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RESUMO

O sistema de hemoterapia no Brasil estd estruturado em Hemocentros Estaduais e
Regionais ligados ou ndo ao SUS, que realizam diversos procedimentos
preconizados pelo Ministério da Saude (MS) para a garantia da qualidade,
envolvendo as diversas etapas do processo, como selecdo e cuidados com os
doadores, producdo e preservacdo de hemocomponentes, analises laboratoriais e
testes para garantir a destinagdo adequada aos receptores. As Unidades
Transfusionais Eritrocitdrias (UTE) devem ser avaliadas, ao longo de sua
preservacdo, quanto aos parametros relacionados a funcionalidade dos eritrocitos
apos transfusdo. Esse trabalho visou estudar a metodologia empregada para o
controle de qualidade de UTE e propor a inclusédo de métodos que contribuam para
a garantia da qualidade. Foram estudadas 19 UTE mantidas em bolsas contendo
salina, adenina, glicose e manitol (SAGM), preparadas a partir da coleta de
Unidades de Sangue Total ap6s consentimento informado, incluidas na rotina do
Setor de Controle de Qualidade do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana
(HEMEPAR), por monitoramento no tempo zero e apos 2, 4 e 6 semanas de
preservagdo entre 2 e 6 °C. Foram realizadas as determinagdes laboratoriais
rotineiras no HEMEPAR: volume, hematdcrito, concentracdo de hemoglobina,
hemoglobina total, hemoglobina extracelular, percentual de hemodlise, glicose e
potassio; com a inclusdo de outros métodos laboratoriais: hemoglobina extracelular
por cianometahemoglobina e percentual de hemolise, morfologia eritrocitaria, teores
de metahemoglobina, ATP e GSH e atividades de G6-PD. A partir de Unidades com
450 + 30 ml de sangue total obteve-se UTE com 310 a 350 ml e 54 a 74 g de
hemoglobina; as quais, durante a preservagdo se apresentaram com hemoglobina
estavel de 20 + 1 g/dl; hematocrito, VCM, HCM e CHCM estaveis; indices de
hemdlise de até 1,2%; consumo de glicose constante, de 15,3 ug de glicose/dl/dia;
aumento gradativo da concentracdo de K" no meio extracelular, diminuicdo gradativa
dos niveis de ATP, com perdas de até 60%; correlacdo positiva da % de discécitos
com os niveis de ATP (r=0,93); concentragbes de metahemoglobina menores que
1%; diminuicdo gradativa dos niveis de GSH, chegando a zero em 42 dias;
atividades de G6-PD acima de 80% do normal. Os eritrocitos apresentaram indices
adequados de morfologia e integridade celular e baixos teores de hemdlise, porém
com alteracdes significativas nas reservas energéticas e antioxidantes da célula, de
forma concordante com outros estudos sobre as condigdes usuais de preservagao
de eritrocitos para transfusdo. Os resultados apontam para a necessidade do
monitoramento de algumas dessas lesbes de estoque, para avaliar o
comprometimento de fungbes ligadas a energia. A partir de uma analise do
conhecimento cientifico atualizado, das normas preconizadas pela RDC n° 153/2004
da ANVISA, das atividades rotineiras praticadas no HEMEPAR e dos resultados
obtidos, sugere-se a implementacdo de alguns métodos para 0 monitoramento das
UTE, que poderiam contribuir com a qualidade da hemoterapia, entre eles, avaliagcao
morfolégica dos eritrocitos pela determinacdo das % de discOcitos; determinacao
dos indices de hemolise a partir da determinacdo da concentragdo de
cianometahemoglobina extracelular; determinagdo dos indices hematimétricos,
VCM, HCM e CHCM; e determinacado das concentracdes de metahemoglobina e de
GSH.



ABSTRACT

The hemotherapy system in Brazil is structured in States and Regional Hemocenters
linked or not to SUS (Unique System of Health of Brazil), that accomplish several
procedures extolled by Ministry of Health for the warranty of the quality, involving the
several stages of the process, as selection and cares with the donors, production and
hemocomponent preservations, laboratorial analyses and tests to guarantee the
appropriate destination to the receivers. The transfusional erythrocyte units (UTE)
should be appraised, along preservation time, about parameters related to the
erythrocytes post-transfusion survival. The aim of this work was to study the
methodology used for the quality control of UTE and to propose news assays in order
to contribute to the warranty of the quality. It was studied 19 UTE maintained in bags
containing saline, adenine, glucose and mannitol (SAGM), prepared from the
collection of Units of Total Blood after informed consent, included in the routine of the
Quality Control Department of the Center of Hematology and Hemotherapy of Parana
(HEMEPAR), for monitoration in the time zero and after 2, 4 and 6 weeks of
preservation at 2 to 6 °C. The routine laboratorial determinations were accomplished
in HEMEPAR: volume, hematocrit, hemoglobin concentration, total hemoglobin,
extracelular hemoglobin, percentile of hemolysis, glucose and potassium
concentrations; with the inclusion of other laboratorial assays: extracellular
hemoglobin by cyanomethemoglobin method and percentile of hemolysis,
morphology, hemoglobin, ATP and GSH content and activities of G6-PD. Starting
from Units with 450 = 30 ml of total blood it was obtained UTE with 310 to 350 ml and
54 to 74 g of hemoglobin; the ones which, during the preservation shown stable
hemoglobin of 20 £ 1 g/dl; stables hematocrit (HCT), MCV, MCH and MHCC;
hemolysis indexes less than 1.2 %; constant consumption of glucose at rates of
15.3 ug glucose/dl/day; gradual increase of the concentration of K* in the extracelular
medium, gradual decrease of the levels of ATP, with losses of up to 60%; positive
correlation of the % of discocytes with the levels of ATP (r=0.93); concentrations of
methemoglobin less than 1 %; gradual decrease to zero in 42 days of GSH levels;
activites of G6-PD above 80 % of the normal. The appropriate indexes of
morphology and cellular integrity and low hemolysis rates, however with significant
alterations in the energy and antioxidant cell reserves, are in agreement with other
studies about the usual conditions of preserved erythrocytes for transfusion. The
results point out for the need of the monitoration of some of those stock lesions, to
evaluate the energy linked functions compromise. Starting from an analysis of the
updated scientific knowledge, of the regulations by RDC n°® 153/2004 of ANVISA, of
the routine activities practiced in HEMEPAR and of ours results, it is suggested the
implementation of some monitorating methods for the UTE, that could contribute with
the hemoterapy quality, among them, morphologic evaluation of the erythrocytes for
the determination of the discocytes %; determination of the hemolysis indexes based
on the concentration of extracelular cyanomethemoglobin; determination of the
hematimetric indexes MCV, MCH and MHCC; and determination of the
methemoglobin and GSH concentrations.
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1. INTRODUCAO

O sistema de hemoterapia no Brasil estd estruturado em Hemocentros
Estaduais e Regionais. Os Hemocentros realizam diversos procedimentos
preconizados pelo Ministério da Saude (MS) para a garantia da qualidade,
envolvendo as diversas etapas do processo, como selecdo e cuidados com os
doadores, producgédo e preservacdo de hemocomponentes, andlises laboratoriais de
cada hemocomponente e testes para garantir a destinacdo adequada aos
receptores.

Os hemocomponentes sdo submetidos a andlises laboratoriais com o objetivo
de avaliar sua qualidade para transfusdo. As unidades de eritrécitos devem ser
avaliadas ao longo de sua preservacdo por parametros relacionados a
funcionalidade dos eritrécitos apos transfusao.

Estudos in vivo sé@o caros, invasivos e costumam ser utilizados para fins
cientificos. Baseiam-se no monitoramento de eritr6citos marcados com cromo
radiativo e transfundidos, avaliando-se a sobrevida pds-transfusional apés 24 horas
(SPT), a qual deve ser no minimo de 75% (HESS & GREENWALT, 2002).

Estudos in vitro costumam ser mais seguros, podendo ser empregados tanto
para pesquisas sobre novos métodos de preservagcdo e qualidade, quanto para
assegurar a qualidade de unidades transfusionais de eritrécitos. As analises mais
empregadas nestes estudos sdo volume, hematdcrito, hemoglobina extracelular,
hemoglobina total, percentual de hemolise, morfologia, pH, potassio (K"), sédio
(Na"), ATP, 2,3 bis-fosfoglicerato (2,3 BPG), controle microbioldgico; e ainda
enzimas e metabdlitos do sistema antioxidante eritrocitario, como metahemoglobina,
glutationa reduzida (GSH), glutationa redutase (GR), glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6-PD), entre outras.

Ao longo das ultimas décadas, inUmeras pesquisas foram realizadas com a
finalidade de encontrar formas de diminuir a lesédo de estoque e as reacdes adversas
pés-transfusionais, bem como estabelecer as situagfes clinicas nas quais o
beneficio da transfusdo é superior aos riscos. Através dessas pesquisas, maior
conhecimento sobre a fisiologia e metabolismo de eritrocitos foi estabelecido e
novos parametros para a qualidade de UTE vém sendo levantados.

Neste projeto foram realizados estudos in vitro, em cooperacédo entre o Setor

de Controle de Qualidade do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana

Introducdo
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(HEMEPAR) e o Programa de PoOs Graduacdo de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Parana. O estudo visou estudar a metodologia empregada
no HEMEPAR para controle de qualidade das unidades transfusionais eritrocitarias,
bem como outros métodos ja conhecidos que, embora acessiveis, ainda né&o
estejam sendo utilizados nos principais hemocentros do pais, mas que possam vir a

contribuir com a garantia da qualidade.

