 - Média e desvio padrdo da concentracdo da Concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (g/dL) de ovinos recebendo transfusdo de sangue total coletado e
transfundido imediatamente (GO0), armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35

dias (G35), nos momentos analisados.

Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP

TO 3322 1,08  32,25"° 2,01 28,82 0,70
T30 34,60% 292 32,63 1,68 30,45 0,74
T6 34,27 0,73 34,30 1,49 32,38 2,54
T12 34,43 2,71 33,57 1,14 32,92° 1,97
T24 32,22 1,97 33,50 1,04 32,45° 2,14
T48 32,53% 2,65  34,22% 1,42 38,03 3,68
T72 32,58° 1,02 33,70%¢ 2,03 38,35"" 2,63
T96 33,55° 2,13 32,57°C 1,87 37,82"° 2,41
T8d 33,35° 2,37 32,05° 1,04 38,37"° 1,49
T16d 35,43 1,93 32,38 2,89 37,93" 1,55

Letras mailsculas nas linhas significam diferenca estatistica entre os grupos.
Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.
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Figura 9 - Média da concentracdo da Concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(g/dL) de ovinos recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido
imediatamente (GO0), armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35),

nos momentos analisados.
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5.3.7. NUmero de Leucocitos

Na tabela 17 encontramos os valores medios e desvios padrdo do ndmero de
leucdcitos. O grafico 11 ilustra o comportamento desta variavel no decorrer do
experimento.

Na comparacédo entre grupos houve aumento significativo dos leucdcitos totais
no T6 no G35 e no T8d no G15.

Tabela 17 - Média e desvio padrdo do nimero de leucécitos (x10°) de ovinos recebendo
transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por
15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.

Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP

TO 9,04 1,03 7,23 3,41 7,35 2,65
T30 7,09 1,86 5,47 0,56 6,47 2,42
T6 8,34" 1,99 5,84° 0,79 10,69" 2,69
T12 9,71 1,06 7,07 2,49 10,53 3,07
T24 8,55 2,72 7,07 2,26 9,03 2,48
T48 6,48 1,23 6,46 1,81 6,75 2,75
T72 5,71 1,20 6,53 2,50 6,91 2,65
T96 5,83 1,34 6,06 2,20 6,98 3,06
T8d 6,03"® 0,68 10,34" 5,07 5,13° 0,98
T16d 5,64 1,13 6,61 3,73 5,10 2,07

Letras mailsculas nas linhas significam diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 10 - Média do niimero de leucdcitos (x10%) de ovinos recebendo transfusio de

sangue total coletado e transfundido imediatamente (G0), armazenado por 15 dias (G15)

e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.3.8. Numero de Plaquetas

Na tabela 18 encontramos os valores medios e desvios padrdo do ndmero de
plaquetas. O grafico 12 ilustra o comportamento desta varidvel no decorrer do
experimento.

N&o houve diferenca entre grupos. Na comparagdo entre tempos ocorreu
aumento significativo nos momentos logo apo6s a transfusdo no GO, enquanto no G15 o

aumento no numero de plagquetas ocorreu no T96.

Tabela 18 - Média e desvio padréo do Nimero de plaquetas (x10%) de ovinos recebendo
transfuséo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por

15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.

Momentos GO G15 G35
Média DP Média DP Média DP

TO 159,02 4376 212 22 80,41 195,2 69,55
T30 176,7b 62,95 126,32 39,29 128,0 52,18

T6 156,0a 34,85 141,32 43,99 158,7 4923
T12 187,7b 56,78 245,32 199,55 107,3 55,26
T24 159,72 35,72 182,0% 55,47 191,7 82,59
T48 214,0b 56,40 263,0° 145,83 182,8 68,83
T72 246,0b 93,74 304,32 110,01 188,8 66,69
T96 307,0b 98,22 369,5b 105,45 267,3 81,04
T8d 288,5b 45 82 318,32 54,32 2542 76,17
T16d 270,0b 128,04 265,52 108,88 205,2 51,10

Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.
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Figura 11 - Média do NGmero de plaquetas (x10°) de ovinos recebendo transfuséo de
sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por 15 dias (G15)

e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.



5.4. AVALIACAO HEMOGASOMETRICA

5.4.1. Potencial Hidrogenionico (pH)
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Antes da transfusdo (momentos basais) ndo houve diferenca entre os trés

grupos, no entanto com o passar do tempo evidenciaram-se diferencas estatisticas.

O G35 apresentou reducdo significativa nos momentos T6 (p<0,05) e no T48

(p<0,0001), enquanto o G15 apresentou reducdo significativa (p< 0,01) no T48 quando

comparado com G35. Entre os tempos o pH aumentou significativamente 48 horas

pos-transfusdo no G35.

Tabela 19 - Média e desvio padrdo do pH venoso de ovinos recebendo transfusdo de

sangue total coletado e transfundido imediatamente (G0), armazenado por 15 dias (G15)

e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.

Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP

TO 7,479 0,03 7,437 0,07 7,410° 0,04
T30 7,495 0,04 7,476 0,03 7,426° 0,03
T6 7,489 0,03  7,433"° 0,05 7,385 0,06
T12 7,465 0,05 7,448 0,02 7,395 0,02
T24 7,463 0,03 7,444 0,03 7,385 0,07
T48 7,437 0,04  7,405°° 0,03 7,290%° 0,14
T72 7,421 0,05 7,425 0,03 7,418 0,05
T96 7,417 0,04 7,370 0,04 7,3822 0,08
T8d 7,404 0,03 7,377 0,07 7,3442 0,02
T16d 7,395 0,04 7,371 0,07 7,423 0,05

Letras mailsculas nas linhas significam diferenca estatistica entre os grupos.
Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.
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Figura 12 - Média do pH venoso de ovinos recebendo transfusdo de sangue total
coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por 15 dias (G15) e

armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.4.2. Pressdo Parcial de Oxigénio (PO,)

Na tabela 20 encontramos os valores médios e desvios padrdo da PO,. O gréfico
14 ilustra o comportamento desta variavel no decorrer do experimento. N&o se observou

diferenca entre grupos.

Tabela 20- Média e desvio padrdo da Pressdo parcial de oxigénio (mmHg) de ovinos
recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO),

armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP
T0 34,13 3,76 33,20 7,30 36,72 4,22
T30 36,15 2,25 37,42 4,60 39,32 5,22
T6 38,15 7,13 38,02 4,34 41,00 2,78
T12 38,32 5,48 37,58 591 38,58 8,14
T24 38,55 4,89 40,50 2,52 41,80 9,97
T48 39,33 3,46 37,13 3,60 40,35 3,08
T72 40,20 5,98 40,18 7,28 40,18 3,64
T96 39,80 4,31 36,82 2,24 40,43 3,76
T8d 36,90 2,11 38,68 9,17 39,22 4,94

T16d 40,42 7,41 37,98 6,06 41,82 6,74
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Figura 13- Média da Pressdo parcial de oxigénio (mmHg) de ovinos recebendo
transfuséo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (G0), armazenado por

15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.4.3. Pressdo Parcial de Dioxido de Carbono (pCO,)

Os valores médios e desvios padrdo da pCO, sanguinea referentes aos tempos do
experimento estdo expressos na tabela 21. Ndo houve diferenca entre os trés grupos
estudados. Na avaliacdo entre tempos a pCO, diminuiu significativamente no T72, T96
e T8d, enquanto no G15 houve reducdo significativa no T6, T24 e T72. O gréfico 14
apresenta o comportamento da pCO, ao longo do tempo transcorrido entre 0s momentos

inicial e final do ensaio.

Tabela 21 - Média e desvio padrdo da Pressdo parcial de carbono (mmHg) de ovinos
recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO),

armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP

T0 41,082 4,90 41,582 6,12 36,77 2,08
T30 36,372 4,25 36,222 2,22 39,27 2,73
T6 38,00a 3,24 33,48" 2,85 35,40 2,23
T12 41,332 8,09 35,88 3,66 36,37 2,59
T24 36,322 6,11 33,0° 1,23 33,83 4,93
T48 39,302 4,02 36,58 2,71 41,13 9,07
T72 3390° 550 32,77 2,45 36,75 3,97
T96 34,42° 3,66 36,402 1,37 37,12 3,65
T8d 32,35" 1,18 37,652 4,07 35,35 2,67
T16d 35,272 3,52 38,482 1,69 36,13 1,71

Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.
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Figura 14 - Média da Pressdo parcial de carbono (mmHg) de ovinos recebendo

transfuséo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (G0), armazenado por
15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.4.4. Saturacao de Oxigénio (SO,)

Os valores médios e os desvios-padrdo da SO, dos ovinos experimentais estao
representados na tabela 22. O grafico 15 apresenta o comportamento desta variavel no
decorrer do experimento.

