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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar e
comparar as alterag6es bioquimicas e hemogasométricas do
sangue total canino armazenado em bolsas CPDA-1 e CPD/
SAG-M. Foram utilizados 14 cdes machos, adultos e saudaveis,
distribuidos em dois grupos com sete animais cada, dos quais
foi obtido sangue para o estudo. No primeiro grupo (G1), o
sangue foi armazenado em bolsas CPDA-1 e, no segundo
grupo (G2), o sangue foi armazenado em bolsas CPD/SAG-M.
As amostras foram analisadas para: potassio, sédio, glicose,
proteina plasmatica total, DPG, pH sanguineo, pO,, pCO, e
bicarbonato. Os momentos estabelecidos para as andlises
laboratoriais foram: DO: imediatamente apés a coleta do
sangue dos animais; D7: sete dias apds a coleta; D14: quatorze
dias ap6s a coleta; D21: vinte e um dias ap6s a coleta; D31:
trinta e um dias ap6s a coleta; D41: quarenta e um dias ap6s
coleta. A andlise dos resultados permitiu concluir que a bolsa
CPD/SAG-M apresentou melhor desempenho quando
comparada a CPDA-1 apés 41 dias de estocagem. O DPG,
mesmo com pH inferior a sete, continua sendo produzido por,
pelo menos, uma semana apés a estocagem do sangue na
bolsa.

Palavras-chave: sangue, CPDA-1, CPD/SAG-M, céo,
conservacao do sangue.

ABSTRACT

The present study was aimed at evaluating and
comparing the biochemical and haemogasometrics alterations
of the total blood of dogs stored in bags CPDA-1 and CPD/
SAG-M. 14 male’s dogs, adult and healthful dogs, were divided
in two groups, which one blood was removed for the study. The
blood of the first group (G1) was stored in bag CPDA-1 and
that of the second group (G2) in bag CPD/SAG-M. The samples
were analyzed for: potassium, sodium, glucose, total plasmatic
protein, DPG, pH, pO,, pCO,, and bicarbonate. The moments
for the laboratory analyses were established: DO: immediately

after the collection of blood; D7: seven days after the collection;
D14: fourteen days after the collection; D21: twenty and one
days after the collection; D31: thirty and one days after the
collection; D41: forty one days after collect. The evaluation of
the results allowed including that: the bag CPD/SAG-M
presented advantage when compared with the CPDA-1 after
41 days of stored. The DPG, even with pH lower then 7, continues
being produced for, at least, one week after the stocking of the
blood in the bag.

Key words: blood, CPDA-1, CPD/SAG-M, dog, blood
conservation.

INTRODUCAO

A transfusdo sangiiinea € considerada, hoje
em dia, uma forma de terapia emergencial, operando
como um transplante, tendo em vista que se trata de
um tecido transportado para outro individuo
(NUSBACHER, 1994; KRISTENSEN & FELDMAN,
1997; ROZANSKI & LAFORCADE, 2004). Comumente
a transfusdo sangiinea é indicada para o tratamento
de anemias severas, além da reposigdo dos fatores de
coagulacdo (CHARAMONTE, 2004; LUCAS et al.
2004). Segundo BROOKS (1992), a transfuséo
sangiinea é considerada um transplante tecidual
temporario.

Embora se conhecam as técnicas de
separa¢do dos componentes sangliineos, a terapia com
sangue total ainda é uma realidade em grande parte
dos centros veterinarios, sendo considerada como a
“viga-mestra” na terapia sangliinea nestes lugares
(KRISTENSEN & FELDMAN, 1997; LUCAS et al.,
2004).
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A estocagem sangliinea para transfusdo é
praticada em medicina humana desde que a primeira
solucdo preservativa, o citrato acido dextrose (ACD),
foi desenvolvida em 1943. Subseqiientemente, na area
médica, muitos trabalhos tém sido realizados na
tentativa de desenvolver meios para manter a
viabilidade e a capacidade funcional do sangue
estocado por longos periodos. A estocagem em
solugdes anti-coagulantes objetiva manter a viabilidade
e a funcdo de cada constituinte sangiiineo. Além disso,
busca prevenir alteracGes fisicas prejudiciais nos seus
componentes e evitar a proliferacdo bacteriana
(AUTHEMENT etal., 1986). A viabilidade do sangue
estocado esta na dependéncia da técnica da coleta, do
anti-coagulante, da temperatura de conservacédo, dos
parametros bioquimicos e, inclusive, da freqiiéncia de
homogeneizacéo durante o armazenamento (WILLER
& RIEDESEL, 1985; AUTHEMENT etal., 1986; LOPES
etal., 1995; HOGMAN etal., 2002).