Introducdo
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ERITROCITO HUMANO

Originarios de células tronco pluripotentes da medula Ossea atraveés da
eritropoese, os eritrocitos maduros, também conhecidos por hemécias, sdo discos
bicbncavos de aproximadamente 7,2 um em didmetro, 1,5 a 2,5 ym de altura, e com

volume de = 90 fl, cerca de 95% de seu peso seco é constituido por hemoglobina

(SCHWABBAUER, 1998).

A eritropoiese é predominantemente regulada por um fator de crescimento e
diferenciacéo, a eritropoetina, cuja sintese é regulada por tenséo renal de oxigénio
em resposta a fatores como saturacdo de oxigénio na hemoglobina, concentragéo
de hemoglobina, niveis de 2,3-BPG, total de eritrdcitos, indice de fluxo sangliineo e
indice metabdlico basal (ELGSAETER & MIKKELSEN, 1991). Quando amadurece, 0
eritrocito perde nucleo e inicia a produ¢do de hemoglobina, proteina responséavel
pelo transporte de oxigénio (O;) e dioxido de carbono (CO,) entre os pulmdes e
tecidos. Fisiologicamente, ap6s cerca de 120 dias na circulagdo, o eritrdcito
envelhece e é destruido no baco (DACIE & LEWIS,1995).

A funcéo priméria do eritrécito é transportar O, dos pulmdes aos tecidos, onde
ocorre a troca pelo CO,. Esta é facilitada por efeitos sinérgicos da hemoglobina, da
anidrase carbdnica e da proteina banda 3, seguida pela entrega de CO, aos
pulmdes para sua liberagdo (KLEINBONGARD et al., 2007). O transporte bem
sucedido de O, é dependente da eficacia de trés elementos eritrocitarios: a
membrana, a hemoglobina, e o conteddo energético celular (SHONAT & JOHNSON,
1997).

Diversos estudos tém demonstrado que, além da funcdo de transporte das
moléculas de O; e CO,, 0 eritrocito também tem um papel importante na regulacao
da vasodilatagdo (HOGMAN et al., 1991). No caso de hipoxia nos tecidos, o
eritrécito, envolvendo ATP e NO, estaria implicado com o0 aumento da
vascularizacio (KLEINBONGARD et al., 2007).

Como outras membranas celulares, a membrana do eritrécito € uma estrutura

fluida, composta de uma bicamada lipidica semipermeédvel com organizacdo
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assimétrica de proteinas (STIENE-MARTIN et al.,1998). A bicamada lipidica
representa aproximadamente 40% da massa da membrana eritrocitaria, com
pequenas quantidades de &cidos graxos e glicolipideos, e quantidades equimolares
de colesterol ndo esterificado e fosfolipideos. As proteinas da membrana podem ser
divididas em integrais e periféricas, de acordo com sua localizagdo em relagéo a
bicamada lipidica e a suas fungbes (LEE et al., 1999).

Proteinas integrais de membrana, tais como a glicoforina e a proteina banda
3, atravessam transversalmente a membrana e contém extensfes internas e
externas a membrana do eritrocito. Suas fungBes principais sdo apresentar
antigenos do eritrécito e agirem como receptoras e transportadoras (MOHANDAS &
CHASIS, 1993). Ja as proteinas periféricas sdo encontradas somente na superficie
citoplasmética da membrana e formam o citoesqueleto do eritrécito. Estas proteinas
formam uma rede, também denominada malha de microfilamentos, que fortalece a
membrana do eritrécito enquanto mantém sua forma e estabilidade (DERICK et al,
1992).

Embora todas as células vermelhas do sangue sejam essencialmente
semelhantes, os antigenos em suas superficies variam de um individuo para outro.
Estes antigenos servem como base para a classificacdo em grupos sangiineos
(HOGMAN et al.,, 1991), podendo ser proteinas, carboidratos, glicoproteinas ou
glicolipidios, dependendo do sistema. A compatibilidade ou incompatibilidade de
grupos importantes como o sistema ABO e Rh entre doador e receptor € uma
consideragdo fundamental para uma transfusdo de sangue bem sucedida
(GAMBERQO et al., 2004).

A captacdo e a liberacdo de oxigénio pela molécula de hemoglobina s&o
controladas pelo 2,3-BPG. Este afeta a conformagdo da desoxihemoglobina, o que
facilita a liberagdo de oxigénio em tecidos com baixa pressédo de O, e diminui sua
afinidade por este (STIENE-MARTIN et al.,1998). Portanto, um aumento nos niveis
de 2,3-BPG desencadeado por hipdxia nos tecidos, muda a curva de dissociagdo de
hemoglobina-oxigénio, ocasionando um desvio a direita, e consequente aumento da
liberac&o de oxigénio nos tecidos (BEUTLER, 1984).

Os eritrcitos apresentam trés propriedades raras: alta elasticidade, resposta
rapida a tensdes e capacidade de sofrer grandes expansdes sem fragmentagédo da

membrana (JANDL, 1991). Tais propriedades juntas ddo significado a expressao
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‘deformabilidade celular’ e conferem ao eritrgcito flexibilidade para fluir e chegar até

mesmo aos tubos capilares mais finos (LEE et al., 1999).

2.1.1 Metabolismo Energético e Oxidativo

O eritrocito maduro necessita de energia para desempenhar sua funcdo e
manter sua integridade. Seu metabolismo depende basicamente de duas vias, a
glicdlise, neste caso conhecida como via de Embden-Meyerhof, e o ciclo das
pentoses fosfato (SHONAT & JOHNSON, 1997). A principal fonte de energia para o
eritrocito € a glicose, que atravessa a membrana plasmatica com facilidade. Em
condigbes normais, 90% da glicose que penetra na célula é metabolizada pela
glicdlise e o restante pela via das pentoses. Em situagdo de estresse oxidativo, a
situagdo metabolica é invertida (LEE et al., 1999).

A glicélise gera trés produtos importantes para o eritrdcito: duas moléculas de
adenosina-5'-trifosfato (ATP), duas moléculas de nicotinamida adenina dinucleotideo
reduzido (NADH) e 2,3 bisfosfoglicerato (2,3 BPG), através do desvio de Luebering-
Rapoport (HAMASAKI & YAMAMOTO, 2000). O ATP é a principal fonte de energia
que aciona a bomba de cétions, mantém a forma e a capacidade de deformacéo da
membrana, possivelmente por fosforilagdo da espectrina, e modula a quantidade de
2,3 BPG gerada (STIENE-MARTIN et al.,1998). O NADH é co-fator enziméatico em
algumas etapas da glicolise e na reacdo de conversdo da metahemoglobina a
hemoglobina, isto é, na reducdo da metahemoglobina pela enzima metahemoglobina
redutase (MeSH) (KLINKEN, 2002).

A regulacéo da glicélise parece ser realizada por trés enzimas, hexoquinase
(HX), fosfofrutoquinase (PFK) e piruvato quinase (PK). A HX é inibida por seu
produto, a glicose-6-fosfato (G6-P) e estimulada por seu substrato, o ATP-Mg
(KLINKEN, 2002). Esta etapa da via € irreversivel e mantém a glicose aprisionada
no interior da célula pois, ao se adicionar um grupo fosfato a glicose, ela torna-se
uma molécula carregada negativamente e ndo atravessa passivamente a membrana
celular (SHONAT & JOHNSON, 1997). A PFK é sensivelmente afetada pelo pH,
sendo 8,0 seu pH 6timo. Sua atividade tende a aumentar com a elevacao do pH e a
diminuir com a queda deste. A regulacdo da PK é realizada por seu produto, o ATP
(GRIMES, 1980).
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A via das pentoses fosfato tem como maior objetivo disponibilizar potencial de
reducdo ao eritrocito pelo fornecimento de nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) (SHONAT & JOHNSON, 1997). A G6-PD inicia esta via
convertendo G6-P a 6-fosfoglicano-d-lactona em uma etapa reguladora. A
importancia de NADPH no meio esta na manutencdo dos niveis de glutationa
reduzida (GSH) no eritrdcito, a qual € a principal fonte de protecdo contra o ataque
oxidativo (STIENE-MARTIN et al.,1998).
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FIGURA | - REPRESENTACAQ ESQUEMATICA DA GLICOLISE, DO CICLO DASPENTORES
E DO CICLO DE LUEBERIMG-FAPOFPORT EN ERITROCITOR HUMARNDE
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2.1.2 Morfologia Eritrocitaria

Ao longo de um ciclo de vida completo, o eritrécito saudavel passa por

modificagdes em sua morfologia, decorrentes de seu envelhecimento. Diversas sé&o

Revisao de literatura



23

as formas assumidas por ele neste periodo. As mais caracterizadas sdo discécito,
equindcito, estomatdcito e esferdcito.

Dentre as possiveis formas assumidas por eritrocitos, a de discocito é a ideal,
por apresentar a melhor proporcdo superficie/volume, o que possibilita um alto
rendimento nas trocas gasosas, bem como para uma excelente deformabilidade,
essencial para a passagem por pequenos capilares.

O mecanismo de controle da forma eritrocitaria depende de energia, das
proteinas da membrana, da bicamada lipidica e de suas interacdes (ELGSAETER &
MIKKELSEN, 1991). As duas metades da bicamada podem responder de forma
diferente a uma perturbacdo, sendo que alteracdes de forma dependem das areas
relativas de suas porgdes interna e externa (SHEETZ & SINGER, 1974).

A viscosidade citoplasmatica, regulada pela concentragdo de hemoglobina e
pelo conteddo de agua, € importante quando o CHCM ultrapassa 37 g/dl, pois
aumenta exponencialmente, alterando a fisiologia do eritrécito (JANDL, 1991).

