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RESUMO
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Esse estudo teve por objetivo avaliar a influéncia da peroxidacao lipidica sobre a diminuicéo
da viabilidade eritrocitaria no sangue total de gatos, armazenado em bolsas plasticas contendo
CPDA-1 (citrato, fosfato, dextrose, adenina) e CPD/SAG-M (citrato, fosfato, dextrose, salina,
adenina glicose, manitol) durante de 28 dias. Também se buscou analisar os parametros
bioguimicos e hematoldgicos do sangue felino durante todo o periodo de armazenamento.
Para tal, foram utilizados 12 gatos, adultos, higidos, de ambos os sexos, sem raca definida
(s.r.d.), pesando em média 3,5+0,6 kg. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois
grupos experimentais, denominados G1 e G2, dos quais se coletou em média 15 mL/kg de
sangue, e armazenou-se em bolsas para transferéncia de hemoderivados. Para a conservacao
do sangue do G1 foi utilizado CPDA-1 e, para o G2, utilizou-se CPD/SAG-M. O sangue foi
mantido sob refrigeracdo (1 a 6°C) durante 28 dias e foram retiradas amostras para anéalise
semanalmente. Essas aliquotas foram avaliadas quanto a peroxidacdo lipidica, medida através
de TBARS (substancias que reagem ao &cido tiobarbitdrico), peroxidacdo de eritrocitos in
vitro concentracdes de potéssio (K*), lactato, glicose e hemoglobina extracelular, contagem
total de eritrécitos, hematdcrito (Ht), hemoglobina (Hb), e proteinas plasmaticas totais (PPT)
Por meio dessas avaliagbes constatou-se que 0s niveis de lactato, potassio e hemoglobina
extracelular sdo eficientes parametros para avaliacdo da qualidade do sangue estocado para e
espécie felina e que a analise de TBARS é valida para comprovar a associacdo da peroxidacéo
lipidica a diminuicdo da viabilidade sanguinea, também para a espécie felina. Além disso,
CPD/SAG-M mostrou-se mais eficiente que CPDA-1 na manutencdo da viabilidade do
sangue felino a partir do 14° dia, em um periodo de estocagem de 28 dias.

Palavras-chave: gatos, transfusdao sanguinea, radicais livres, hemdlise.
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This study aimed to evaluate the influence of lipid peroxidation on decrease of erythrocyte
viability in total blood of cats stored in plastic bags containing CPDA-1 (citrate phosphate
dextrose adenine) and CPD / SAG-M (citrate, phosphate, dextrose, saline, adenine, glucose,
mannitol) for 28 days. It was also analyzed the biochemical and hematological parameters of
feline blood throughout the storage period. To this end, were used 12 cats, adult, healthy,
male and female, mixed breed, weighing on average 3.5 £ 0.6 kg. The animals were randomly
divided into two experimental groups, designated G1 and G2, which was collected on average
15 mL/kg of blood, and stored in bags for shipment of blood products. For the preservation of
blood it was used to G1 and G2 CPDA-1 and CPD / SAG-M, respectively. The blood was
kept under refrigeration (1-6 ° C) for 28 days and samples were taken for analysis weekly.
These rates were evaluated for lipid peroxidation measured by TBARS (thiobarbituric acid
reactive substances), erythrocytes peroxidation in vitro, concentrations of potassium (K *) ,
lactate, glucose and extracellular hemoglobin, erythrocyte count, hematocrit (Ht),
hemoglobin (Hb) and total plasma protein (TPP) Through these evaluations it was found that
the lactate, potassium and extracellular hemoglobin are effective parameters to evaluate the
quality of stored blood to felines and the analysis of TBARS applies to prove the association
of lipid peroxidation decreased the viability of blood, also for the felines. Moreover,
CPD/SAG-M was more efficient than CPDA-1 in maintaining the viability of the feline blood
after 14 days in a storage period of 28 days.

Keywords: cats, blood transfusion, free radicals, citrate, hemolysis.
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1- INTRODUCAO

E notavel em medicina veterinaria o avanco da terapia transfusional nas dltimas
décadas. Sendo assim, medidas como a identificacdo de doadores, o reconhecimento de
doencas infecciosas, e 0 uso de componentes do sangue, vém progredindo significativamente
(CHIARAMONTE, 2004). Desta maneira, as transfusbes sanguineas tornaram-se um
componente importante do cuidado medico e cirdrgico intensivo também na medicina de
felinos (BARFIELD, ADAMANTOS, 2011).

Utiliza-se para coleta de sangue felino, sobretudo, seringas contendo anticoagulante,
conectadas a um scalp, para venopuncado (FELDMAN, SINK; 2006; HALE, 2006). A coleta
de sangue para transfusdo nesta espécie & considerada mais desafiadora que em cées
(CHIARAMONTE, 2004), principalmente pelo pequeno volume a ser seguramente retirado e
pela necessidade de sedacdo (FELDMAN, SINK, 2006).

Embora as técnicas para separacdo dos componentes sanguineos ja estejam bem
estabelecidas, o uso de sangue total ainda se destaca principalmente para gatos. E nessa
espécie observa-se que o sangue total fresco ainda é mais freqlentemente utilizado que
sangue total conservado (FELDMAN, SINK; 2006). Um dos fatores que contribui para isso €
a indisponibilidade de bolsas préprias para coleta de pequenos volumes de sangue, as quais
tém a comercializagéo restrita a bancos de sangue de poucos paises (SIMAS, 2009).

As solugdes conservantes foram desenvolvidas e aprimoradas para manter o
metabolismo energético eritrocitario através da glicolise e assegurar a viabilidade celular
durante a estocagem do sangue. (SECCHI, 2010). Medidas como a escolha da solucéo
conservante mais adequada, o controle da temperatura de armazenamento, o tipo de
embalagem e 0 manuseio apropriado durante o periodo de estocagem, visam minimizar as
lesbes decorrentes de armazenamento do sangue. Essas injurias, que ocorrem in vitro, alteram
0S componentes sanguineos e diminuem a sobrevida dos eritrdcitos, tanto durante o seu
armazenamento, quanto apos a transfusdo no paciente (HALE, 2006)

Em humanos, estudos demonstram haver relacGes entre as lesbes sofridas pelos
eritrocitos durante o seu armazenamento e a producdo de radicais livres. Considera-se ainda
que a peroxidacdo lipidica seja a principal causa do envelhecimento dos eritrocitos sanguineos
em bolsas para transfusdo (CHIU et al., 1989).

Tendo em vista as poucas informacdes disponiveis sobre 0 armazenamento do sangue

de felinos, este estudo objetivou avaliar os parametros bioquimicos e hematoldgicos do


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Barfield%20D%22%5BAuthor%5D
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sangue de gatos armazenado em bolsas plasticas contendo CPDA-1 e CPD/SAG-M, pelo
periodo de 28 dias. Também se buscou verificar se 0 processo de peroxidacao lipidica esta
associado a diminuicdo da viabilidade sanguinea, ja que para a espécie em questdo esses
dados sdo praticamente inexistentes até o presente.