O acido 2,3-difosfoglicerato (DPG) é uma
molécula presente no interior dos eritrocitos e que se
liga & subunidade B da hemoglobina. O DPG é
responsavel pela liberagdo do oxigénio (O,) para os
tecidos (BUNN, 1971; EISENBRANDT & SMITH, 1973;
WARDROP et al., 1994; SCOTT et al., 2005). Desse
modo, quanto menor os niveis do DPG, maior seré a
afinidade da hemoglobina pelo O,. Consequientemente,
mais dificil sera a liberacdo deste para os tecidos.

O principal fator relacionado a reducédo do
DPG é o pH. Niveis de pH maiores de que sete sdo
tidos como propicios para a regeneracdo do DPG.
Valores inferiores a sete, favorecem a degradacéo do
DPG, contribuindo de forma significativa na
deterioracdo da capacidade do eritrocito em carrear O
(HESS & GREENWALT, 2002; KURUPetal., 2003). *

O potassio € um ion intracelular e é um
importante marcador da integridade da membrana
plasmaética. Os seus niveis intracelulares sdo mantidos
pela “bomba de sédio e potassio”. Entretanto, baixos
niveis do pH influenciam diretamente neste equilibrio,
promovendo uma migracdo do potassio para 0 meio
extracelular (MEYER etal., 1995; BUSH, 2004).

O adenosina trifosfato (ATP) é um
nucleotideo presente na célula. Este é necessario no
controle do balanco eletrolitico pela homba de sddio e
potassio, na manutencdo da forma celular, e no
aumento da flexibilidade, possuindo uma particular acéo
na producdo de energia (SCOTT et al., 2005). Com a
deplecdo nos seus niveis, ocorrerdo alteragdes como
perda do formato normal e aumento da fragilidade da
membrana do eritrdcito, ocasionando maior grau de
hemolise, tanto durante a conservagdo como apés a
sua administracdo no paciente (EISENBRANT &

SMITH, 1973; HOGMAN et al., 2002; KURUP et al.,
2003).

Tendo em vista as dificuldades em manter
o0s estoques de um banco de sangue veterinario, é
imperativo o conhecimento de novas técnicas de
preservacdo do sangue canino, com fins de prolongar
0 tempo de conservagdo deste sem comprometer a
manutencdo de seus parametros bioquimicos. Além
disso, em medicina veterinaria, poucos estudos tém
sido direcionados a conservacdo do sangue canino
para transfusdo, sendo este um dos fatores limitantes
no uso terapéutico do mesmo (RIBEIRO FILHO et al.,
1994).

O presente trabalho teve como objetivo
avaliar e comparar as alteragdes bioquimicas e
hemogasométricas do sangue total canino armazenado
em bolsas CPDA-1 e CPD/SAG-M durante 41 dias de
armazenamento.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 14 cées adultos e em boas
condicGes de salde, atestados pelo exame clinico,
hemograma completo e pesquisa de parasitos
intestinais, sendo que todos estavam dentro das
exigéncias para doadores de sangue.