A formacédo de equindcito ou estomatécito se dé pela diminuicdo de ATP na
chamada deplecdo metabdlica, em excesso de Ca**, ou por agentes quimicos (FEO
& MOHANDAS, 1977), pela expanséo da porgédo externa ou da porgéo interna da
bicamada, respectivamente, sendo que ambos sao reversiveis a forma de discécito
e interconvertiveis (CHAILLEY et al., 1973). Entretanto, se houver perda de
fragmentos da membrana pela continuidade da lesdo, com aumento da viscosidade
e rigidez do eritrécito, forma-se o esferdcito, irreversivel e altamente suscetivel a
hemdlise. Em todos os casos, ocorre diminuicdo da deformabilidade do eritrécito
(CHABANEL et al., 1987).

Este fenbmeno de formag¢@o do equindcito através da diminuicdo de ATP
ocorre com reducgdo da porcao interna da bicamada, secundéria as desfosforilacdes
de PIP, e de fosfatidilinositol 4-fosfato (PIP), sendo que o restabelecimento de
concentragdes adequadas de ATP ou a fosforilagdo dos fosfolipideos levam a
reconversdo a discocito (FERRELL & HUESTIS, 1982). Entre as consequéncias da
falta de ATP, cita-se a polimerizacdo ou formacdo que envolve o complexo
espectrina na face interna da membrana (SHEETZ & SINGER, 1977); bem como a
ndo manutencdo da fosforilagdo pelas quinases, devida a continua acdo de
fosfatases (GRATZER,1984). Além disso, a presenca de ions célcio pode ativar a
fosfodiesterase ligada a membrana, que degrada PIP e PIP, a 1,2- diacilglicerol
(ALLAN & RAVAL, 1987). A bomba de Na'/K" também depende da energia de
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moléculas de ATP. Sem o funcionamento da bomba, a membrana celular deixa de
realizar trocas de ions entre o eritrocito e 0 meio extracelular, comprometendo
também a expulsdo de moléculas de H,O, que é realizada em conjunto com sua
propriedade osmotica (KLEIN et al. 2007).

Quando o equindcito é formado por deplecdo de ATP, com liberagdo de K*,
acimulo de Na*' e Ca® e diminuicdo da extratibilidade da espectrina, ndo ha
reverséo por albumina, indicando a desforforilagdo da espectrina, com rearranjo ou
desagregacdo das proteinas da membrana, situacdo que pode ser revertida pela
cloropromazina (MOHANDAS et al., 1983).

Sabendo-se que o citoesqueleto € um gel ibnico bidimensional ligado a uma
bicamada lipidica fluida, € aceitavel a idéia de que estas trés camadas deslizam
entre si (WOLFE, 1985).

Mudancas na organizacao do citoesqueleto podem também levar a alterages
de forma. Por exemplo, o crosslinking das proteinas do citoesqueleto, por agéo de
transglutaminase, que é ativada por Ca?', pode alterar a associacdo entre o
citoesqueleto e a porcao lipidica, levando a uma contragdo de sua camada interna,
com formac&o de equinécito. Nesses casos, 0 excesso de Ca?* provoca ainda a
degeneragdo da membrana (REINHART & CHIEN, 1987). Equindcitos compostos
por lisolecitina, que € agente equinocitico, sdo revertidos a discdcitos por albumina

bovina, que é estomatogénica (LICHTMAN et al., 1974).
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2.1.3 Hemoglobina

A molécula de hemoglobina é composta por quatro cadeias polipeptidicas, as
globinas, arranjadas de forma tetraédrica. A hemoglobina A, forma mais comum,
presente em maior quantidade no adulto, € constituida por cadeias do tipo o e .
Cada uma dessas quatro cadeias contém um grupo prostético, o heme, o qual esta
localizado em fendas apolares proximas da face externa da molécula, uma em cada
subunidade (STRYER, 1995; LEE et al., 1999).

A hemoglobina é a proteina transportadora de O,, ions hidrogénio (H*) e
outros gases como o CO,, presentes em abundancia nos eritrocitos. Outras
proteinas, no interior do eritr6cito, sdo enzimas requeridas para a producdo de
energia e para a manutencdo da hemoglobina na forma reduzida, seu estado
funcional (LEE et al., 1999). A produgéo de hemoglobina depende de 3 processos:
recebimento de ferro, sintese de protoporfirina, e sintese de globina.

A hemoglobina se liga ao oxigénio cooperativamente, de modo que mudancas
pequenas na pressdo de oxigénio resultem em quantias grandes do mesmo,
podendo ser tomado do pulméo ou liberado aos tecidos (KLEIN et al., 2007). A curva
de dissociagdo de oxigénio-hemoglobina mostra a relacdo entre a saturacdo de
oxigénio na hemoglobina e a tensdo de oxigénio. A ligagdo ao oxigénio e sua
liberag@o sé&o afetadas pelo pH no tecido e a concentracdo de diéxido de carbono,
assim como pela concentragéo de 2,3 BPG. A porgéo abrupta da curva indica que
essa tensdo de oxigénio é bem conservada, ainda que a saturagdo de
oxihemoglobina diminua drasticamente. Isto resulta da entrega continuada de
oxigénio aos tecidos, apesar de niveis progressivamente mais baixos de saturacéo
(BEASLEY et al, 2006). Mudangas no P50, a pressdo parcial na qual 50%
hemoglobina esta saturada, compensa as mudancas na tensdo de oxigénio nos
alvéolos pulmonares ou nos tecidos.

A oxihemoglobina é formada durante a respiragcdo, quando o oxigénio une-se
ao componente heme da hemoglobina. Este processo ocorre nos capilares, junto
aos alvéolos dos pulmdes. Assim, o oxigénio levado pelos eritrécitos chega as
células, onde é utilizado na producdo de ATP pelo processo de fosforilacdo
oxidativa, com diminuicdo do pH no sangue (HOGMAN et al., 1991). No entanto, a
respiracdo, pode inverter esta condi¢cdo pela remocédo do dioxido de carbono, o que
eleva novamente o pH. A hemoglobina sem o oxigénio é conhecida por
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desoxihemoglobina, a qual apresenta um pico de absorgdo em 940 nm, levemente
mais alto que o da oxihemoglobina, que estd em 660 nm. Esta diferenca pode ser
usada para medir a quantidade de oxigénio no sangue de pacientes através de
oximetro (GRIMES, 1980).

Formas variantes de hemoglobina fazem parte do desenvolvimento normal
embrionario e fetal, mas também podem ser formas mutantes desta molécula,
causadas por variagcBes genéticas (HOGMAN & MERYMAN, 2006b). Algumas
formas variantes podem ser responsaveis por hemoglobinopatias, como a anemia
falciforme, causada pela producdo da hemoglobina S, que apresenta alteragcéo
minima em sua estrutura, porém é capaz de determinar, sob certas circunstancias,
uma singular interacdo molecular, com drastica reducdo em sua solubilidade (LEE et
al., 1999).

2.1.4 Senescéncia do Eritrécito

Durante um ciclo normal de vida, eritrécitos sofrem mudancas metabdlicas e
fisicas associadas com o processo de senescéncia, tal como vesiculagdo da
membrana, diminuicdo no tamanho da célula, aumento da densidade intracelular,
alteracbes do citoesqueleto, perda de co-fatores enziméticos, e exposicdo de
fosfatidilserina (MOLLISON et al., 1997).

Eritrécitos saudaveis sdo mantidos na circulagdo sanguinea por até 110 a 120
dias. Com o passar do tempo, eles vdo se tornando gradualmente mais densos,
provavelmente por perda de material de membrana, sendo a centrifugagdo um
método j& reconhecido para separacao entre células velhas e jovens, por densidade
(MOHANDAS & CHASIS, 1993). Durante algum tempo acreditou-se que, com esta
perda e diminuicdo da flexibilidade da célula, ocorria a fagocitose de eritrocitos nos
estreitos canais do bago e figado, resultando em sua retirada da circulacdo (DERICK
et al., 1992). No entanto, embora uma membrana mais rigida possa contribuir para a
eliminacdo do eritrécito e ser dominante sob certas condi¢cdes patologicas, ha
evidéncias experimentais de que o principal mecanismo é outro (BRATOSIN et al.,
2002). Foi mostrado, por exemplo, que uma alteragdo na proteina banda 3 da
membrana celular leva a formagdo de um neo-antigeno, denominado antigeno
senescente de célula (SCANT) (MOLLISON et al., 1997). A ligacdo subsequente de

um auto-anticorpo (anti-SCANT) presente no plasma, provavelmente em maior
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concentracdo pela atividade do sistema complemento, fornece um sinal forte para

fagocitose, que ocorre predominantemente no bago (SCOTT et al., 2005).

2.2 HEMOTERAPIA

A hemoterapia é o emprego terapéutico do sangue, o qual pode ser
transfundido como sangue total ou como um de seus componentes ou derivados. Os
hemocomponentes sdo obtidos através de processos fisicos de separacdo, entre
eles: concentrado de hemécias, plasma fresco congelado, concentrado de plaquetas
e crioprecipitado. J& os hemoderivados, proteinas extraidas do plasma, séo
fabricados através de processos fisico-quimicos industrializados, entre eles:
albumina, imunoglobulinas e fatores da coagulagdo (VII, VI, IX e complexos
protrombinicos).

As primeiras transfusGes eram feitas diretamente do doador para o receptor,
para que o sangue ndo coagulasse. A primeira transfusdo néo-direta foi realizada
em 1914 pelo médico belga Albert Hustin, que usou citrato de sddio como
anticoagulante. Desde as primeiras tentativas de preservagcdo de eritrécitos para
transfusdo, a glicose foi empregada como fonte de energia (ROUS & TURNER,
1916).