2 - REVISAO DE LITERATURA

As transfusbes sanguineas tornaram-se uma pratica frequente em medicina humana a
partir do século 19, mesmo sendo consideradas, naquela época, um procedimento de alto
risco. J& no século 20, houve grandes avangcos que tornaram essa pratica segura e mais
difundida, dentre elas a descoberta dos anticoagulantes e conservantes para hemoderivados, a
descri¢do dos grupos sanguineos humanos e o desenvolvimento dos testes de compatibilidade
sanguinea (BIRD, 1971). Na medicina veterinaria, a terapia transfusional emergiu como uma
forma prética a partir de 1950 (HOSGOOD, 1990).

Nos ultimos anos, grande énfase tem sido dada a terapéutica felina, isso porque a
popularidade do gato como animal de companhia vem aumentando significativamente
(SOUZA, 2002). Em decorréncia disso, houve um aumento na casuistica de atendimentos
clinicos, intervencdes cirdrgicas e procedimentos emergenciais nesta espécie, sendo que
muitas vezes esses animais requerem a reposi¢do volémica, devido a hemorragia aguda ou
crénica (SOARES, 2008).

Nos gatos em particular, as transfusbes de sangue se tornaram um componente
importante de cuidado clinico e cirdrgico intensivo por parte dos profissionais (WEINGART
et al., 2004; ROUX et al., 2008). As transfusbes sanguineas sdo usualmente praticadas nos
casos de anemia severa devido a perda de sangue, hemolise ou falha medular (WEINGART et
al., 2004). Para essas transfusdes, o uso de sangue total fresco é mais comum, e o
anticoagulante de eleicdo € geralmente o citrato com fosfato dextrose e adenina, CPDA-1
(FELDMAN, SINK; 2006).

A selecdo dos doadores € um passo importante da medicina transfusional e deve-se
considerar que um doador ideal apresente média entre dois e cinco anos de idade e, no
minimo, 4 kg de peso (LOPES et al.,, 2007). A coleta de sangue felino é considerada
trabalhosa e, salvo raras exce¢oes, exige sedacdo (CHIARAMONTE, 2004).

A coleta também se difere no volume total a ser retirado. Em comparacdo com caes, 0
volume retirado de felinos representa uma maior porcentagem do volume sanguineo (LOPES
et al., 2007). PRITTIE (2003) afirma que para gatos ndo se deve exceder o total de 40 a 50
mL de sangue coletados por animal, e para esse volume recomenda-se 0 uso de 5-9 mL de
anticoagulante, respectivamente. Ja para LANEVSCHI, WARDROP (2001), a dose maxima a

ser coletada € de 15 mL/kg de peso, e o intervalo minimo entre as coletas € de 21 dias.
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Na medicina humana, a estocagem sanguinea vem sendo realizada desde 1943. A
partir dai, estudos vém sendo realizados com o objetivo de manter a viabilidade e a
capacidade funcional dos constituintes sanguineos (AUTHMENT, 1986). O interesse na
terapia transfusional na medicina veterinaria vem aumentando cada vez mais. Em paralelo, ha
um crescente conhecimento das técnicas de processamento dos subprodutos sanguineos do
cdo e do gato (BOOTHE, 2001).

WEINGART et al. (2004) citam que o armazenamento de sangue felino raramente é
praticado, devido ao volume, dificuldade de coleta, e possibilidade de contaminacdo quando

utilizados sistemas abertos para coleta.

2.1 Conservacgao do sangue para transfusao

A manutencéo da fisiologia normal dos eritrocitos é uma consideragao importante para
a escolha do anticoagulante mais apropriado para conservagdo do sangue, pois 0s eritrocitos
sofrem alteracOes significativas durante o armazenamento. A capacidade de carrear oxigénio
muda, assim como a quantidade de adenosina trifosfato (ATP) e acido 2,3-difosfoglicerato
(2,3-DPG) diminuem (BOOTHE, 2001).

O 2,3-DPG ¢é uma molécula que esta presente no interior dos eritrocitos e se liga a
subunidade B da hemoglobina. Esse acido ¢ o responsavel pela liberagdo o oxigénio para 0S
tecidos. Quanto menores 0s niveis de 2,3-DPG, maior sera a afinidade da hemoglobina pelo
oxigénio, e, consequentemente menos oxigénio serd entregue aos tecidos (BOOTHE, 2001).
O 2,3-DPG esté diretamente relacionado ao pH sanguineo e sabe-se que quando o pH ¢é
inferior a 7,0, sua degradacdo € favorecida, o que prejudica de forma significativa o
carreamento do O; pelo eritrocito (HESS, GREENWALT, 2002).

Hoje em dia, diversas solucbes estdo disponiveis, a fim de evitar a coagulacdo e
conservar 0 sangue destinado a transfusdo, sendo a maior parte delas a base de citrato. O
citrato de sddio isoladamente ndao contribui para a preservacao dos componentes sanguineos, e
0 sangue total coletado com esse anticoagulante deve ser utilizado dentro de 24h
(LANEVSCHI, WARDROP, 2001). Ele age sobre as fases calcio-dependentes na cascata de
coagulacdo (AUTHEMENT et al., 1986). Além disso, possui um efeito de estabilizacdo de
membrana celular, promovendo a manutencéo do pH intracelular (HOGMAN et al., 2002).

A adicdo de suplementos, denominados de solugdes aditivas (AS) melhora

consideravelmente os valores bioquimicos e hematoldgicos do sangue conservado. Existe uma
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série de combinacGes de anticoagulantes com solugdes aditivas para conservacdo de sangue
em bolsas, porém a mais utilizada em medicina veterinaria ¢ CPDA-1, composta por citrato,
fosfato, dextrose e adenina (LANEVSCHI, WARDROP, 2001).

Na composicdo de CPDA-1, o fosfato, aléem de ser um importante substrato, também
ajuda no controle do pH sanguineo (KURUP et al., 2003). A adi¢cdo de dextrose como fonte
de energia, baseia-se no lento consumo desse carboidrato pelo metabolismo celular em baixas
temperaturas, o que contribui, inclusive, com a manutencdo de niveis adequados de ATP
(AUTHEMENT et al., 1986). A adicdo de adenina esta fundamentada no fato de que, com a
queda do pH durante a conservacdo do sangue, ha inativacdo de enzimas que participam da
via glicolitica, levando a um maior consumo de ATP. Essa adi¢do de adenina promove um
aumento do adenilato, que servird de substrato para nova sintese de ATP, aumentando as
reservas desse nucleotideo no interior das células (AUTHEMENT et al., 1986; HOGMAN et
al., 2002).

O uso de solugdes contendo CPD/SAG-M (citrato, fosfato dextrose, salina adenina,
glicose e manitol) mantém a energia e a viabilidade dos eritrocitos durante o armazenamento
e preservam hemacias humanas por até 42 dias. Suas vantagens sdo a reducdo na taxa de
hemolise, melhora na fluidez durante a transfusdo com diminuicdo no desconforto do
receptor, aumento no volume de plasma recuperado, diminuicdo de reacOes alérgicas as
proteinas do plasma, e também facilita a filtracdo de leucécitos (FELDMAN, SINK, 2006).
HOHENHAUS (2007) afirma que pouco se sabe sobre a conservacdo de sangue felino em
CPD/SAG-M, principalmente quanto ao tempo de armazenamento.