N&o houve diferenca entre grupos.

Tabela 22 - Média e desvio padrdo da Saturacdo de Oxigénio (%) de ovinos recebendo
transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por

15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.

Momentos GO G15 G35
Média DP Média DP Média DP
TO 63,92 4,68 62,97 4,95 62,87 2,83
T30 63,60 2,98 71,73 7,26 62,57 6,18
T6 68,22 6,40 72,17 4,91 64,02 4,03
T12 65,60 7,84 70,62 9,14 61,68 7,45
T24 72,08 5,89 66,08 1,78 64,15 10,59
T48 67,20 2,90 58,80 5,60 59,52 8,11
T72 70,42 7,64 68,68 6,84 63,50 3,86
T96 67,52 3,47 57,85 5,23 62,92 4,92
T8d 62,60 7,18 63,63 6,87 59,75 6,01

T16d 66,53 5,04 59,22 7,78 67,58 5,10
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Figura 15 - Média da Saturacdo de Oxigénio (%) de ovinos recebendo transfusdo de
sangue total coletado e transfundido imediatamente (G0O), armazenado por 15 dias (G15)
e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.4.5. Concentracéo de Bicarbonato

Na tabela 23 encontramos os valores medios e desvios padrdo da concentracdo
de bicarbonato. O grafico 16 ilustra o comportamento desta varidvel no decorrer do
experimento.

Na comparacdo entre grupos o G35 apresentou reducdo significativa nos valores
de bicarbonato no TO, T6, T12 e T24 pos-transfusdo. Na comparagdo entre tempos 0s
animais do GO apresentaram reducdo a partir do T72, enquanto os animais do G15

apresentam reducao a partir do T48.

Tabela 23 - Média e desvio padrdo da concentragdo de Bicarbonato (mmol/L) de ovinos
recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO),

armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO0 G15 G35

Média DP Média DP Média DP

TO 28,2272 1,83  27,42"°F2 5,47 22,638 2,01
T30 28,632 3,64 26,422 3,66 25,33 2,94
T6 28,2274 201 22,055 3,53 20,83° 2,78
T12 28,72" 251  24,32°Ba 2.88 21,778 1,82
T24 25,50" 394  22,17°°° 1,07 19,728 250
T48 24,282 0,77 22.42° 1,27 19,38 4,42
T72 21,22° 1,49 20,97° 1,37 23.43 451
T96 21,70° 2,17 20,60" 1,25 21,72 3,83
T8d 19,83° 1,60 21,65° 2.36 18,83 1,34
T16d 21,20° 3,33 21,98° 3,22 23,13 231

Letras mailsculas nas linhas significam diferenca estatistica entre os grupos.
Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.
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Figura 16 - Média da concentracdo de Bicarbonato (mmol/L) de ovinos recebendo
transfuséo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO0), armazenado por
15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.4.6. Concentracdo de Excesso de Base (BE)

A tabela 24 exibe os valores médios e desvios padrdo do BE dos ovinos do GO,
G15 e G35. O gréfico 17 ilustra o comportamento dessa variavel ao longo do
experimento.

Observou diferenca significativa entre 0s grupos, a partir do T6 houve aumento
crescente do déficit de base, sendo mais evidente no G35.

Tabela 24 - Média e desvio padrdo do Excesso de base (mmol/L) de ovinos recebendo
transfuséo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por
15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.

Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP

TO 45" 1,71 3,27 5,57 -2,0° 2,38
T30 4,42 3,16 2,6 3,45 0,9 2,99
T6 4,6 2,03  -1,8B% 3,76 -3,7° 3,44
T12 4,4™ 2,03 -0,017% 1,87 -2,7° 1,75
T24 1,8 358  -147% 1,33 -4,7° 2,83
T48 1,5 2,14  -2,03"" 1,33 -6,8° 6,00
T72 -4,0° 0,49 -2,8° 1,85 -0,9 4,83
T96 -2,41° 2,27 -4,2° 1,82 -3,0 4,62
T8d -4,33" 1,96 -3,2° 2,99 -6,26 1,36
T16d -3,3° 3,55 -2,9° 3,97 -1,0 2,18

Letras mailsculas nas linhas significam diferenca estatistica entre os grupos.
Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.
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Gréfico 17 - Média do Excesso de base (mmol/L) de ovinos recebendo transfusdo de
sangue total coletado e transfundido imediatamente (G0), armazenado por 15 dias (G15)

e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.5. AVALIACAO BIOQUIMICA

5.5.1. Proteina Total

A tabela 25 apresenta os valores médios e desvios padrdo da proteina total nos
diferentes momentos enquanto que o grafico 18 ilustra o0 comportamento dessa variavel
ao longo do experimento.

Na comparagdo entre grupos ndo houve diferenga significativa. No T96 e T8d

ocorreu aumento significativo da concentragdo de proteina total.

Tabela 25 - Média e desvio padrdo da Proteina total (g/L) de ovinos recebendo
transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por

15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.

Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP

TO 50,902 1,79 53,30 0,73 50,80 0,52
T30 66,70? 0,75 62,10 0,55 62,20 0,83
T6 68,90° 0,60 65,40 0,67 62,90 0,80
T12 65,902 1,12 64,50 0,58 64,60 0,63
T24 68,70° 0,73 62,90 0,50 63,80 0,86
T48 69,60? 0,74 62,60 0,45 67,40 0,72
T72 68,402 0,61 64,70 0,54 65,30 0,60
T96 69,0“ 0,60 66,20 0,48 65,90 0,58
T8d 69,40b 0,55 66,50 0,83 67,60 0,73
T16d 69,802 0,51 68,60 0,60 68,10 0,68

Letras minusculas nas colunas significam diferenga entre o tempo basal e os posteriores.
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Figura 18 - Média da Proteina total (g/L) de ovinos recebendo transfusdo de sangue
total coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por 15 dias (G15) e

armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.5.2. Concentragéo de Albumina

A Tabela 26 apresenta os valores médios e o0s respectivos desvios padrdo da
concentracdo de albumina. O grafico 19 ilustra o comportamento dessa variavel no
decorrer do experimento.

N&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre grupos, no entanto no G35 nos
momentos T24 e T48 ocorreu aumento significativo da albumina em comparagdo ao
momento basal (T0), com posterior reducdo nos tempos seguintes e aumento no

momento T16d.

Tabela 26 - Média e desvio padrdo da concentragdo de Albumina (g/L) de ovinos
recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO),

armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP

T0 26,80 0,19 27,10 0,15 26,00 0,11
T30 30,10 0,21 29,80 0,20 29,50 0,19
T6 30,60 0,23 30,80 0,17 30,50° 0,22
T12 30,0 0,20 30,80 0,17 30,10° 0,22
T24 30,10 0,17 31,00 0,23 35,10° 1,28
T48 30,60 0,18 29,80 0,22 31,00 0,19
T72 30,30 0,10 30,50 0,23 30,007 0,19
T96 30,00 0,14 30,10 0,19 30,50 0,22
T8d 31,00 0,14 30,50 0,21 30,60° 0,20
T16d 30,50 0,20 31,50 0,24 31,30 0,22

Letras minusculas nas colunas significam diferenga entre o tempo basal e os posteriores.
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Figura 19 - Média da concentracdo de Albumina (g/L) de ovinos recebendo transfusao
de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO0), armazenado por 15 dias

(G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.



5.5.3. Bilirrubina Total
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Os resultados médios e desvios padrdo das concentracdes de bilirrubina total no

decorrer do experimento estdo expostos na Tabela 27 e no Gréfico 20.

A concentracdo de bilirrubina total foi significativamente (p<0,01) menor no
grupo G35 nos momentos T30, T6 e T12.