A primeira transfusdo utilizando sangue armazenado e resfriado foi
executada em 1916, por Oswald Hope Robertson. Pesquisador, médico e oficial do
exercito dos EUA, ele foi reconhecido por estabelecer o primeiro banco de sangue,
enquanto servia na Franga durante a | Guerra Mundial (GIANGRANDE, 2000).

Em 1900, Karl Landsteiner, pesquisador austriaco, revelou que reagfes
antigeno-anticorpo dos grupos sanguineos ABO, eram responsaveis por
incompatibilidades sanglineas que geravam graves efeitos pés-transfusionais. Em
1940, Landsteiner e Wiener, estudando o sangue do macaco Rhesus, descobriram
um novo sistema de grupos sanguineos, a que deram o nome de Rh. Fisher e Race,
aprofundando estes estudos, definram melhor este sistema, considerando o0s
antigenos descritos por Landsteiner e Wiener como pertencentes a um outro
sistema, a que chamaram LW. Eles criaram ainda uma nomenclatura para os
antigenos Rh, qual seja, a presenca de antigeno D definia o chamado Rh positivo e
a auséncia do antigeno D, o Rh negativo (GAMBERO et al., 2004).
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A partir da década de 40, sobretudo com a Il Guerra Mundial, avancos
cientificos e tecnoldgicos permitiram maior e melhor aproveitamento do sangue e
seus derivados, possibilitando menores riscos e melhores resultados para a saude
dos pacientes (JUNQUEIRA, 2005).

Esses avangos podem ser especialmente destacados com relagdo a
incompatibilidade sanguinea, a utilizagdo e ao acondicionamento dos componentes
do sangue (GIANGRANDE, 2000).

Na década de 60, com o advento das bolsas plasticas, a seguranca das
transfusGes aumentou, sobretudo por ser um sistema fechado de coleta, diminuindo
a possibilidade das infec¢des advindas do ambiente (JUNQUEIRA, 2005). Outro
aspecto relacionado com a preservagcdo dos componentes do sangue, relativo as
bolsas plésticas de coleta, é o fato de que, por serem de um material que permite a
troca de gases, ao contrario dos frascos de vidro, conservam melhor as funcées
celulares, além de possibilitar o processamento do sangue e a separacdo dos seus
componentes (SOARES, 2002).

Nas décadas de 60 e 70, durante a guerra do Vietnam, as técnicas de
processamento do sangue evoluiram muito, possibilitando um melhor
aproveitamento no uso dos hemocomponentes. A partir dai, o uso racional dos
hemocomponentes se consolidou, com base na indicacdo clinica e na geracao de
economia de guerra. Conseqientemente, observou-se uma melhor resposta
terapéutica pela maior especificidade na utilizacdo dos componentes (GUERRA,
2000).

A partir de uma unidade de sangue, sdo preparados basicamente trés
hemocomponentes: hemécias, plaquetas e plasma fresco congelado, os quais sdo
armazenados, respectivamente, 1 a 6 °C, 20 a 24 °C e -30 °C. O uso de solugbes
aditivas possibilitou também um maior tempo de estocagem dos eritrécitos, sem
grande perda das fungdes celulares (GIANGRANDE, 2000).
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2.2.1 Unidades Transfusionais Eritrocitarias

A Unidade transfusional eritrocitaria (UTE) € uma suspensédo de eritrocitos
obtida a partir de unidade de sangue total, da qual o plasma é retirado, formando um
concentrado de eritrocitos, o qual contém quantidade residual de leucdcitos e
plaquetas, uma vez que seu plasma ndo € totalmente retirado. Ao concentrado é
adicionada uma solugéo aditiva preservadora (GRIMES, 1980).

A preparacdo mais utilizada atualmente para a UTE € a liquida, com solugéo
anticoagulante e solugdo aditiva, preparada a partir de uma unidade de sangue total
e armazenada entre 2 e 6 °C. O sangue total é coletado em bolsa de cloreto de
polivinil (PVC) contendo anticoagulante, ligada a duas bolsas satélites, das quais

z

uma contém solucdo preservante. O sangue € centrifugado, retirando-se o
sobrenadante, os eritrocitos sdo ressuspensos na solugdo aditiva, e a UTE é
armazenada em geladeira por um tempo variavel, de acordo com a solucdo

empregada (SHI & NESS, 1999).

2.2.1.1 Lesao de estoque

Chin-Yee, Arya e d’Almeida (1997) definiram leséo de estoque como uma
constelacdo de alteragbes que ocorrem no eritrocito durante sua preservagdo, as
quais podem eventualmente gerar danos irreversiveis e reduzir a sobrevida pos-
transfusional (SPT).

Durante seu armazenamento a cerca de 4 °C, os eritrcitos se encontram em
condi¢des muito diferentes da circulagdo sangliinea. Seus processos metabdlicos,
nestas condicbes, estdo relacionados a temperatura e a diluentes, como anti-
coagulantes e solucdes aditivas (HOGMAN & MERYMAN, 2006b).

Nas condi¢cdes mencionadas, o eritrécito sofre inicialmente um estimulo da
glicélise para a producdo de ATP. O consumo e consequente queda na quantidade
de glicose, com diminui¢cdo da concentracdo de ATP, acarreta acumulo de lactato e
reducdo gradativa do pH e, assim, reducdo das atividades enziméaticas (HESS &
GREENWALT, 2002). A falha das ATPases e a queda exponencial de ATP
promovem falha da bomba de sddio e potassio, levando a inversdo na concentracao
de potassio intracelular e sddio extracelular. Ocorre ainda reducdo de GSH com

formacdo de metahemoglobina, e oxidacdo de lipidios e proteinas. A morfologia é
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alterada da forma de discdcito para equindcito ou estomatécito e, em seguida, para
esferdcito. A membrana celular é rompida e ha hemolise, levando ao aumento da
hemoglobina extracelular (LEONART, 1994).

2.2.1.2 Preservagéo e solugdes aditivas

Estudos sobre a preservacdo de eritrécitos para uso em hemoterapia visam
estabelecer a melhor maneira para manutencdo de sua viabilidade, isto €, sua
integridade fisica e funcional na circulagdo sanguinea do receptor. Além disso,
condicbes ideais de estocagem reduzem o risco de crise respiratéria aguda
associada com transfusdes de grande porte (HESS & GREENWALT, 2002).

A primeira e mais acessivel forma de preservacdo de sangue, e também a
mais largamente investigada foi o armazenamento em condi¢des hipotérmicas, em
temperatura mais baixa que a fisiolégica e mais alta que o ponto de congelamento
(GAMBERO et al. 2004). Em temperaturas mantidas abaixo da fisiologica, séo
inibidos processos metabolicos dependentes de temperatura, 0s quais esgotariam
metabolitos celulares criticos e acumulariam danos as células (HOGMAN et al.,
1991).

Depois da descoberta dos grupos sanglineos ABO por Karl Landsteiner,
havia dois principais obstaculos para transfusdes bem-sucedidas: coagulacdo do
sangue e perda da viabilidade e funcdo de eritrocitos in vitro (GIANGRANDE, 2000).
A apresentacdo de citrato como um anticoagulante em 1914 por Hustin (1914) e
glicose como um conservante em 1916 por Rous e Turner (1916a; 1916b) foram
marcos para a criagdo de bancos de sangue (MOLLISON, 2000). No seguinte ano,
durante a Primeira Guerra Mundial, Robertson desbravou a forma de conservacao
do sangue humano por usar garrafas de vidro, solugédo conservante de citrato-
glicose de Rous-Turner, e jarros de gelo empacotados com serragem (MOLLISON,
2000). A técnica de transfusé@o de sangue de Robertson rapidamente tornou-se uma
reanimagao aceita. A descoberta de preservagcdo com glicose-citrato foi o primeiro
passo em dire¢cao ao banco de sangue moderno (SCOTT et al., 2005).

Por volta de 1940, a adicdo de solugdes anticoagulantes e ao mesmo tempo
preservantes ao sangue total, comecgou a ser testada, sendo a primeira uma mistura

padrdo de &cido citrico, citrato de sddio e glicose, também conhecida por ACD
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(GAMBERQO et al., 2004). Cerca de vinte anos mais tarde, esta solugédo perdeu sua
hegemonia para outra, chamada CPD, a qual por conter NaH,PO4 e n&o conter
acido citrico, possuia a vantagem de aumentar a capacidade tamponante e manter
os eritrocitos em um pH mais alto em relacdo a ACD (GRIMES, 1980).

Com a evolugdo no campo da hemoterapia, passou-se a utilizar sistemas de
bolsas plésticas estéreis, fechadas, que garantem tanto a preservagdo do sangue e
de seus componentes para uma transfusdo mais eficiente, como a diminuicdo de
riscos de contaminagdo por microorganismos (SCOTT et al., 2005). De um modo
geral, colhe-se o sangue total em bolsa-mde, a qual contém uma solucdo
anticoagulante, mas que também seja adequada a sua preservagdo durante algum
tempo (HESS & GREENWALT, 2002). A partir do emprego de glicose como
nutriente e de citrato como anticoagulante, os eritrocitos se mantém viaveis por até
21 dias (MOORE, 1987).