Em estudo realizado por COSTA JUNIOR et al. (2008), bolsas contendo CPDA-1 e
CPD/SAG-M foram utilizadas para armazenagem de sangue total de caninos e avaliadas pelo
periodo de 42 dias, e, ao termino das avaliacdes, essa solucdo mostrou-se mais indicada para a
conservacdo da viabilidade sanguinea que CPDA-1.

Deve-se sempre lembrar que as solucdes anticoagulantes e conservantes nao inibem o
crescimento de contaminantes microbioldgicos, sendo necessario o emprego de refrigeracédo
com temperatura controlada (FELDMAN, SINK, 2006).

2.2 LesOes de estocagem do sangue

BENNETT-GUERRERO et al. (2007) identificaram severas alteracbes durante o

armazenamento sanguineo, tais como o0 aumento nos niveis de potassio, lactato e saturagdo de
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oxigénio da hemoglobina. Além dessas, também notaram concomitante diminui¢do no pH,
2,3-DPG e na deformabilidade nos eritrocitos. Algumas dessas alteracBes se iniciavam nas
primeiras horas de armazenamento, e outras poucos dias ap6s. Nao surpreendentemente, as
alteracbes eram acompanhadas por mudancas celulares e moleculares, que alteravam a
integridade dos eritrocitos. A esse conjunto de alteraces sofridas pelo sangue armazenado,
que é responsavel por minimizar a taxa de sobrevida das células apos a transfusdo, deu-se o
nome de lesdes de armazenamento ou estocagem (CHIN-YEE et al., 1997). A importancia do
conhecimento dessas lesdes esta na evidéncia de que o periodo de armazenamento influi nos
valores dos componentes na bolsa de sangue (BENNETT-GUERRERO et al., 2007).

O tempo de conservagdo pode contribuir com a diminuicdo da eficiéncia do sangue
basicamente de trés formas: diminuindo a capacidade de oxigenacdo, causando danos aos
constituintes (acdo da hemoglobina livre como fonte de radicais livres), ou ainda dificultando
a capacidade circulatoria (por adesdo a superficie endotelial e acompanhada de propriedades
pro-inflamatorias, por exemplo) (ANNIS; SPARROW, 2007).

Além do tempo, a temperatura de armazenamento, o tipo de embalagem e manuseio
durante os periodos de conservagdo também estdo diretamente relacionadas as lesbes de
armazenamento do sangue (HALE, 2006). Como resultado dessas lesdes, ocorrerdo
principalmente hemdlise, variagdes de pH e concentracdo eletrélitos, principalmente
K*(HALE, 2006; SECCHI, 2010).

Quando o sangue passa ao recipiente onde sera armazenado in vitro, este local de
armazenamento representa uma condicdo muito diferente da encontrada no organismo vivo.
Para producdo de ATP € utilizado o metabolismo celular anaerébico, que tem como produto
final o lactato, levando ao acimulo de jons H* (AUTHEMENT et al., 1986). O aumento do
dioxido de carbono (COy) € resultado da acdo tampéo do bicarbonato (HCOs3') sanguineo na
neutralizacdo do lactato. A rapida elevacdo na concentracdo de lactato e CO,, com
consequente diminui¢do no pH esta condicionada a taxa metabdlica, que por sua vez depende
da temperatura, da composicdo do meio de armazenamento e do meio intra-celular
(HOGMAN, MERYMAN,1999). A refrigeracdo, variando em torno de um a seis graus
Celsius, tem como funcdo desacelerar essas reacGes bioquimicas, possibilitando maior
periodo de conservacdo do sangue (AUTHEMENT ET al., 1986).

O K" é um ion presente principalmente no fluido intracelular, sendo que apenas 2%
dele encontra-se no meio extracelular, ja o s6dio (Na") apresenta maiores concentracdes no
fluido extracelular. O equilibrio entre esses ions é mantido, principalmente, pela bomba

Na'/K* da membrana plasmaética, e ¢ diretamente influenciado por baixos valores de pH
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(BUSH, 2004) e temperatura (BENNET-GUERRERO et al., 2007). O contetido de potéssio
K'dos eritrocitos varia entre as espécies de mamiferos e a hemolise pode resultar em
hipercalemia nas espécies com altas concentracfes desse ion em seus eritrocitos. Geralmente
os eritrécitos normais de cées e gatos adultos contém concentracfes de potassio semelhantes
as do plasma e a hemdlise ndo ocasiona hipercalemia (PRICE et al., 1988). Durante o
armazenamento do sangue, 0s niveis de ATP eritrocitario regridem e, em associa¢do com o
pH baixo, as células sofrem hemdlise, resultando em extravasamento de potéssio do eritrécito
para 0 meio extracelular. Esse aumento nos niveis de potassio pode contribuir para o
desenvolvimento de hipercalemia em pacientes que recebem grandes volumes transfusionais,
ou em pacientes com insuficiéncia renal, agravar uma hipercalemia preexistente
(HOHENHAUS, 2007).

Estudos realizados com unidades de eritrocitos humanos demonstram que a
homogeneizagdo intermitente pode minimizar as lesdes de conservacao e ter efeitos benéficos
na manutencdo e recuperagdo do 2,3-DPG eritrocitario in vivo. Também foi evidenciado que,
quando a bolsa é homogeneizada gentilmente uma vez ao dia, ha melhora significativa na
morfologia dos eritrdcitos, hemolise e ATP (HOGMAN, MERYMAN, 1999).

Lesdes fisicas nos eritrocitos decorrem principalmente de temperaturas inadequadas,
tais como congelamento ou agquecimento do sangue e resultam em hemolise. No paciente,
quando esse sangue € transfundido, ha manifestacdo de hemoglobindria ou hemoglobinemia,

sem demais evidéncias de reacdo hemolitica aguda (HOHENHAUS, 2007).

2.3 Peroxidacao lipidica

O oxigénio (O2), que é necessario para diversas funcbes consideradas vitais, quando
sofre reducdo gera subprodutos altamente reativos, 0s quais podem ocasionar dano a
proteinas, lipidios e DNA. A reatividade desses subprodutos deve-se ao desemparelhamento
de elétrons na sua Ultima camada eletrbnica, 0 que permite que reajam com diversos
compostos e estruturas celulares (Figura 1). Estes subprodutos sdo denominados espécies
reativas de oxigénio, conhecidos pela sigla ERO (FERREIRA, MATSUBARA, 1997).
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Figura 1- Esquema representativo da
geracdo de radicais livres (WOLKMER,
2009).

Na respiracdo, a maior parte do O, consumido é reduzido & &gua na mitocondria,
durante a passagem pela cadeia respiratéria, possibilitando a sintese do ATP pela fosforilacéo
oxidativa. No entanto, quase 5% do oxigénio sofre reducdo incompleta, produzindo o radical
superdxido (O;7). A partir dele, uma série de reagdes ocorrem, gerando compostos como
peréxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxila (OH’), o mais reativo e danoso dos
radicais formados (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).

As defesas antioxidantes existem para proteger o organismo contra a acao dos radicais
livres. Antioxidantes intracelulares incluem as enzimas superéxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT), bem como a ferritina (SIES, 1997). Entre as
extracelulares encontram-se as transferrinas, as ceruloplasminas, as hemopexinas, as
haptoglobinas e as albuminas. O alfa-tocoferol (vitamina E) e o0 acido ascorbico (vitamina C)
estdo localizados tanto intra como extracelular, constituindo-se em agentes antioxidantes
importantes para o organismo (KIM et al., 1996).