Tabela 27 - Média e desvio padrdo das concentra¢Bes de Bilirrubina total (umol/L) de

ovinos recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente

(G0), armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP

TO 3,25 0,05 2,22 0,09 2,40 0,08
T30 3,86° 0,07  342”°° 0,11 3,93* 0,05
T6 2,54° 011  4,30"° 0,10 5,13% 0,08
T12 2,13% 012  3,76"° 0,11 5,065 0,09
T24 2,10 0,09 3,93 0,09 1,71 0,14
T48 2,08 0,11 2,74 0,08 1,54 0,07
T72 2,91 0,09 2,22 0,05 1,20 0,04
T96 3,25 0,08 2,05 0,04 1,20 0,05
T8d 4,10 0,13 2,74 0,14 1,20 0,04
T16d 3,08 0,13 1,20 0,06 1,71 0,11

Letras mailsculas nas linhas significam diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 20 - Média das concentracfes de Bilirrubina total (umol/L) de ovinos recebendo

transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (G0O), armazenado por

15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.5.4. Bilirrubina Indireta

A Tabela 28 apresenta os valores médios e 0s respectivos desvios padrdo da
concentracdo de bilirrubina indireta. O grafico 21 ilustra 0o comportamento dessa
variavel no decorrer do experimento. Ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre

grupos.

Tabela 28 - Média e desvio padrdo da concentracdo de Bilirrubina indireta (umol/L) de
ovinos recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente

(G0), armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP
T0 0,86 0,04 0,34 0,02 0,34 0,02
T30 0,51 0,04 0,17 0,01 0,34 0,01
T6 0,68 0,05 0,68 0,04 0,34 0,01
T12 1,20 0,06 0,86 0,04 0,34 0,03
T24 0,51 0,03 0,68 0,03 0,51 0,05
T48 0,34 0,02 0,86 0,03 0,51 0,02
T72 0,34 0,01 0,68 0,02 0,34 0,02
T96 0,86 0,06 0,34 0,01 0,34 0,01
T8d 0,68 0,02 0,34 0,02 0,17 0,01

T16d 0,34 0,02 0,17 0,0 0,17 0,01
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Figura 21 - Média da concentracdo de Bilirrubina indireta (umol/L) de ovinos

recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO),
armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos
analisados.
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5.5.5. Lactato Desidrogenase (LDH)

A tabela 29 apresenta os valores médios e desvios padrdo da atividade da lactato
desidrogenase nos momentos de avaliacdo enquanto que grafico 22 ilustra o
comportamento dessa variavel ao longo do experimento. Ndo houve diferenca entre os

grupos analisados.

Tabela 29 - Média e desvio padrdo da atividade da Lactato desidrogenase (U/L) de
ovinos recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente

(G0), armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO G15 G35
Média DP Média DP Média DP
T0 398,89 407,74 765,42 465,41 504,09 124,99
T30 504,01 406,10 801,45 563,55 400,09 129,01
T6 538,56 450,25 734,12 453,74 468,24 157,71
T12 418,57 399,52 952,88 930,90 528,30 253,36
T24 557,00 493,80 802,67 570,64 499,31 361,78
T48 446,11 343,35 488,10 298,94 438,21 179,15
T72 505,97 285,18 607,03 583,07 357,84 142,48
T96 532,65 283,89 1032,60 1055,03 373,02 134,07
T&d 364,70 113,84 857,12 556,52 258,49 92,64

T16d 463,13 381,28 525,12 379,64 297,42 67,78
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Figura 22 - Média da atividade da Lactato desidrogenase (U/L) de ovinos recebendo

transfuséo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO0), armazenado por
15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.5.6. Concentracdo de Sodio (Na)

N&o houve diferencas significativas entre os trés grupos quanto a concentracao
de sddio no tempo inicial. Entretanto com o avancar do tempo evidenciaram-se
diferencas estatisticas entre 0s grupos.

Nos tempos T6 e T12 houve aumento significativo (p<0,01) da concentracao de
sodio no G35 quando comparado com G15. No GO nos momentos T72 e T8d houve
aumento significativo quando comparado com G15 e G35 respectivamente. Na
comparagao entre tempos houve aumento significativo da concentragdo de sddio no T6

e reducado significativa apés 8 dias (T0) da transfuséo.

Tabela 30 - Média e desvio padrdo da concentragdo de Sdédio (mmol/L) de ovinos
recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO),

armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO G15 G35
Média DP Média DP Média DP

TO 1422 5,56 136,7 4,68 145,07 6,29
T30 1440 5,66 146,5 4,37 153,78 11,83

T6 146,2"® 458 143,58 5,92 158,5"" 10,95
T12 146,5"® 6,98 138,0° 5,66 152,52 10,31
T24 1475 4,93 136,3 4,80 148,3° 7,20
T48 150,3 6,47 141,3 9,85 148,7° 5,75
T72 149,8"* 2,56 133,0° 3,95 143,778 11,06
T96 149,7 4,03 136,0 3,35 146,7° 6,65
T8d 1458 889  136,7°" 3,72 130,3%° 1,97
T16d 137,0 5,76 146,0 10,58 147,3 5,16

Letras mailsculas nas linhas significam diferenca estatistica entre os grupos.
Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.
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Figura 23 - Média da concentracdo de Sodio (mmol/L) de ovinos recebendo transfusao

de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO0), armazenado por 15 dias

(G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.5.7. Concentracao de Potéssio (K)

Os resultados médios e desvios padrdo das concentracbes de potassio no
decorrer do experimento estdo expostos na Tabela 31 e no Gréfico 24.

N&o houve diferenca significativa entre os trés grupos estudos. Na comparagéo
entre os tempos houve inicialmente (T30) reducdo significativa da concentracdo de
potassio no GO e G15, sendo observado aumento significativo na concentracdo dessa
variavel 72 horas apdés a transfusdo no GO. Entretanto no G35 o aumento da
concentracdo de potassio ocorreu nos momentos T6 e T12 e redugdo nos tempos

posteriores.

Tabela 31 - Média e desvio padrdo da concentracdo de Pot&ssio (mmol/L) de ovinos
recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO),

armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP

T0 3,812 0,37 4,212 0,68 3,782 0,57
T30 2,76" 0,55 288" 0,50 3,012 0,63
T6 4,272 0,28 4,45 0,36 4,75° 0,61
T12 4,64° 0,16 4,78 0,32 4,96° 0,52
T24 4,40 0,53 4,182 0,70 4,212 0,50
T48 4,56° 0,48 4,582 0,63 4,562 0,80
T72 4,71° 0,47 4,712 0,29 4,15 0,61
T96 4,602 0,56 4,882 0,64 4,282 0,45
T8d 4,482 0,67 4,382 0,51 3,832 0,51
T16d 4,432 0,47 4,132 0,46 4,182 0,29

Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.
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Figura 24 - Média da concentracdo de Potassio (mmol/L) de ovinos recebendo
transfuséo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por

15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.5.8. Aspartato Aminotransferase (AST)

A Tabela 32 apresenta os valores medios e 0s respectivos desvios padrdo da
atividade da AST. O grafico 25 ilustra 0 comportamento dessa variavel no decorrer do

experimento. Na comparacao entre grupos ndo houve diferenca (p>0,05).

Tabela 32 - Média e desvio padréo da atividade da Aspartato aminotransferase (U/L) de
ovinos recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente

(G0), armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO G15 G35
Média DP Média DP Média DP

T0 77,59 93,60  81,62° 83,45 44,04 39,94
T30 84,63 79,1 83,98 70,65 51,74 42,01

T6 99,09 79,90 99,15 85,95 64,71 69,07
T12 103,66 80,10 77,67° 76,68 67,39 72,50
T24 104,69 83,80 90,49 82,43 63,71 70,52
T48 90.22 83,90 94,15 86,77 55,84 55,19
T72 85,64 67,10 80,93 71,14 46,52 38,69
T96 80,31 79,50 89,51° 77,87 40,64 27,97
T8d 56,31 56,50 49,60 29,14 34,31 12,35
T16d 30,11 11,80 29,48° 12,70 21,77 8,75

Letras minusculas nas colunas significam diferenga entre o tempo basal e os posteriores.
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Figura 25 - Média da atividade da Aspartato aminotransferase (U/L) de ovinos

recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO),
armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
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A tabela 33 apresenta os valores médios e desvios padrdo da atividade da GGT

nos diferentes momentos de avaliacdo enquanto que o grafico 26 ilustra o

comportamento dessa varidvel ao longo do experimento. N&o houve diferenca entre os

grupos.

