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 5 

RESUMO 6 

 7 

Durante o armazenamento das bolsas de sangue, pode ocorrer deterioração progressiva das 8 

hemácias, comprometendo sua viabilidade pós-transfusional. Por serem células ricas em 9 

oxigênio, as hemácias se tornam alvos de espécies reativas, resultando nas chamadas 10 

"lesões de estoque". O objetivo deste estudo foi descrever as alterações hematológicas, 11 

bioquímicas e oxidativas que ocorreram durante o armazenamento por 42 dias em bolsas 12 

de concentrados de hemácias (CH), refrigeradas entre 2ºC e 6ºC e preservadas em 13 

CPD/SAG-M. Foram selecionados 48 doadores de sangue com peso superior a 28 kg, com 14 

idades entre 2 a 8 anos, saudáveis, de comportamento dócil para coletar de 350 a 450mL de 15 

sangue. Os parâmetros de hemograma (número total de hemácias, hemoglobina, volume 16 

globular, volume corpuscular médio e leucócitos totais), o grau de hemólise, os 17 

bioquímicos (glicose, lactato, pH, concentração de bicarbonato, sódio, potássio, cloretos e 18 

excesso de base) e o estresse oxidativo (superóxido dismutase, catalase, produtos 19 

avançados de oxidação de proteínas e hidroperóxidos lipídicos iniciados por tert-butil) 20 

foram analisados logo após a centrifugação (T0) e a cada sete dias até 42 dias após o 21 

armazenamento (T7, T14, T21, T28, T35 e T42). Inicialmente, foram verificadas a 22 

distribuição normal (teste de Shapiro-Wilk) e a homogeneidade da variância (teste de 23 

Levene). Quando esses critérios foram atingidos (p>0.05), para comparar o T0 entre si, seis 24 

diferentes tempos de coleta foram avaliados por Wilcoxon. O número de hemácias (HE) e 25 

os leucócitos totais (LT) diminuíram durante o armazenamento, enquanto o volume 26 

globular (VG), o volume corpuscular médio (VCM) e o grau de hemólise aumentaram. Os 27 

níveis de glicose, bicarbonato e pH diminuíram significativamente ao longo dos tempos 28 

experimentais. Já os níveis de potássio, lactato e o déficit do excesso de base (BE) 29 

aumentaram com o tempo. Houve uma diminuição na atividade da enzima SOD dos CH 30 

durante o período de armazenamento e um aumento dos produtos avançados de oxidação 31 

de proteínas (AOPPs) e dos hidroperóxidos lipídicos iniciados por tert-butil (CL-LOOH). 32 

Os resultados obtidos permitiram concluir que o armazenamento de CH de cães produz 33 

alterações hematológicas, bioquímicas e de estresse oxidativo na qualidade do sangue 34 

durante o período estudado. No entanto, é possível afirmar que houve um ambiente 35 

favorável para a manutenção da viabilidade das hemácias, sendo seu uso seguro até os 28 36 

dias de armazenamento.   37 

 38 

 39 

Palavras-chave: medicina transfusional, caninos, hemocomponentes, estresse oxidativo, 40 

espécies reativas de oxigênio41 
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 5 

ABSTRACT 6 

 7 

During storage of blood bags, progressive deterioration of red blood cells may occur, 8 

compromising their post-transfusion viability. Because they are oxygen-rich cells, red 9 

blood cells become targets of reactive species, resulting in so-called "stock lesions". The 10 

aim of this study was to describe the hematological, biochemical and oxidative changes 11 

that occurred during storage for 42 days in packed red blood cells (RBC), refrigerated 12 

between 2ºC and 6ºC and preserved in CPD / SAG-M. Forty-eight healthy blood donors 13 

weighing more than 28 kg, aged 2 to 8 years, with docile behavior to collect 350 to 14 

450mL of blood were selected. Blood count parameters (total number of red blood cells, 15 

hemoglobin, globular volume, mean corpuscular volume and total leukocytes), degree of 16 

hemolysis, biochemicals (glucose, lactate, pH, bicarbonate concentration, sodium, 17 

potassium, chlorides and base excess ) and oxidative stress (superoxide dismutase, 18 

catalase, advanced protein oxidation products and tert-butyl-initiated lipid 19 

hydroperoxides) were analyzed immediately after centrifugation (T0) and every seven 20 

days up to 42 days after storage (T7, T14 , T21, T28, T35 and T42). Initially, normal 21 

distribution (Shapiro-Wilk test) and homogeneity of variance (Levene’s test) were 22 

verified. When these criteria were met (p> 0.05), to compare T0 to each other, six 23 

different collection times were evaluated by Wilcoxon. The number of red blood cells 24 

(HE) and total leukocytes (LT) decreased during storage, while the globular volume 25 

(VG), the average corpuscular volume (MCV) and the degree of hemolysis increased. 26 

Glucose, bicarbonate and pH levels decreased significantly over experimental times. 27 

Potassium, lactate levels and the base excess deficit (BE) increased with time. There was 28 

a decrease in RBC SOD enzyme activity during storage and an increase in advanced 29 

protein oxidation products (AOPPs) and tert-butyl-initiated lipid hydroperoxides (CL-30 

LOOH).The results obtained allowed to conclude that the storage of canine RBC 31 

produces hematological, biochemical and oxidative stress alterations in the blood quality 32 

during the studied period. However, it can be said that there was a favorable 33 

environment for maintaining the viability of RBC, and their safe use until 28 days of 34 

storage. 35 

 36 

Key words: Transfusion medicine, canines, blood components, oxidative stress, reactive 37 

oxygen species. 38 

 39 

40 
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1. INTRODUÇÃO 1 

 2 

 3 

Desde os primeiros relatos no século XVII, quando se transfundia sangue 4 

heterólogo na tentativa de se alterar o comportamento de quem o recebia, a transfusão 5 

sanguínea progrediu de forma significativa, tornando-se uma importante ferramenta na 6 

clínica médica e cirúrgica de cães e gatos, principalmente no que diz respeito a terapia 7 

emergencial (BARFIRLD, ADAMANTOS, 2011; NELSON E COUTO, 2015; NETO, 8 

2016).  9 

O controle rigoroso dos doadores, a separação dos componentes sanguíneos e o 10 

desenvolvimento de recipientes adequados e substâncias conservadoras que possibilitaram 11 

maior vida útil dos componentes sanguíneos, estão entre os principais avanços dessa 12 

prática (COSTA-JUNIOR et al., 2008). 13 

Utilizar hemocomponentes é consensualmente vantajoso, minimizando os riscos de 14 

reações transfusionais, além de aumentar o tempo de validade de todos os componentes 15 

obtidos (HOHENHAUS, 2012). 16 

Os componentes sanguíneos são obtidos a partir da coleta de aproximadamente 450 17 

mL de sangue total (ST) de um doador acondicionados em uma bolsa contendo 63 ml de 18 

solução anticoagulante. A bolsa é então submetida a processos de centrifugação podendo 19 

gerar vários componentes sanguíneos como concentrado de hemácias (CH), plasma fresco, 20 

plasma fresco congelado, concentrado de plaquetas e crioprecipitado (ALVES et al., 2018). 21 

O CH é o hemocomponente obtido após a primeira centrifugação e posterior 22 

retirada do plasma, sendo que o volume final do CH pode variar de 220 a 280 mL e sua 23 

utilização é indicada para aumentar a massa eritrocitária em pacientes anêmicos (BRASIL, 24 

2011), uma vez que a principal razão para realização de uma transfusão sanguínea é a 25 

necessidade de aumento da capacidade de transporte de oxigênio (TRIULZI, 2002).   26 

Hemácias são ricas em oxigênio (O2), por isso facilmente tornam-se alvos da ação 27 

de radicais livres que são átomos ou moléculas que tem um elétron não pareado na camada 28 

de valência, o que os torna reativos (KALYANARAMAN, 2013). Como a maioria dos 29 

radicais livres é derivada do metabolismo do oxigênio, usa-se o termo “Espécies Reativas 30 

de Oxigênio” (EROs) para denominá-los (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).  31 

EROs se originam naturalmente por meio de processos metabólicos oxidativos, 32 

porém quando em excesso, podem interagir com moléculas como lipídios, proteínas e o 33 

DNA, provocando a transferência de um elétron da molécula para o radical livre, 34 

produzindo uma nova molécula instável. O processo de oxidação danifica a molécula, ao 35 
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alterar suas conformações e funções, cria-se, assim, uma reação em cadeia prolongando o 1 

dano oxidativo (LENAZ, 2012; GUTOWSKI; KOWALCZYK, 2013).  2 

O organismo dispõe de um sistema antioxidante composto por antioxidantes 3 

enzimáticos e não-enzimáticos para manter as concentrações de radicais livres abaixo de 4 

níveis tóxicos (GUTOWSKI; KOWALCZYK, 2013). As hemácias, quando estão na 5 

circulação sanguínea in vivo, contam com um sistema antioxidante natural que minimiza 6 

ou elimina os radicais livres, principalmente a vitamina E, por estar ligada a membrana da 7 

hemácia. Além disso, diversas substâncias solúveis no plasma também agem como 8 

antioxidante (dentre elas a albumina, ácido úrico e bilirrubinas) (TEDESCO et al., 2000, 9 

MACHADO, 2006). Entretanto, para a obtenção de CH é necessário remover o plasma e, 10 

com isso, perde-se grande parte do suprimento energético e da capacidade antioxidante 11 

nativa associada a esse fluido biológico (CORTES-PUCH, 2014). 12 

Mesmo conservando em soluções aditivas como Citrato-Fosfato-Dextrose-Adenina 13 

(CPDA1) e Citrato-Fosfato-Dextrose e Salina-Adenina-Glicose-Manitol (CPD/SAG-M), as 14 

hemácias ficam em condições muito diferentes da circulação sanguínea e, ao longo do 15 

período de armazenamento, as células tornam-se então suscetíveis aos danos oxidativos 16 

gerando as chamadas “lesões de estoque”. Na tentativa de proteger-se, minimizando as 17 

lesões causadas pelos radicais livres nas células, limitando os níveis intracelulares e 18 

impedindo a indução de danos, o organismo produz antioxidantes, o que não ocorre no CH 19 

(SIES, 1993; BUICO et al., 2009). 20 

Estudos sobre a conservação das hemácias usadas na hemoterapia visam estabelecer 21 

a melhor maneira para manter sua integridade física e funcional, preservando sua 22 

viabilidade pós transfusional (TOMCZACK, 2008; ANDRETTA et al., 2018). Nas duas 23 

últimas décadas, novas soluções aditivas têm sido testadas com sucesso, no intuito de 24 

diminuir as lesões de armazenamento e aumentar o tempo de conservação dos CH. Nesse 25 

contexto, é de extrema importância que os CH armazenados passem por um controle de 26 

qualidade para avaliação de sua viabilidade e sucesso do procedimento (ANDRETTA et 27 

al., 2018).   28 

A hipótese deste estudo é que mesmo utilizando bolsas de sangue com substâncias 29 

conservantes adequadas, ocorram as lesões de estoque, que são deletérias aos receptores. O 30 

estudo visa identificar algumas as alterações hematológicas, bioquímicas e de estresse 31 

oxidativo ocorridas no CH de cães durante o período de 42 dias, avaliando-os 32 

semanalmente. 33 

34 
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REFERENCIAL TEÓRICO 1 

 2 

2.1 TRANSFUSÃO SANGUÍNEA 3 

 4 

A transfusão sanguínea é uma forma de transplante e muitas são suas indicações. 5 

Entre elas a necessidade de restabelecimento da capacidade de transporte de oxigênio, 6 

deficiências na hemostasia, transferência de imunidade passiva e hipoproteinemia, além da 7 

hipovolemia não responsiva ao tratamento convencional (BRASIL 2015; BAETA et al., 8 

2015; MORAES et al., 2016).  9 

Graças à sua capacidade de salvar vidas, a transfusão sanguínea tornou-se um 10 

procedimento imprescindível na medicina de animais de companhia (HOHENHAUS, 11 

2012).  12 

O sangue total é composto por hemácias, leucócitos, plaquetas, fatores de 13 

coagulação e proteínas plasmáticas, incluindo albumina e imunoglobulinas (TRENT, 2010; 14 

THRALL, 2014).  15 

Um grande avanço da medicina transfusional, desde a década de 80 foi o 16 

fracionamento dos hemocomponentes, gerando produtos por meio de processos físicos ou 17 

químicos, a partir da coleta do sangue total de um doador saudável (HELM; 18 

KNOTTENBELT, 2010; BRASIL, 2014; BOULTON, 2017). 19 

Quando a bolsa de sangue total, com volume que varia de 350 a 450mL, é 20 

submetida à centrifugação refrigerada, as hemácias irão se depositar ao fundo da bolsa e o 21 

plasma ficará no sobrenadante em função da diferença de tamanho e densidade dos seus 22 

elementos (Figura 1) (MARCHI et al., 2019).  23 

A terapia com hemocomponentes minimiza a exposição desnecessária do paciente a 24 

alguns fatores sanguíneos e reduz o risco de reações transfusionais (KENICHIRO; 25 

HOLOWAYCHUK, 2016; DUTRA, 2019). No entanto, mesmo com tantas vantagens, o 26 

uso de hemocomponentes é restrito devido à escassez no número de bancos de sangue no 27 

país (MARCHI, MARTINS, PEREIRA, 2015), sendo a utilização do sangue total uma 28 

realidade em grande parte dos centros veterinários. Porém, os serviços de hemoterapia 29 

veterinária estão em crescente desenvolvimento com aumento de pesquisas neste campo, 30 

bem como na criação de serviços especializados (DUTRA, 2019). 31 

 32 

 33 

 34 
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Figura 1 – Etapas da separação do sangue total em hemocomponentes  1 

 2 

 3 

Fonte: Adaptado de BRASIL (2014) 4 
 5 

 6 

Uma transfusão sanguínea bem-sucedida depende de muitos fatores como: escolha do 7 

doador, uso do componente sanguíneo adequado, tipificação sanguínea, realização da 8 

prova de reação cruzada, volume e velocidade de infusão corretos e do monitoramento do 9 

paciente durante o procedimento, entre outros.  A escolha do hemocomponente está entre 10 

os principais fatores que colaboram para o sucesso da terapia (FIUMARI, 2017). 11 

 12 

2.2 CONCENTRADO DE HEMÁCIAS (CH) 13 

 14 

Revestidas por uma membrana permeável e flexível feita de lipídeos, proteínas e 15 

carboidratos, e com o citoplasma repleto de hemoglobina, as hemácias são células 16 

anucleadas (THRALL, 2014).  17 

A maioria das células atende às suas necessidades metabólicas pela fosforilação 18 

oxidativa da glicose, porém por não possuírem mitocôndrias, as hemácias têm capacidade 19 

sintética diminuída, o que impede a realização do ciclo de Krebs e a fosforilação oxidativa. 20 

Utilizam, portanto, da glicólise anaeróbica para produzir energia, principalmente adenosina 21 

trifosfato (ATP), 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) e nicotinamida adenina dinucleotídeo 22 

reduzido (NADH). O ATP é a fonte de energia para as numerosas reações bioquímicas das 23 
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hemácias. Já o 2,3-DPG regula a afinidade da hemoglobina pelo oxigênio, enquanto o 1 

NADH é um co-fator importante que reverte a oxidação espontânea da oxihemoglobina em 2 

metahemoglobina no interior das hemácias (GREER, 2014). 3 

Desta forma, há necessidade do uso de soluções conservadoras que forneçam 4 

nutrientes para manutenção da integridade celular por meio da glicólise (KORTE; 5 