As ERO sdo geradas em diversos sistemas bioldgicos, sendo os acidos graxos insaturados
encontrados na dupla camada de lipideos das membranas celulares considerados uma fonte
importante desses elétrons. Todos os componentes celulares sdo susceptiveis a acdo dos ERO,
porém a membrana celular € um dos mais atingidos (FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

Quando ocorre um desequilibrio metabdlico, as ERO atacam o0s &cidos graxos
insaturados das membranas celulares num processo chamado de peroxidacdo lipidica. Essa
peroxidacdo faz com que a membrana perca suas caracteristicas arquitetdnicas, tornando-se
mais firme e menos flexivel. Como consequéncia da mudanca estrutural, ha alteracdo também
na sua permeabilidade, favorecendo o fluxo indiscriminado de metabdlitos e detritos
celulares. Este desequilibrio hidroeletrolitico leva a ruptura e lise com necrose (JOSEPHY,
1997; TIMBRELL, 2000).
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Os eritrocitos sdo notadamente susceptiveis ao dano oxidativo devido a elevada
concentracdo de &cidos graxos polissaturados em sua membrana, as altas concentracfes de
oxigénio e hemoglobina e a presenca de ferro, o qual é considerado um potente agente
oxidante (AGUIRRE et al., 1998, SATO et al., 1998).

A susceptibilidade da hemoglobina oxigenada em se auto-oxidar esta relacionada a
capacidade de um elétron do ferro ligado ao grupo heme tornar-se desemparelhado. A
molécula da hemoglobina, em especial a regido ndo polar que contém o grupo heme, necessita
que o ferro esteja no estado ferroso (Fe®*) para que 0 mesmo exerca o transporte reversivel do
oxigénio. Qualquer modificacdo neste complexo quimico que protege o grupo heme pode
permitir 0 acesso de pequenos ions ou moléculas de agua, com deslocamento de elétrons do
grupo heme e, consequentemente, dar origem a formacdo de radicais superoxido (O;),
desencadeando o processo de oxidacdo da hemoglobina (NAOUM, 1996; HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007).

Gatos possuem dois tipos de hemoglobina no sangue, chamadas HbA e HbB. As
hemoglobinas felinas contém pelo menos oito grupos sulfidrila oxidaveis, enquanto as
espécies canina e humana apresentam quatro e dois grupamentos, respectivamente. Essa
grande quantidade de grupamentos sulfidrila torna a hemoglobina felina mais sensivel ao
dano oxidativo quando comparada as outras espécies (HARVEY, 1997).

A lesdo oxidativa na membrana do eritrocito é confirmada pelo aumento na formacéo
de malondialdeido (MDA), um aldeido de cadeia curta, e sua concentracdo tem sido utilizada
para estimar a intensidade da peroxidacdo lipidica medida pelo teste reacdo com o &cido
tiobarbiturico - TBARS (YOSHIOKA et al., 1979).

Em bolsas de sangue humano tem-se evidenciado que a hemolise progressiva é
acompanhada por um aumento na concentracdo de MDA nas hemécias (CHIU et al., 1989,
JAIN, 1988; KNIGHT et al., 1992). O MDA demonstra injuria oxidativa na membrana
celular, ¢ o método mais utilizado para avaliar a peroxidacdo lipidica e, portanto, pode ser
utilizado para determinar a extensdo do dano oxidativo de membranas celulares
(ESTERBAUER, 1993).

Considera-se ainda que a peroxidacdo lipidica seja a principal causa do
envelhecimento dos eritrdcitos sanguineos em bolsas para transfusdo (JAIN, 1988; CHIU et
al., 1989, KNIGHT et al., 1992; JOZWIK et al., 1997), sendo 0s processos peroxidativos
facilitados por um alto contetdo de substratos de lipidios insaturados, condicdes aerdbicas e

presenca de ions metélicos nessas bolsas (MAY et al., 1998).
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3 - MATERIAL E METODOS

Este estudo foi submetido & aprovacdo pela Comissdo de Etica e de Bem Estar
Animal da Universidade do Federal de Santa Maria, processo n® 23081.019429/2010-01.

Para realizacdo deste experimento, obteve-se auxilio financeiro do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), projeto 300885/2008-3.

3.1 - ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados 12 gatos adultos, sem raca definida, de ambos os sexos, pesando
3,5+0,6 kg, provenientes de doacdes, comprovadamente higidos. Essa comprovacao se deu
através de exame clinico, fisico e laboratorial (avaliacdo bioquimica sérica e hemograma
completo). Os animais foram alocados em um gatil, em boxes individuais com
enriquecimento ambiental, onde passaram por um periodo minimo de adaptacdo humana e
ambiental de 15 dias, receberam agua e racdo comercial de boa qualidade ad libitum, e

tiveram acesso diario a um solario.

3.2 - GRUPOS EXPERIMENTAIS

A distribuicdo dos animais em dois grupos experimentais, denominados G1 e G2,
ambos contendo seis animais, deu-se aleatoriamente. Para a conservacao do sangue do G1 foi
utilizado CPDA-1 como anticoagulante, na proporcdo 1:9 mL de sangue. Para o G2, utilizou-
se a mesma proporcdo, porém de CPD, e acrescentou-se previamente o aditivo SAG-M (0,4:1
mL de sangue). O CPDA-1 e CPD/SAG-M foram retirados de bolsas para estocagem de
sangue (Bolsa Simples CPDA-1, Bolsa Tripa SAGM — Fresenius Kabi®- Sdo Paulo —SP- BR).

3.3 —-PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Previamente ao inicio do experimento, os animais foram submetidos a e sélido de oito
horas, realizou-se ampla tricotomia na regido ventral do pescoco e membros toracicos para
acessar a veia cefalica.

Para sedacdo, foram aplicados, por via intramuscular, 8 mg/kg de cetamina e 0,4

mg/kg de midazolam. Em seguida, os gatos foram encaminhados ao bloco cirdrgico, onde se
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procedeu a cateterizacdo de uma das veias cefalicas com auxilio de cateter 22 G para
fluidoterapia de manutencdo (Ringer lactato de sddio, 10 mL/kg/h).

Cada animal foi posicionado em decubito lateral esquerdo, submetido a antissepsia
ampla com clorexidina 0,5% em solucéo alcodlica e venopuncéo da jugular no sentido cranio-
caudal e de maneira asséptica. Para tal, utilizou-se Scalp 19G, previamente lavado com
CPDA-1 ou CPD/SAG-M, devidamente conectado a uma torneira de trés vias. Na mesma
torneira, em uma das extremidades Luer lock fémea, foi inserido o equipo de uma bolsa
plastica para transferéncia para hemoderivados e com capacidade para 150 mL e, na outra,
uma seringa de 20 mL contendo anticoagulante (Figura 2).

Figura 2 - Sistema adaptado para coleta e

armazenamento de sangue de felinos utilizando
torneira de trés vias acoplada a bolsa plastica para
transferéncia de hemoderivados, seringa de 20 ml

contendo anticoagulante e Scalp 19G.