Com a adicdo do acido citrico (ACD) ou fosfato (CPD), o tempo de
preservacdo ndo melhorou, ou seja, sO se assegurava uma SPT aceitavel para os
eritrocitos até 21 dias de preservacdo (MOORE et al., 1987). Com adi¢édo de adenina
(CPDA-1 e CPDA-2), os eritrécitos puderam ser preservados para transfusdo em
sangue total ou na forma de concentrado de hemécias por até 35 dias
(GIANGRANDE, 2000). Eritrocitos mantidos em ACD podem ser protegidos pela
adicdo de vitaminas C e E, com diminuicdo da fragilidade osmotica e melhor
manutenc¢éo dos niveis de 2,3 BPG (KOPEC-SZLEZAK et al, 1988).

A temperatura de preservagao das bolsas, universalmente aceita e utilizada,
pode variar de 1 a 6°C, por manter o metabolismo em condi¢cdes basais,
aumentando assim o tempo de preservacdo (MOLLISON et al.,, 2000). Em
experimentos recentes, observou-se que um dia de estoque de concentrado de
eritrocitos isolados de sangue colhido em CPDA-1 a 25°C equivale a 10 dias entre 1
a 6°C, ou seja, os eritrécitos envelhecem mais rapidamente no primeiro caso
(RUDELL et al., 1998).

No entanto, solu¢des como ACD e CPD eram empregadas em uma proporcao
relativamente pequena em relagdo ao sangue total (1,4:10), para preservar a
viscosidade e outras propriedades do sangue total adequadas para transfusdo
(GRIMES, 1980). Uma década mais tarde, com a separagdo do sangue total em
hemocomponentes, passou-se a armazenar os eritrécitos como concentrados ou
papa de hemécias, com hematdcrito de 50 a 80% (HOGMAN & MERYMAN, 2006).
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Esta conduta, além de ndo trazer beneficios para o tempo de preservacdo, pode
levar a complicagfes transfusionais devido & elevada viscosidade. Assim, 0 seu uso
mostrou a necessidade de se desenvolver um meio liquido adequado para
suspenséo e preservacdo das células vermelhas isoladas (HESS & GREENWALT,
2002).

A partir dai, varias solucdes aditivas tém sido testadas com sucesso, tendo-se
conseguido aumentar o tempo seguro de estocagem para seis semanas, por
fornecer substancias que mantém o metabolismo do eritrécito funcionando por um
tempo um pouco maior. A primeira solugdo aditiva aprovada e liberada para uso na
Europa foi salina-adenina-glicose-manitol (SAGM) (HESS & GREENWALT, 2002).

Solugbes aditivas atuais contém adenina, que aumenta o pool de adenilatos e
muda as condi¢cdes de equilibrio em direcdo a producdo de ATP, sendo que a
energia para a primeira metade da via glicolitica e a integridade da membrana séo
mantidas. A glicose é suplementada como um nutriente essencial para a
manutencdo de metabolismo celular, enquanto manitol e citrato s&o estabilizadores
da membrana (HOGMAN, 1987). O fosfato inorganico é adicionado ao meio de
armazenamento para corrigir o pH, continuamente decrescente, e como substrato
para a sintese de 2,3-BPG. O tampéo de bicarbonato é eficiente para manutencao
de pH &cido e de niveis de ATP, por permitir a difusdo de diéxido de carbono das
bolsas de PVC (HOGMAN, 1987).

Solugdes aditivas hipotbnicas vém sendo propostas como um método para
reduzir a microvesiculagdo associada & hemolise, por inchar o eritrocito e aumentar
sua tensdo de superficie (HESS et al., 2006). Em varios estudos, reduziu-se o
conteddo salino de solugdes aditivas, o que resultou em menor percentagem de
hemolise (HESS & GREENWALT, 2002).

Bolsas plasticas para armazenamento de sangue foram desenvolvidas
primeiramente na década de cinqienta (ARTZ et al., 1954). Foram vistas como
vantajosas para a logistica militar, devido ao seu menor peso e resisténcia a quebra.
A capacidade de fabricagdo capacitou o projeto de um sistema esterilizado de coleta
fechada, o que diminuiu o indice de contaminacdo bacteriana (HESS et al., 2006).
Assim, as bolsas tornaram-se produtos comerciais aprovados nos anos sessenta. A
construgdo de uma tubulatura unitaria, ou seja, uma para cada bolsa, a capacidade
de excluir bolhas de ar reduzindo a possibilidade de embolismo durante a infuséo, o

volume reduzido para o armazenamento em geladeira e a clareza oOtica, eram
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vantagens reconhecidas como distintas. Com o desenvolvimento da produgédo de
hemocomponentes, as bolsas plasticas se tornaram indispenséaveis (HESS et al.,
2006).

Existem bolsas de materiais diversos para a preservacdo dos diferentes
componentes do sangue. A natureza quimica e a porosidade das paredes das
bolsas variam de acordo com as necessidades de trocas gasosas de cada tipo de
célula. Foi demonstrado que eritrocitos sdo melhor preservados em bolsas se
submetidos a freqlientes homogeneizacdes (HOGMAN et al., 1991). O material mais
empregado para as bolsas é o cloreto de polivinil (PVC), plasticizado com 2-etil-exil-
ftalato (DEHP), o qual migra das paredes da bolsa para o meio, penetra na
bicamada lipidica e reduz a hemdlise espontédnea, aumentando a viabilidade dos
eritrocitos (AUBUCHON et al., 1988). Novos componentes tém sido utilizados para a
composicao das bolsas de coleta, como o butiril-n-triexil citrato (BTHC), com melhor
manutencgao dos niveis de ATP e 2,3 BPG nos eritrocitos (HOGMAN et al., 1991).

As solucdes aditivas para UTE, atualmente, funcionam bem para os bancos
de sangue, permitindo armazenamento por 5 a 7 semanas, o0 que significa que mais
de 90% de unidades coletadas sdo aproveitadas por um receptor (HOGMAN &
MERYMAN, 2006). O continuo crescimento do nimero de estudos cientificos e
pesquisas clinicas, com objetivos de aprofundar o entendimento da leséo de estoque
e suas possiveis conseqiéncias para o receptor, devem propiciar o desenvolvimento
de solugbes aditivas ainda melhores, com maior manutengdo do metabolismo
eritrocitario, reducdo das perdas de membrana e até mesmo conter substancias que

diminuam os riscos de efeitos adversos no receptor (SCOTT et al., 2005).

2.2.1.3 Emprego Clinico

O desenvolvimento de hemocomponentes tem limitado o uso de sangue total
a poucas condigfes clinicas. O uso de sangue total fresco ndo € mais aceito na
hemoterapia atual e traduz apenas a falta de disponibilidade de produtos mais
adequados. O sangue total estocado devera ser usado nos casos em que tenha
ocorrido perda superior a 30% da volemia. Todavia, essas hemorragias também
poderdo ser repostas com a transfusdo de globulos vermelhos e solugdes
eletroliticas e/ou coloidais (MURPHY, et al., 2001; RAZOUK, et al., 2004).
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A transfus@o de unidades eritrocitarias costuma ser indicada no tratamento de
casos de hipovolemia e anemia. Como muitos casos de anemia podem ser
controlados com tratamentos medicamentosos, somente em casos com valores de
hemoglobina muito baixos a transfusdo de unidades de eritrocitos deverd ser
indicada (LEE et al., 1999).

Por mais de 40 anos, a transfusao de eritrécitos foi indicada com a finalidade
de manter a concentracdo de hemoglobina acima de 10g/dl e hematdcrito acima de
30%. Considerando o risco de infec¢gdes e o baixo niumero de doadores, um conceito
mais racional sobre a empregabilidade de transfusGes de unidades eritrocitarias
sugere que multiplos fatores relacionados ao estado clinico do paciente sejam
considerados. Assim, a decisdo de transfundir eritrécitos deve ser baseada em uma
avaliacdo dos riscos da anemia contra os riscos da transfuséo (POLK et al., 1995).

As hemécias sdo estocadas também em solugfes aditivas, em geral com
hematdécrito entre 50 - 70% e validade de 42 dias. As unidades eritrocitarias para
transfusdo deveriam, preferencialmente, estar livres de plaquetas ou leucécitos
funcionais.

As principais situagbes descritas na literatura em que a transfusdo de
eritrocitos ndo é justificada s@o: hematdcrito superior a 30%, exceto nos casos com
gueda superior a 6% em 24 horas ou superior a 12% em 48 horas; hematdcrito entre
24 e 30%, desde que ndo ocorram as seguintes alteragfes: queda do hematdcrito
superior a 6% nas Ultimas 24 horas; angina e dor toracica nas 24 horas que
antecedem o ato transfusional; infarto agudo do miocardio até seis semanas antes
da transfusdo; perda de sangue superior a 1.000 ml antes da transfuséo;
eletrocardiograma indicando isquemia coronariana ou infarto agudo do miocérdio
(MURPHY et al., 2001).

As reacdes clinicas adversas mais comuns sdo: reacdes febris, urticaria e
outras reacgOes cutaneas, aloimunizagdo, reac¢des hemoliticas, injaria pulmonar
aguda relacionada a transfusdo (TRALI), contaminacdes por agentes biologicos,
entre outras (KLEIN et al., 2007).
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2.3 GARANTIA DA QUALIDADE E CONTROLE DE QUALIDADE EM
HEMOTERAPIA

A garantia de qualidade em hemoterapia inclui toda e qualquer atividade
desenvolvida no sentido de melhorar a qualidade ou de controla-la. Envolve a
organizagcdo do sistema de hemoterapia no pais, 0os procedimentos preconizados
pelo Ministério da Saude, a sele¢do e cuidados com os doadores, a produgéo e
preservagdo de hemocomponentes e o0 controle de qualidade dos
hemocomponentes para garantir que estes estejam adequados aos receptores
(HOGMAN, 1999).