VERHOEVEN, 2004; THRALL, 2014). 6 

Uma unidade de sangue total proveniente de um doador canino, contém 7 

aproximadamente 450 mL de sangue e 63 mL de anticoagulante, e resulta em um volume 8 

de aproximadamente 220 a 280 mL de CH (HELM; KNOTTENBELT, 2010). 9 

A principal razão para realização de uma transfusão sanguínea é a necessidade de 10 

aumento da capacidade de transporte de oxigênio (O2), devido a estados anêmicos. Nesses 11 

casos está indicado o uso do CH para elevar a massa eritrocitária. As anemias podem ter 12 

diferentes causas, e podem ser categorizadas em três grupos principais: a anemia causada 13 

por hemorragia, por destruição de hemácias (hemólise), ou devido a uma não produção ou 14 

diminuição da produção de hemácias (TRIULZI, 2002; HELM; KNOTTENBELT, 2010; 15 

DAVIDOW et al., 2017).  16 

A utilização deste subproduto resulta na diminuição dos riscos de reações 17 

imunológicas (GONÇALVES, 2009; TRENT, 2010; AYALA et al., 2014), além de ser 18 

ideal para cardiopatas, nefropatas, pacientes anêmicos e normovolêmicos reduzindo o risco 19 

de sobrecarga circulatória, e também pela considerável diminuição do tempo da transfusão 20 

sanguínea (LANEVSCHI; WARDROP, 2001; HOHENHAUS, 2007). 21 

 22 

2.3 ARMAZENAMENTO 23 

 24 

A preservação de hemácias para fins transfusionais iniciou-se com o 25 

armazenamento em refrigeração para inibição dos processos metabólicos dependentes de 26 

temperatura, que esgotam metabólitos celulares críticos e acumulam danos às células 27 

(HÖGMAN et al.,1991, GAMBERO et al., 2004). A refrigeração das hemácias de 2 a 6°C 28 

ajuda a manter a sua funcionalidade e viabilidade por meio da redução da sua taxa 29 

metabólica. Estima-se que para cada grau a menos na temperatura de armazenamento, há 30 

uma diminuição de aproximadamente 10% na taxa metabólica das hemácias (HESS, 2014). 31 

Portanto a 4°C, a taxa metabólica é dez vezes menor do que a 25°C (RUDDELL et al., 32 

1998; ORLOV; KARKOUTI, 2015). 33 

A partir do século XX, uma verdadeira revolução na hemoterapia se iniciou, com o 34 
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desenvolvimento de soluções conservadoras e aditivas para CH, possibilitando o processo 1 

de armazenamento deste produto (GAMBERO et al. 2004; HESS, 2014, TISSOT et al., 2 

2017). 3 

Iniciou-se por volta dos anos 60, o desenvolvimento de bolsas plásticas de cloreto 4 

de polivinil (PVC), porém o contato das hemácias com o PVC causava adesão, aumentava 5 

a formação de coágulos e o risco de hemólise. Para evitar o contato das hemácias com o 6 

PVC, as bolsas foram recobertas com o plástico 2-diethyl-hexyl-phthalate (DEHP), que 7 

diminui os danos causados pelo PVC (HESS; GREENWALT, 2002, BICALHO et al., 8 

2016). As bolsas de PVC facilitaram o transporte e centrifugação do sangue, e permitiram 9 

a sobrevida de diversos componentes sanguíneos após a transfusão. Esse sistema é 10 

amplamente utilizado até a atualidade (DORNELES, 2018). 11 

A solução precursora anticoagulante e conservante foi o citrato ácido acompanhado 12 

de dextrose (ACD) e desde então, muitos outros meios para manter a viabilidade e a 13 

capacidade funcional do sangue foram desenvolvidos. Entre eles estão: CPD (ácido cítrico-14 

citrato de sódio, fosfato e dextrose) e CPDA-1 (citrato de sódio, fosfato, dextrose, adenina) 15 

(HESS, 2010; DORNELES, 2018).  16 

O CPD é a solução de ACD com adição de fosfato de sódio monobásico 17 

(NaH2PO4H2O). O fosfato, além de ser substrato para formação do 2,3-DPG, atua como 18 

um tampão ligando-se aos íons H+ produzidos durante a glicólise e impedindo a queda do 19 

pH (principal fator relacionado à degradação do 2,3-DPG). Consequentemente tem-se uma 20 

menor taxa de hemólise e uma maior viabilidade celular (HESS, 2010, ANDRETTA et al., 21 

2018).  22 

O CPDA-1 é um anticoagulante muito utilizado devido às suas propriedades 23 

conservantes de hemácias melhores que o ACD.  O fosfato, além de ser um importante 24 

substrato na produção de ATP, também ajuda no controle do pH sanguíneo (KURUP et al., 25 

2003). A adição de 24% a mais de dextrose como fonte de energia, baseia-se no lento 26 

consumo desse carboidrato pelo metabolismo celular em baixas temperaturas, o que 27 

contribui, inclusive, com a manutenção de níveis adequados de ATP (AUTHEMENT et al., 28 

1986). A adição de adenina está fundamentada no fato de que, com a queda do pH durante 29 

a conservação do sangue, há inativação de enzimas que participam da via glicolítica, 30 

levando a uma menor produção de ATP, e prevê um aumento de adenilato que servirá de 31 

substrato, combinando-se com a fosforibose-pirofosfato, para nova síntese de ATP 32 

(SECCHI, 2010). 33 
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Mesmo com as soluções conservantes mantendo o metabolismo energético das 1 

hemácias pela glicólise, assegurando a viabilidade celular durante o período de estocagem, 2 

a quantidade de nutrientes ainda é restrita (COSTA-JUNIOR et al., 2008; SECCHI, 2010).  3 

Para melhores resultados de conservação de hemácias, podem ser adicionadas 4 

diretamente ao CH, soluções conhecidas como aditivas. Elas contêm elementos como: 5 

dextrose, adenina, manitol e solução salina, que mantém a energia e uma maior viabilidade 6 

das hemácias durante o armazenamento. As soluções aditivas estão presentes em bolsas 7 

satélites ligadas à bolsa principal. São conhecidas por Cloreto de sódio, manitol, dextrose 8 

monoidratada e adenina (SAG-M) e algumas variações como Adsol®, Nutricel® e Optisol® 9 

(SECCHI, 2010, CANCELAS et al., 2015). As mais comumente utilizadas são a Adsol® 10 

(Fenwal Laboratories, Baxter Healthcare Corporation, Deerfield, Il), composta por 11 

dextrose, adenina, manitol e cloreto de sódio e Nutricel® (Cutter Biological, Miles 12 

Laboratories, Emeryville, CA) que contém ácido cítrico, citrato de sódio, dextrose, 13 

adenina, cloreto de sódio (FELDMAN; SINK, 2007; MARCHI et al., 2019). 14 

Porém, mesmo quando se opta pelo tipo de embalagem e solução conservantes mais 15 

adequadas, há necessidade do controle ideal da temperatura e manuseio a bolsa de forma 16 

apropriada (D'ALESSANDRO et al., 2015). 17 

 Durante o período de armazenamento o sangue sofre alterações morfológicas 18 

causadas por reações oxidativas, bioquímicas e metabólicas que resultam em danos 19 

irreversíveis na membrana da hemácia (MUSTAFA et al., 2016). São modificações tempo-20 

dependentes que prejudicam sua capacidade de liberação de oxigênio e desencadeiam 21 

reações secundárias, que em conjunto são conhecidas como lesões de armazenamento ou 22 

“lesões de estoque” (SOUSA et al., 2012; SILVA, 2013; D'ALESSANDRO et al., 2015).  23 

 24 

2.4 LESÕES DE ESTOQUE 25 

 26 

Métodos de aperfeiçoamento no controle de qualidade em bancos de sangue 27 

multiplicaram os estudos envolvendo morfologia, metabolismo e sobrevida das hemácias 28 

em condições de armazenamento (HOGMAN, 1999; ALMIZRAQ et al., 2013; 29 

OBRADOR et al., 2015).   30 

As lesões de estoque que incluem alterações bioquímicas, biomecânicas e 31 

imunológicas (ALMIZRAQ et al., 2013; OBRADOR et al., 2015, BARDYN et al., 2017), 32 

podem ser minimizadas ou retardadas quando manejadas adequadamente durante o 33 

armazenamento (MARTINS, 2011). Dentre as lesões biomecânicas estão: deformações 34 
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celulares, perda da biconcavidade, aumento de hemoglobina e ferro livres no plasma, 1 

extravasamento do conteúdo de microvesículas como substâncias pró-coagulantes e pró-2 

inflamatórias (WINTROBE, 1999; MUSTAFA et al., 2016).   3 

Também ocorrem alterações da função bioquímica como: diminuição de ATP, 4 

diminuição na concentração de glicose por consumo, diminuição do óxido nítrico, e 2,3-5 

DPG. Pode haver um aumento na concentração de potássio (K+) e na concentração de 6 

ácido lático devido à glicólise anaeróbica. Além disso, ocorre um aumento dos danos 7 

oxidativos e enzimáticos a proteínas, lipídios e carboidratos, diminuição da capacidade de 8 

transporte de O2 aos tecidos e morte celular precoce (ANTONELOU et al., 2012; KOCH, 9 

2013; NAGABABU et al., 2016; NEDZI et al., 2016). 10 

Como a atividade metabólica das hemácias não cessa completamente durante o 11 

armazenamento, glicose ou dextrose são adicionados ao anticoagulante. A adição permite 12 

às hemácias continuarem a produzir ATP, 2,3-DPG e NADH suficientes para manter a 13 

funcionalidade e viabilidade adequadas durante o armazenamento, pela glicólise (GEER, 14 

2014). 15 

Mesmo com a adição de glicose, com o passar do tempo de armazenamento os 16 

níveis de ATP sofrem depleção lenta e gradativa (BARON, 2012), levando a formação de 17 

poiquilócitos, resultando em danos diretos e prejudicando sua capacidade de 18 

deformabilidade, fator importante na redução da sobrevivência pós transfusional. Essas 19 

alterações impedem a adaptação morfológica necessária para circular nos pequenos vasos, 20 

prejudicando o fornecimento de O2 e remoção de dióxido de carbono dos tecidos, gerando 21 

assim uma série de metabólitos, dentre eles o lactato (TOMCZACK, 2008; WAN, 22 

FORSYTH, STONE, 2011; MUSTAFA et al., 2016).  23 

O acúmulo do ácido lático acidifica ainda mais o meio, que já tem seu pH reduzido 24 

quando entra em contato com as soluções conservadoras (REYNOLDS, 2007; SOUSA et 25 

al., 2012). A acidose ativa a atividade da enzima que desfosforila o 2,3-DPG, fazendo com 26 

que seus níveis diminuam de forma progressiva. Moléculas de 2,3-DPG modulam o 27 

transporte de oxigênio pela ligação preferencial à desoxihemoglobina e, assim, facilita a 28 

liberação de oxigênio nos tecidos. (FLATT et al., 2014; GEER, 2014). 29 

O resfriamento durante o armazenamento também causa alterações prejudiciais na 30 

bomba de sódio/potássio (Na+/K+) da membrana da hemácia. O K+ é um íon 31 

predominantemente intracelular, sendo encontrado em pequena quantidade (2%) no meio 32 

extracelular, enquanto o sódio (Na+) é um íon prioritariamente extracelular. A manutenção 33 

do equilíbrio desse gradiente no CH é realizada pela bomba de Na+/K+ que é dependente 34 
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do ATP e sensível à mudança de temperatura (SOUSA et al., 2012; FLATT et al., 2014).  1 

Com o aumento das concentrações intracelulares de Na+ há um acúmulo de água no 2 

interior das hemácias. Isso afeta o volume e a forma da célula, de tal maneira que o volume 3 

corpuscular médio (VCM) das hemácias armazenadas se eleva consideravelmente. Tal 4 

efeito é mais pronunciado em hemácias mais velhas, prejudicando sua deformabilidade e 5 

viabilidade (SALZER et al., 2008).  6 

As alterações descritas resultam em hemólise na bolsa de CH ou após 7 

administração no paciente, decorrente do aumento da fragilidade da membrana celular 8 

(SCOTT et al., 2005; BOSMAN, 2013). Isso resulta em diminuição no número de 9 

hemácias, diminuição do VG, aumento da hemoglobina extracelular (HBe) durante o 10 

armazenamento e aumento da concentração de K+ extracelular (WARDROP et al., 1994; 11 

DONADEE et al., 2011; WURLOD et al., 2015). Assim como a hemoglobina, o aumento 12 

da concentração de K+ extracelular indica redução da qualidade das hemácias armazenadas 13 

(KORTE & VERHOEVEN, 2004).  14 

No CH, a diminuição do pH é mais rápida que no sangue total, pois a retirada de 15 

plasma elimina parte da solução de conservação utilizada e, sobretudo, os substratos, como 16 

glicose e fosfatos (GENETET; MANNONI, 1980). Além disso, as bolsas devem ser 17 

mantidas em baixas temperaturas para redução do metabolismo e menor produção de 18 

metabólitos. A refrigeração leva a uma significativa queda no pH e com isso diminui 19 

drasticamente os níveis do 2,3-DPG (HESS et al., 2002).  20 

O 2,3-DPG possui capacidade de liberar O2, e seu decréscimo aumenta a afinidade 21 

da hemoglobina pelo O2, que reduz consequentemente a oxigenação dos tecidos. No 22 

entanto, os defeitos são reversíveis após a transfusão, pois o pH sanguíneo acima de 7,0 é 23 

capaz de promover regeneração do 2,3-DPG e menor afinidade da hemoglobina pelo O2 24 

(KURUP et al., 2003).  Porém a total restauração pode demorar de 24 até 48 horas pós 25 

transfusão, o que torna este produto inviável para pacientes críticos, já que estes 26 

necessitam de entrega rápida de O2 (HESS, 2009). Portanto, a utilização de sangue 27 

armazenado por longo período é um fator limitante para tais pacientes (SCOTT et al., 28 

2005).   29 

O controle de qualidade das bolsas de sangue é de extrema importância, pois o 30 

acúmulo de substâncias nocivas influenciará diretamente no produto transfundido elevando 31 

a chance de reações transfusionais, além de reduzir a sobrevida pós-transfusional das 32 

hemácias e a efetividade da transfusão (CHIN-YEE et al., 1997, FU, 2016). A real relação 33 

entre as lesões de estoque e a função das hemácias com a sobrevivência pós-transfusional 34 
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do paciente não é bem conhecida, e a relevância clínica dessas alterações ainda é um tópico 1 

muito debatido e motivo de intensa investigação (ORLOV; KARKOUT, 2015; TISSOT et 2 

al., 2017).   3 

 Embora seja necessário armazenar o sangue para suprir a demanda, o tempo de 4 

armazenamento, bem como as características das soluções conservadoras utilizadas, 5 

influenciam diretamente no grau de destruição das hemácias transfundidas (COSTA-6 

JUNIOR et al., 2008), o que evidencia uma forma de transfundir hemácias que preservem 7 

sua integridade e que não provoquem efeitos deletérios ao receptor (GIANGRANDE, 8 

2000, PRUDENT et al., 2015). 9 

De acordo com a RDC Nº34 de 11 de junho de 2014 do Ministério da Saúde, um 10 

serviço de hemoterapia deve realizar um controle de qualidade sistemático de todos os 11 

hemocomponentes produzidos. Segundo a mesma resolução, entre os fatores a serem 12 

avaliados para a qualidade de CH estão: teor de hemoglobina, VG e grau de hemólise. O 13 

controle de qualidade do CH tem como principal objetivo garantir que as hemácias 14 

transfundidas sobrevivam e circulem após transfusão, e se mantenham funcionais, quanto 15 

às suas características morfológicas e de liberação de O2 e dióxido de carbono (HOGMAN, 16 