Para a coleta, foi feito o garroteamento da jugular, seguido da venopuncdo. O sangue
foi lentamente aspirado a fim de evitar o colabamento da veia, e, a0 mesmo tempo,
homegeneizou-se 0 esse sangue ao anticoagulante, com movimentos circulares. Apds o
preenchimento da seringa, a comunicacdo desta com Scalp foi ocluida e a comunicacdo com a
bolsa aberta. O sangue foi direcionado pra dentro da bolsa e seringa vazia foi imediatamente
substituida por outra contendo anticoagulante. Nesse momento, passou-se a movimentar a
bolsa até o final do processo. Retirou-se em média 45 + 5,0 mL de sangue por animal e o

tempo estimado para essa coleta foi de 15 a 20 minutos. Ao final procedimento, soltou-se o
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garrote, retirou-se o Scalp e foi feita compressdo manual, no local, com auxilio de uma gaze
estéril por cinco minutos.

Os felinos permaneceram sob observacdo até completa recuperacdo da sedacdo e
manteve-se a fluidoterapia até que os animais tivessem recebido um volume de fluido igual a
trés vezes o volume de sangue retirado (LOPES, 2007).

Imediatamente ap6s o término da coleta, as bolsas foram acondicionadas em
geladeira, com temperatura controlada através de termdmetro de méaxima e minima, variando
entre 2-6°C (Figura 3). A retirada das aliquotas para avaliacdo ocorreu no bloco cirurgico, de
maneira asséptica e apés homogeneizacao, nos tempos 0 (TO — imediatamente apos a coleta),
7 (T7), 14 (T14), 21 (T21) e 28 (T28) dias apos a coleta. Independentemente das coletas de

sangue, fez-se diariamente a homogeneizagéo de todas as bolsas individualmente.

Figura 3 — Acondicionamento do sangue de gatos,
armazenado em bolsas plasticas, em geladeira com
temperatura controlada por termémetro de maxima

e minima.

3.4. — MENSURACAO DOS PERAMETROS

Realizou-se, para todas as amostras coletadas a andlise da peroxidacdo lipidica,
susceptibilidade dos eritrocitos ao peroxido de hidrogénio in vitro, avaliacdo hematologica e
bioguimica. Para tal foi retirado um total de 6,5ml de sangue de cada bolsa, nos tempos pré-

determinados.
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3.4.1 - Peroxidacdo lipidica

A partir de 5 mL de sangue coletados da bolsa para transfuséo, obteve-se o plasma
ap6s 10 minutos de centrifugacdo em temperatura ambiente. A peroxidacdo lipidica foi
determinada pelos niveis de TBARS, de acordo com o método descrito por JENTZSCH et al.
(1996). Para isso, 0,5 mL do plasma separado foram adicionados a um tubo contendo uma
mistura de reacdo com &cido ortofosforico e &cido tiobarbitirico. A mistura foi entdo
incubada a 95°C por 45 minutos em banho-maria. Na sequéncia, os tubos foram resfriados em
agua, para interromper a reacdo. Em seguida, fez-se a leitura em 535 nandmetros e esta foi

expressa em nanomoles de malondialdeido (MDA) por litro.

3.4.2 — Peroxidac&o de eritrocitos in vitro

Foi medida de acordo com o meétodo descrito por IGBOKWE et al. (1994). Os
eritrocitos lavados foram incubados em solugcdo salina fisiolégica contendo peroxido de
hidrogénio a 1,5% (1:1) e, posteriormente, os subprodutos da peroxidacdo lipidica foram

medidos espectrofotometricamente como TBARS e, expressos em unidades de absorbancia.

3.4.3 - Avaliacdo hematoldgica

Utilizou-se 0,5 mL de sangue armazenados em microtubos tipo Eppendorf nos tempos
pré-determinados. Foi realizada contagem de eritrocitos, e concentracdo de hemoglobina (Hb)
com contador celular eletrénico (Vet Auto Hematology Analyzer, modelo BC 2800). O
hematocrito (Ht) foi determinado pelo método de centrifugacdo, utilizando microcentrifuga
(Sigma) a 1.710 g durante cinco minutos e, a analise das proteinas plasmaticas totais (PPT)

deu-se por refratometria.

3.4.4 - Avaliacdo bioquimica

A parte restante do plasma, ndo utilizada para peroxidacdo lipidica, foi entdo
empregada para as provas bioquimicas. Aquantificacdo de hemoglobina extracelular deu-se
através de kits comercias (Labtest® Diagnostica S.A., Lagoa Santa/MG, Brasil). Potassio

(K"), glicose e lactato foram avaliados através do método de quimica seca de forma
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quantitativa. Para tal, utilizou-se autoanalisador de multicanais Vitros® 950 (Johnson &
Johnson — Wayne, PA — USA).

3.5 -~ ANALISE ESTATISTICA

Por apresentarem distribuicdo normal, comprovada pelo teste de Kolmogorov
Smirnov, os dados foram submetidos ao teste T de Student para amostras independentes, para
comparacdo entre grupos. Ja a avaliacdo das variaveis no decorrer do tempo foi efetivada
através de analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey. O teste de correlagdo de
Pearson foi aplicado para verificar relacdo linear, para algumas das variaveis avaliadas. Os
dados foram considerados significativamente diferentes com uma probabilidade (P) menor
que 5%. O programa SPSS® (Statistical Package for the Social Sciences - IBM® Chicago, IL

USA), versdo 15.0 foi utilizado para a realizacdo de todos o0s testes estatisticos.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Optou-se pelo uso de CPDA-1 e CPD/SAG-M por ter como objetivo a conservagao do
sangue felino, tendo em vista que podem ser utilizadas para estocagem de sangue ou
eritrécitos por longos periodos. Bolsas contendo CPD-SAG/M sdo comercializadas na forma
tripla, e utilizadas para separagdo de hemoderivados. Neste estudo ndo foi efetuada a
separacao apenas em decorréncia do pequeno volume de sangue coletado, mas principalmente
pela auséncia de equipamento adequado para fazé-la.

O protocolo adotado no presente estudo para o uso de CPD/SAG-M na conservagéo de
sangue total foi 0 mesmo descrito por Costa Junior et al. (2008) para sangue total canino,.
Conforme o que foi descrito por esses autores, neste estudo também se realizou a
homogeneizacdo do CPD a solugéo aditiva SAG-M antes de se realizar a coleta do sangue.

Quanto a analise hematoldgica (Hb, Ht, contagem de eritrécitos e PPT), quando
considerados os tempos dentro do mesmo grupo, ndo houve diferenca significativa (Tabela 1
dos apéndices) para os perametros avaliados. Sendo esses resultados semelhantes aos descrito
por Costa Janior et al. (2008) , o qual ndo evidenciou diferenca entre os valores da contagem
de eritrécitos no sangue total canino armazenado por 42 dias em bolsas contendo CPDA-1 e
CPD/SAG-M. Ja na comparagdo entre G1 e G2 para esses mesmos parametros, houve
significancia (Tabela 1 dos apéndices), sendo os valores obtidos no G2 inferiores aos obtido
no G1. Acredita-se que esses valores inferiores devam-se a diluicdo dos componentes
sanguineos na solucdo aditiva, pois no total, para os 50 mL de sangue coletados, foram
acrescidos em média 5,5 mL de CPD e 20 mL de SAG-M.