O controle de qualidade faz parte das medidas para a garantia da qualidade e
inclui analises a serem realizadas durante todo o processo, no sentido de avaliar
possiveis erros ou alteragfes. Trata-se de avaliar o processo em suas Varias etapas,
com o intuito de detectar erros ao acaso ou erros sistematicos, para que se possa
tomar atitudes no sentido de minimiza-los.

Os servicos de hemoterapia no Brasil sdo coordenados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude (ANVISA) e, nos Estados e
Distrito Federal, pelos gestores do Sistema Unico de Saude (SUS). A legislagdo em
vigor, que visa assegurar, entre outras questbes, a garantia da qualidade, é
regulamentada pela Lei Federal n° 10205 de 2001, a qual normatiza a coleta, o
processamento, a estocagem, a distribuicdo e a aplicacdo do sangue e seus
hemoderivados e d& outras providéncias; pela Resolugdo da Diretoria Colegiada -
RDC n° 153 de 2004, da ANVISA, a qual determina o regulamento técnico para o0s
procedimentos hemoterapicos, bem como o uso humano de sangue e de seus
componentes, obtidos do sangue venoso, do corddo umbilical, da placenta e da
medula 6ssea. A legislagédo conta ainda com a Portaria n° 121 de 1995, do Ministério
da Saude, que institui o roteiro para inspe¢do em nucleos de hemoterapia e
determina o cumprimento das Normas Gerais de Garantia de Qualidade (SOARES,
2002).

De acordo com os principios gerais do sistema da qualidade definidos pela
RDC n° 153/2004:

“O servico de hemoterapia deve possuir um manual de procedimentos operacionais
que cubra as atividades do ciclo do sangue desde a captag&o, registro, triagem clinica, coleta,

triagem laboratorial de doencgas transmissiveis pelo sangue, exames imunohematoldgicos,

Revisao de literatura



36

processamento, armazenamento, distribuicdo, transporte, transfuséo, controle de qualidade
interno dos hemocomponentes e dos laboratdrios. Os procedimentos operacionais devem estar
disponiveis a qualquer momento, para todo o pessoal envolvido na atividade, e ser revisado e
atualizado, no minimo, uma vez por ano.”

A RDC n° 153/2004 determina que:

“Todo servico de hemoterapia que processa 0 sangue total para a obtencdo de
hemocomponentes deve realizar um controle de qualidade sisteméatico de todos os
hemocomponentes produzidos.”

Em relacdo & amostragem, diz:

“O controle de qualidade dos concentrados de hemécias e dos concentrados de
plaquetas deve ser realizado em, pelo menos, 1% da producdo, ou 10 unidades por més (o que
for maior)”; “Os servigos de hemoterapia devem ter protocolos escritos, definindo o tipo de
controle a ser feito em cada hemocomponente e 0s parametros minimos esperados para cada
item controlado.”; *“Cada item verificado pelo controle de qualidade deve apresentar um
percentual de conformidade superior a 75%, a excecdo da esterilidade, que deve apresentar
conformidade superior a 99,5%.”

Em relacdo a andlise dos resultados, a RDC n°® 153/2004 determina que:

“Os resultados do controle de qualidade devem ser periodicamente revisados e
analisados, e agOes corretivas devem ser propostas para as ndo-conformidades observadas.”

A RDC define também que o servico de hemoterapia deve contar com um
programa de treinamento e capacitacdo de pessoal; os equipamentos devem ser
validados e sua calibracdo deve ser efetuada a intervalos pré-determinados, de
acordo com as caracteristicas de cada equipamento, aplicando-se medidas
corretivas em casos de irregularidades, com registro de todas as operagOes
realizadas e dos defeitos apresentados pelo equipamento, com a respectiva data de
conserto. Deve haver refrigeradores (4 £ 2 °C) e congeladores (no minimo -20 °C)
especificos para a conservacdo de componentes sanguineos, especiais para
componentes liberados e para componentes néo liberados para uso; equipados com
sistema de alarme sonoro e visual; sendo que as temperaturas devem ser
registradas ao menos a cada 4 horas, 0s registros revisados periodicamente por
pessoa qualificada, e os alarmes testados a cada 3 meses; com descri¢cao disponivel
escrita para casos de ndo conformidade ou defeitos. As centrifugas e centrifugas
refrigeradas devem ser calibradas no minimo a cada 4 meses e apresentar controle

de velocidade; os banhos termostatizados ou incubadoras (banhos-maria) devem
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possuir termometro de uso exclusivo, a temperatura registrada a cada 24 horas e
conferida imediatamente antes do uso. No Controle dos Insumos, todo servigo de
hemoterapia deve manter um sistema de controle e validacdo dos conjuntos
diagnésticos de sorologia e de imunohematologia, os filtros de leucdcitos, os
conjuntos para aférese e das bolsas, o que inclui a inspecdo dos produtos quando
da sua utilizagéo e a monitoragéo dos resultados obtidos com o insumo. Os servi¢os
de hemoterapia devem manter procedimentos escritos a respeito das normas de
biossegurangca a serem seguidas, disponibilizar os equipamentos de protecdo
individual e coletiva e oferecer treinamento periddico para toda a equipe. O descarte
de sangue total, hemocomponentes e residuos de laboratorio deve estar de acordo
com o Plano de Gerenciamento de Residuos de Servigos de Saude (PGRSS), e
respeitar o disposto na RDC/Anvisa n° 33 de 25 de fevereiro de 2003, ou a que vier

substitui-la.

2.3.1 Controle de Qualidade de Unidades Transfusionais Eritrocitarias

A qualidade das unidades de eritrocitos disponiveis para transfusdes em todo
0 pais, deve seguir, no minimo, as especificacdes contidas na RDC n° 153 de 2004.
Os fatores a serem avaliados e seus respectivos parametros aceitaveis, de acordo
com a RDC, estéo representados na Tabela 1 e incluem volume, hematécrito, teor

de hemoglobina, grau de hemdlise e teste microbioldgico.
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TABELA 1 — ESPECIFICACOES PARA A GARANTIA DA QUALIDADE DE UNIDADES DE
ERITROCITOS DO MINISTERIO DA SAUDE: RDC n° 153 de 2004

Andlises Valores Padréo

Volume 270 +/- 50 ml

Unidades de Teor de Hb > 45g/unidade
Eritrécitos Hematocrito 50 a 80%

. <0,2 (dia 1)

Grau de hemodlise _

< 0,8 (dia 35)

Microbiolégica negativa

A escolha dos métodos de analise ndo é mencionada na resolugao.
Entretanto, a escolha dos métodos analiticos empregados é considerada de grande
importancia para que o controle de qualidade tenha confiabilidade e viabilidade.
Alguns dos fatores a serem avaliados para a escolha do método séo: sensibilidade,
especificidade, custo, tempo e susceptibilidade a interferentes (STIENE-MARTIN et
al.,1998).

Além das especifica¢cdes da RDC n° 153 de 2004, o Controle de Qualidade do
HEMEPAR realiza a andlise de outros fatores como as concentragfes de glicose,

potassio e hemoglobina plasmética (Tabela 2).
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TABELA 2 - ESPECIFICACOES PARA A QUALIDADE DE UNIDADES DE ERITROCITOS
REALIZADAS PELO HEMEPAR ALEM DAS EXIGIDAS PELO MINISTERIO DA SAUDE

Analises Valores Padréo
Glicose > 50 mg/dI
Unidades de Potassio < 100 mEq/l
Eritrocitos Hemoglobina <0,8 g/l
plasmética

O controle de qualidade das unidades de eritrocitos tem como principal
objetivo garantir que eritrgcitos transfundidos sobrevivam e circulem apoés transfuséo
e se mantenham funcionais, quanto as suas -caracteristicas morfologicas e
reoldgicas, e de liberacdo de oxigénio e dioxido de carbono (HOGMAN, 1999).
Outras questdes importantes para a qualidade das unidades transfusionais de
eritrocitos s@o possiveis efeitos negativos causados por substancias incluidas no
meio de armazenamento, efeitos colaterais causados pela presenca de certa
quantidade de outras células sangliineas e presenca de agentes infecciosos
(HOGMAN & MERYMAN, 2006).

Revisao de literatura



40

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Estudar a metodologia empregada para o controle de qualidade de unidades
transfusionais eritrocitarias, visando contribuir com a garantia da qualidade do

sistema de hemoterapia brasileiro.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

3.2.1 Estudar sistematicamente as determinacfes laboratoriais realizadas no
HEMEPAR para o controle de qualidade de unidades eritrocitarias: volume,
hematdécrito, hemoglobina total, hemoglobina extracelular, percentual de hemolise,

glicose e potéssio.

3.2.2 Estudar métodos laboratoriais ndo utilizados rotineiramente para o controle de
qualidade das unidades eritrocitarias, como: percentual de hemdlise, morfologia
eritrocitaria, metahemoglobina, GSH, atividade de G6-PD, ATP, VCM, HCM e
CHCM.

3.2.3 Propor ao HEMEPAR e a outros hemobancos o emprego de métodos

alternativos e adequados ao controle de qualidade de unidades eritrocitarias,

visando contribuir para a garantia da qualidade.

Objetivos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Foram selecionadas aleatoriamente 19 unidades transfusionais eritrocitarias
(UTE), obtidas a partir da coleta de sangue venoso de doadores voluntérios, que se
apresentaram no Servigco de Coleta do Centro de Hematologia e Hemoterapia do
Parana - HEMEPAR, no periodo de fevereiro a junho de 2008.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica do Setor de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal do Parana, levando em conta o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido regularmente assinado pelos doadores do
HEMEPAR, no qual os mesmos declaram expressamente consentir em doar o seu
sangue para qualquer paciente que dele necessite e para a realizagcdo de todos os

exames laboratoriais exigidos pelas leis e normas técnicas vigentes.