Tabela 33 - Média e desvio padréo da atividade da Gama glutamiltransferase (U/L) de

ovinos recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente

(G0), armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP

T0 17,15 14,74 12,98 2,35 13,54 4,78
T30 15,22 13,15 16,07 3,48 13,95 4,74
T6 18,61 12,65 13,61 4,92 13,61 5,43
T12 14,69 13,22 13,36 3,34 13,02 5,10
T24 15,80 13,18 15,62 1,36 13,70 3,35
T48 16,26 7,77 15,00 2,89 17,07 5,10
T72 17,21 11,70 14,66 3,46 14,84 4,99
T96 16,62 11,30 15,81 3,72 13,89 6,31
T8d 17,80 13,19 16,69 7,76 15,27 4,81
T16d 17,70 11,49 17,68 2,17 15,14 4,74
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Figura 26 - Média da atividade da Gama glutamiltransferase (U/L) de ovinos recebendo
transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (G0O), armazenado por

15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.5.10. Atividade da Creatina Quinase (CK)

A tabela 34 exibe os valores médios e desvios padrdo da atividade de CK nos
ovinos do GO, G15 e G35. O grafico 27 ilustra o comportamento desta variavel ao longo
do experimento. Ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos nos momentos

analisados.

Tabela 34 - Média e desvio padréo da atividade da Creatina quinase (U/L) de ovinos
recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO),

armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP
TO 212,72 213,3 276,52 195,7 243,6 364,1
T30 362,3% 391,0 1358,0° 1710,0 468,0 543,0
T6 1288,0° 21685 734,40 874.,6 5714 664.,4
T12 220,32 2310 420,72 258,0 4757 702,2
T24 209,32 275,9 289,62 344.6 313,7 577,2
T48 74,22 46,8 192,82 303,1 111,8 112.8
T72 124,62 198,9 58,22 20,8 76,4 57,5
T96 171,72 216,5 217,32 223,3 83,8 60,2
T8d 44,42 19,9 82 52 40,2 37,6 243
T16d 27,52 7,7 72,82 43,4 51,7 14,0

Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.
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Figura 27 - Média da atividade da Creatina quinase (U/L) de ovinos recebendo
transfuséo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por
15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.5.11. Concentracao de Creatinina

Os valores médios e os desvios-padrao da concentragdo de creatinina dos ovinos
nos respectivos tempos experimentais estdo representados na tabela 35. O grafico 28
apresenta o comportamento desta variavel no decorrer do experimento.

Inicialmente o GO teve maior concentragdo de creatinina do que G35, nos
momentos posteriores ndo houve diferenca entre os grupos. No GO observou-se reducao

significativa da concentracdo de creatinina a partir do T24 e prosseguiu até o T16d.

Tabela 35 - Média e desvio padrdo da concentracdo de Creatinina (umol/L) de ovinos
recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO),

armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO0 G15 G35

Média DP Média DP Média DP

TO 170,61°% 1,09 117,57°F 0,50 97,24 0,23
T30 157,35° 0,88 119,34 0,51 96,36 0,18
T6 143,212 0,78 106,08 0,37 100,78 9,26
T12 124.64° 0,45 98,12 0,26 92,82 0,24
T24 116,69° 0,31 107,85 0,27 08,12 0,20
T48 101,66° 0,23 91,05 0,22 96,36 0,15
T72 101,66" 0,21 88,4 0,20 90,17 0,12
T96 95,48" 0,11 80,44 0,24 97,24 0,18
T8d 102,54° 0,15 83,98 0,16 92,82 0,22
T16d 100,78° 0,11 82,21 0,22 91,94 0,14

Letras mailsculas nas linhas significam diferenca estatistica entre os grupos.
Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre o tempo basal e 0s posteriores.
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Figura 28 - Meédia da concentracdo de Creatinina (umol/L) de ovinos recebendo

transfuséo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por

15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.5.12. Concentracdo de Uréia

Na tabela 36 encontramos os valores médios e desvios padrdo da concentracdo
de excesso de ureia. O grafico 29 ilustra 0 comportamento desta varidvel no decorrer do
experimento.

O GO no tempo basal teve a concentracdo de ureia maior do que o G15 e G35,
ocorrendo reducao significativa (p<0,0001) nos tempos T30, T6 e T12. Na comparagéo
entre o tempo basal e os tempos posteriores houve reducgéo significativa da concentragdo

de ureia ap6s 24 horas até o final dos 16 dias no GO e G15.

Tabela 36 - Média e desvio padrdo da concentracdo de Uréia (mmol/L) de ovinos
recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO),

armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO0 G15 G35

Média DP Média DP Média DP

T0 18,54 578 8,88%2 24,0 8,40° 10,4
T30 16,30 5,23 84552 25,3 7,865 10,5
T6 16,11"* 515 6,662 20,6 7,628 10,8
T12 13,56 4,03 55282 16,7 7,385¢ 8,8
T24 11,73° 3,07 7.37° 11,4 6,75 8.4
T48 6,94° 2.29 5,44° 8,2 6,73 9,3
T72 5,96" 2,99 4,15° 6,4 6,30 8,1
T96 5,78" 1,48 4,87° 10,3 6,92 9,3
T8d 6,71" 2,06 5,47° 57 5,04 5,3
T16d 4,92° 1,97 5,79° 9,3 7.33 2.4

Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.
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Figura 29 - Média da concentracdo de Uréia (mmol/L) de ovinos recebendo transfusao
de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO0), armazenado por 15 dias
(G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.6. AVALIACAO DA COAGULACAO

5.6.1. Tempo de Protrombina (TP)

Na tabela 37 encontramos os valores médios e desvios padrdo do Tempo de
protrombina. O gréfico 30 ilustra o comportamento desta varidvel no decorrer do
experimento.

Na comparacdo intergrupos ndo houve diferenca significativa (p>0,05). Houve

aumento significativo no GO no momento T8d pds-transfusao.

Tabela 37 - Média e desvio padrdo d Tempo de protrombina (segundos) de ovinos
recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO),

armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP

TO 25,122 3,11 25,97 2,95 28,67 4,27
T30 22,122 1,56 21,05 7,63 28,35 2,88
T6 22,522 1,05 24,53 3,56 26,67 3,20
T12 22,882 0,89 25,55 3,36 25,50 3,28
T24 22,302 1,44 25,15 2,56 22,98 3,11
T48 24,152 3,92 23,65 2,46 22,15 2,19
T72 22,072 1,72 21,47 3,89 22,40 3,82
T96 21,572 1,30 24,25 2,54 22,37 3,76
T8d 26,94° 4,94 22,97 6,31 24,15 3,38
T16d 25,482 4,19 24,70 2,64 25,30 4,24

Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.
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Figura 30 - Média do Tempo de protrombina (segundos) de ovinos recebendo
transfuséo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO0), armazenado por

15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.6.2. Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado

Os valores médios e os respectivos desvios padrdo encontram-se expostos na
tabela 38. O gréafico 31 ilustra 0 comportamento desta variavel no decorrer do

experimento. N&o se observou diferenca estatistica entre grupos (p>0,05).

Tabela 38 - Média e desvio padrdo do Tempo de tromboplastina parcial ativado
(segundos) de ovinos recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido
imediatamente (GO0), armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35),

nos momentos analisados.

Momentos GO G15 G35
Meédia DP Média DP Média DP
TO 52,00 10,18 58,05 13,97 53,52 14,10
T30 43,68 13,42 51,05 8,85 39,38 11,74
T6 41,77 14,53 46,20 10,75 45,17 7,85
T12 45,78 11,36 39,43 16,22 42,28 8,32
T24 48,83 14,95 45,10 13,07 37,67 10,70
T48 55,98 11,39 39,28 9,25 37,85 574
T72 54,17 25,63 42,08 7,40 37,10 8,57
T96 38,95 19,79 47,98 14,25 44,32 9,92
T8d 46,72 22,84 48,73 14,87 40,92 9,17

T16d 51,95 6,68 47,63 8,82 40,05 10,06
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Figura 31 - Média do Tempo de tromboplastina parcial ativado (segundos) de ovinos

analisados.

recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO),

armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos
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5.7. PEROXIDACAO LIPIDICA

5.7.1. Malondialdeido (MDA)

Os valores médios e o0s respectivos desvios padrdo do malondialdeido no
decorrer do experimento podem ser vistos na tabela 39. O grafico 32 apresenta o
comportamento dessa variavel ao longo do experimento.