Na avaliacdo da concentracdo de hemoglobina extracelular foi observada diferenca
significativa (Tabela 2 dos Apéndices) tanto para as médias obtidas na comparacao entre 0s
grupos, quanto para a variacao individual de cada grupo no decorrer do tempo. No G1 notou-
se um aumento gradual nas médias com o passar dos dias. Ja no G2, os niveis de hemoglobina
extracelular mantiveram-se iguais até o 14° dia de armazenamento. A partir dai foi percebida
uma elevagdo nesses niveis, porém também ndo houve diferenca quando comparados o 21°
dia e 28° dias de armazenamento no G2. O aumento nos niveis de hemoglobina extracelular
pode demonstra hemdlise espontdnea na amostra ou, de acordo com Secchi (2010), estar
relacionado a liberacdo da hemoglobina contida em microvesiculas, as quais sdo consideradas
resultado de injurias fisicas a membrana celular eritrocitaria, decorrente da diminui¢do na
producéo de ATP.
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As menores concentragdes de hemoglobina extracelular no G2 podem ser atribuidas ao
efeito protetor do manitol sobre os eritrocitos. Esse mecanismo ainda ndo estd bem
esclarecido, porém sabe-se que o manitol funciona como um eliminador de ERO e
estabilizador de membranas. Além disso, é descrito na literatura que sua adicdo as solucées
aditivas é capaz de reduzir a taxa de hemodlise e aumentar o tempo de conservacdo dos
eritrocitos (HOGMAN et al., 1991; SECCHI 2010). Considera-se a mensuragdo da
hemoglobina extracelular um marcador simples, porém fundamental na avaliacdo da
qualidade da preservacdo dos eritrécitos (HEATON et al., 1981; GREENWAL et al., 1990;
ALMAC, INCE, 2007).

Os niveis de K* no sangue felino mostraram diferenca significativa (Tabela 2 dos
Apéndices) na comparacdo entre 0s grupos desde a primeira coleta, sendo que os valores
obtidos no G1 foram sempre superiores aos do G2, porem as médias se mantiveram dentro
dos valores de referéncia para a espécie (3,5 a 5,1 mmol/L) no G1 e inferiores a eles no G2.
Para Bennett-Guerrero et al. (2007), as concentracdes de K™ sanguineo podem apresentar
alteracdes logo nas primeiras horas de estocagem e por ser um ion intracelular, seu aumento
pode indicar uma falha na membrana celular, ou ainda hemolise. Costa Junior et al. (2008),
atribuiram a inferioridade nos valores iniciais de potassio obtidos em seu estudo, a diluicdo
ocasionada pela solucdo aditiva e, acredita-se que isso também tenha ocorrido nesse caso.

Na comparacdo entre os tempos foi percebido um acréscimo significativo (Tabela 2
dos Apéndices) em ambos os grupos. O K" é considerado um importante marcador da
integridade da membrana plasmatica, sendo seus niveis intracelulares mantidos pela bomba
Na'/K*. Com a diminuicdo nos niveis de ATP decorrente da conservagio do sangue, a bomba
Na'/K" tem sua atividade reduzida, ocasionando aumento do K" extracelular (TOMCZAC et
al., 2010). Para Secchi (2010) essa alteracdo de conservagdo deve ser analisada considerando-
se as diferentes concentracGes desse ion intra-eritrocito nas diferentes espécies, sendo que na
espécie felina ha um baixo conteldo de potéssio dentro dos eritrocitos. Considera-se ainda
que as variagbes nos niveis de K'estejam relacionadas as baixas temperaturas de
armazenamento do sangue (em média quatro graus Célsius), ocorrendo inativacdo da bomba
Na’/K* e resultando em perda de potassio K* para o meio extracelular (HOGMAN,
MERYMAN, 1999). Tendo em vista que a diminuicdo nos niveis de ATP favorece a liberacéo
de hemoglobina para o meio extracelular (SECCHI 2010), e também da saida de K* para este
meio (TOMCZAC et al., 2010), a correlacdo entre esse dois fatores, no presente estudo, pode
ser ilustrada através da Figura 4, onde a significativa correlacdo positiva (R= 0,78) demonstra

que o aumento na concentracdo de hemoglobina extracelular foi diretamente proporcional a
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liberagdo de K* para o meio extracelular.
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Figura 4 Representacdo grafica da correlacdo linear entre
hemoglobina extracelular e ion K*. Observa-se uma correlagio
positiva, sendo que a medida que aumentam os niveis de K,
elevam-se  também os niveis de hemoglobina no meio

extracelular.

Leonart (2010) cita que, dentre as principais analises realizadas para controle de
qualidade de bolsas eritrocitarias, estdo a determinacdo do grau de hemolise, as concentracdes
de glicose e fons K" extracelulares.

A avaliacdo da glicose plasmatica demonstrou que, quando comparadas as se
comparou as médias dos grupos G1 e G2 obteve-se significancia (Tabela 2 dos apéndices)
para todos os tempos. Essa diferenca pode ser explicada pela maior concentracdo de glicose
contida em CPD/SAG-M, observada desde a primeira avaliacdo. Quando os tratamentos
(CPDA-1 e CPD/SAG-M) foram avaliados independentemente, considerando-se a variacao
do tempo, ndo houve diferenca significativa (Tabela 2 dos Apéndices) para o G1 quanto a
analise estatistica, mas mesmo assim houve uma sutil reducdo nos niveis de glicose até o 21°
dia. Avaliando-se G2 isoladamente, percebeu-se um pequeno decréscimo nos valores da
glicose a partir do 7° dia, indicando que houve ativacdo do metabolismo anaerdébico.

Quanto aos niveis de lactato, comparando-se 0s grupos, houve diferenca significativa
entre as médias (Tabela 2 dos Apéndices) para todos os tempos avaliados com uma formacéo
de 4cido latico consideravelmente maior no G1. Também houve significancia (Tabela 2 dos
Apéndices) quando os grupos foram considerados individualmente. No G1, observou-se um

aumento gradual nos niveis de lactato com o decorrer do tempo e, no G2, até o 14° dia de
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estocagem foi observado aumento na producdo de lactato, sendo que dos 14 aos 28 dias essa
producdo pareceu nao diferir. A analise dos niveis de lactato, neste estudo, foi de maior
utilidade no entendimento das alteracdes celulares ocorridas que a glicose. Sendo o lactato um
produto da degradacdo da glicose, seu aumento esta diretamente relacionado a um aumento no
consumo da glicose do meio, que ocorre para a formacdo de ATP (TOMCZAK et al., 2010).
Com base nos resultados obtidos nesse estudo, a menor formacéo de lactato nas bolsas do G2
pode ser utilizada para ilustrar uma melhor conservacdo do sangue, pois, de acordo com
Hogman et al. (2002), um menor consumo da glicose celular resulta em melhores niveis de
ATP, o qual é necessario para que ocorra a manutengdo da forma e flexibilidade dos
eritrécitos, e manutengdo do balanco eletrolitico, além de possuir uma agdo importante na
producdo de energia. Com melhores niveis de ATP, também se espera uma menor taxa de
hemolise, tanto durante a conservagdo, quanto apds a administracdo do sangue no paciente
(KURUP et al., 2003). Isso pode ser ilustrado através da correlagdo positiva entre niveis de
lactato com a concentracdo de hemoglobina extracelular, a qual se mostrou altamente
significativa (Figura 5; R=0,85), corroborando com os dados de literatura.