1999; HAMASAKI; YAMAMOTO, 2000; LUTEN et al., 2008).  17 

O hemocomponente é considerado adequado quando o teor de hemoglobina for 18 

maior que 45 g/unidade, o VG esperado entre 50% a 70% para os CH com soluções 19 

aditivas e o grau de hemólise se apresentar menor que 1% no último dia de validade 20 

(BRASIL, 2014).  21 

Embora na medicina humana existam muitos estudos sobre padronização do 22 

controle indicativo de qualidade (TOMCZAK et al., 2010; FLATT et al., 2014), na 23 

medicina veterinária ainda não há parâmetros estabelecidos para os hemocomponentes de 24 

cães (FONSECA et al., 2018). Trabalhos recentes continuam levando em consideração 25 

parâmetros humanos, principalmente como o VG do CH e  grau de hemólise inferior a 1% 26 

(MARCHI; MARTINS; PEREIRA, 2015; MARCHI et al., 2019). 27 

 28 

2.5 ESTRESSE OXIDATIVO  29 

 30 

Entende-se por estresse oxidativo o excesso de formação de radicais livres e/ou 31 

diminuição da capacidade antioxidante com aumento concomitante de substâncias 32 

oxidantes (SIES, 1993). 33 

 34 
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2.5.1. RADICAIS LIVRES 1 

 2 

Radicais livres são átomos, íons ou moléculas altamente instáveis e reativas, que 3 

contêm um número ímpar de elétrons em sua última camada eletrônica e tendem a ligar o 4 

elétron não pareado com outros presentes em estruturas próximas de sua formação 5 

(GRUPTA et al., 2005). A geração de radicais livres constitui, por excelência, um processo 6 

contínuo e fisiológico, cumprindo funções biológicas relevantes (BARBOSA et al., 2010; 7 

GUTOWSKI, KOWALCZYK, 2013). 8 

Como a maioria dos radicais livres são derivados do metabolismo do O2, usa-se o 9 

termo “Espécies Reativas de Oxigênio” (EROs) para denominá-los (FERREIRA, 10 

MATSUBARA, 1997). As EROs são produzidas de forma natural e contínua pelas células, 11 

principalmente na mitocôndria, por meio da cadeia transportadora de elétrons, durante a 12 

produção de energia a partir da glicose e do O2 (BARBOSA et al., 2010). 13 

 O O2 é reduzido nas mitocôndrias para produção de moléculas de ATP, processo 14 

pelo qual há transporte de elétrons. No entanto, uma pequena porcentagem (um a 2%) dos 15 

elétrons se dissipam resultando na formação de compostos intermediários altamente 16 

reativos. Entre eles o ânion radical superóxido (O2∙
-), seguido de outras numerosas EROs, 17 

como o peróxido de hidrogênio (H2O2) e radicais hidroxila (OH-) (HIRATA et al., 2004, 18 

VIÑA et al., 2013).  19 

Outra importante fonte geradora de radicais livres são as enzimas NADPH 20 

oxidases, cuja função é transferir elétrons por meio das membranas celulares (BARBOSA 21 

et al., 2010). Múltiplas são as fontes endógenas e exógenas que geram EROs nas células de 22 

mamíferos.  Entre as endógenas além da respiração mitocondrial está a inflamação e a 23 

biotransformação metabólica provocando a redução incompleta do O2 (LOFT et al., 2008). 24 

 25 

2.5.2 FORMAÇÃO DAS ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (EROs) 26 

 27 

A formação de EROs é uma reação necessária ao organismo, pois há evidências de 28 

que uma determinada quantidade é imprescindível para muitas funções fisiológicas 29 

essenciais, tais como: produção de energia, fagocitose, regulação do crescimento celular, 30 

sinalização intercelular, ativação do sistema imunológico, defesa celular e síntese de 31 

substâncias biológicas (CELI, 2010; OLIVEIRA; SCHOFFEN, 2010). No entanto, a 32 

produção contínua de radicais livres durante os processos metabólicos resulta na produção 33 

excessiva de EROs, gerando a condição conhecida como estresse oxidativo (BRITO et al., 34 
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2007).  1 

Todos os componentes celulares são suscetíveis à ação dos EROs, porém a 2 

membrana celular é um dos mais atingidos. Há grande quantidade de fosfolipídios presente 3 

nas membranas celulares, tornando-as alvo fácil quando as EROs são formadas; 4 

principalmente por serem muito abundantes e responsáveis pelos processos funcionais das 5 

células (SPANEVELLO et al., 2010; ANTONELOU, 2012).  6 

As EROs reagem com ácidos graxos poliinsaturados, formando lipoperóxidos que 7 

compõem uma cascata de reações degenerativas dos lipídeos, processo denominado de 8 

peroxidação lipídica (LPO) (HALLIWELL; GUTERIDGE, 2007). 9 

Hemácias são células transportadoras de O2, por isso facilmente tornam-se alvos da 10 

ação das EROs que se originam naturalmente por meio de processos metabólicos 11 

oxidativos (TEDESCO et al., 2000). 12 

EROs e espécies reativas de nitrogênio (ERNs), podem modificar proteínas direta 13 

ou indiretamente, geralmente de forma irreversível, podendo causar inibição da atividade 14 

de enzimas, aumento na suscetibilidade de agregação e proteólise (HOPPS; CAIMI, 2013). 15 

As EROs provenientes das hemácias causam danos a si próprias e a outros componentes do 16 

sangue (ÇIMEN et al., 2008).  17 

A hemoglobina é a principal fonte de radicais livres nas hemácias por produzir 18 

ânion O2∙
-, quando se auto oxida, transformando-se em metahemoglobina (na qual o estado 19 

de oxidação do ferro é o Fe3+), uma proteína que não liga ou transporta O2 (ÇIMEN et al., 20 

2008). 21 

Para a obtenção de CH utilizados para fins transfusionais é necessário remover 22 

aproximadamente 80% do plasma de uma unidade de sangue total. Com isso, perde-se 23 

grande parte do suprimento energético e da capacidade antioxidante natural associada a 24 

esse fluido biológico. As soluções conservantes e aditivas atuais de CH tais como CPDA1 25 

e CPD/SAG-M suprem apenas as necessidades energéticas garantindo a produção de ATP. 26 

Portanto no caso do CH, as hemácias estão em condições desfavoráveis, e o nível de 27 

oxidação ultrapassa o limite aceitável, elevando a porcentagem de elétrons 28 

desemparelhados sobrecarregando o sistema de defesa antioxidante, que resultará na 29 

formação de mais EROs, culminando no estresse oxidativo (KANG, 2002). 30 

O metabolismo antioxidante demanda gasto energético e possui uma relação 31 

intrínseca com o sistema glicolítico. Desta forma, com a capacidade antioxidante 32 

diminuída, as hemácias do CH permanecem em condições diferentes da circulação 33 

sanguínea e, ao longo do período de armazenamento, estas células ficam susceptíveis aos 34 
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danos oxidativos (SILVA, 2013, DOLOBEL et al, 2016; PRUDENT et al., 2017; 1 

ROUSSEL et al., 2017).  2 

 3 

2.5.3. DEFESAS ANTIOXIDANTES 4 

 5 

 Os antioxidantes têm o objetivo de limitar os níveis intracelulares das espécies 6 

reativas e controlar a ocorrência de danos (BARBOSA et al., 2010). Desta forma, 7 

antioxidantes nada mais são que substâncias que ajudam a reduzir os efeitos do estresse e 8 

da falta de O2, formando assim, complexos que atenuam as reações produtoras de radicais 9 

livres (KALYANARAMAN, 2013).  10 

O intuito dos sistemas antioxidantes é limitar ou inativar a produção das EROs, 11 

além de reparar o dano celular ou até mesmo adaptar o organismo à condição do estresse 12 

oxidativo (DOTAN et al., 2004; GRUPTA et al., 2005). Isso é possível, pois esses sistemas 13 

antioxidantes são capazes de manter as concentrações de radicais livres abaixo dos níveis 14 

tóxicos (VIÑA et al., 2013).  15 

O sistema de defesa antioxidante pode atuar em duas linhas. O sistema enzimático 16 

(enzimas catalase, superóxido dismutase e peroxidases) que atua como detoxificador do 17 

agente antes que ele cause lesão; enquanto o não enzimático tem a função de reparar a 18 

lesão já ocorrida sem degradar diretamente os radicais livres (RATNAN et al., 2006; 19 

VINA et al., 2013).  20 

Os processos não enzimáticos dividem-se em antioxidantes hidrofílicos (incluem a 21 

glutationa, vitamina C, indóis e catecóis) e os antioxidantes lipofílicos (vitaminas A, E e as 22 

bioflavonas) (EDEAS, 2011; HANAFY & SELIM, 2012).  23 

O sistema antioxidante enzimático e a glutationa agem predominantemente no meio 24 

intracelular. Já o sistema não enzimático predomina no meio extracelular, ou seja, no 25 

plasma. Tal informação evidencia o importante papel do meio plasmático na prevenção do 26 

estresse oxidativo das hemácias (SILVA, 2013). 27 

Os dois sistemas reduzem os danos causados pelo estresse oxidativo, 28 

interrompendo a cadeia de peroxidação e removendo as EROs (BROWN, 2008).  29 

Entre as enzimas antioxidantes destacam-se a superóxido dismutase (SOD), 30 

catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), sendo que cada uma possui função 31 

específica (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2007; BARBOSA et al., 2010). 32 

A SOD tem a função de transformar dois ânions radicais O2∙
-, em um H2O2, que é 33 

menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas (OLIVEIRA & SCHOFFEN, 34 



29  

2010). Em pH fisiológico isto caracteriza uma reação normal, porém a SOD tem grande 1 

capacidade de acelerá-la (OTERO et al., 1983, HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001).  2 

Apesar de não ser um radical livre, pela ausência de elétrons desemparelhados na 3 

última camada, o H2O2 é um metabólito do O2 extremamente deletério, por participar da 4 

reação que produz o OH-. Além disso, o H2O2 tem vida longa e é capaz de atravessar 5 

camadas lipídicas. Pode reagir com a membrana eritrocitária e com proteínas ligadas ao 6 

Fe++, sendo altamente tóxico para as células (FERREIRA, 1997).  7 

Por isso, a SOD trata-se de uma enzima essencial para a sobrevivência das 8 

hemácias, devido à produção de radical O2∙
- durante a auto oxidação da hemoglobina 9 

(HALLIWELL; GUTTEIDGE, 2001) e à participação deste na formação de OH-, de maior 10 

potencial lesivo (FRIDOVICH, 1983; CHRISTIAN, 2000). 11 

As enzimas CAT e GPx agem com o mesmo propósito, o de impedir o acúmulo de 12 

H2O2, pois é a partir desta espécie que se origina o OH-, iniciador da peroxidação lipídica. 13 

Tal ação integrada é de grande importância, uma vez que essa espécie reativa, por meio das 14 

reações de Fenton e Haber-Weiss, mediante a participação dos metais ferro e cobre, 15 

culmina na geração do radical OH- (AYALA et al., 2014).  16 

A CAT é uma hemeproteína citoplasmática que catalisa a redução do H2O2 a H2O e 17 

O2, principalmente quando os níveis de H2O2 estão baixos (VIÑA et al., 2013). Localizada 18 

nos peroxissomas, tem ação reduzida em órgãos que pouco os possuem, como coração, 19 

cérebro e pulmões, sendo assim, nas hemácias, a ação antioxidante se dá pela catalase 20 

eritrocitária. Já a glutationa é um dos mais importantes antioxidantes endógenos, e que em 21 

sua forma reduzida, a glutationa peroxidase (GPx), age com os radicais, formando 22 

glutationa oxidada e água. A GPx atua sobre os peróxidos lipídicos e o H2O2, reduzindo-os 23 

na presença de glutationa (fornecedora de hidrogênio) (YU, 1994; LOCATELLI, 2003; 24 

HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).  25 

Independentemente da forma de atuação, o efeito protetor ocorre por meio da 26 

neutralização dos radicais antes que estes reajam com os alvos biológicos, para que possam 27 

prevenir as reações em cadeia e/ou a ativação das EROs ou ainda transformando-as em 28 

compostos menos reativos (AZZI et al., 2004).  29 

Porém nas situações em que surge um desequilíbrio entre os sistemas pró e 30 

antioxidante com predomínio dos pró-oxidantes, consequentemente resultará no aumento 31 

na peroxidação lipídica (LPO) (RAHMAN, BISWAS, KODE, 2006). Danos na camada 32 

lipídica provocam a formação de produtos citotóxicos (como o malondialdeído), resultando 33 

em perda da integridade da membrana que culminam com a ruptura e consequentemente 34 
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morte celular (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; MAFRA et al., 1999; DE MOFFARTS 1 

et al., 2005). 2 

O efeito cumulativo dessa lesão contribui para o envelhecimento das células 3 

normais. A senescência resulta em uma vida mais curta e precoce remoção das hemácias 4 

da circulação (HARVEY, 1997; SHIVA, 2007).  5 

Em humanos, estudos demonstram haver relações entre as lesões sofridas pelas 6 

hemácias durante o seu armazenamento e a produção de radicais livres. Considera-se 7 

ainda que a LPO seja a principal causa do envelhecimento das hemácias em bolsas para 8 

transfusão sanguínea (CHIU et al., 1989, AYALA et al., 2014). 9 

 10 

2.5.4. AVALIAÇÃO DO DANO OXIDATIVO 11 

 12 

A identificação e quantificação direta das EROs seria a forma lógica de analisar a 13 

presença de estresse oxidativo. No entanto, devido à meia-vida biológica muito curta, 14 

altíssima reatividade e concentrações muito baixas, a quantificação das EROs não é 15 

praticável. Devido aos problemas analíticos relacionados ao estresse oxidativo e ao 16 

mecanismo de lesão dos radicais livres, opta-se pela análise de metabólitos ou produtos 17 

finais das reações de oxidação (BARDYN, et al., 2018). Os metabólitos são mais estáveis 18 

que as EROs e, portanto, podem ser usados como biomarcadores, uma vez que 19 

correspondem ao resultado da ação do estresse oxidativo sobre biomoléculas importantes, 20 

como proteínas, lipídeos, carboidratos e DNA (TEIXEIRA, 2010; SPAVANELO et al., 21 

2010). Graças a composição principalmente lipídica e proteica da membrana que reveste as 22 

hemácias, estas células estão altamente sujeitas ao estresse oxidativo (SPAVANELO et al., 23 

2010; THRALL, 2014). 24 

As lesões decorrentes do processo de LPO e inativação de proteínas de membrana 25 

das hemácias dos CH acarretam alterações na estrutura e na permeabilidade das mesmas 26 

(TEDESCO et al., 2000; MONTINE et al., 2004). Entre as alterações estão a oxidação dos 27 

grupamentos sulfidrila da hemoglobina, promovendo lesão da membrana e, 28 

consequentemente, hemólise (FERREIRA et al., 1997; DOLOBEL et al., 2016; 29 

PRUDENT et al., 2017; ROUSSEL et al., 2017). 30 

Uma maneira eficaz de se estimar o grau de dano proteico, é por meio da avaliação 31 

dos produtos avançados de oxidação proteica (AOPP). AOPP são considerados marcadores 32 

fidedignos para estimar a extensão do dano oxidativo em proteínas, especialmente 33 

albumina (BRAGA, 2004; GUTOWSKI; KOWALCZYK, 2013).  34 
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 Descritos pela primeira vez por Witko-Sarsat e colaboradores, em 1996, os AOPP 1 

são gerados através da ação de EROs sobre proteínas e aminoácidos, pela ação de 2 

oxidantes clorados, principalmente o ácido hipocloroso e cloraminas (KALOUSOVÁ, 3 

SKRHA, ZIMA, 2002). Resultam no aumento da atividade das mieloperoxidases durante 4 

ação inflamatória, principalmente em neutrófilos e monócitos. Definidos como produtos 5 

proteicos interligados contendo ditirosina, são importantes biomarcadores da oxidação de 6 

proteínas e tornam possível estimar o grau de oxidação destas (CAKATAY et al., 2005; 7 