Na comparagdo entre grupos ndo houve diferenca significativa entre as
concentracdes de MDA.

Tabela 39 - Média e desvio padrdo do Malondialdeido (umol/L) de ovinos recebendo
transfuséo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por

15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.

Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP
T0 0,37 0,15 0,57 0,18 0,41 0,21
T30 0,51 0,35 0,57 0,11 0,50 0,24
T6 0,44 0,26 0,56 0,13 0,61 0,32
T12 0,37 0,2 0,57 0,14 0,52 0,32
T24 0,37 0,19 0,64 0,10 0,54 0,23
T48 0,42 0,09 0,66 0,12 0,58 0,28
T72 0,50 0,18 0,71 0,11 0,48 0,16
T96 0,60 0,43 0,71 0,09 0,47 0,18
T8d 0,46 0,08 0,58 0,21 0,46 0,09

T16d 0,53 0,16 0,57 0,17 0,38 0,10




131

4 N
o 08
Tz 07
é 0,6
= g
=]
S _ 05 /
Cge) A ~
% e 04 /
= io,z
(3%
§ 0,2
= r
=%}
2 o1
<
U 0 T T T T T T T T T 1
T0 T30 T6 T12 T24 T48 172 T96  T8d  Tl6d
Momentos
——G0 —M—G15 G35
\ /

Figura 32 - Média do Malondialdeido (umol/L) de ovinos recebendo transfusdo de

sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por 15 dias (G15)

e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.8. ESTRESSE OXIDATIVO

5.8.1. Concentracéo de Glutationa Reduzida (GSH)

Os valores médios e os respectivos desvios padrdo da GSH no decorrer do
experimento podem ser vistos na tabela 40. O gréfico 33 apresenta o comportamento
dessa variavel ao longo do experimento.

N&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos. Na comparagao
entre tempos observou-se aumento significativo da concentragdo de GSH no GO nos

momentos T6, T24 e T72, enquanto no G35 houve aumento desde o T12 até o T72.

Tabela 40 - Média e desvio padrdo da concentracdo de Glutationa reduzida (mg/dL) de
ovinos recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente

(G0), armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP

TO 18,282 11,10 17,76 6,72 13,78 5,75
T30 22688 7,73 21,79 3,07 19,748 5,52
T6 26,14 7,79 22,79 2,42 20,03 6,22
T12 2389 6,77 20,74 2,25 20,51° 5,38
T24 25,23° 6,95 21,31 4,04 20,89" 5,62
T48 2498a 6,13 20,07 4,24 21,28" 5,36
T72 2552° 6,37 20,53 2,48 21,20 3,26
T96 26,36° 6,99 21,28 2,23 19,66° 4,29
T8d 2397¢ 6,61 20,59 2,12 19,422 4,81
T16d 16,478 4,37 21,70 2,36 18,512 5,55

Letras minusculas nas colunas significam diferenca entre os tempos de coleta.
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5.8.2. Atividade da Superoxido Dismutase (SOD)

A tabela 41 apresenta os resultados dos valores medios e respectivos desvios-
padrdo da superdxido dismutase média dos animais dos grupos GO, G15 e G35. Néo

houve diferenca significativa entre grupos com relacdo a concentracdo da enzima SOD.

Tabela 41 - Média e desvio padrdo da Superdxido dismutase (U/g Hb) de ovinos
recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO),

armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP

T0 11,11 3,98 13,44 3,92 11,44 3,8
T30 12,66 2,21 13,21 3,52 12,59 5,63
T6 11,63 2,24 12,23 2,89 11,7 2,59
T12 12,19 2,79 12,24 6,04 111 2,01
T24 11,49 1,86 10,89 4,47 12,62 2,8
T48 10,68 2,26 12,83 2,76 12,37 2,36
T72 12,09 1,94 11,77 1,91 11,76 2,56
T96 10,71 2,54 13,81 3,19 11,78 2,17
T8d 13,01 2,08 14,88 3,33 11,93 3,66
T16d 14,74 2,88 12,71 14 11,47 2,17

O gréfico 34 ilustra o comportamento da SOD ao longo do experimento.
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Figura 34 - Média da Superdxido dismutase (U/g Hb) de ovinos recebendo transfusao
de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO0), armazenado por 15 dias

(G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.
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5.8.3. Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

A tabela 42 apresenta os resultados dos valores medios e respectivos desvios-
padrdo da enzima GPx nos animais dos grupos GO, G15 e G35 no decorrer do
experimento. O grafico 35 apresenta o comportamento dessa varidvel ao longo do
experimento.

N&o houve diferenca entre os grupos estudos em nenhum dos momentos
analisados, no entanto na comparacdo entre o tempo basal e os demais, ocorreu

diminuicdo significativa da atividade da GPx no T8d e T16d no GO.

Tabela 42 - Média e desvio padrdo da Glutationa peroxidase (U/g Hb) de ovinos
recebendo transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO),

armazenado por 15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos

analisados.
Momentos GO G15 G35
Média DP Média DP Média DP

T0 47832 2307,36 4164 1137,5 3013 947,51
T30 38802 1634,48 3832 459,18 2663 432,94

T6 38072 1550,43 3641 664,91 3111 732,08
T12 32982 501,85 3769 537,9 2950 498,19
T24 39002 1194,46 3511 508,51 2919 1354,77
T48 33722 740,13 4031 681,65 3246 1110,86
T72 32752 894,54 3660 827,32 2963 581,54
T96 36872 1864,84 3899 649,89 3016 833,49
Ta&d 2810° 985,36 3591 641,58 2649 572,35
T16d 3198° 698,64 2987 565,45 2283 374,85

Letras minusculas nas colunas significam diferenga entre o tempo basal e os posteriores.
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Figura 35 - Média da Glutationa peroxidase (U/g Hb) de ovinos recebendo transfusao
de sangue total coletado e transfundido imediatamente (GO0), armazenado por 15 dias

(G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.



138

5.8.4. Catalase (CAT)

Os valores médios e os respectivos desvios padrdo da catalase no decorrer do
experimento podem ser vistos na tabela 43. O grafico 36 apresenta 0 comportamento
dessa variavel ao longo do experimento.

Nos momentos T30, T6, T12 e T24 ocorreram diminuicdo significativa da
catalase no G35.

Tabela 43 - Média e desvio padrdo da Catalase (U/mg Hb) de ovinos recebendo
transfusdo de sangue total coletado e transfundido imediatamente (G0O), armazenado por
15 dias (G15) e armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.

Momentos GO G15 G35

Média DP Média DP Média DP

TO 3,07 0,86 2,70 0,71 1,98 0,51
T30 3,117 0,77 2,66"° 0,58 1,42° 0,48
T6 2,924 0,74 2,46"8 1,18 1,23° 0,40
T12 2,60" 1,0 1,658 0,59 1,15° 0,22
T24 2,73% 0,65 2,038 0,74 1,25° 0,50
T48 3,23 0,65 2,63 0,66 1,87 0,77
T72 2,833 0,97 2,30 1,14 1,51 0,57
T96 3,17 1,04 2,52 0,74 1,80 0,81
T8d 2,75 0,56 2,69 0,55 2,03 1,21
T16d 2,23 0,26 2,35 0,61 2,07 0,80

Letras mailsculas nas linhas significam diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 36 - Média da Catalase (U/mg Hb) de ovinos recebendo transfusdo de sangue
total coletado e transfundido imediatamente (GO), armazenado por 15 dias (G15) e

armazenado por 35 dias (G35), nos momentos analisados.