4.2 METODOS

4.2.1 Triagem de Doadores e Coleta de Material

A coleta de sangue foi realizada ap6s triagem dos doadores, de acordo com
as Normas Técnicas preconizadas pela RDC n° 153/2004 da ANVISA. A equipe
técnica procedeu a avaliacdo dos doadores por anamnese e exames clinicos e
laboratoriais, tais como: medida da presséo arterial, peso e temperatura corporais,
pulso e hemoglobina. A triagem foi feita obedecendo a rigidos critérios pre-
estabelecidos, no sentido de protec&o ao proprio doador e ao receptor.

Coletou-se cerca de 450 ml de sangue venoso de 19 doadores, em bolsas
para coleta de sangue, configuracéo tripla, com solucéo aditiva de SAGM (Manitol),
marca Fresenius Kabi®. A bolsa de coleta contém 63 ml de solug&o anticoagulante e
preservante citrato trissddico 102 mmoles/l, fosfato dihidrogeno de sdédio 1,08
mmoles/I e dextrose 11 mmoles/I (CPD). A coleta de amostras para a realizagéo dos
testes imunohematoldgicos (tipagem ABO/ RhD e pesquisa de anticorpos

irregulares) e para os testes sorolédgicos para AIDS (Anti HIV-1/2), virus T-linfotrépico

Material e métodos
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humano (Anti HTLV-1/2), hepatite B (HbsAg e Anti-HBc), hepatite C (Anti-HCV),
doenca de Chagas e sifilis, foi realizada a partir do dispositivo para coleta de

amostras a vacuo, previamente a coleta do sangue para a bolsa de coleta.

Por medida de seguranca no trabalho, aguardou-se a negatividade dos

resultados dos exames soroldgicos antes de prosseguir com as analises.

4.2.2 Fracionamento do Sangue em Hemocomponentes e Preparo das Unidades

Transfusionais Eritrocitarias

Fracionou-se o sangue total (ST) para a obtengéo de trés hemocomponentes:
concentrado de hemécias, concentrado de plaguetas e plasma fresco congelado
(PFC). O método de fracionamento utilizado foi o do plasma rico em plaquetas
(PRP), onde a primeira centrifugagdo do ST € feita em baixa rotacdo e a segunda
centrifugacdo é realizada em alta rotacdo. O protocolo de centrifugacéo utilizado foi
de 2700 rpm, 5:30 min, 22°C e 3000 rpm, 10:00 min, 22°C, respectivamente, para a
12 e 22 centrifugacdes (centrifuga Sorvall® RC3 BP, Rotor H6000 A). A separagéo
do ST em CH e PRP e do PRP em CP e PFC foi realizada com extrator manual de
plasma (Fresenius Hemo Care). A solugdo aditiva composta por salina-adenina-
glicose-manitol (SAGM), foi adicionada ao CH, constituindo uma UTE. A composig&o
da SAGM é de 150 mmoles/l de cloreto de sédio, 2 mmoles/l de adenina, 45,5
mmoles/| de glicose e 28,8 mmoles/l de manitol, pH 5,7, com 297 mosm/kg H,0. Nao

foi realizada nenhuma técnica para a retirada dos leucdcitos.

4.2.3 Aliguotagem das Unidades Transfusionais Eritrocitarias

As UTE foram divididas em 4 aliquotas de cerca de 50 ml, em sistema
fechado, utilizando-se o Sterile Conection Device (SCD), em bolsas para
transferéncia (JP®). As amostras foram mantidas entre 2 e 6 °C, em refrigerador
especial para armazenamento de sangue, com temperatura monitorada a cada

4 horas. As aliquotas foram rotuladas, de acordo com os tempos zero, 14, 28 e
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42 dias e submetidas as determinacdes laboratoriais especificadas nos respectivos

tempos pré-determinados.

4.2.4 Determinagfes para o Controle de Qualidade de Unidades Transfusionais

Eritrocitarias Empregadas Como Rotina nho HEMEPAR.

As técnicas descritas abaixo (4.2.4.1 a 4.2.4.6) séo realizadas de acordo com
0 Manual de Procedimentos Operacionais Padréo do Laboratério de Controle de
Qualidade de Hemocomponentes do HEMEPAR.

4.2.4.1 Andlise microbioldgica

O sistema de detec¢&o microbiana foi baseado no sistema Bact Alert®, pela
deteccdo de CO, produzido por eventual crescimento bacteriano, utilizando-se o
sensor permeavel a gases existente no fundo do frasco altera a cor, de azul-

esverdeada para amarela.

4.2.4.2 Determinagédo do volume de Sangue Total e de hemocomponentes

A determinacdo do volume do ST e dos hemocomponentes (ml) foi realizada
pelo sistema informatizado (Hemovida), a partir da programacao prévia dos valores
das taras das bolsas vazias e das densidades relativas dos hemocomponentes, de
acordo com as especificagOes requeridas pela RDC 153/2004. O volume do ST deve
ser de 450 + 45 ml; do CH de 270 = 50 ml; das UTE com SAGM, de 370 + 50 ml; do
CP, de 60 + 10 ml; do PFC, acima de 170 ml; e do crioprecipitado, de 20 = 10 ml.

4.2.4.3 Determinagdo do Hematdcrito e dos valores do eritrograma
A determinacdo do hematdcrito foi realizada em centrifuga de

microhematocrito (Hemata Stat II) a 6000 rpm, durante 1 minuto. A leitura do volume

globular foi realizada conforme as instru¢des do equipamento.
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Os valores de concentragdo de hemoglobina, volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) foram obtidos em aparelho eletronico (ABX MICROS 60),

com o uso de sal de aménio quaternario (<20 %) como solugao lisante.

4.2.4.4 Determinagdo de potassio

A determinacdo da concentragdo de potadssio no meio extracelular foi

realizada nas UTE através de potenciometria, em analisador de ion seletivo.

4.2.4.5 Determinacgéo da hemoglobina extracelular

O sobrenadante foi obtido das bolsas com auxilio do extrator de plasma. Apds
centrifugacdo, o sobrenadante limpido foi utilizado puro ou diluido em solucdo
fisiologica 1:2 ou mais, dependendo do grau de hemdlise. As leituras
espectrofotométricas foram realizadas a 370, 415, 510, 577 e 600 nm, empregando-
se agua destilada como branco. Nos casos em que a leitura da absorbancia a 415
nm foi < 1,5, utilizou-se a Formula 1, abaixo. Nos casos em que a absorbéancia (A) foi

igual ou maior que 1,5, empregou-se a formula 2.

Formula 1:
X=Ago * (A370'A510) x 0,68
Y=A,-X
__Y 16125
113,22 D

D — caminho 6tico (em geral 1 cm)

Férmula 2:
X= A600 + (A510'A600) x 0,26
Y=A-X
__Y | 16125
13,64 D

D — caminho 6tico (em geral 1 cm)
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A concentragéo foi expressa em mg Hb/l
Especificagéo requerida: 141 a 808 mg Hb/dl no 35° dia de armazenamento
(MOROFF et al., 1984)

4.2.4.6 Determinacdo da hemoglobina total

A determinacdo da hemoglobina no ST e nas UTE foi realizada pelo método
automatizado (hemoglobinbmetro), com o uso de sddio lauril sulfato (SDS) como

surfactante. As absorbancias foram monitoradas em 555 nm.

4.2.4.7 Determinacdo da quantidade de hemoglobina nas UTE

A determinagdo da quantidade de hemoglobina em g por UTE foi realizada

por célculo:

Hb(g/UTE) = Hb (g/dI) x Vol (dI)

4.2.4.8 Determinagdo do percentual de hemélise

A determinacdo do percentual de hemolise, em unidades de CH e sangue
total foi realizada pela aplicacéo de formula matematica que emprega o hematdcrito,

hemoglobina extracelular e hemoglobina total do hemocomponente.

100 - Ht x Hbe
Hb

% hemolise =

Onde,
Ht = hematdcrito (%)
Hbe = hemoglobina extracelular (g/dl)

Hb = hemoglobina total (g/dl)

Especificagéo requerida: inferior a 0,2% (1° dia) e inferior a 0,8% (35° dia)
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4.2.4.9 Dosagem da glicose extracelular

A analise da concentragdo de glicose, por método enziméatico, foi realizada no
meio extracelular (sobrenadante limpido) de UTE ou de ST. Esta foi realizada com o

kit de reagentes para a determinacédo da glicose ANALISA®

4.2.5 Determinac¢des Laboratoriais Propostas Para Este Trabalho

4.2.5.1 Determinacédo da concentracdo de metahemoglobina

A determinacdo da concentragcdo de metahemoglobina foi realizada segundo
0 método de Evelyn & Malloy (1938), modificado por Beutler et al. (1995).

Em um tubo de ensaio adicionou-se 100 pl de suspenséo de eritrcitos a 10
ml de solugéo tampéao fosfato 16 mmoles/Il, pH 6,6. Realizou-se a homogeneizagao
por inversdo e, ap0s 5 min, procedeu-se a leitura espectrofotométrica (A) em
comprimento de onda de 630 nm, utilizando-se como branco, agua destilada. Nessa
primeira leitura, a absorbancia corresponde a metahemoglobina e outras
substancias cromdgenas para o comprimento de onda de 630 nm.