CAKATAY, KAYALI, UZUN, 2009; KORKMAZ et al., 2013). 8 

Atualmente, a LPO é considerada como o principal mecanismo molecular 9 

envolvido no dano oxidativo às estruturas celulares e no processo de toxicidade que leva à 10 

morte celular (DIANZANI & BARRERA, 2008). 11 

Os lipoperóxidos formados podem acumular-se em órgãos ou tecidos e atingem 12 

principalmente a membrana celular alterando sua estrutura e permeabilidade, reduzindo 13 

irreversivelmente sua fluidez e aumentando sua permeabilidade. A fluidez da membrana 14 

está relacionada com a presença de uma bicamada lipídica (cadeias insaturadas de 15 

fosfolipídios e colesterol) que formam um mosaico fluido com receptores e proteínas de 16 

transporte. Como consequência da LPO, há perda da seletividade na troca iônica e 17 

liberação do conteúdo de organelas, como as enzimas hidrolíticas dos lisossomas e 18 

formação de produtos citotóxicos, culminando em morte celular (FERREIRA et al., 1997).  19 

A LPO ocorre como uma reação em cadeia dividida em etapas. A etapa de iniciação 20 

que corresponde ao sequestro do hidrogênio do ácido graxo poliinsaturados da membrana 21 

celular pelo radical hidroxila ou alcoxila formando o radical lipídico (FLATT et al., 2014).  22 

A participação do ferro também é considerada fator determinante, ressaltando-se a 23 

importância da relação equimolar entre Fe3+/ Fe2+, para possibilitar a iniciação desse 24 

processo (BARBOSA et al., 2010).  25 

Em seguida vem a etapa de propagação, no qual o radical lipídico reage 26 

rapidamente com o O2, resultando em radical peroxila que por sua vez sequestra H+ do 27 

novo ácido graxo poliinsaturado, formando novamente o radical lipídico. Por fim a etapa 28 

de terminação, que ocorre quando os radicais lipídicos e peroxila produzidos anulam-se 29 

(DOTAN et al., 2004). 30 

O processo de LPO forma produtos como gases de hidrocarbonetos e aldeídos, 31 

como o malondialdeído (MDA). Portanto o MDA trata-se de um metabólito que é utilizado 32 

como biomarcador de LPO (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; PANDEY; RIZVI, 33 
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2011). Mesmo sendo considerado por muito tempo como um importante e útil biomarcador 1 

plasmático para o estresse oxidativo, o MDA praticamente não é tóxico (CATALA, 2006).   2 

Para estimar a concentração de MDA no plasma ou soro, o método mais popular é 3 

baseado na reação do MDA com o ácido tiobarbitúrico (TBA), que é mensurado por 4 

espectrofotometria. O ensaio detecta substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), 5 

que são subprodutos resultantes da peroxidação lipídica causada pelo estresse oxidativo 6 

(MUSTAFA et al., 2016). Geralmente analisados por aparelho de cromatografia líquida de 7 

alta eficiência (HPLC) e detectado fluorometricamente (MACHADO, 2006; MUSTAFA et 8 

al., 2016). No entanto, o teste das TBARS apresenta muitas interferências analíticas 9 

(DOYLE, 2015), sendo o MDA considerado um marcador de baixa especificidade 10 

(JUNQUEIRA et al., 2004).  11 

Por conta disso, outros testes mais sensíveis e específicos têm sido utilizados para 12 

avaliação da LPO. Alguns lipoperóxidos são espécies emissoras de luz e sua luminescência 13 

é usada como um marcador de estresse oxidativo (REPETTO, 2008). A 14 

quimioluminescência iniciada por hidroperóxido de tert-butil (t-butil) é um exemplo de 15 

quimiluminescência sensibilizada (GONZALEZ-FLECHA, LLESUY, BOVERIS, 1991).  16 

O aumento da quimiluminescência iniciada por hidroperóxido de t-butil é indicativo 17 

de que alfa-tocoferol é o antioxidante consumido nas hemácias, e sugere que EROs e 18 

peroxidação lipídica catalisadas por metais de transição reduzidos, podem ser responsáveis 19 

pelo aparecimento de danos oxidativos e pela ocorrência de estresse oxidativo (AYALA et 20 

al., 2018). 21 

Há evidências sobre alterações morfológicas, funcionais e oxidativas das hemácias 22 

que progridem com o tempo (ANDRETTA et al., 2018; DORNELES, 2018). No entanto 23 

ainda existem aspectos das alterações das hemácias armazenadas a serem explicados. 24 

Investigar lesões de armazenamento e estresse oxidativo das bolsas de sangue é essencial 25 

para avaliar a extensão do dano às células, pois esse dano reduz a funcionalidade, a 26 

viabilidade e sobrevida das hemácias após a transfusão. Além disso, o acúmulo de 27 

substâncias biorreativas que podem influenciar a qualidade do sangue transfundido, 28 

contribuem para reações pós-transfusionais (MUSTAFA et al., 2016).  29 

Embora não seja um consenso que unidades de CH próximas ao vencimento não 30 

apresentem um risco inerente, o tempo de armazenamento do CH deve ser motivo de 31 

preocupação em casos específicos. A escassez de trabalhos relacionados ao tema na 32 

medicina veterinária demonstra a necessidade desse estudo. 33 

 34 
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 1 

3 OBJETIVOS 2 

 3 

 4 

3.1 Objetivo Geral 5 

 6 

• Avaliar possíveis alterações hematológicas, bioquímicas e oxidativas em bolsas de 7 

concentrados de hemácias de cães, durante o período de 42 dias de armazenamento, 8 

em CPD/SAG-M. 9 

 10 

3.2 Objetivos Específicos 11 

• Descrever as alterações hematológicas, por meio das variáveis: número total de 12 

hemácias, volume globular, volume corpuscular médio e leucócitos totais; 13 

• Avaliar as alterações bioquímicas pela dosagem de glicose, lactato; pH, 14 

bicarbonato, potássio, sódio, cloreto e excesso de base, ocorridas durante o período 15 

de armazenamento; 16 

• Verificar o grau de hemólise através da dosagem da hemoglobina extracelular; 17 

• Avaliar a peroxidação lipídica e oxidação proteica por meio da determinação de 18 

hidroperóxidos lipídicos iniciados por t-butil (CL-LOOH) e da determinação dos 19 

produtos avançados da oxidação proteica (AOPPs), respectivamente; 20 

• Verificar a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superóxido 21 

dismutase (SOD), durante o período de armazenamento. 22 

 23 

 24 

25 
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 25 
 Resumo 26 

 27 

A terapia transfusional é uma modalidade de tratamento comum na prática médica 28 

contemporânea. As hemácias sofrem alterações durante o armazenamento, o que pode 29 

comprometer sua funcionalidade e viabilidade após a transfusão. O objetivo deste estudo 30 

foi descrever alterações hematológicas como: número de hemácias (HE), volume globular 31 

(VG),  volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina (HB), leucócitos totais (LT) e grau 32 

de hemólise (hemólise %);  e bioquímicos como: glicose, lactato, pH, concentração de 33 

bicarbonato, sódio, potássio, cloro e excesso de base (BE);  em bolsas de concentrados de 34 

hemácias (CH) de cães, refrigeradas entre 2ºC e 6ºC e preservadas em CPD/SAG-M por 42 35 

dias. Os parâmetros hematológicos e bioquímicos foram analisados logo após a 36 

centrifugação (T0) e a cada sete dias, até 42 dias após o armazenamento (T7, T14, T21, 37 

T28, T35 e T42). Foram selecionados 48 doadores de sangue com peso superior a 28 kg, 38 

com idades entre 2 a 8 anos, saudáveis, de comportamento dócil para coletar de 350 a 39 

450mL de sangue. Inicialmente, foram verificadas a distribuição normal (teste de Shapiro-40 

Wilk) e a homogeneidade da variância (teste de Levene). Se esses critérios fossem 41 

atingidos (p>0.05), para comparar o T0 entre si, seis diferentes tempos de coleta foram 42 

avaliados por Wilcoxon. O número de hemácias (HE) e os leucócitos totais (LT) 43 

diminuíram durante o armazenamento, enquanto o volume globular (VG), o volume 44 

corpuscular médio (VCM) e o grau de hemólise aumentaram. Os níveis de glicose, 45 

bicarbonato e pH diminuíram significativamente ao longo dos tempos experimentais. Já os 46 

níveis de potássio, lactato e o déficit do excesso de base (BE) aumentaram com o tempo. 47 

Os resultados obtidos permitiram concluir que o armazenamento de CH caninos produz 48 

alterações hematológicas e bioquímicas na qualidade do sangue durante o período 49 

estudado, porém essas alterações não parecem inviabilizar seu uso até os 28 dias de 50 

armazenamento. 51 

 52 

http://www.scielo.br/revistas/abmvz/iinstruc.htm#006
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Palavras chave: banco de sangue, hemocomponentes, medicina transfusional, controle de 1 

qualidade 2 

 3 

 4 

 5 

Abstract  6 
 7 

Transfusion therapy is a common treatment modality in contemporary medical practice. 8 

Red blood cells undergo changes during storage, which may compromise their 9 

functionality and viability after transfusion. The aim of this study was to describe 10 

hematological alterations such as: red blood cell count (HE), globular volume (GV), mean 11 

corpuscular volume (MCV), hemoglobin (HB), total leukocytes (LT) and degree of 12 

hemolysis (hemolysis%); and biochemicals such as glucose, lactate, pH, bicarbonate 13 

concentration, sodium, potassium, chlorine and base excess (BE); in canine packed red 14 

blood cells (RBC), refrigerated at 2ºC to 6ºC and preserved in CPD/SAG-M for 42 days. 15 

Hematological and biochemical parameters were analyzed immediately after centrifugation 16 

(T0) and every seven days, up to 42 days. days after storage (T7, T14, T21, T28, T35 and 17 

T42). Forty-eight healthy blood donors weighing more than 28 kg, aged 2 to 8 years, with 18 

docile behavior to collect 350 to 450mL of blood were selected. Initially, normal 19 

distribution (Shapiro-Wilk test) and homogeneity of variance (Levene’s test) were verified. 20 

If these criteria were met (p> 0.05), to compare T0 to each other, six different collection 21 

times were evaluated by Wilcoxon. The number of red blood cells (HE) and total 22 

leukocytes (LT) decreased during storage, while the globular volume (GV), the average 23 

corpuscular volume (MCV) and the degree of hemolysis increased. Glucose, bicarbonate 24 

and pH levels decreased significantly over experimental times. Potassium, lactate levels 25 

and the base excess deficit (BE) increased with time. The results obtained allowed us to 26 

conclude that the storage of canine RBC produces hematological and biochemical changes 27 

in blood quality during the study period, but these changes do not seem to make it 28 

impossible to use until 28 days of storage. 29 

 30 

Key words: blood bank, blood components, transfusion medicine, quality control 31 

 32 

 33 

Introdução  34 

A terapia transfusional é a base do tratamento de suporte para cães, com diminuição 35 

de oxigenação tecidual (Hess, 2009, Ferreira et al., 2014). A medicina transfusional tem-se 36 

aprimorado significativamente, com a separação de hemocomponentes e controle de 37 

qualidade dos mesmos (Marchi et al., 2015). Além da preocupação com o receptor, há o 38 

cuidado na seleção de doadores, pois destes fatores depende o sucesso da transfusão 39 

(Marchi et al., 2019).  40 

Durante o armazenamento, mesmo com presença das soluções conservadoras, as 41 

células ficam em condições muito diferentes da circulação sanguínea, decrescendo 42 

substancialmente os níveis de glicose, diminuindo a produção de ATP. Desta forma a 43 

bomba de sódio-potássio (Na+/K+) da membrana celular começa a falhar. promovendo 44 

efeitos deletérios como alterações morfológicas e bioquímicas progressivas (Bertoletti, 45 
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2011, Bardyn et al., 2017), que comprometem a sobrevivência da hemácia durante o 1 

armazenamento, além de sua qualidade e viabilidade no período pós-transfusional 2 

(Dorneles, 2018). Tais mudanças são chamadas de “lesões de armazenamento” ou “lesões 3 

de estoque” (Proffitt et al., 2015; Lei, Xiong, 2015). 4 

A diminuição na produção de ATP pode levar à hemólise, fator limitante para 5 

utilização da bolsa de sangue, devido à redução significativa da capacidade das hemácias 6 

de transportar e fornecer oxigênio (O2) aos tecidos hipóxicos. Além disso, pode 7 

desencadear reações transfusionais, comumente descritas como não imunomediadas e 8 

causar importantes efeitos vasoativos e oxidativos, que podem levar a lesão renal aguda e 9 

disfunção vascular no paciente que recebe a transfusão (Ferreira et al., 2018). 10 

Na medicina humana o tempo de armazenamento máximo para bolsas com 11 

CPD/SAG-M é de 42 dias (BRASIL, 2014), enquanto na medicina veterinária ainda não há 12 

uma regra estabelecida, sendo indicado 28 a 35 dias, e dependendo do refrigerador 13 

utilizada, chegando aos 41 dias de armazenamento (Costa Junior et al., 2008; Kessler et 14 

al., 2010; Obrador et al., 2015). Os critérios para avaliação da viabilidade de sangue 15 

armazenado se baseiam na medicina humana, que consideram parâmetros como grau de 16 

hemólise (hemólise %) e volume globular (VG) muito importantes para estimar a 17 

qualidade do CH (Barros, 2011; Sousa et. al., 2012; Dorneles, 2018; Marchi et al., 2019).  18 

Diante do exposto, fica claro que os estudos sobre as lesões de armazenamento 19 

ainda são contraditórios na literatura (TISSOT, et al., 2017; ANDRETTA, et al., 2018), 20 

havendo necessidade de constantes estudos para garantir a segurança transfusional. O 21 

presente trabalho teve como objetivo avaliar a cada sete dias parâmetros hematológicos 22 

como: número de hemácias (HE), volume globular (VG),  volume corpuscular médio 23 

(VCM), hemoglobina total (HB), leucócitos totais (LT) e grau de hemólise (hemólise %);  24 

e bioquímicos como: glicose, lactato, pH, concentração de bicarbonato, sódio, potássio, 25 

cloro e excesso de base (BE);  de CH de cães por 42 dias conservados em CPD/SAG-M.  26 

 27 

Material e Métodos 28 

 29 

O projeto foi aprovado pelo comitê de ética animal da Universidade Estadual de 30 

Londrina (UEL-CEUA), registrado sob nº 17632.2015.23. As colheitas e o armazenamento 31 

do sangue foram realizados no Laboratório de Medicina Transfusional do Hospital 32 

Veterinário da UEL (HV-UEL). Foram contactados tutores de 142 cães inicialmente 33 

triados de acordo com idade (2 a 8 anos) e peso (acima de 28 kg, não obesos).  34 

Posteriormente os animais foram avaliados de acordo com comportamento (dóceis, que 35 
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aceitavam contenção física), anamnese (sem queixas de doenças pelos guardiões), exame 1 

físico (fisicamente saudáveis) e com os exames laboratoriais como hemograma, ureia, 2 

creatinina, fosfatase alcalina, alanina aminotransferase, albumina, proteína total, colesterol, 3 

triglicerídeos e glicose, realizados no  Laboratório de Patologia Clínica do HV-UEL, 4 

dentro dos parâmetros de referência. 5 

Exames de reação em cadeia da polimerase (PCR) para Ehrlichia sp. e Babesia sp., 6 

realizados no Laboratório de Protozoologia do HV-UEL; e sorologia para Leishmania sp., 7 

realizados por imunofluorescência indireta no Laboratório de Zoonoses e Saúde Pública, 8 

do HV-UEL, foram negativos. 9 

Os critérios de exclusão foram cães que não cumpriam os requisitos supracitados 10 

para a inclusão no estudo, bem como os que apresentaram VG abaixo de 40% ou doadores 11 

que se agitaram perdendo o acesso venoso. Bolsas que levaram tempo superior a 15 12 

minutos para serem preenchidas ou que apresentaram coágulos foram excluídas do estudo.  13 