5.9. VARIANTE DA HEMOGLOBINA

Os animais dos trés grupos experimentais apresentaram ap6s 16 dias da

transfusdo a variante da hemoglobina que receberam.

v
+

Figura 37- Perfil eletroforético em fita de acetato de celulose, mostrando as bandas de
hemoglobina A e B, a origem da corrida (-) e os fendtipos homozigotos para a
hemoglobina A (HbAA), hemoglobina B (HbBB) e T representa os animais que tinham

fenotipo HbAA e receberam transfusdo de animais com fenétipo HbBB.
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Figura 38 - Histograma de animal com variante de hemoglobina AA
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Figura 39 — Histograma de ovino com variante de hemoglobina BB
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Figura 40 — Histograma de ovino com HbBB que recebeu transfuséo de animal

com HbAA.
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5.10. RELACAO ENTRE VARIAVEIS

N&o houve correlagBes entre as varidveis analisadas, com excecdo das
correlagdes dbvias entre VG x hemoglobina total (r=0,90), nimero de hemécias

x hemoglobina total (r=0,84).
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6. DISCUSSAO

Optou-se pelo uso de bolsas com conservante CPDA-1 por serem as bolsas mais
utilizadas na medicina veterinaria (LANEVSCHI; WARDROP, 2001) e
economicamente mais acessiveis. Além da necessidade da avaliacdo das possiveis
alteracbes provocadas pela transfusdo homologa de sangue armazenado em ovinos, ja
que em estudo anterior foi demonstrado que o sangue ovino manteve-se vidvel para
transfusdo quando armazenado por 35 dias nesse tipo de bolsa (SOUSA et al., 2009).

A avaliacdo das bolsas de sangue mostrou que o sangue armazenado por 35 dias
apresentou alteracGes mais acentuadas quando comparadas com as amostras oriundas
das bolsas de sangue coletadas imediatamente e armazenadas por 15 dias. Varidveis
hematoldgicas, bioquimicas e hemogasométricas foram significativamente alteradas
pelo periodo de armazenamento. As bolsas armazenadas por 15 e 35 dias apresentaram
valores de hemoglobina plasmética maiores do que o sangue coletado no mesmo dia da
transfusdo (Tabela 4). Como constatado em estudo anterior o valor da hemoglobina
plasmatica tende a aumentar logo na primeira semana de armazenamento alcancando no
35° dia sua maior elevacdo (SOUSA et al., 2009). O aumento da hemoglobina
plasmética estd relacionado com o grau de hemdlise no interior das bolsas, pois o
armazenamento influéncia a fragilidade osmética das hemaécias, favorecendo a lise e
liberacdo da hemoglobina (HESS E GREENWALT, 2002).

Com relacdo ao volume globular, nimero de hemaécias, hemoglobina total e
VCM ndo foram constatadas diferencas entre as bolsas nos diferentes periodos de
armazenamento.

A avaliacdo do sddio e potassio mostrou inversdo na concentracdo desses ions,
sendo observados menores valores de sodio e maiores de potassio no sangue
armazenado (Tabela 3). Tais alteracfes ja sdo bem conhecidas (SOUSA, 2009;
RIBEIRO FILHO et al., 1994), pois em funcdo do armazenamento as reservas
energéticas na forma de ATP tendem a diminuir ao longo do periodo de
armazenamento, o que interfere na atividade da bomba de sdédio e potéassio e
consequentemente ocasiona a inversdo do gradiente desses ions. A bomba de sodio e
potassio também é influenciada pela baixa temperatura de armazenamento e pelo pH
(HASHIMOTO, 1997), tendo sido observado reducdo concomitante do pH nas bolsas.

A reducdo do pH dentro das bolsas ocorre pela producdo de lactato e pela

presenca do &cido citrico na solucdo conservadora (RIBEIRO FILHO et a., 1994). O
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menor pH observado na B35, em relacdo as B15 e B0, mostra a maior influéncia do
tempo de armazenamento e consequentemente da concentragéo de lactato em relagédo ao
aditivo &cido citrico. A queda do pH sanguineo promove maior afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio, devido a reducdo do 2,3 DPG, apesar de ndo ter avaliado
essa variavel uma das indicagdes da ocorréncia desse fenbmeno &€ o aumento da
saturacdo de oxigénio. A reducdo do 2,3DPG durante o armazenamento afeta a rapida
liberacdo de oxigénio para os tecidos, sendo indicado em casos de hipoxia tecidual
grave, utilizar sangue com menor tempo de armazenamento (ANNIS; SPARROW,
2007). O aumento da pressdo de gas carb6nico tambem contribui para a reducgéo do 2,3
DPG.

O lactato e 0 CO, sdo os principais metabolitos resultantes do metabolismo
anaerdbico das hemadcias, e interferem diretamente na reducdo do pH sanguineo do
sangue armazenado. Apesar de o bicarbonato ser o principal tampdo do meio
extracelular, ndo foi observada diferenca entre as bolsas (Tabela 3), sendo importante
considerar que as proteinas como a hemoglobina e fosfatos sdo importantes agentes
tamponantes no meio extracelular (RANDALL, 2008). Assim nessas condicdes, 0
déficit de base (BE) se apresentou como uma variavel mais eficiente para avaliacdo do
desequilibrio acido-basico do sangue armazenado, uma vez que ele considera o poder
tamponante total incluindo a acéo do bicarbonato, fosfato e proteinas.

O numero de leucocitos foi significativa menor nas bolsas de sangue
armazenadas (Tabela 5), tal alteracdo tem mostrado contribuir para a reducdo da
sobrevivéncia das hemécias, além de aumentar as chances de ocorréncia de reacédo febril
pos-transfusdo (RFPT). A liberacdo de substancias biorreativas como radicais livres,
citocinas e histamina pelos leucocitos pode desencadear reacdo inflamatdria no receptor
(RIEDNER et al., 1990; EDER; CHAMBERS, 2007; McMICHAEL et al., 2010).

Nos ultimos anos o beneficio da transfusdo de sangue vem sendo questionado,
devido a ligacédo entre essa pratica terapéutica e seus efeitos adversos. Nesse estudo foi
observado o aumento significativo da temperatura 96h apds a transfusdo no grupo GO e
G15, caracterizando uma reacdo transfusional tardia. A elevacdo de 1°C ou mais na
temperatura pos-transfusdo quando comparada com a basal tem sido considerada como
parametro para determinar se houve uma reacdo transfusional ndo hemolitica febril
(RTNHF) (HEDDLE et al., 1993; SHARMA et al., 2000). Essas reacdes podem ter sido
desenvolvidas pela presenca de substancias biorreativas liberadas pelos leucécitos no

caso do G15, ou pela presenca de aloanticorpos no receptor que passam a agir contra
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antigenos presentes nas plaquetas e leucécitos do doador no caso do GO ja que o sangue
n&o foi armazenado (CHAMBERS et al., 1990; BRUBAKER, 1990).

Outra alteracdo considerada como RTNHF de efeito circulatério é o aumento da
frequéncia cardiaca acima de 20% da basal, no entanto ndo foi constatada nenhuma
alteracdo nesse sentido. No momento basal os valores da frequéncia cardiaca estavam
muito acima do (70-90/bpm) considerado normal para a espécie nos trés grupos
experimentais (RADOSTITS et al., 2007), devido a reducdo do VG e numero de
hemacias resultante da inducdo da anemia. Apos a transfusdo houve reducdo dessa
varidvel ao longo do periodo experimental, sendo estes menores do que 100bpm,
remitindo o aumento da volemia e a concomitante diminuicéo da frequéncia cardiaca na
tentativa de manter o equilibrio organico (SOUSA et al., 2012). Apesar da frequéncia
cardiaca ndo ter ficado dentro da faixa de referéncia pos-transfusédo é importante enfocar
que o estresse da manipulacao deve ter contribuido para este achado.

A presenca de tremores também ¢é indicativa de RTNHF de efeito inflamatdrio,
nesse estudo foram observados animais do G15 e G35 com fasciculagdes leve, que
diminuiram com a reducdo da velocidade de infusao.

A retirada de 40% do volume sanguineo reduziu o VG (27-35%), nimero de
hemacias (9-15 x 10°) e hemoglobina total (9-15g/dL) para valores considerados abaixo
do normal para a espécie (RADOSTITS, 2007). No TO os valores do VG, numero de
hemacias e hemoglobina ndo diferiram entre os grupos indicando que a metodologia
utilizada para inducdo da anemia logrou éxito.