Foram coletados aproximadamente 420mL de
sangue de cada animal e armazenados em bolsas
CPDA-12e CPD/SAG-M?. Estas foram organizadas em
dois grupos com sete unidades cada. A distribuicdo se
deu da seguinte maneira: Grupo 1 (G1), contendo
sangue coletado e armazenado em bolsas CPDA-1; e
Grupo 2 (G2), contendo sangue coletado e armazenado
em bolsas CPD/SAG-M. Todas as bolsas foram
conservadas em refrigeracéo de 4 a 6° C por um periodo
de 41 dias.

Uma aliquota de sangue total foi retirada
das bolsas de ambos os grupos no primeiro dia (D0) e
nos dias sete (D7), 14 (D14), 21 (D21), 31 (D31) e 41
(D41) e submetida as analises laboratoriais. O
procedimento de retirada foi todo realizado em capela
microbioldgica obedecendo a todas as técnicas de
assepsia.

Os testes realizados foram: dosagem do DPG
eritrocitario por fotometria ultravioleta®; glicose
plasmatica por espectrofotometria colorimétricac, sédio
e potéssio plasmaticos por fotometria de chama¢;
proteina plasmatica total por medidas de refratometria®;
mensuracdo da pO,, pCO,, bicarbonato e pH
sanguineos por aparelho de hemogasometria'.

A avaliacdo estatistica foi realizada ao
término da coleta dos dados experimentais e analisada
através do programa estatistico GraphPad InStat,
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utilizando-se para os dados paramétricos a analise de
variancia (ANOVA). Posteriormente, os dados que
passaram pelas premissas da analise de variancia foram
submetidos ao teste de Tukey, com grau de
significancia de 5% (P<0,05), que avaliou o
comportamento das variaveis no decorrer do tempo.

Paraa comparacao entre grupos, foi realizado
o teste t de Student com grau de significancia de 5%
(P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os niveis da proteina plasmatica se
mantiveram estatisticamente estaveis em ambos 0s
grupos. Entretanto, ao submeter a analise do coeficiente
de variancia e comparar os dois grupos, pdde-se
observar uma diferenca entre 0s grupos no 41° dia de
armazenagem do sangue, sugerindo que houve uma
melhor preservacao dos eritrdcitos no G2, umavez que
o0 aumento da varidvel proteina plasmaética indicaria uma
maior perda de componentes intracelulares (Figura 1A).

Para a glicose plasmatica, a comparagédo
entre 0 DO e 0 D41 em cada grupo, 0 G2 demonstrou
menor reducao desta variavel ao final do periodo. Esta
superioridade das bolsas do G2 pode ser atribuida a
melhor conservacdo do ATP, pois, segundo
AUTHENMENT et al. (1986) e HOGMAN et al. (2002),
com a queda do pH e um maior consumo da glicose
celular, este nucleotideo é consumido na tentativa de
manter as reservas de energia da célula. Portanto,
melhores niveis de ATP representam um menor
consumo da glicose celular (Figura 1B). Areducéo das
concentragdes da glicose apresentada pelo G1 também
foi observada por WARDROP et al. (1994), em estudos
de conservacao do sangue canino em bolsas CPDA-1.

O sbdio plasmético, embora apresentasse
um comportamento peculiar, estatisticamente ndo
demonstrou diferencas na comparacdo entre grupos
(Figura 1C). O G1 teve um comportamento semelhante
ao G2 sem diferengas significativas. Como o sddio é
um eletrdlito tipicamente extracelular, pode-se sugerir
que ndo houve perda de agua para o exterior das bolsas
de ambos os grupos. Estes resultados corroboram os
achados de HESS & GREENWALT (2002), quando
afirmaram que o plastico das bolsas permite a saida
apenas do CO,,

Na analise do potassio plasmaético, foi
encontrado um aumento significativo em ambos os
grupos durante todo o periodo estudado. Na
comparagdo entre os grupos, o G2 apresentou menores
niveis deste eletrélito em relagdo ao G1. Este achado
sugere um melhor desempenho do G2, demonstrando

uma maior preservacdo da membrana plasmatica,
podendo, inclusive, ser um indicador indireto dos
niveis de ATP, pois este nucleotideo esta intimamente
relacionado a manutencdo da membrana plasmatica,
sendo, também, responsavel pelo equilibrio eletrolitico
da célula (Figura 1D).