Sobre uma mesa de atendimento, realizou-se a contenção física e tricotomia na 14 

região da veia jugular seguida da antissepsia descrita por Marchi et al., (2018). Foram 15 

colhidas 48 bolsas com volume mínimo de 350 mL e máximo de 450 mL de sangue. As 16 

colheitas ocorreram em uma única punção, utilizando-se bolsa tripla contendo 63 mL de 17 

CPD (ácido cítrico-citrato de sódio, fosfato e dextrose) da marca Fresenius® (Barueri, SP, 18 

Brasil).  19 

Terminada a colheita, as bolsas de sangue total ficaram em repouso em superfície 20 

fria e limpa e, após uma hora foram centrifugadas. O protocolo de centrifugação e 21 

separação dos hemocomponentes e a preparação do CH foi realizada segundo Marchi et 22 

al., (2019).  23 

Foram avaliados parâmetros hematológicos como: número de hemácias (HE), 24 

volume globular (VG),  volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina total (HB), 25 

leucócitos totais (LT), pelo aparelho automático de hematologia veterinária pocH-100 iV 26 

Diff®, (Roche, São Paulo, SP, Brasil) no Laboratório de Patologia Clínica, do HV-UEL. 27 

No mesmo laboratório também foram realizados os bioquímicos como: glicose e lactato 28 

determinados no aparelho Siemens Dimension RXL® (Siemens Healthcare 29 

Diagnostics, Eschborn, Germany) por kits específicos da marca Siemens; e determinados 30 

os parâmetros de pH, concentração de bicarbonato, sódio, potássio, cloro e excesso de base 31 

(BE), no gasômetro OMNI C (Cobas-Roche®, Rotkreuz, 32 

Switzerland). 33 

Para determinar a hemoglobina extracelular (HBe), foi utilizado o aparelho de 34 
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espectrofotometria Evolution 60S – Thermo Scientific® (Madison, WI, USA) do 1 

Laboratório de Virologia, HV-UEL, utilizando-se a técnica descrita por Toulmond, et al., 2 

(1990). A determinação do grau de hemólise (hemólise %), em unidades de CH foi 3 

realizada pela fórmula proposta por Tomczak (2008). 4 

O CH foi armazenado, em refrigerador comum (Pratice 230 - Consul®), entre 2 a 5 

6 ̊C, exclusivo para esta finalidade até os 42 dias. As bolsas só saíram do refrigerador para 6 

retirada das amostras nos momentos pré-determinados de análise, não permanecendo 7 

tempo superior a 10 minutos fora do refrigerador.  8 

O material foi analisado imediatamente após a centrifugação e nos sete, 14, 21, 28, 9 

35 e 42 dias de armazenamento, sendo os tempos T0, T7, T14, T21, T28, T35 e T42 10 

respectivamente. As amostras para as análises, foram colhidas do segmento da bolsa de 11 

sangue. Antes da obtenção da amostra, o sangue contido no segmento da bolsa foi 12 

ordenhado em sentido retrógrado e a bolsa então homogeneizada 60 vezes. Esse 13 

procedimento foi repetido por três vezes. 14 

Os dados foram analisados pelo programa estatístico SPSS Statistic® 20 (IBM, 15 

Armonk, NY, EUA). Inicialmente foram verificadas a distribuição normal (teste de 16 

Shapiro-Wilk) e a homogeneidade da variância (teste de Levene). Os dados que não 17 

atingiram distribuição normal e homogeneidade dos critérios de variância foram analisados 18 

pelo teste não paramétrico de Wilcoxon. Foi considerado estatisticamente significativo 19 

quando p<0.05. 20 

Os resultados foram expressos em forma de mediana, máxima e mínima, 21 

comparando-se os tempos analisados com o tempo imediatamente pós-centrifugação (T0).   22 

 23 

Resultados e Discussão 24 

 25 

A média de idade dos doadores foi de 4,3 anos (± 2,6) e o peso médio 37,2 kg 26 

(±9,4). As raças dos 48 cães que participaram do estudo foram: Golden Retriever (70%), 27 

Labradores (10%), Rottweiler (6%), Pit Bull (6%), Pastor Alemão (4%), Boxer (2%) e 28 

Husky (2%). A maior parte de doadores da raça Golden se deu devido ao seu tamanho, 29 

além do comportamento dócil e tranquilo.  30 

Os resultados encontrados no hemograma estão demonstrados na tabela 1. Os 31 

valores de T0 foram considerados como valores de referência, pois foram determinados 32 

logo após a preparação do CH. 33 

No presente estudo o número de hemácias (HE) apresentou diferença significativa à 34 
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partir do T28 quando comparado ao T0 durante o período de armazenamento, conforme 1 

mostrado na tabela 1.  Sousa et al. (2013), trabalhando com sangue total ovino, e Sobreira 2 

et al. (2013) que estudaram CH de cães, também observaram uma diminuição no número 3 

de total de HE durante a estocagem e atribuem ao fato de que há uma destruição das 4 

hemácias ao longo do período de armazenamento. 5 

Quanto ao VG houve uma diminuição significativa em T7 e T14, quando 6 

comparado ao T0 (p<0.05), no entanto esse parâmetro aumentou nos momentos 7 

subsequentes (T21-T42). O VG aumentou 9,2% nos 42 dias de armazenamento (T42) 8 

quando comparados ao CH no T0 (Tabela 1). Tais resultados corroboram os estudos 9 

prévios realizados por Sousa et al. (2013) com ovinos, Tavares (2011), asininos e Brugué e 10 

colaboradores (2018), com felinos. Os autores justificam tal alteração, pois, com o passar 11 

do tempo de armazenamento há alteração no tamanho das hemácias, relacionada à falha da 12 

bomba Na+/K+. O influxo de Na+ e o extravasamento de K+ para o meio extracelular leva à 13 

entrada de líquido para dentro das células, promovendo variações no tamanho das 14 

hemácias, que reflete na mudança do volume corpuscular médio (VCM) durante o tempo 15 

de armazenamento (Hess e Greenwalt, 2002). No presente estudo, o VCM acompanhou as 16 

alterações do VG, diminuindo em T7 e aumentando significativamente em T42. O mesmo 17 

foi observado por Tavares, (2011) e Sousa et al. (2013). Hess e Greenwalt (2002), afirmam 18 

que este efeito edemaciante sobre as células é desejável, pois reduz alterações 19 

morfológicas como a formação de equinócitos. 20 

Observando alterações nas hemácias por microscópio eletrônico de varredura, 21 

Mustafa et al. (2016), explicam que hemácias armazenadas perdem parte de sua membrana 22 

resultando na diminuição da proporção área-superfície e volume e culminando com a 23 

formação de esfero-equinócitos.  24 

Trabalhos realizados com equinos por Mudge et al., (2004), Niinisto (2008) e 25 

Dorneles (2018); em cães por Costa Junior (2010); e em caprinos por Tavares, (2013) não 26 

encontraram alterações nos valores de VG e VCM durante o período de armazenamento, 27 

que chegou a ser de 60 dias. O aumento do tamanho das células nem sempre é constatado 28 

provavelmente devido a ruptura de espículas e saída de material citosólicos das hemácias 29 

(Costa Junior, 2010; Dorneles 2018). 30 

A HB não se alterou durante o armazenamento corroborando os resultados de 31 

Mudge (2004) e Niinisto (2008) e Sobreira et al. (2013).  32 

O grau de hemólise (hemólise %), estimado pela HBe, aumentou durante o 33 

armazenamento de forma significativa (p<0.05) (Figura 1), semelhante ao ocorrido nos 34 
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estudos realizados por Souza et al. (2009), Hess et al. (2009), Tomczak et al. (2010), Costa 1 

Junior (2010), Gkoumassi et al. (2012), Brugué et al., (2018), Ferreira et al. (2018) e 2 

Marchi et al. (2019), que avaliaram sangue humano e de animais. O aumento da HBe 3 

provavelmente se dá pelo efeito cumulativo de substâncias pró-inflamatórias, em sua 4 

maioria liberadas por leucócitos e plaquetas, juntamente com a depleção de ATP que reduz 5 

a integridade das membranas de hemácias (Corsi et al., 2014; Ferreira et al., 2018). 6 

Estudos de Blasi et al., (2012) e Mustafa et al., (2016), demonstraram que o tempo de 7 

armazenamento aumenta a fragilidade osmótica das hemácias, por perderem a morfologia 8 

normal, o que favorece a hemólise e, consequentemente o aumento nos níveis de HBe. 9 

A hemólise é um fator limitante para a vida útil do CH, não apenas porque diminui 10 

significativamente a capacidade das hemácias de transportar e fornecer O2 aos tecidos 11 

hipóxicos, mas também porque pode ser responsável por reações transfusionais, 12 

comumente descritas como hemolíticas não imunomediadas, que contribuem para uma 13 

menor eficácia transfusional (Harrell e Kristensen, 1995; Ferreira et al., 2018). Além disso, 14 

quando a HBe aumenta sua concentração livre causa importantes efeitos vasoativos e 15 

oxidativos que podem levar a disfunção vascular e lesão renal aguda (Hess e Greenwalt, 16 

2002; Korte e Verhoeven, 2004). 17 

Devido às evidências científicas dos efeitos deletérios de Hbe, os bancos de sangue 18 

humanos estipulam que a porcentagem máxima de hemólise da unidade seja de 1% no 19 

último dia de armazenamento (Garraud  et al.., 2017;  Heddle et al., 2017), segundo a 20 

legislação brasileira (BRASIL, 2014). Na falta de parâmetros para basear valores limítrofes 21 

nas espécies de interesse veterinário, tem-se utilizado uma analogia com a exigência para 22 

humanos (Ferreira et al., 2018; Marchi et al. (2019). Desta forma, seguindo os padrões 23 

preconizados em bancos de sangue humanos, o grau de hemólise ocorrido em 8% dos CH 24 

no T28, 16% dos CH no T35 e 39% dos CH no T42 deste estudo, descartariam o uso do 25 

CH.  Até o T21 nenhum CH apresentou grau de hemólise superior a 1%. 26 

Quanto a contagem de leucócitos (LT), há um decréscimo significativo a partir do 27 

T14 até o T42 (p<0.05) (Tabela 1), que possivelmente esteja relacionado à degranulação 28 

dos polimorfonucleares (Souza et al., 2009), podendo levar a lesões da membrana 29 

plasmática das hemácias, culminando em alterações na conformação e elasticidade normal 30 

das hemácias, acelerando a hemólise durante o armazenamento (Bain, 2006, Sawant et al., 31 

2007), salientando a importância da utilização de CH leucorreduzidos (Racek et al., 2001). 32 

 33 

 34 

http://refhub.elsevier.com/S1246-7820(17)30074-5/sbref0240
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Figura 1. Grau de hemólise (hemólise %) do concentrado de hemácias de cães (n=48), 1 

conservado em bolsas CPD-SAG/M, durante 42 dias de armazenamento. 2 
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 3 

Os dados são apresentados como mediana (máximo e mínimo). *p<0.05 comparado ao T0. Teste de 4 
Wilcoxon.  T0 (imediatamente após a centrifugação), no T7 (sete dias de armazenamento), T14 (14 dias), 5 
T21 (21 dias), T28 (28 dias), T35 (35 dias) e T42 (42 dias). 6 
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Tabela 1 – Valores de HE, VG, HB, VCM e leucócitos totais do concentrado de hemácias de cães (n=48), conservado em bolsas CPD-SAG/M, 

durante 42 dias de armazenamento. 

 

___________________________________________________________________________________________________________________ 

Variáveis               

 T0 T7  T14  T21 T28  T35          T42  

HE 

(x106cel/µl) 
8.46 

(6.70-10.15) 

8.39 

(6.94-9.74) 

8.36 

(6.75-9.38) 

8.37 

(6.79-9.53) 

8.34* 

(6.95-9.20) 

8.34* 

(6.63-9.34) 

8.32* 

(6.78-9.24) 
 

VG (%) 
52.62 

(42.50-62.50) 

50.24* 

(41.20-59.60) 

51.02* 

(40.40-63.40) 

52.25 

(41.80-65.30) 

53.62 

(44.50-66.00) 

55.69* 

(46.20-69.70) 

57.48* 

(47.00-71.40) 
 

HB (g/dl) 
18.20 

(14.30-21.80) 

18.10 

(14.40-21.50) 

18.18 

(14.20-21.10) 

18.20 

(14.30-22.10) 

18.09 

(14.30-22.00) 

18.08 

(14.40-22.00) 

18.07 

(14.20-21.90) 
 

VCM (fL) 62.23 

(47.70-66.50) 

60.26* 

(57.20-63.60) 

60.57* 

(57.10-65.50) 

61.56 

(57.60-69.10) 

63.45 

(59.20-70.30) 

65.61* 

(59.50-73.50) 

67.43* 

(60.60-74.50) 
 

Leucócitos 

Totais 

(x103cel/µl) 

12.79 

(7.30-20.90) 

13.86 

(8.20-23.20) 

12.68 

(7.00-21.10) 

11.69* 

(5.00-19.7)  

10.15* 

(4.90-15.30) 

8.89* 

(4.50-12.50) 

8.45* 

(4.50-12.80) 
 

 

HE - contagem total de hemácias; VG - volume globular; HB - hemoglobina total; VCM - volume corpuscular médio; hemólise (%) - percentual de hemólise, LT - 

leucócitos totais. Os dados são apresentados como mediana (máximo e mínimo). *p<0.05 comparado ao T0. Teste de Wilcoxon.  T0 (imediatamente após a centrifugação), 

no T7 (sete dias de armazenamento), T14 (14 dias), T21 (21 dias), T28 (28 dias), T35 (35 dias) e T42 (42 dias). 
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Devido à presença de dextrose na solução conservadora, elevados níveis de 1 

glicose foram encontrados no T0 dos CH [640.41(548.00-751.00)]. Os níveis de glicose 2 

do CH diminuíram significativamente (p<0.05) ao longo do estudo quando comparados 3 

aos valores obtidos no momento inicial (T0), chegando a 18% no T42 [115.37(5.00-4 

337.00)], conforme demonstrado na figura 2. Resultados similares foram apresentados 5 

por Costa Junior (2010), que também estudou CH de cães conservadas em CPD/SAG-6 

M. Costa Junior et al. (2008), que compararam o sangue total conservado em CPDA-1 e 7 

CPD/SAG-M, houve uma menor redução desta variável ao final do período de 40 dias 8 

no grupo CPD/SAG-M. Laposy e Nogueira (2011), que avaliaram sangue total, 9 

armazenado em CPDA-1 até os 30 dias, também observaram uma diminuição 10 

significativa dessa variável ao longo do tempo, corroborando os resultados obtidos no 11 

presente estudo. Provavelmente esta diminuição foi reflexo do consumo da dextrose 12 

para obtenção de ATP e manutenção do metabolismo celular.   13 

A glicose é um parâmetro normalmente utilizado na rotina dos bancos de sangue 14 

humanos para avaliar sua qualidade, onde ao final do período de conservação os níveis 15 

desse carboidrato devem ser superiores a 50mg/dL. (Sousa et al., 2012; Dorneles, 16 

2018). Ao final do tempo experimental a mediana dos valores de glicose se manteve 17 

superior a 50 mg/dL demonstrando a viabilidade dos CH (Tomczak, 2008; Sousa et al., 18 