Na comparacédo entre tempos foi possivel verificar aumento significativo a partir
de 30 minutos do VG, nimero de hemécias e hemoglobina total, devido a maior oferta
de constituintes sanguineos. Considerando as primeiras 24 horas pos-transfusdo, os
animais do GO apresentaram aumento de 11,24% do VG, enquanto os do G15 e G35
apresentaram aumento de 6,58% e 7,69% respectivamente. No quarto dia ap6s a
transfusdo ocorreu reducdo significativa no niumero de hemacias no G15 e G35, essa
diferenga pode esta relacionada a senescéncia e a alteragdes morfologicas sofridas pelas
hemécias durante o armazenamento, estas alteracbes podem reduzir a sobrevivéncia
pos-transfusional, ja que as hemaécias sdo eliminadas mais rapidamente pelo sistema
fagocitico macrocitario (SCOTT et al., 2005). Mock et al. (2012) utilizando transfuséo
autologa em ovinos com hemécias coletadas e marcadas com biotina e posteriormente
reinfundidas mostraram que ap6s 24 horas da transfusdo 94% das hemaécias

transfundidas estavam viaveis.
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A transfusdo de sangue total armazenado também pode ser utilizada para repor
proteinas plasmaticas em casos de hipoproteinemia, ja que esse componente sanguineo
ndo sofre alteragdes durante o periodo de armazenamento (REICHMANN; DEARO,
2001). Nesse estudo os valores basais de proteina total estavam abaixo do normal para a
espécie ovina (60-79g/L) (RADOSTITS et al., 2007), em decorréncia da retirada de
40% do volume sanguineo, no entanto meia-hora ap6s a transfusdo os valores de
proteina total se reestabeleceram.

Sousa et al. (2009) induzindo a anemia aguda em ovinos pela retirada de
aproximadamente 20% de sangue, mostraram que a recuperacdo dos parametros
hematoldgicos ocorreu 8 dias apds a indugdo, enquanto Fonteque (2005) com a retirada
de 50% mostrou que 28 dias é 0 tempo necessario para a recuperacdo. No presente
estudo dezesseis dias pds-transfusdo os animais apresentaram parametros hematoldgicos
dentro do preconizado para a espécie ovina. Sendo importante notar que quanto maior o
desafio, maior o tempo gasto na recuperagdo dos parametros hematoldgicos.

Os indices hematimétricos VCM e CHCM mantiveram-se dentro dos valores
normais para a espécie. O VCM do GO aumentou significativamente no T24 podendo
ser indicativo do aparecimento dos primeiros reticuldcitos, ja que nesse periodo ja tinha
decorrido 48 horas da inducéo da anemia.

As bolsas de sangue utilizadas para a transfusdo no grupo G15 e G35
apresentavam maiores quantidades de hemoglobina livre, e esses mesmos grupos
apresentaram valores de hemoglobina significantemente maiores 12 horas apds a
transfusdo quando comparado com GO, ocorrendo reducdo nos tempos seguintes. Altas
concentracdes de hemoglobina livre no plasma podem provocar danos renais e ao
sistema de coagulacdo (HESS; GREENWALT, 2002; KORTE; VERHOEVEN, 2004).
No entanto, ndo foram observadas alteracGes renais em funcao dos valores da creatinina
sérica, apesar do GO no TO ter apresentado valores acima do normal (70-168umol/L),
sendo observada reducdo nos tempos subsequentes. A coagulacdo também ndo foi
afetada permanecendo os valores de TP (22-55s) e TTPA (44-64s) dentro dos valores de
referencia para a espécie.

Quando a hemoglobina esta presente no plasma, 0 organismo apresenta
mecanismos para sua remocao, inibindo seus efeitos deletérios. A remocao pode ser
feita pelos rins, pelas células do figado ou oxidada a metemoglobina (CARVALHO et
al., 2007). O principal produto da metabolizacdo da hemoglobina s&o as bilirrubinas,

sendo observado aumento significativo da bilirrubina total nos momentos T30, T6 e T12
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no G35, no entanto os valores permaneceram dentro dos normais (1,71-8,85 pmol/L)
(RADOSTITS et al., 2007), ndo sendo detectada nenhuma alteracdo significativa na
concentracdo de bilirrubina indireta. O aumento da hemoglobina plasmatica
concomitante com aumento da bilirrubina mostrou que o organismo néo foi submetido a
concentracdes de hemoglobina suficiente para provocar problemas renais ou de
coagulagdo, indicando que o organismo em condi¢BGes fisioldgicas conseguiu
metabolizar eficientemente esse excesso. No entanto é importante considerar que
animais com problemas renais ou de coagulacdo podem néo responder da mesma forma.

Apos a transfusdo ocorreu aumento significativo no numero de leucécitos no
G35 no T6. Estudos em humanos tem mostrado uma resposta inflamatéria apds a
transfusdo, ocorrendo aumento imediato de até 60% na contagem de leucécitos ap6s a
transfusdo, a qual persiste por até 12 horas, voltando aos valores normais apds 24 horas
(FENWICK et al., 2004). Em cées e ovinos recebendo transfusdo autéloga também foi
observado aumento dos leucdcitos, sugerindo que esse efeito ndo se deve a presenca de
antigenos estranhos ao receptor, sendo implicado ao efeito da liberagdo de citocinas
pelos leucocitos ou de substancias imunologicamente ativa pelas plaquetas durante o
periodo de armazenado (KLUTER et al., 1999; McMICHAEL et al., 2010; SOUSA et
al., 2012). Nao foi possivel verificar elevacdo significativa no niamero de leucdcitos em
funcdo do tempo, em nenhum dos grupos experimentais, entretanto percebe-se uma
elevacdo numérica no T12.

As plaguetas perdem a funcionalidade quando armazenadas, devido ao
resfriamento, no entanto na comparacdo entre tempos foi observado aumento
significativo dessa variavel no GO isso se deve ao fato desse grupo, ter recebido sangue
total fresco, sem passar por refrigeracdo anterior, servindo como fonte de plaquetas
(ALLYSON et al.,1997).

As bolsas armazenadas por 35 dias apresentaram menores valores de pH antes
da transfusdo, demonstrando uma alta carga acida, o que ocasionou redugéo
significativa do pH no T6 e T48 no G35. O pH venoso considerado normal para ovinos
é entre 7,32-7,5 (RADOSTITS et al., 2007), no T6 apesar de ter ocorrido reducdo
significativa, o0 mesmo ficou dentro da normalidade, enquanto no T48 ocorreu uma
discreta acidemia (pH=7,29). E perceptivel uma discreta elevacdo da pCO, acima dos
valores de referéncia (38-40mmHg) e menor pO, no T48 desse grupo, assim a acidose

ndo pode ser considerada respiratria, pois quando avaliamos o bicarbonato este
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apresentou alteracdo significativa, demonstrando ser consumido no intuito de diminuir a
quantidade de &cido.

A reducdo do pH sanguineo, e 0 aumento da pCO, sdo responsaveis por
desencadear o efeito Bohr, onde maior quantidade de oxigénio é liberada pela
hemoglobina na tentativa de corrigir o desequilibrio acidobasico (RANDALL, 2008),
sendo observado no T48 apesar de ndo significativo menor valor da SO,. Apds 48h os
valores do pH retornaram ao normal mostrando que os mecanismos de compensagéo
foram suficientes para reverter o quadro.

O déficit de base pds-transfusdo sempre foi maior no G35, alcancando seu pico
no T48, indicando que apesar do pH néo ter diminuindo significativamente logo apds a
transfusdo, o déficit de base j& pré-anunciava o risco de ocorrer acidose, sugerindo que
essa variavel pode informar precocemente o risco da ocorréncia de acidose metabolica
nesses casos.

O tempo de armazenamento afeta sobremaneira a bomba de sddio e potassio
(HOGMAN, 1997), no pos-transfusdo ocorreu aumento significativo da concentracio de
potassio no T6 e T12 no G35, porém estes ficaram dentro dos valores de referencia para
espécie ndo caracterizando uma hipercalemia, no entanto os valores de sodio nesse
mesmo tempo e grupo ficaram acima dos valores normais (145-152mmol/L), sugerindo
que apos as 12 primeiras horas da transfusdo a bomba de sddio e potassio tende a
retornar suas funcgdes, equilibrando os valores desses ions (KORTE e VERHOEVEN,
2004).