Notou-se que o0s niveis do potassio
plasmatico ndo excederama5,1 e 3,8mEqL*paraGle
G2 respectivamente. Estes achados contrariam os de
KURUP et al. (2003), quando, em estudo com sangue
humano conservado em bolsas CPD/SAG-M por 28
dias de refrigeracdo, encontraram médias de 61mEqL*
no Gltimo dia de armazenagem. Entretanto, estes
resultados achados confirmam as observacdes de
KERR (2003) e de KORTE & VERHOEVEN (2004),
quando afirmaram que, em cées, os niveis intracelulares
do potéssio sdo menores, quando comparado a outras
espécies, inclusive 0 homem.

Também foi observada uma forte correlacéo
entre as variaveis potassio plasmatico e pH (Figura
1F), em que se constatou um alto coeficiente de
correlagdo parao G1 e o G2 em funcdo do pH (r=-0,92449
e r=-0,9375 respectivamente). Tal estudo demonstra que
0 aumento do potassio plasmatico nos grupos G1 e G2
foi em 85% e 88% respectivamente, explicados pela
queda do pH no interior das bolsas. Estes dados
corroboram a observacdo de BUSH (2004), quando
afirmou que a membrana plasmatica é diretamente
afetada pela reducéo do pH, influenciando, desta forma,
na migracao do potassio contido no fluido intracelular
para o0 meio extracelular.

O DPG apresentou um declinio semelhante
em ambos 0s grupos. Porém, nos primeiros sete dias,
foi observado um aumento significativo, igual para o
G1eo0 G2, estabilizado no sétimo dia de armazenagem.
Estes dados contrariam os achados de EISENBRANDT
& SMITH (1973), SMITH et al. (1978), em estudo do
comportamento bioquimico do sangue canino
armazenado em solucdo de acido citrico e dextrose e
das observagdes feitas por D’ALMEIDA et al. (2000),
em sangue humano e de ratos conservados em bolsas
CPDA-1, quando afirmaram que o DPG sofre um declinio
janos primeiros dias. Segundo WARDROP et al. (1994),
HESS & GREENWALT (2002) e KURUP et al. (2003),
ocorre um colapso na producéo do DPG em valores de
pH inferiores a sete. Entretanto, neste estudo, foi
observado um aumento do DPG entre os dias zero e
sete, com niveis do pH abaixo de sete em ambos o0s
grupos. Apos este periodo, houve uma queda continua
dos valores do DPG (Figura 1E).

A explicacdo para 0 aumento nos niveis do
DPG apds o dia zero, alcangando picos no 72 dia, mesmo
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a1

com pH abaixo de sete, em ambos os grupos, pode
estar no fato de que as solugBes conservadoras das
bolsas ja possuem altos niveis de adenina, energia (na
forma de dextrose) e fosfato. Segundo SCOTT et al.
(2005), o fosfato é substrato para a producao de mais
DPG

Feita a analise de correlagao para a variavel
DPG em funcéo do pH a partir do 72 dia, observou-se
um coeficiente de determinacdo de r=0,97 para G1 e

r=0,94 para G2, demonstrando que a reducéo do DPG
esta relacionada em 95% e 88% para 0 G1 e 0 G2,
respectivamente, ao declinio do pH no interior das
bolsas.

Em ambos os grupos, foram observados um
decréscimo do pH, entretanto, sem diferencas entres
estes. Os valores do pH ficaram em torno de 6,96 e 6,97
para 0 G1 e G2, respectivamente, corroborando 0s
achados de WARDROP et al. (1994), em estudo do
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sangue canino armazenado em bolsas CPDA-1. Porém,
contrariando os achados de KURUP et al. (2003) em
estudo com sangue humano conservado em bolsas
CPDA-1 e CPD/SAG-M, o qual obteve médias do pH
de 7,38 e 7,36, respectivamente.