2012; Andretta et al., 2018). No entanto, 60% desses CH apresentaram valores 19 

inferiores a 50mg/dL no T42, 52% no T35, 20% no T28, reforçando assim a 20 

necessidade da verificação do controle de qualidade dos CH antes do uso. 21 

Houve um aumento dos níveis de lactato no decorrer do tempo de 22 

armazenamento do T0 [2.10(0.90-5.70)] a T42 [35.66(21.00-43.80)] (Figura 3). Estudos 23 

anteriores realizados verificaram aumento da concentração de lactato. Ribeiro Filho et 24 

al. (1994), que avaliaram sangue bovino conservado em bolsas CPDA-1, Mudge et al., 25 

(2004) com sangue total de equinos e Niinisto et al. (2008) e Dorneles (2018) com CH 26 

de equinos, mencionam o aumento nos níveis de lactato, correlacionando-o ao longo do 27 

período de armazenamento. Durante o armazenamento das hemácias a glicose é 28 

consumida para produção de ATP, ocorrendo simultaneamente a produção de uma série 29 

de metabólitos, entre eles o lactato.  30 

 31 

 32 

 33 
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Figura 2. Valores de glicose do concentrado de hemácias de cães (n=48), conservado 1 

em bolsas CPD-SAG/M, durante 42 dias de armazenamento. 2 
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 4 

Os dados são apresentados como mediana (máximo e mínimo). *p<0.05 comparado ao T0. Teste de 5 
Wilcoxon.  T0 (imediatamente após a centrifugação), no T7 (sete dias de armazenamento), T14 (14 6 
dias), T21 (21 dias), T28 (28 dias), T35 (35 dias) e T42 (42 dias). 7 

 8 

No presente estudo logo após a centrifugação da bolsa o pH foi inferior ao 9 

fisiológico, provavelmente devido à presença de ácido cítrico na solução conservadora 10 

(Costa Junior et al., 2008). Mesmo abaixo do valor de referência para sangue, o pH no 11 

T0, manteve-se acima de sete, semelhante ao encontrado por Ribeiro Filho et al. (1994), 12 

Hess et al. (2002), Kurup et al. (2003), Costa Junior (2010) e Laposy e Nogueira 13 

(2011). Porém, Costa Junior et al. (2008), Patel et al. (2013) e Moroz (2015), que 14 

estudaram sangue canino e suíno, obtiveram níveis do pH abaixo de sete (variando de 15 

6,75 a 6,99) no seu primeiro dia de conservação.  16 

Assim como nos trabalhos supracitados, os valores do pH do presente estudo 17 

apresentaram uma diminuição significativa durante o armazenamento (T7 ao T42) 18 

quando comparados ao T0 (<0.05), (Tabela 2), representando um aumento na acidez do 19 

meio. 20 

 21 
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Figura 3. Valores de lactato do concentrado de hemácias de cães (n=48), conservado 1 

em bolsas CPD-SAG/M, durante 42 dias de armazenamento. 2 
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Os dados são apresentados como mediana (máximo e mínimo). *p<0.05 comparado ao T0. Teste de 5 
Wilcoxon.  T0 (imediatamente após a centrifugação), no T7 (sete dias de armazenamento), T14 (14 6 
dias), T21 (21 dias), T28 (28 dias), T35 (35 dias) e T42 (42 dias). 7 

 8 

Fisiologicamente, na corrente sanguínea, existem inúmeros mecanismos 9 

responsáveis por manter o pH dentro de um estreito limite de normalidade 7,31 a 7,42 10 

(anexo1) (Kaneko, 2008). A queda do pH nessas circunstâncias é descrita como 11 

decorrência do acúmulo de ácido lático proveniente da glicólise promovida pelas 12 

hemácias (Moroz, 2015). Mesmo em baixas temperaturas (2 e 6 ºC), as hemácias 13 

continuam produzindo ácido lático como metabólito, reduzindo o pH e, 14 

consequentemente, sua viabilidade (Costa Junior et al., 2008; Kisielewicz e Self, 2014). 15 

A diminuição do pH observada nesse estudo provavelmente se deu pelos 16 

metabólitos ácidos provenientes do metabolismo anaeróbico das hemácias durante a 17 

conservação, principalmente o lactato. Quando retirado de seu ambiente in vivo e 18 

armazenado em condições extracorpóreas, o sangue possui poucos recursos para 19 

compensar o contínuo metabolismo celular e eliminar o acúmulo de metabólitos que, 20 

invariavelmente, levam a diminuição constante do pH (Genetet e Mannoni, 1980; 21 

Dorneles, 2018). 22 
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Tabela 2 - Valores de pH, cHCO3, K
+, Na+, Cl-, BE do concentrado de hemácias de cães (n=48), conservado em bolsas CPD-SAG/M, durante 42 1 

dias de armazenamento. 2 

 3 

  

Variáveis 

 T0 T7 T14 T21  T28  T35  T42  

pH 
7.03 

(6.64-7.12) 

6.76* 

(6.60-7.06) 

6.59* 

(6.44-6.90) 

6.43* 

(6.27-6.74) 

6.33* 

(6.11-6.67) 

6.25* 

(6.06-6.61) 

6.21* 

(6.06-6.54) 

cHCO3 

(mEq/L) 

11.56 

(6.30-17.20) 

9.45* 

(5.90-14.20)  

7.10* 

(4.20-17.90)  

6.74* 

(3.20-36.50)  

4.36* 

(1.60-22.20) 

3.20* 

(0.90-23.80)  

2.44* 

(0.60-29.10) 

K
+ 

(mmol/L) 

1.86 

(1.32-3.36) 

3.77* 

(1.84-5.33) 

4.47* 

(3.44-9.95) 

4.79* 

(3.83-10.70) 

5.00* 

(4.07-6.40) 

5.17* 

(4.36-6.48) 

5.27* 

(4.50-6.93) 

Na
+ 

(mmol/L) 

147.93 

(135.90-288.70) 

147.91* 

(143.30-156.80) 

151.46* 

(143.80-164.30) 

152.8* 

(143.50-163.50) 

155.44* 

(148.50-170.40) 

156.97* 

(149.60-195.90) 

159.00* 

(151.10-171.60) 

Cl- 

(mmol/L) 

106.59 

(97.00-111.40) 

106.98 

(97.00-141.50) 

106.14 

(94.00-113.00) 

105.66 

(94.00-112.80) 

105.82 

(96.00-113.80) 

105.35 

(94.00-115.70) 

104.26* 

(94.00-116.50) 

BE 

(mmol/L) 

-18.66 

(-23.10_-14.10) 

-26.82* 

(-33.50_-17.00) 

-32.98* 

(-38.20_-25.80) 

-37.60* 

(-42.70_-28.90) 

-41.48* 

(-51.20_-30.70) 

-44.05* 

(-52.50_-33.30) 

-45.50* 

(-50.00_-36.00) 

 4 
pH - potencial Hidrogeniônico; cHCO3 – Bicarbonato; K+ – Potássio; Na+ – Sódio; Cl- - Cloreto; BE - excesso de base. Os dados são apresentados como mediana (máximo e 5 
mínimo). *p<0.05 comparado ao T0. Teste de Wilcoxon.  T0 (imediatamente após a centrifugação), no T7 (sete dias de armazenamento), T14 (14 dias), T21 (21 dias), T28 6 
(28 dias), T35 (35 dias) e T42 (42 dias). 7 
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A acidificação do meio constitui um dos grandes problemas na conservação das 1 

hemácias (Tomczak et al., 2010). De maneira geral, no contexto de constante queda do 2 

pH, acredita-se que o valor limite de pH ao qual as células humanas podem ser 3 

submetidas com continuidade da função metabólica é de 6,2 (Hess e Greenwalt, 2002; 4 

Sousa et al., 2012; Patel et al., 2013).  5 

Os níveis de pH e ATP em sangue armazenado estão diretamente relacionados à 6 

sua viabilidade e efetividade pós transfusional, pois são os principais fatores 7 

relacionados à disponibilidade de 2,3-DPG, sendo que quanto menor a disponibilidade 8 

de 2,3-DPG, maior a afinidade da hemoglobina por O2 e consequentemente menor 9 

capacidade das hemácias liberarem O2 aos tecidos (Scott et al., 2005; Costa Junior et 10 

al., 2008; Dorneles, 2018). Níveis de pH superiores a 7 favorecem a síntese de 2,3-11 

DPG, enquanto níveis menores, favorecem a sua degradação. Logo, é possível afirmar 12 

que quanto mais rápido for a diminuição do pH durante o período de armazenamento, 13 

mais rápido se dará a degradação e diminuição dos níveis de 2,3-DPG, comprometendo 14 

a qualidade e viabilidade do sangue (KURUP, 2003; Dorneles, 2018). 15 

Neste trabalho houve uma redução significativa (p<0.05) nos níveis de 16 

bicarbonato (HCO3
-) dos tempos T7 ao T42 quando comparados ao T0 (Tabela 2). 17 

No sangue circulante o HCO3
- é um sistema tampão no organismo, importante 18 

para a manutenção do pH em valores fisiológicos extracelulares (Randall et al., 2008; 19 

Dorneles, 2018). Na tentativa de neutralizar os ácidos produzidos, há um aumento 20 

gradativo na produção do HCO3
-, porém a diminuição se explica devido ao consumo 21 

deste íon no controle da acidez, neutralizando o lactato produzido pelo metabolismo das 22 

células (Ribeiro Filho et al., 1994).  23 

O mesmo padrão dos valores de HCO3
- deste estudo (11,56 mmol/L), foi 24 

encontrado nos experimentos com sangue de cães conduzidos por Costa Junior et al. 25 

(2008), Costa Junior (2010), sendo os valores médios de 14 e 9,67 mmol/L de HCO3
-, 26 

respectivamente. Por outro lado, Sousa et al. (2009) e Dorneles (2018) notaram uma 27 

maior disponibilidade de HCO3
- no sangue ovino e equino comparado ao canino, cujas 28 

médias em T0 foram no sangue equino de 23 mmol/L e no ovino de 19,88 mmol/L, 29 

respectivamente.  30 

No presente estudo, analisando o K+, observou-se que os níveis aumentaram de 31 

forma considerável e significativa, durante o armazenamento, quando comparados ao 32 

T0 (Tabela 2). Os valores encontrados foram muito semelhantes aos de Costa Junior et 33 

al. (2008) e Laposy e Nogueira (2011). No estudo conduzido por Costa Junior (2010) 34 
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com bolsas de CH de sangue canino, também houve um aumento significativo durante o 1 

período de conservação, porém no 40º dia o nível de K+ foi bem mais alto que no 2 

presente trabalho. As concentrações de K+ do sangue canino armazenado, não podem 3 

ser comparadas às de outras espécies devido à diferença individual na concentração 4 

intraeritrocitária desse eletrólito (Costa Junior, 2010). Para a espécie humana, são 5 

aceitáveis níveis menores que 100 mmol/L de K+ ao final do período de armazenamento 6 

de CH (Tomzack, 2008; Andreatta et al., 2018), enquanto nos cães embora não existam 7 

valores considerados aceitos, os valores encontrados no último dia de armazenamento 8 

variam entre 3,7-5,8 (Costa Junior et al. 2008; Laposy e Nogueira, 2011).   9 

O aumento nos níveis de K+ extracelular pode se dar pela redução da função da 10 

bomba de Na+/K+, já que as bolsas devem ser mantidas em baixas temperaturas, 11 

permitindo assim a saída de íons citosólicos (Lion et al., 2009, Sut et al., 2017).  No 12 

entanto, Costa Junior et al. (2008) e Costa Junior (2010), mostraram que esse aumento 13 

pode ser indício de hemólise, por isso o K+ está entre os bioquímicos utilizados na rotina 14 

dos bancos de sangue para avaliar a qualidade do produto armazenado (Chin-Yee et al., 15 

1997; Andreatta et al., 2018). 16 

Os valores do K+ plasmático também podem ser correlacionados com os valores 17 

do pH sanguíneo, sendo esses valores inversamente proporcionais, corroborando os 18 

estudos de Bush (2004), Costa Junior et al. (2008) e Costa Junior em 2010. Segundo 19 

esses autores, o pH tem influência na integridade da membrana plasmática, havendo 20 

com a queda do pH, a migração do K+ contido no fluido intracelular para o meio 21 

extracelular.  22 

Como o armazenamento prolongado de sangue causa o acúmulo de K+ no meio 23 

extracelular, tem-se associado à ocorrência de arritmia cardíaca em pacientes (Van de 24 

Watering, 2011). Por isso, certos receptores, como pacientes pediátricos ou pacientes 25 

que passaram por cirurgias de revascularização do miocárdio, não podem ser 26 

transfundidos com unidades armazenadas sem que antes haja a remoção do K+ liberado 27 

das hemácias (Mustaffa et al., 2016). 28 

No que diz respeito aos níveis de Na+, pode-se observar um aumento 29 

significativo durante o período de estocagem dos CH quando se compara ao T0 (Tabela 30 

2). Estudos conduzidos por Sousa et al. (2013), observaram uma diminuição 31 

significativa nos níveis de Na+ conforme o aumento do tempo de armazenamento, 32 

inferindo essa alteração a falha na bomba de Na+/K+. Nos estudos de Mudge et al. 33 

(2004), Costa Junior et al. (2008) e Dorneles (2018), os níveis de Na+ na bolsa de CH 34 
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não sofreram alterações durante o tempo de armazenamento. Como o Na+ é um 1 

eletrólito tipicamente extracelular, pode-se sugerir que não houve perda de água para o 2 

exterior das bolsas, assim como no presente estudo. 3 

As concentrações de íons cloreto foram estatisticamente menores que T0 apenas 4 

no T42 (p<0.05), (Tabela 2). O estudo de Mudge (2004), que armazenou sangue total de 5 

equino durante 31 dias, também não encontrou diferença significativa (p>0.05) nesse 6 

parâmetro. O que pode ocorrer com o passar do tempo de armazenamento é um possível 7 

esgotamento das reservas intracelulares (Dorneles, 2018). 8 

Com relação ao BE houve uma diminuição significativa (<0.05) quando os 9 

tempos foram comparados ao T0 (Tabela 2). Em caprinos, Tavares (2013) e em equinos, 10 

Dorneles (2018) relatou um comportamento semelhante, com aumento do déficit 11 

conforme o avanço do tempo de armazenamento. Sugere-se que os valores do BE são 12 

influenciados pelo equilíbrio ácido-base, acompanhando a diminuição do pH e dos 13 

níveis de bicarbonato. É importante observar que já há um aumento no BE desde T0, 14 

provavelmente devido à acidez (íons H+) do diluente (Tavares, 2013).   15 

 16 

Conclusão 17 

Após a análise dos resultados obtidos e nas condições deste estudo, pode-se 18 

concluir que as lesões de armazenamento provocam alterações hematológicas e 19 

bioquímicas nos CH canino que se iniciam ainda na primeira semana de armazenamento 20 

e progridem até os 42 dias, alterando assim a qualidade do sangue quando utilizadas 21 

bolsas contendo CPD/SAG-M. No entanto, das alterações encontradas apenas o grau de 22 

hemólise excedeu e a glicose diminuiu aos níveis conhecidos como seguro para 23 

pacientes. As unidades de CH preservadas por mais de 28 dias só podem ser 24 

administradas com segurança se testadas quanto ao grau de hemólise e glicose antes de 25 

seu uso, uma vez que nesse experimento aos 28 dias de armazenamento algumas 26 

unidades excederam o limite de 1% de grau de hemólise permitido pela legislação de 27 

bancos humanos, assim como tiveram valores de glicose inferior a 50mg/dL. 28 
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RESUMO 19 

 20 

Durante o armazenamento as hemácias sofrem progressiva deterioração, devido ao 21 

metabolismo anaeróbico das células que ocasionam uma série de mudanças estruturais e 22 

fisiológicas, resultando nas chamadas “lesões de estoque”. O objetivo deste estudo foi 23 

avaliar o estresse oxidativo por meio de biomarcadores da peroxidação lipídica 24 