Considerando o metabolismo celular, é sabido que aumento no lactato indica um
aumento no metabolismo anaerobico, o que acarreta em reducdo do NADPH (nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato reduzida). O NADPH produzido na via das pentoses € o
principal agente redutor intracelular, ¢ o principal fornecedor de atomos de hidrogénio
(elétrons) no citoplasma e o seu papel fundamental € manter a glutationa em seu estado
reduzido (GSH) o que protege os radicais sulfidrila (-SH) e a integridade celular do excesso
de ERO. Contudo diversos trabalhos com estocagem de sangue humano, principalmente em
meio CPDA-1, tém demonstrado que a oxidacdo do GSH forma glutationa oxidada (GSSG),
que pode exaurir os niveis de NADPH e NADH, principais carreadores de elétrons na célula
(HOGMAN et al., 1991; JOZWIK et al., 1997; TOMEZACK et al., 2010). Com isso a falta do
agente redutor NADPH inibe a acdo da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) acarretando
em dano oxidativo aos componentes da membrana plasmatica de eritrocitos, levando a
destruicdo das células. Neste trabalho, a peroxidacao lipidica das amostras foi determinada
pela quantificacdo de MDA, um dos principais produtos finais da peroxidacdo dos acidos
graxos, medido através (TBARS) (YOSHIOKA et al., 1979).

As médias de G1 e G2 quanto aos niveis plasmaticos de TBARS, obtidos a partir da
concentracdo de MDA, indicam uma diferenca significativa (Tabela 3 dos Apéndices) entre
Gl e G2 quanto a peroxidagdo lipidica do plasma no periodo de tempo estudado. Foram

também observadas diferencas significativas (Tabela 3 dos Apéndices) quando se analisou 0
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tempo em cada grupo individualmente, e apesar dos niveis mais elevados no G1, para ambos
0s grupos, a peroxidacdo lipidica acentuou-se a partir do 21° dia. Acredita-se que essa
diferenca entre G1 e G2 se deva a composi¢do do meio mais energético e a capacidade do
manitol em eliminar radicais livies (HOGMAN et al., 1991) tornando essa solugdo mais
estavel e adequada para conservacdo do sangue. Porém, o notavel aumento do TBARS em
ambos os grupos, a partir do 21° dia, pode ser explicado pelos achados de Jozwik et al.
(1997), os quais evidenciaram que, com o passar do tempo, os ERO continuam a ser
produzidos, porém, o potencial antioxidante do plasma vai se esgotando. Com isso, percebe-

se 0 aumento na peroxidacdo lipidica e também na hemolise.

Hemoglobina extracelular (g/dL)

Lactato (mmo/L)

Figura 5 — Representacdo grafica da correlacdo linear entre
hemoglobina extracelular e lactato. Observa-se uma correlacdo
fortemente positiva, sendo que a medida que aumentam o0s niveis
de lactato, elevam-se os niveis de hemoglobina no meio
extracelular.

A correlacdo positiva (R=0,7; Figura 6.) entre TBARS e 0s niveis de hemoglobina
extracelular demonstram que, quanto maior peroxidacdo lipidica, maior a taxa de hemdlise
sofrida pelos eritrocitos susceptibilidade dos eritrocitos ao peroxido de hidrogénio in vitro.
Esses dados corroboram com a literatuera, pois segundo Aguirre et al. (1998), os eritrocitos
sdo especialmente susceptiveis ao dano oxidativo devido a alta concentracdo de acidos graxos
polissaturados em sua membrana e a alta concentracdo de oxigénio e hemoglobina, cujo poder
do oxigénio é conhecido na geracdo de ERO. Para Janero (1990) e Harvey (1997) esses

processos oxidativos afetam a molécula de hemoglobina oxigenada (oxi-Hb), propiciando a
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formacdo de corpusculos de Heinz. Além disso, 0 aumento da peroxidacédo lipidica em bolsas
sangue felino estocado com CPDA-1 pode estar relacionado com alteragdes na integridade da

membrana dos eritrocitos, e consequente maior taxa de hemolise.

160 -

120 - L

TBARS (unidade)
o]
=

Hemoglobina extracelular (g/dL)

Figura 6 - Representacdo grafica da correlacdo linear entre
TBARS e hemoglobina extrcelular. Nota-se que a medida
aumenta a peroxidacdo lipidica medida através de TBARS ha um

aumento também nos niveis de hemogrlobina extracelular.

Buscando-se comprovar uma maior fragilidade das membranas eritrocitarias em
consequéncia do aumento da peroxidacdo lipidica no periodo avaliado, os eritrocitos de
ambos os grupos foram desafiados in vitro com perdxido de hidrogénio, o qual é um potente
agente oxidante, apés, foram medidos espectrofotometricamente como TBARS e, expressos
em unidades de absorbancia (DUTHIE et al., 1989). Neste teste, 0 comportamento de ambos
os grupos até o 14° dia foi semelhante e ndo houve diferenca estatistica significativa entre
eles, porém, a partir do 21°% a susceptibilidade dos eritrocitos do G1 aumentou, e sua
progressao também foi observada aos 28 dias. Quando avaliados os tempos dentro do mesmo
grupo, notou-se que as diferencas foram significativas (Tabela 3 dos Apéndices), e que no G2
houve uma menor variacdo nas unidades de absorbancia, o que provavelmente se deva ao
poder antioxidante do manitol citado por Hogman et al. (1991) e Beutler e Kuhl (1988)
presente em CPD/SAG-M. Nesse grupo, notou-se que a peroxidacdo lipidica das membranas

eritrocitarias por agcdo das ERO foi mais branda que no G1, e ,dessa meneira, 0 menor dano
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sofrido pela membrana eritrocitaria tornou os eritrocitos menos susceptiveis a acdo do
peroxido de hidrogénio quando desafiados in vitro. Ja no G1, houve uma limitada capacidade
em proteger a membrana eritrocitaria da peroxidacdo lipidica, sendo essa membrana o alvo
principal das reaces envolvendo ERO, tornando os eritrécitos mais vulneraveis (MAY et al.,
1998).

A correlacéo positiva que ocorre entre a susceptibilidade a peroxidacéo de eritrocitos
e TBARS (R=0,701; Figura 7) ilustra que proporcionalmente ao aumento da peroxidacao
lipidica, os eritrdcitos tornam-se mais frageis e rompem-se mais facilmente. Isto é consistente
com a resposta hemolitica, que esta associada com o estresse oxidativo intracelular (COHEN
e HOCHSTEIN, 1964). Como os as médias obtidas para TBARS e susceptibilidade a
peroxidacdo de eritrécitos foram significativamente superiores no G1 e ap6s 14 dias de
estocagem também se elevaram no G2, acredita-se que o meio contendo CPD/SAG-M (G2)

seja mais estavel e adequado para conservacdo dos eritrécitos felinos em bolsas de sangue.