O decréscimo do pH, no primeiro dia,
confirma os achados de RIBEIRO FILHO etal. (1994) e
HESS et al. (2002), que observaram uma redugéo do pH
ainda no primeiro dia de armazenamento. Possivelmente
isso se deve a acidez da solucdo contida nas bolsas. O
decréscimo do pH no decorrer do tempo ocorreu,
provavelmente, pelos metabdlicos acidos provenientes
do metabolismo anaerdbico dos eritrcitos durante a
conservacao (Figura 1F).

Houve aumento da pO, em ambos 0s
grupos. Este dado corrobora os resultados encontrados
por RIBEIRO FILHO et al. (1994), os quais, em estudos
com sangue bovino em bolsas CPDA-1, relataram que
o plastico das bolsas é permeavel ao O,. Este fato pode
explicar o aumento dos niveis da pO, no sangue.
Entretanto, contraria as afirmagdes de HOGMAN et al.
(2002), quando relataram que o plastico é permeéavel
apenas ao CO,, sendo pobremente transpassado por
outros gases.

Embora ndo tenham sido observadas
diferencas significativas entre os valores do 41° dia
entre os grupos, é possivel observar que o G2
apresentou uma discreta melhora nos niveis da pO,,
sugerindo que o sangue, deste grupo, disponibilize
uma concentragdo maior de O, para o0 paciente
transfundido (Figura 1-G).

No estudo da pCO,, foi observado um
aumento significativo dos niveis apenas no G1 até os
dias 14 e 21, reduzindo apés este periodo. Esta varia¢do
do G1 também foi observada por RIBEIRO FILHO et al.
(1994), que estudaram o sangue bovino em bolsas
CPDA-1. Entretanto, foi observado que os valores da
pCO, no G1 foram superiores aos valores observados
no G2 nos dias sete, 14 e 21. Segundo HOGMAN et al.
(2002), altos niveis da pCO, expdem o DPG a uma maior
taxa de degradacdo, provavelmente por competir por
seu sitio de ligagdo na hemoglobina. Mesmo tendo
observado niveis da pCO, estatisticamente iguais em
ambos os grupos no 41° dia, no G1, a pressao parcial
do CO, se elevou significativamente mais que no G2
nos dias sete, 14 e 21, expondo, neste periodo, a uma
maior degradacdo do DPG. Com base nestes achados,
é possivel afirmar que, por ter estatisticamente mantido
estaveis os niveis da pCO, no decorrer do periodo, o
G2 apresentou um melhor desempenho (Figura 1H).

No estudo do bicarbonato plasmatico
(HCO), foi notado um declinio gradual e semelhante
para ambos os grupos estudados no decorrer do tempo

(Figura 11). Segundo LUNA (2002), o bicarbonato é
uma base fraca, responsavel por mais de 50% da
capacidade tamponante do meio extracelular. Por isso,
esta reducdo nos valores sangiiineos do HCO; pode
ser explicada por um consumo deste ion no controle
da acidez, reduzindo o0s seus niveis na mesma proporgao
em que ha a producéo de &cidos metabolicos no interior
das bolsas. Este declinio do bicarbonato também foi
encontrado por RIBEIRO FILHO et al. (1994), em estudo
com sangue bovino conservado em bolsas CPDA-1.

CONCLUSOES

Com base nos estudos realizados, é
possivel afirmar que o DPG continua a ser produzido
mesmo em pH inferior a sete, por, pelo menos, sete dias
de armazenamento. Além disso, as concentragdes do
potassio plasmatico ndo se elevam na mesma
proporgdo das encontradas em sangue humano
conservado em bolsas CPD/SAG-M e também ocorre
aumento da pCO, no sangue conservado nas bolsas
CPDA-1. Portanto, € mais indicado o uso das bolsas
CPD/SAG-M para a conservagdo do sangue canino
sob refrigeracdo em um periodo maximo de 41 dias de
armazenagem em relacao as bolsas CPDA-1.
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