(hidroperóxidos lipídicos iniciados por tert-butil - CL-LOOH) e oxidação proteica 25 

(produtos avançados de oxidação de proteínas – AOPP), e da atividade das enzimas 26 

antioxidantes (superóxido dismutase – SOD e catalase – CAT), de bolsas de 27 

concentrado de hemácias (CH) de cães, refrigeradas entre 2ºC e 6ºC e preservadas em 28 

CPD/SAG-M por 42 dias. Foram selecionados 48 doadores de sangue com peso 29 

superior a 28 kg, com idades entre 2 a 8 anos, saudáveis, de comportamento dócil para 30 

coletar de 350 a 450mL de sangue. Os parâmetros do estresse oxidativo foram 31 

analisados logo após a centrifugação (T0) e a cada sete dias até 42 dias após o 32 

armazenamento (T7, T14, T21, T28, T35 e T42). Inicialmente, foram verificadas a 33 

distribuição normal (teste de Shapiro-Wilk) e a homogeneidade da variância (teste de 34 

Levene’s). Se esses critérios fossem atingidos (p>0.05), para comparar o T0 entre si, 35 

seis diferentes tempos de coleta foram avaliados por Wilcoxon. Houve diminuição na 36 

atividade da enzima SOD nas bolsas de CH ao longo do período de armazenamento, 37 

porém não houve variação significativa da CAT. Foi observado um aumento 38 

significativo do estresse oxidativo, a partir de T7 até T42 quando comparados ao T0, 39 

avaliado pelos níveis de AOPP e CL-LOOH. Os resultados obtidos permitiram concluir 40 

que houve alterações na peroxidação lipídica, oxidação proteica e nas enzimas SOD, 41 

evidenciando o estresse oxidativo nos CH de cães armazenados por 42 dias. No entanto, 42 

as alterações encontradas não nos permitem determinar a até qual momento, as 43 

hemácias dos CH estão viáveis, para tanto são necessários estudos in vivo que avaliem a 44 

resposta pós-transfusional no que diz respeito a esses biomarcadores de estresse 45 

oxidativo. 46 

 47 

Palavras chaves: Peroxidação lipídica, oxidação proteica, catalase, superóxido 48 

dismutase, canino, medicina transfusional. 49 

 50 
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ABSTRACT 1 

 2 

During storage, red blood cells undergo progressive deterioration due to the anaerobic 3 

metabolism of cells that cause a series of structural and physiological changes, resulting 4 

in so-called “stock lesions”. The aim of this study was to evaluate oxidative stress by 5 

biomarkers of lipid peroxidation (tert-butyl-initiated lipid hydroperoxides - CL-LOOH) 6 

and protein oxidation (advanced protein oxidation products - AOPP), and the activity of 7 

antioxidant enzymes (superoxide dismutase - SOD and catalase - CAT), from dog red 8 

blood cell concentrate (RBC), refrigerated at 2ºC to 6ºC and preserved in CPD/SAG-M 9 

for 42 days. Forty-eight healthy blood donors weighing more than 28 kg, aged 2 to 8 10 

years, with docile behavior to collect 350 to 450mL of blood were selected. Oxidative 11 

stress parameters were analyzed immediately after centrifugation (T0) and every seven 12 

days up to 42 days after storage (T7, T14, T21, T28, T35 and T42). Initially, normal 13 

distribution (Shapiro-Wilk test) and homogeneity of variance (Levene test) were 14 

verified. If these criteria were met (p> 0.05), to compare T0 to each other, six different 15 

collection times were evaluated by Wilcoxon. There was a decrease in SOD enzyme 16 

activity in the RBC during the storage period, but there was no significant variation of 17 

CAT. A significant increase in oxidative stress was observed from T7 to T42 when 18 

compared to T0, as assessed by AOPP and CL-LOOH levels. The obtained results 19 

allowed to conclude that there were alterations in the lipid peroxidation, protein 20 

oxidation and SOD enzymes, evidencing the oxidative stress in the canine bags RBC 21 

stored for 42 days. However, the changes found do not allow us to determine the extent 22 

to which RBC are viable, so in vivo studies are needed to evaluate the post-transfusion 23 

response regarding these oxidative stress biomarkers. 24 

 25 

key words: Lipid peroxidation, protein oxidation, catalase, superoxide dismutase, 26 

transfusion medicine. 27 

 28 

Introdução  29 

 30 

O concentrado de hemácias (CH) é um hemocomponente fundamental para o 31 

tratamento de pacientes com anemias graves de diferentes etiologias e para cumprir este 32 

propósito e evitar os efeitos adversos, é importante que as hemácias transfundidas 33 

preservem sua capacidade metabólica e suas funções mecânicas (Proffitt et al., 2015). 34 

Quando retiradas da circulação, as hemácias sofrem lesões de armazenamento 35 

(Almizraq et al., 2013; Obrador et al., 2015, Prudent et al., 2017) e podem desencadear 36 

a liberação endógena de citocinas inflamatórias, ocasionando reações imunológicas 37 

transfusionais (McMichael et al., 2010; Callan et al., 2013, Jairath et al., 2015, Tissot et 38 

al., 2017). Há também evidências de que o estresse oxidativo desempenhe um papel 39 

importante para o desencadeamento dessas lesões (Sekeroglu et al., 2012; Dolobel et al., 40 

2016; Whither et al., 2016). 41 
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O estresse oxidativo surge quando ocorre um desequilíbrio no balanço de 1 

oxirredução (Poli et al., 2008; Santo et al., 2009), resultando em danos principalmente 2 

nas membranas lipídicas e nas proteínas citosólicas das células (Delobel et al., 2016; 3 

Wither et al., 2016). Conhecidas como lesão de estoque, tais alterações culminam com a 4 

morte celular precoce (Antonelou et al., 2012; Koch, 2013; Al-Thani, et al., 2018).  5 

As hemácias facilmente tornam-se alvos quando Espécies Reativas de Oxigênio” 6 

(EROs), reagem com ácidos graxos poliinsaturados para formar lipoperóxidos que 7 

compõem a cascata de reações degenerativas dos lipídeos. Mesmo possuindo alta 8 

capacidade de defesa antioxidante, as hemácias são bastante sensíveis aos danos 9 

causados pelas EROs durante o armazenamento (Racek et al., 2001; Hess, 2010). A 10 

remoção do plasma para obtenção do CH agrava os danos pois perde-se grande parte do 11 

suprimento energético e da capacidade antioxidante nativa associada a esse fluido 12 

biológico (Silva, 2013, Bardyn et al, 2017b). 13 

Os antioxidantes endógenos são compostos por uma variedade de enzimas, 14 

dentre elas, a superóxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT). Independentemente da 15 

forma de atuação, a SOD e a CAT neutralizam os radicais antes que estes reajam com 16 

os alvos biológicos, prevenindo as reações em cadeia e/ou a ativação das EROs ou ainda 17 

transformando-as em compostos menos reativos (Azzi et al., 2004).  18 

Peroxidação lipídica ou lipoperoxidação (LPO) é um processo fisiológico de 19 

deterioração oxidativa dos ácidos graxos poliinsaturados (PUFAs) que fazem parte 20 

estrutura das membranas celulares e alvos das EROs. A LPO ocorre em todas as células 21 

aeróbicas e é considerada como o principal mecanismo molecular envolvido no dano 22 

oxidativo que leva à morte celular (Dianzani & Barrera, 2008). 23 

Os AOPP são os produtos proteicos formados durante o estresse oxidativo pela 24 

reação da proteína plasmática com oxidantes clorados, por isso têm sido considerados 25 

como ótimos marcadores de danos às proteínas mediadas por oxidantes (Zhou et al., 26 

2010). 27 

Em razão do limitado número de doadores de sangue de cães, o controle do 28 

armazenamento do produto faz-se totalmente necessário, garantindo que as hemácias 29 

após a transfusão cumpram seu papel. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar 30 

semanalmente o estresse oxidativo em CH de cães durante 42 dias de armazenamento. 31 

 32 

Material e Métodos 33 

 34 
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O projeto foi aprovado pelo comitê de ética animal da Universidade Estadual de 1 

Londrina (UEL-CEUA), registrado sob nº 17632.2015.23. As colheitas e o 2 

armazenamento do sangue foram realizados no Laboratório de Medicina Transfusional 3 

do Hospital Veterinário da UEL (HV-UEL). Foram contactados tutores de 142 cães 4 

inicialmente triados de acordo com idade (2 a 8 anos) e peso (acima de 28 kg, não 5 

obesos).  Posteriormente os animais foram avaliados de acordo com comportamento 6 

(dóceis, que aceitavam contenção física), anamnese (sem queixas de doenças pelos 7 

guardiões), exame físico (fisicamente saudáveis) e com os exames laboratoriais como 8 

hemograma, ureia, creatinina, fosfatase alcalina, alanina aminotransferase, albumina, 9 

proteína total, colesterol, triglicerídeos e glicose, realizados no  Laboratório de 10 

Patologia Clínica do HV-UEL, dentro dos parâmetros de referência. 11 

Exames de reação em cadeia da polimerase (PCR) para Ehrlichia sp. e Babesia sp., 12 

realizados no Laboratório de Protozoologia do HV-UEL; e sorologia para Leishmania 13 

sp., realizados por imunofluorescência indireta no Laboratório de Zoonoses e Saúde 14 

Pública, do HV-UEL, foram negativos. 15 

Os critérios de exclusão foram cães que não cumpriam os requisitos supracitados 16 

para a inclusão no estudo, bem como os que apresentaram VG abaixo de 40% ou 17 

doadores que se agitaram perdendo o acesso venoso. Bolsas que levaram tempo superior 18 

a 15 minutos para serem preenchidas ou que apresentaram coágulos foram excluídas do 19 

estudo.  20 

Sobre uma mesa de atendimento, realizou-se a contenção física e tricotomia na 21 

região da veia jugular seguida da antissepsia descrita por Marchi et al., (2018). Foram 22 

colhidas 48 bolsas com volume mínimo de 350 mL e máximo de 450 mL de sangue. As 23 

colheitas ocorreram em uma única punção, utilizando-se bolsa tripla contendo 63 mL de 24 

CPD (ácido cítrico-citrato de sódio, fosfato e dextrose) da marca Fresenius® (Barueri, 25 

SP, Brasil). 26 

Terminada a colheita, as bolsas de sangue total ficaram em repouso em 27 

superfície fria e limpa e, após uma hora foram centrifugadas. O protocolo de 28 

centrifugação e separação dos hemocomponentes e a preparação do CH foi realizada 29 

segundo Marchi et al., (2019).  30 

 O CH foi armazenado, em refrigerador comum (Pratice 230 - Consul®), entre 2 31 

a 6 C̊, exclusivo para esta finalidade até os 42 dias. As bolsas só saíram do refrigerador 32 

para retirada das amostras nos momentos pré-determinados de análise, não 33 

permanecendo tempo superior a 10 minutos fora do refrigerador.  34 
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O material foi analisado imediatamente após a centrifugação e nos sete, 14, 21, 1 

28, 35 e 42 dias de armazenamento, sendo os tempos T0, T7, T14, T21, T28, T35 e T42 2 

respectivamente. As amostras para as análises, foram colhidas do segmento da bolsa de 3 

sangue. Antes da obtenção da amostra, o sangue contido no segmento da bolsa foi 4 

ordenhado em sentido retrógrado e a bolsa então homogeneizada 60 vezes. Esse 5 

procedimento foi repetido por três vezes. 6 

Ao fim de todas as colheitas, as amostras foram enviadas ao Laboratório de Pós-7 

Graduação do HU – UEL, e mantidas congeladas a -70ºC, em tubos plásticos cônicos. 8 

No momento da realização dos testes, as amostras foram deixadas em temperatura 9 

ambiente até seu total descongelamento. Para determinação do estresse oxidativo foram 10 

avaliadas as enzimas antioxidantes SOD e CAT, a peroxidação proteica pela AOPP e 11 

lipídica pelo CL-LOOH, dos CH armazenados, pelos seguintes testes: 12 

Determinação da superóxido dismutase (SOD), método do pirogalol (Marklund 13 

e Marklund, 1974) e sua reação lida por espectrofotometria, marca ThermoSpectronic®, 14 

modelo Helios-α (Waltham, MA, EUA) no comprimento de onda de 420 nm;  15 

Determinação da catalase (CAT), se deu pela técnica descrita por Aebi et al. (1984), e a 16 

leitura também foi realizada por espectrofotometria no comprimento de onda de 240nm.  17 

Determinação dos produtos avançados da oxidação proteica (AOPP) foram 18 

realizadas no plasma usando o método descrito por Witko-Sarsat e colaboradores 19 

(1996).  20 

A avaliação da formação de lipoperóxidos no plasma foi realizado pelo método 21 

de quimiluminescência (QL), adaptando-se a técnica descrita por Gonzalez-Flecha e 22 

colaboradores (1991). (contador β marca Beckman® modelo LS 6000, Fullerton, 23 

Califórnia, EUA). 24 

Os dados foram analisados pelo programa estatístico SPSS Statistic® 20 (IBM, 25 

Armonk, NY, EUA). Inicialmente foram verificadas a distribuição normal (teste de 26 

Shapiro-Wilk) e a homogeneidade da variância (teste de Levene). Os dados que não 27 

atingiram distribuição normal e homogeneidade dos critérios de variância foram 28 

analisados pelo teste não paramétrico de Wilcoxon. Foi considerado estatisticamente 29 

significativo quando p<0.05. 30 

Os resultados foram expressos em forma de mediana, máxima e mínima, 31 

comparando-se os tempos analisados com o tempo imediatamente pós-centrifugação 32 

(T0).   33 

 34 
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Resultados e Discussão 1 

 2 

A média de idade dos doadores foi de 4,3 anos (± 2,6) e o peso médio 37,2 kg 3 

(±9,4). As raças dos 48 cães que participaram do estudo foram: Golden retriever (70%), 4 

Labradores (10%), Rottweiler (6%), Pit Bull (6%), Pastor Alemão (4%), Boxer (2%) e 5 

Husky (2%). A maior parte de doadores da raça Golden se deu devido ao seu tamanho, 6 

além do comportamento dócil e tranquilo. 7 

Em relação às enzimas antioxidantes, durante o armazenamento houve uma 8 

diminuição significativa na atividade da SOD das bolsas de CH, do T7 ao T42 (p<0.05) 9 

quando comparada ao T0 (Figura 1). Esse resultado corrobora os dados achados por 10 

Fonseca (2016) que avaliou o estresse oxidativo por meio da LPO de sangue total de 11 

caprinos, submetidos a transfusão sanguínea homóloga de sangue fresco ou armazenado 12 

por 15 e 35 dias. Nesse estudo Fonseca, (2016) observou a diminuição significativa das 13 

defesas antioxidantes das hemácias armazenadas por mais tempo.  14 

Sabe-se que a presença de enzimas como a SOD proporciona proteção das 15 

hemácias contra hemólise. Desta forma, sugere-se que neste estudo a menor atividade 16 

da SOD nas bolsas de CH está relacionada ao maior tempo de armazenamento que as 17 

hemácias foram expostas às EROs, havendo assim maior consumo da enzima SOD e, 18 

consequentemente reduzindo o potencial antioxidante da mesma (Hatherill et al., 1991; 19 

Fonseca, 2016). 20 

A atividade das enzimas antioxidantes é um marcador sensível do estresse oxidativo. 21 

Tanto o aumento quanto a diminuição na atividade das enzimas têm sido relatados em diferentes 22 

condições clínicas como consequência da produção de EROs. Isso ocorre tanto pelo aumento da 23 

regulação da atividade da enzima quanto pela utilização destas enzimas para combater as EROs. 24 