Nesse estudo foi avaliada a atividade de algumas enzimas no intuito de
acompanhar possiveis alteracdes hepaticas decorrentes da perda e transfusdo de sangue
total. A atividade da AST e GGT permaneceram dentro dos valores de referéncia,
resultado similar observado em estudo com transfusdo autéloga em ovino (SOUSA et
al., 2012). A atividade da CK aumentou significativamente no GO e G15 nos tempos T6
e T12, decorrentes de micro lesbes musculares devido ao longo periodo de decubito
necessario para a transfusao.

A andlise conjunta da uréia e creatinina mostrou que a indu¢do da anemia no GO
promoveu diminuicdo significativa da perfuséo renal, devido a presenca de uremia. No
momento basal os valores de uréia e creatinina ja estavam acima dos valores de
referéncia para espécie (3-10mmol/L e 70-105umol/L, respectivamente), no entanto 48
horas ap0s a transfusdo os valores da uréia e creatinina retornaram ao normal, indicando

que a transfusdo melhorou consideravelmente a perfusdo renal. AlteracGes renais em



148

casos de decréscimo do fluxo sanguineo renal em casos de hemorragia, desidratacdo e
volume sanguineo marcadamente diminuido sdo descritos na literatura (BUSH, 2004,
KANEKO et al., 2008).

Em humano e cées é relatada perda da estabilidade dos fatores V e VIII durante
0 periodo de armazenamento sob-refrigeracdo (HONDOW et al., 1982; NOLTE et al.,
1998). No entanto nesse estudo apesar de ndo ter sido avaliado os fatores de coagulacdo
separadamente, os testes de TP e TTPA foram utilizados para avaliar a via intrinseca e
extrinseca da coagulacdo, ndo sendo observada diferenca entre grupos, sugerindo que o
sangue armazenado ndo provocou alteracdes na coagulagao.

Estudos in vitro tem mostrado que o sangue ao longo do periodo de armazenado
acumula alta carga de agentes oxidantes reduzindo os agentes antioxidantes, o que
aumenta as chances da ocorréncia de lesbes causadas por radicais livres (RACEK et al.,
2011; JOZWIK et al., 1997). O presente estudo ndo encontrou alteracdes significativas
quando avaliou o marcador de estresse oxidativo MDA, apesar dos estudos
demonstrarem que quando hd aumento dos radicais livres, esses podem afetar as
membranas celulares através da peroxidacgo lipidica (RACEK et al., 2001; JOZWIK et
al.,, 1997). A carga de radicais livres gerada pelo armazenamento ndo promoveu
peroxidacdo lipidica suficiente para ser detectada pds-transfusdo.

Hess (2010) considera que o dano oxidativo, principalmente a peroxidacéo
lipidica, sofrida pelas hemacias durante o armazenamento (cerca de 35 a 42 dias
dependendo do tipo de bolsa), é baixo quando comparado com a vida média dessas
hemacias que é em média de 120 dias em humanos e 110 em ovinos. No entanto este
autor salienta que repetidas transfusdes, ou transfusdes macicas pode ser preocupante
pois hemacias com membrana plasmatica afetadas podem levar a ocorréncia de TRALI
(Injuria Pulmonar Aguda Associada a Transfusdo), além do fato que os lipidios
oxidados das hemécias e especialmente as microvesiculas formadas para remové-las,
fornece superficie pro-coagulante e pré-inflamatoria que podem aumentar o risco de
reacdo pos-transfusional e eventos trombaticos.

Apos a transfusdo os valores do GSH tenderam a aumentar, alcancando
diferenca significativa no T6, T24, T72 e T96 no GO, enquanto no G35 os valores foram
significativamente maiores no T12, T24, T48 e T72. Saber-se que esse tripeptideo pode
ser reconstituido se houver deplecdo, para que isso aconteca a glutationa reduzida
recebe um ion de hidrogénio da riboflavina (NADPH), no entanto em casos de

concentracdes de NADPH limitada ocorre aumento da glutationa oxidada, tornando os
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sistemas bioldgicos mais sensiveis ao dano oxidativo (SHAN et al., 1990). O aumento
da concentracdo de GSH observada sugere que ap0s a transfusdo ocorreu regeneragdo
do GSH, devido as hemécias terem retornado ao ambiente com disponibilidade de
NADPH, ja que durante o armazenamento a glicolise tende a diminuir, no entanto é
interessante também observar que a avaliacdo dessa variavel foi feita com espacamento
longo de tempo podendo ter ocorrido diminui¢do e ndo conseguimos detectar. No GO
apesar do sangue transfundido nédo ter sido armazenado nem provavelmente ocorrer
reducdo do NADPH, a propria solucdo conservante acida assim como a reducdo do
oxigénio do meio podem ter contribuido para alguma pertubacéo oxidativa.

Com relacdo a GPx ndo foi observada diminuicéo significativa entre grupos, mas
é possivel verificar reducdo dessa variavel nos tempo seguintes pos-transfuséo. Este fato
atrelado a reducdo significativa da catalase no T30, T6, T12 e T24 mostra que ocorreu
alguma perturbacdo no sistema antioxidante. A enzima GPx assim como a catalase
removem o peroxido de hidrogénio produzindo agua e oxigénio. A acdo da GPx é feita
utilizando a glutationa reduzida e transforma-a em glutationa oxidada (VANNUCCHI et
al., 1998). O aumento da concentracdo de perdxido de hidrogénio pode esta ligado a
possivel quadro de hemolise com liberacdo de H,0,, jd que as células armazenadas
sofrem uma serie de lesGes que as tornam mais frageis, esse fato também é apoiado pelo
aumento da concentracdo de bilirrubina nos mesmos momentos no G35. Rios et al.
(2006) relata, apesar de ndo esclarecido ainda, que apos a transfusdo ocorre reducéo de
aproximadamente 30% das hemacias e este fato contribui para os efeitos adversos da
transfuséo.

Nesse estudo, utilizou-se a variante de hemoglobina como biomarcador
qualitativo na tentativa de estimar o tempo de permanéncia da hemoglobina
transfundida e indiretamente do tempo de permanecia das hemacias transfundidas na
circulagdo dos animais recebendo sangue fresco e armazenado em dois diferentes
tempos. Pode-se verificar que até o décimo sexto dia pos-transfusdo os animais
apresentavam resquicios da hemoglobina transfundida em todos os grupos. Na literatura
ndo é conhecido o tempo de sobrevivéncia das hemacias pds-transfusdo, nem tdo pouco
o efeito do armazenamento sobre essa varidvel.

Segundo Smith e Sherman (1994) as hemacias de caprinos quando transfundidas
possuem meia vida de 2,4 a 5,1 dias, no entanto ndo informa se o sangue utilizado no
estudo era armazenado ou ndo. Nesse estudo no quarto dia houve uma reducéo

significativa no nimero de hemacias no G15 e G35, essa reducdo € um indicativo de
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que as hemacias armazenadas por 15 e 35 dias possuem uma sobrevivéncia menor que
as hem@cias frescas.

Os resultados obtidos no presente estudo levam a crer que em ovinos as
hemacias transfundidas permanecem vivas por até 16 dias, independentemente dos

tempos de armazenamento estudados.
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7. CONCLUSOES

- A retirada de 40% do volume sanguineo por uma unica flebotomia em ovinos
produziu anemia aguda pela diminuicdo significativa do volume globular, nimero de
hemacias, hemoglobina total e proteina total.

- As bolsas de sangue total armazenadas por 35 dias apresentaram maiores
lesbes de armazenamento, as quais foram responsabilizadas por reacGes adversas pos-
transfusé&o.

- Os trés grupos apresentaram casos de reacgdes transfusionais, sendo observadas
manifestaces inflamatorias pela presenca de fasciculagbes no G15 e G35 e hipertemia
no GO e G15.

- Os animais que receberam sangue total armazenado por 35 dias apresentaram
maiores valores de hemoglobina livre e leve acidemia metabdlica, sendo importante
considerar esse fator de risco quando da avaliagdo do estado do paciente e da escolha do
tempo de armazenamento do sangue para a transfuséo.

- A transfusdo de sangue total armazenado ndo afetou a via intrinseca e
extrinseca do sistema de coagulacéo.

- A transfusdo do sangue total armazenado ndo promoveu peroxidacdo lipidica
pos-transfusdo, no entanto houve manifestacfes de estresse oxidativo pela reducdo da
catalase.

- A utilizacdo da hemoglobina como biomarcador mostrou que as hemoglobinas

transfundidas permaneceram por 16 dias pés-transfusdo.
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