160 -

120 4 '

TBARS (nmol MDA/L)
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= =

0 0.25 0.5 0.75 1

Susceptibilidade (und. abs.)

Figura 7 — Representacdo grafica da Correlacdo linear entre
TBARS e Susceptibilidade ao peréxido de hidrogénio. Nota-se
gue a medida que ha uma tendéncia a aumentar a suscetibilidade
dos eritrécitos ao peréxido de hidrogénio a medida que aumenta

a peroxidacéo lipidica (TBARS).

Apesar dos melhores resultados obtidos com o armazenamento do sangue total felino
em bolsas contendo como solu¢do conservante CPD/SAG-M, para quase todos 0s parametros
avaliados observou-se consideravel diluicdo das amostras. Questiona-se entdo, se a diluicdo

pode ter influenciado esses resultados, ou se 0 manitol realmente foi o fator responsavel por
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um menor dano aos eritrocitos do G2. Logo, sugere-se que em estudos futuros seja realizada a
avaliacdo concomitantemente da acdo diluidora da solugdo CPDA-1 em solucdo salina,
seguindo as mesmas proporcoes utilizadas em CPD/SAG-M, em frente as lesbes de
conservagdo do sangue estocado.

Sugere-se ainda, que aos se estabelecer a solu¢do mais adequada para a conservagao
do sangue de felinos in vitro, estudos in vivo, que avaliem o efeito do sangue conservado ap6s

a transfusdo também sejam realizados.
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5 - CONCLUSOES

Os niveis de potassio, lactato e hemoglobina extracelular mostraram-se indicadores
eficientes da viabilidade sanguinea para a espécie felina, e podem vir a ser estabelecidos como
parametro de avaliagdo para sangue de felino sob conservacdo. No presente estudo,
consideraram-se essas avaliagdes como indicativos de um decréscimo na atividade metabdlica
celular, com perda na qualidade do sangue. Desta maneira, CPDA-1 mostra-se menos
eficiente na conservacdo de sangue felino a partir de 14 dias de conservacao, em comparagao
com CPD/SAG-M.

O uso do TBARS seguido do teste de susceptibilidade dos eritrocitos ao peroxido de
hidrogénio é valido para comprovar a que a peroxidacao lipidica esta associada a diminuicéo
da viabilidade sanguinea, também para a espécie felina. Através desse testes pode-se
comprovar que CPD/SAG-M é mais eficiente que CPDA-1, na manutencdo da viabilidade do

sangue felino, em um periodo de estocagem de 28 dias.
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Tabela 1 - Pardmetros hematoldgicos: Médias (X) obtidas em cada tempo para os
grupos 1 (CPDA-1) e 2 (CPD/SAG-M), com respectivo desvio padréo (S).

Parametros Tempo (dias) Grupo 1 Grupo 2
X S X S
PPT 0 740" (+0,282) 5,575 (+0,637)
(g/dL) 7 7,33%  (+0,273) 5,108 (+0,328)
14 7,36"  (+0,320) 5,365 (+0,367)
21 7,23%  (+0,234) 5,048 (+0,089)
28 7,36%  (+0,409) 5,048 (+0,089)
Hematécrito 0 29,42 (+1,342) 18,255  (+0,500)
(%) 7 25,83"  (+2,639) 17,008 (+1,414)
14 25,83"  (+3,060) 16,8352 (+1,940)
21 26,00 (+3,521) 16,83%  (+1,940)
28 25,83%  (£3,371) 16,67  (+2,160)
Hemoglobina 0 8,12% (#1,37) 3,615 (+0,234)
(g/dL) 7 7,84% (+1,87) 5,908 (+0,585)
14 5,92/ (20,86) 6,025 (£0,757)
21 7,82% (+2,01) 23,50%  (+0,633)
28 7,717 (x0,31) 33,33%"  (£0,523)
Hemacias 0 6,02  (x0,780) 4,391%  (20,426)
(x10%) 7 546™  (+1,033) 3,875%  (#0,371)
14 5,05  (+0,227) 3,450%  (+0,611)
21 487"  (+0,848) 3,485  (+0,466)
28 53%  (+0,0318) 3,530%  (+0,523)

Letras diferentes correspondem a diferenca significativa (P<0,05); Letras mailsculas
correspondem ao teste T de Student; Letras minUsculas correspondem ao teste de
Tukey.



Tabela 2 - Pardmetros Bioquimicos: Médias (X) obtidas em cada tempo para 0s
grupos 1 (CPDA-1) e 2 (CPD/SAG-M), com respectivo desvio padréo (S).

Parametros Tempo (dias) Grupo 1 Grupo 2

X S X S
Glicose 0 452,67 (+44,482) 574,33%"  (+18,683)
(mg/dL) 7 447,83%  (+36,124) 594,675  (+7,528)
14 410,67  (+53,133) 585,175  (+10,526)
21 407,17%  (+40,789) 580,835  (+9,042)
28 419,5%  (£50,655) 563,83%  (+10,265)
Lactato 0 2,10 (+0,844) 0,88% (+0,147)
(mmol/L) 7 545%  (+1,313) 2,30% (+0,268)
14 6,52  (+0,606) 3,18 (+0,445)
21 837"  (+1,616) 3,085 (+0,608)
28 10,32%  (+2,447) 3,505 (+0,740)
Potéssio 0 3,03%  (+0,320) 2,028 (+0,147)
(mmol/L) 7 3,98%  (+0,331) 2,565 (+0,155)
14 417" (0,344) 2,70%*  (+0,000)
21 428"  (+0,349) 2,785 (+0,160)
28 445"  (+0,394) 2,765 (+0,155)
Hb extracelular 0 0,15  (+0,022) 0,14" (+0,042)
(g/dL) 7 0,28"  (+0,076) 0,15%  (£0,049)
14 0,39"°  (+0,103) 0,195  (+0,044)
21 0,48%¢  (+0,105) 0,24% (+0,053)
28 057"  (+0,142) 0,265 (+0,052)

Letras diferentes correspondem a diferenca significativa (P<0,05); Letras maidsculas
correspondem ao teste T de Student; Letras minUsculas correspondem ao teste de
Tukey.



Tabela 3 - Pardmetros Bioquimicos: Médias (X) obtidas em cada tempo para os
grupos 1 (CPDA-1) e 2 (CPD/SAG-M), com respectivo desvio padréo (S).

Parametros Tempo (dias) Grupo 1 Grupo 2
X S X S .
Susceptibilidade 0 0,09  (+0,007) 0,07 (+0,027)
(Unidade de absorbancia) 7 0,217 (£0,041) 0,25 (£0,093)
14 033" (+0,047) 0,38"°  (+0,063)
21 0,63  (+0,163) 0,435 (+0,122)
28 0,69"°  (+0,160) 0,515 (+0,077)
TBARS 0 545%  (+1,415) 3,615 (+0,653)
(mmol MDA/L) 7 828"  (¥1,102) 5905  (+0,988)
14 17,45 (¥3,721) 6,025 (+1,303)
21 50,26""  (+23,248) 23,50%°  (+8,283)
28 80,07%"  (+31,741) 33,33%"  (+10,204)

Letras diferentes correspondem a diferenca significativa (P<0,05); Letras maidsculas
correspondem ao teste T de Student; Letras minUsculas correspondem ao teste de
Tukey.