A CAT catalisa a reação de conversão do peróxido de hidrogênio (H2O2), um composto 25 

tóxico, em oxigênio (O2) e água (H2O) (Valko et al., 2007; Barbosa et al., 2010), no 26 

entanto, no presente estudo, não foi observada diferença estatística na atividade da CAT 27 

nos tempos avaliados (T7 ao T42) quando comparados ao T0 (p>0.05) (Figura 2).  28 

Numerosos estudos demonstraram que, após a transfusão, as hemácias perdem 29 

substancialmente sua viabilidade (aproximadamente 30%) (Sekeroglu et al., 2012; 30 

Mustafa et al., 2016). Um fator contribuinte importante para a diminuição da vida útil 31 

das hemácias armazenadas pode ser uma diminuição no sistema de defesa antioxidante 32 

ou um aumento no estresse oxidativo que ocorrem durante o armazenamento. 33 
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Em seus estudos Nedzi et al. (2016) e Huyut et al. (2018), demonstraram uma 1 

diminuição significativa na atividade da CAT conforme o aumento no tempo de 2 

armazenamento do CH, demonstrando dessa forma manifestações de estresse oxidativo. 3 

Sekeroglu e colaboradores (2012) e Huyut e colaboradores (2016), relataram que os 4 

níveis de SOD e catalase diminuíram conforme aumentou o tempo de armazenamento. 5 

Portanto, a ausência de alteração da atividade da CAT observada em nosso trabalho 6 

poderá estar relacionada ao comportamento dessa enzima em diferentes tecidos, bem 7 

como à metodologia empregada. 8 

 9 

Figura 1. Valores da atividade da enzima antioxidante superóxido dismutase (SOD) 10 

para determinação do estresse oxidativo obtidos do concentrado de hemácias de cães 11 

(n=48), conservado em bolsas CPD-SAG/M, durante os 42 dias de armazenamento.  12 

S
O

D
 (

U
/m

g
 H

b
)

T
0

T
7

T
1
4

T
2
1

T
2
8

T
3
5

T
4
2

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

**

* *

*

*

 13 
Os dados são apresentados como mediana (máximo e mínimo). *p<0.05 comparado ao T0. Teste de 14 
Wilcoxon.  T0 (imediatamente após a centrifugação), no T7 (sete dias de armazenamento), T14 (14 15 
dias), T21 (21 dias), T28 (28 dias), T35 (35 dias) e T42 (42 dias). 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 



73  

Figura 2. Valores da atividade da enzima antioxidante catalase (CAT) para 1 

determinação do estresse oxidativo obtidos do concentrado de hemácias de cães (n=48), 2 

conservado em bolsas CPD-SAG/M, durante os 42 dias de armazenamento.  3 
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 5 
Os dados são apresentados como mediana (máximo e mínimo). *p<0.05 comparado ao T0. Teste de 6 
Wilcoxon.  T0 (imediatamente após a centrifugação), no T7 (sete dias de armazenamento), T14 (14 7 
dias), T21 (21 dias), T28 (28 dias), T35 (35 dias) e T42 (42 dias). 8 

 9 

Os principais alvos das EROs são o DNA, as proteínas e os lipídeos. Os AOPP 10 

têm sido considerado um marcador do grau de dano proteico mediado por oxidação 11 

(Braga, 2004). O AOPP é gerado por meio da ação do estresse oxidativo sobre proteínas 12 

e aminoácidos, pela ação de oxidantes clorados, principalmente ácido hipocloroso e 13 

cloraminas (Kalousová, et al., 2002).    14 

O AOPP apresentou um aumento significativo (p<0.05) em todos os tempos 15 

comparados ao T 0 (Figura 3), indicando a presença de oxidação proteica nas bolsas de 16 

CH durante o período de armazenamento deste estudo. No entanto, o aumento não foi 17 

linear, havendo uma diminuição em M3 e M4 e aumento em M5. Resultados 18 

semelhantes foram encontrados por Tzounakas e colaboradores (2015) que avaliaram o 19 

AOPP de CH armazenados, de doadores com altos e baixos níveis de ácido úrico 20 

(Bardyn et al., 2018). 21 

 22 

 23 

 24 
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Figura 3 – Valores dos produtos de oxidação proteica (AOPP) para determinação do 1 

estresse oxidativo obtidos do concentrado de hemácias de cães (n=48), conservado em 2 

bolsas CPD-SAG/M, durante os 42 dias de armazenamento.  3 
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 4 
Os dados são apresentados como mediana (máximo e mínimo). *p<0.05 comparado ao T0. Teste de 5 
Wilcoxon.  T0 (imediatamente após a centrifugação), no T7 (sete dias de armazenamento), T14 (14 6 
dias), T21 (21 dias), T28 (28 dias), T35 (35 dias) e T42 (42 dias). 7 

 8 

A oxidação contínua de cadeias de ácidos graxos e sua fragmentação para 9 

produzir aldeídos e hidrocarbonetos, acaba por levar à perda da integridade da 10 

membrana. A peroxidação das membranas eritrocitárias faz com que reduzam a 11 

capacidade de mudar de forma e se espremer pelos capilares mais delgados (Gutowski e 12 

Kowalczyk, 2013). 13 

Na avaliação da LPO, observou-se maior formação de CL-LOOH nas bolsas de 14 

CH ao longo do período de armazenamento (Figura 4), em que há um aumento 15 

significativo até T42. A determinação desse parâmetro é utilizada para estimar a 16 

intensidade da LPO, onde quanto maior a lesão oxidativa na membrana da hemácia e 17 

subsequentemente hemólise, maior será a formação do CL-LOOH (Simão et al., 2008).  18 

O dano oxidativo ocorre quando o equilíbrio entre antioxidantes e pró-oxidantes 19 

é perdido e, no caso da LPO, os radicais hidroxila resultantes da reação de Fenton 20 

atacam os ácidos graxos na membrana eritrocitária, acabando por enfraquecer a 21 

integridade da membrana (Bardyn et al., 2018).  22 

Glicolipídios, fosfolipídios e colesterol são alvos bem conhecidos de 23 

modificação peroxidativa prejudicial e potencialmente letal às células (Ayala et al., 24 

2014). Os lipídios oxidados nas hemácias, e especialmente as microvesículas formadas 25 
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para removê-los, fornecem superfícies pró-coagulantes e pró-inflamatórias que podem 1 

aumentar o risco de eventos trombóticos pós-transfusão (Hess, 2010, Mustafa et al., 2 

2016). 3 

Sob taxas fisiológicas ou de baixa LPO, os sistemas antioxidantes das células 4 

estimulam sua manutenção e sobrevivência. No entanto, sob taxas de LPO médias ou 5 

altas (condições tóxicas), o dano oxidativo excede a capacidade de reparo, e as células 6 

induzem a morte celular programada por apoptose ou necrose (Ayala et al., 2014).   7 

Em geral, os efeitos gerais da LPO são diminuir a fluidez da membrana, facilitar 8 

a troca de fosfolipídios entre as duas monocamadas, aumentar o vazamento da bicamada 9 

da membrana com substâncias que normalmente não a atravessam além de canais 10 

específicos e inativar a membrana enzimas ligadas (Gutowski e Kowalczyk, 2013). 11 

Desta forma, sugere-se que nesse estudo o período de armazenamento das bolsas 12 

provocou danos à membrana as hemácias, resultando em danos oxidativos, tornando-as 13 

menos estáveis (Repetto et al., 2012).  14 

Resultados semelhantes foram encontrados na literatura por Chaudhary e 15 

Katharia (2012), Mustafa et al. (2016), Fonseca et al. e Huyut et al., ambos em 2018, 16 

porém utilizando a formação de malondialdeído (MDA). O MDA e o 4-hidroxinonenal 17 

(4HNE) foram extensivamente estudados por Esterbauer e colaboradores nos anos 80 18 

(Ayala et al., 2014).  O MDA parece ser o produto mais mutagênico da LPO, enquanto 19 

o 4-HNE é o principal fator tóxico (Esterbauer, et al., 1980). 20 

O MDA é um dos subprodutos resultantes da LPO de ácidos graxos 21 

poliinsaturados (Catala, 2006). Essa substância reativa ao ácido tiobarbitúrico, avaliada 22 

pela metodologia de TBARS, é um marcador útil, por ser simples e sensível para a 23 

avaliação da peroxidação lipídica (Pandey e Rizvi, 2011). No entanto, apesar de exercer 24 

o mesmo papel do CL-LOOH, essa técnica é considerada de baixa especificidade 25 

(Junqueira et al., 2004), uma vez que outras substâncias, que não o MDA, reagem com o 26 

ácido tiobarbitúrico e absorvem no mesmo comprimento de onda, podendo superestimar 27 

o resultado. Um exemplo é a superestimação da produção de dialdeído malônico 28 

(Lorençoni, 2011). 29 

 No presente estudo, a metodologia utilizada (quimioluminescência) é mais 30 

específica para mensurar a LPO do que a TBARS. O Hidroperóxido de tert-butílico é 31 

um agente oxidante orgânico que contém um grupo butil terciário, forte fonte de 32 

radicais livres (Ayala et al., 2014).  O CL-LOOH tem sido usado por vários 33 

pesquisadores para suscitar oxi radicais livres e lipoperóxidos (Lorençoni, 2011). 34 
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Até o momento não foram encontrados estudos sobre a avaliação de AOPP e 1 

CL-LOOH em bolsas de sangue de concentrado de hemácias caninas, sendo esse, o 2 

primeiro estudo a avaliar oxidação lipídica e proteica em bolsas de sangue de cães por 3 

meio desses dois componentes. 4 

O impacto clínico do sangue transfundido com maior tempo de armazenamento 5 

ainda não está totalmente esclarecido. A produção aumentada de EROs e a defesa 6 

antioxidante diminuída causa degradação das proteínas que conectam o citoesqueleto à 7 

membrana (espectrina, anquirina, proteína 4.2 e banda3 (Cluitmans et al., 2012a). Há, 8 

portanto, um prejuízo à elasticidade e consequentemente a deformabilidade das 9 

hemácias, reduzindo sua viabilidade (Cluitmans et al., 2012b) e levando a hemólise. 10 

A hemoglobina livre pode reduzir a disponibilidade de óxido nítrico no receptor, 11 

levando à perda da função vaso regulatória do óxido nítrico nos vasos. Para o receptor 12 

tal fato também pode resultar em comprometimento da função renal, agregação 13 

plaquetária e dano oxidativo (Orlov e Karkouti, 2015). 14 

A identificação do efeito adverso associado à transfusão de sangue mais antigo é 15 

considerada difícil, porém seu entendimento é necessário para correlacionar as lesões de 16 

armazenamento e os possíveis efeitos adversos nos pacientes. 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 

 32 
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Figura 4 – Valores da peroxidação lipídica (CL-LOOH) para determinação do estresse 1 

oxidativo obtidos do concentrado de hemácias de cães conservado em bolsas CPD-2 

SAG/M, durante os 42 dias de armazenamento. 3 
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Os dados são apresentados como mediana (máximo e mínimo). *p<0.05 comparado ao T0. Teste de 5 
Wilcoxon.  T0 (imediatamente após a centrifugação), no T7 (sete dias de armazenamento), T14 (14 6 
dias), T21 (21 dias), T28 (28 dias), T35 (35 dias) e T42 (42 dias). 7 

 8 

Conclusão 9 

O estudo demonstrou por meio do aumento da peroxidação lipídica, oxidação 10 

proteica e diminuição da capacidade antioxidante, que há importantes lesões de 11 

armazenamento, provocadas pelo estresse oxidativo das hemácias nos CH armazenados 12 

em CPD/SAG-M. No entanto, as alterações encontradas não nos permitem determinar 13 

até que momento as hemácias dos CH estão viáveis, para tanto são necessários estudos 14 

in vivo em cães receptores para avaliar se essas alterações estariam implicadas no 15 

insucesso terapêutico das transfusões de CH.  16 

 17 
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6.CONCLUSÃO 1 

 2 

 3 

• O armazenamento do CH de cães produz alterações na qualidade do sangue, 4 

relacionadas a alterações hematológicas, bioquímicas e do estresse oxidativo até 5 

o 42º dia, quando utilizadas bolsas contendo CPD/SAG-M. 6 

•  As alterações hematológicas foram diminuição no HE e no LT e aumento no 7 

VG, VCM e grau de hemólise. 8 

• Na mediana, após os 35 dias de armazenamento a taxa de hemólise ultrapassou 9 

os padrões utilizados para o controle de qualidade em banco de sangue humanos. 10 

Porém, seguindo os padrões preconizados em bancos de sangue humanos, o grau 11 

de hemólise ocorrido em 8% dos CH no T28, 16% dos CH no T35 e 39% dos 12 

CH no T42 deste estudo, descartariam o uso do CH.  Até o T21 nenhum CH 13 

apresentou grau de hemólise superior a 1%. 14 

• As alterações bioquímicas foram diminuição da glicose, do pH, do cHCO3 e Cl-; 15 

e aumento no lactato, no K+, no Na+ e no déficit de BE. 16 

• Mesmo com a diminuição significativa da glicose, aos 42 dias a mediana da 17 

mesma se manteve acima dos 50 mg/dL. No entanto, 60% desses CH 18 

apresentaram valores inferiores a 50mg/dL no T42, 52% no T35, 20% no T28, 19 

reforçando assim a necessidade da verificação do controle de qualidade dos CH 20 

antes do uso. 21 

• As alterações do estresse oxidativo foram aumento no AOPP e no CL-LOOH e 22 

diminuição na atividade da SOD. 23 

• O AOPP pode ser considerado um marcador fidedigno para estimar o grau do 24 

dano proteico das hemácias dos CH de cães, bem como o CL-LOOH para 25 

determinar a lipoperoxidação. 26 

• Os resultados obtidos possibilitaram concluir que há desequilíbrio redox nos CH 27 

armazenados, evidenciados pelo aumento da peroxidação lipídica e oxidação 28 

proteica, bem como pela diminuição na atividade da SOD a partir do sétimo dia 29 

de armazenamento. 30 

 31 

32 
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 COSIDERAÇÕES FINAIS 1 

 2 

Embora as modificações encontradas não pareçam inviabilizar a utilização 3 

terapêutica do CH armazenado até os 35 dias, os achados ressaltam a importância de um 4 

programa regular de controle de qualidade, para melhorar a segurança transfusional, 5 

tendo em vista o estado crítico do paciente que necessita da transfusão sanguínea. 6 

Diante do exposto faz-se necessário o estabelecimento de padrões máximo e mínimo 7 

dos componentes testados para garantir a qualidade dos CH a serem transfundidos 8 

mantendo a integridade do hemocomponente para o sucesso terapêutico em cães. 9 

Estudos in vivo em cães receptores deverão ser conduzidos para avaliar se essas 10 

alterações estariam implicadas no insucesso terapêutico das transfusões de CH.  11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 
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Anexo I 1 

 2 

 3 

Valores de referência para hemograma de cães 4 

Hemácias (x106/µl) 5,5 - 8,5 

Hemoglobina (g/dl) 12 – 18 

VG (%) 37 – 55 

VCM (fl) 60 – 77 

Leucócitos (/µl) 6.000 - 17.000 

Fonte: SCHALM ́s Veterinary Hematology (2000) 5 

 6 

 7 

 Valores de referência para bioquímicos de cães 8 

pH Sanguíneo 7,31 a 7,42 

HCO3 (mmol/L) 19 a 21 

Na+ (mEq/L) 140 a 155 

K+ (mEq/L) 3,7 a 5,5 

Cl- (mEq/L) 105 a 117 

EBase (mmol/L) -3 a 3 

Fonte: KANEKO, J.J. Clinical Biochemistry of Domestic Animals (2008) 9 

10 
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