Em seguida, foram adicionados 50 ul de uma solugéo de cianeto neutralizado
(10 g/dl de NaCN e 12 g/dl de &acido acético na propor¢do 1:1). Apdés 5 min,
homogenizou-se e realizou-se nova leitura (B) a 630 nm, com agua destilada como
branco. Nessa etapa, a metahemoglobina desaparece.

Do tubo da leitura B, retirou-se uma aliquota de 2 ml, que foi misturada a 8 ml
de 66 mmoles/l de solucdo tampéo fosfato a pH 6,6. Apdés a homogeneizagéo, a
leitura (D) foi realizada em 540 nm, usando-se como branco 10 ml de 66 mmoles/I
de solucdo tampéo fosfato pH 6,6, adicionando-se 50 ul de 10 g/dl de solugéo
NaCN e 50 ul de 20 g/dl de solugdo Ks[Fe(CN)g]. Nessa etapa, estima-se a

concentracdo de hemoglobina total.
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A concentracdo de metahemoglobina é expressa como porcentagem em

relagdo a concentracao total de hemoglobina, de acordo com a férmula abaixo:
A-B)XF
c. (A-B)
D

Onde:

F = Fator de corre¢do que varia para cada espectrofotobmetro utilizado, é a média
dos fatores obtidos para as 5 amostras de sangue utilizadas;
A= leitura correspondente a metahemoglobina;

B= leitura correspondente a hemoglobina total.

O valor de referéncia para cada UTE é de no maximo 1%.

4.2.5.2 Determinacédo da concentracdo de glutationa reduzida (GSH)

Em um tubo de ensaio hemolisou-se 200 pul de suspenséo de eritrocitos em 2
ml de agua destilada. Adicionou-se uma aliquota de 200 ul de hemolisado a 10 ml
de reativo de Drabkin para se estimar a concentracdo de hemoglobina por método
espectrofotométrico.

Em seguida, adiciona-se 2 ml do hemolisado a 3 ml de solugdo precipitante
(1,67 g de acido metafosférico, 0,2 g de EDTA dissédico, 30 g de NaCl e agua
destilada g.s.p 100 ml). Apds 5 min, realiza-se a filtracdo em papel filtro com grau de
porosidade 50.

Adiciona-se uma aliquota de 1 ml do filtrado obtido a uma solugdo de
Na,HPO, 300 mmoles/l. Apdés a homogeneizacdo, procede-se a leitura
espectrofotométrica a 412 nm (Al). Logo depois, adiciona-se 1 ml de solu¢éo de
DTNB (acido 2-dinitrobenzoico) 0,05 % ao sistema, realizando-se nova leitura a 412
nm (A2).
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A concentragdo se GSH pode ser expressa em micromoles de GSH por

grama de hemoglobina, de acordo com a férmula:

(A,-A,) xE, x101

N 1T

Onde:
[Hb] = concentragéo de hemoglobina da amostra
El= fator de correcdo para coeficiente de extingdo molar do complexo
crom6geno GSH-DTNB.
Os valores de referéncia em adultos normais séo de 7,57 + 1,04 pmoles/g de

Hb (BEUTLER,1984).

4.2.5.3 Determinacéo da atividade de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6-PD)

4.2.5.3.1 Preparo de hemolisado

Em centrifuga refrigerada (HERMLE modelo Z323K) a 4 °C, centrifugou-se o
sangue coletado a 1200 x g por 10 min, retirando-se a camada de leucécitos (buffy-
coat). Em seguida, lavou-se a suspenséo de eritrécitos obtida com solugéo gelada
de 154 mmoles/l de NaCl por trés vezes.

Foi adicionado 0,1 ml da suspensdo de eritrocitos a 1,9 ml de solucéo
hemolisante EDTA-B-mercaptoetanol (BEUTLER, 1984), homogeneizando-se por
agitacdo. Em seguida, procedeu-se o ciclo congelamento-degelo a -20 °C durante 5
min, seguido de fusdo a temperatura ambiente por mais 5 min, repetindo-se o
processo por duas vezes consecutivas. O hemolisado obtido foi conservado a 4 °C

para posterior utilizagao.

4.2.5.3.2 Dosagem da hemoglobina do hemolisado

Adicionou-se 200 ul do hemolisado a 10 ml de reativo de Drabkin para a

estimagdo da hemoglobina da amostra, utilizando-se como padrdo sangue com a
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concentracdo de hemoglobina conhecida, na diluicdo usual de 1:251. Procede-se a

leitura a 540 nm, em espectrofotdmetro SIEL 500S.
4.2.5.3.3 Determinacéo da atividade enzimética

A atividade da enzima G6-PD foi monitorada segundo BEUTLER (1984).
Foram adicionados 20 pl do hemolisado (1:20) a 0,98 ml do meio de reagao
contendo, 0,05 mol/l de tampé&o Tris-HCI-EDTA, pH 8,0, 0,01 mol/l,de MgCl, e 0,2
mol/l. de NADP. O sistema foi incubado por 10 min a 37 °C e a reacgao iniciada pela
adicao de 100ul de glicose-6-fosfato 0,6 mmol/l. A reagdo foi monitorada a 340 nm
(Shimadzu UV 1601). A atividade enzimatica foi expressa em Ul/g Hb. O coeficiente
de absor¢do molar do NADPH utilizado foi 6,22 | / (moles x cm). Uma unidade da

enzima corresponde a 1umol de NADPH formado por min.

AA x 10°
6,22 x 20 x [Hb]

Atividade =

Onde: AA = variagdo de absorbancia média por minuto
10° = diluicéo
6,22 = coeficiente de absortividade molar do NADPH
20 = volume de reagao

[Hb] = concentragédo de hemoglobina do hemolisado em g/dl.

Valor de Referéncia: 12,1 + 2,09 Ul/g Hb (BEUTLER, 1984).

4.2.5.4 Porcentagem de hemolise

A porcentagem de hemodlise foi analisada pelo método da
cianometahemoglobina, adaptado por PELISSARI et al, 1993, para baixas
concentragdes de hemoglobina.

O reagente de Drabkin (DACIE e LEWIS, 1995) foi adicionado a uma

suspensdo contendo hemoglobina com a diluigdo variando entre 1:3 e 1:110, de
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acordo com o grau de hemdlise observado visualmente, em relacdo a faixa de
sensibilidade do método.

A formula para o célculo da hemoglobina extracelular é,

A.,, X diluicao
5,68

Hbe =

Onde: Hbe = concentragdo de hemoglobina extracelular em g/dl;
Asso = absorbancia em 540 nm

5,68 = constante de proporcionalidade.

Os célculos das porcentagens de hemdlise foram realizados segundo
HOGMAN et al. (1981), pela formula:

100 - Ht x He

% hemolise = [Hb]

Onde: HT = hematdcrito em %
Hbe = concentragcéo de hemoglobina extracelular em g/dl

[Hb] = concentracdo de hemoglobina na suspenséo de eritrocitos

4.2.5.5 Morfologia eritrocitaria

O estudo de morfologia eritrocitdria foi realizado segundo o critério
morfolégico de Bessis (1972) modificado por Leonart (1994). Uma aliquota de 1ml da
suspensédo de eritrocitos da UTE, previamente homogeneizada, foi preparada em
diluicdo de 1:200 com liquido de Gower (0,106 moles/l de citrato de s6dio com 1 ml/I
de formalina) em tubo de hemdlise. Ap6s homogeneizacdo a amostra foi colocada
em camara de Neubauer Improved, previamente limpa.

Em microscépio 6ptico no aumento de 400x, fez-se a contagem de discécitos

diferenciando-os de equindcitos, estomatdcitos, esferdcitos. De acordo com a
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modificacdo proposta por Leonart et al. (1997), considerou-se entre os discécitos as
formas discoequindcito, discoestomatécito, equindcito | e estomatdcito L.
A porcentagem de discécitos foi determinada através da contagem de mil

células em diferentes regides do reticulo.

4.2.5.6 Determinacéo de ATP

4.2.5.6.1 Preparo do extrato

Em aliquota de 2 ml, obtida de uma unidade eritrocitaria, foi adicionado 1mi
de solugéo de acido perclérico 20% (Merck). Homogeneizou-se e centrifugou-se a
2000 x g. Transferiu-se 1ml do sobrenadante para um tubo graduado e realizou-se a
neutralizacdo com 3 moles/l de K,COj; e indicador 0,05% metil-orange. Centrifugou-
se, em seguida, para retirada do precipitado e acertou-se o volume para 1,5 ml com

agua deionizada.

4.2.5.6.2 Determinagédo da concentragao

A determinacdo da concentracdo de ATP foi realizada pelo método de Beutler
(1984).

O meio de reagdo de 1 ml continha, 0,05 mol/l de tampé&o tris- EDTA, pH 8,0,
2 mmol/l de MgCl,, 0,4 mmoles/| de NADP e 1 mmol/l.de glicose. Foram adicionados
200 pl do extrato e 5 pl de 60 U/ml de G6-PD. O meio de reacgao foi utilizado como
branco. A reagéo foi iniciada com a adigdo de 10ul de 400U/ml de hexoquinase nas
cubetas de amostra e branco e monitoradas espectrofotometricamente a 340 nme a
37 °C.

A concentragdo de ATP foi calculada pela formula:

C= AA x 0,013
A540 X I:Hb

Onde: AA = variagdo de Absorbancia
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As4o = Absorbancia em 540nm
0,013 = coeficiente extingdo molar de NADPH

Fue = fator de calibragdo para hemoglobina

O valor de ATP em eritrécitos de adultos brancos normais é de 4,23 + 0,29
pumoles por grama de hemoglobina (Hb), ja este valor para adultos negros normais €
de 3,53 £ 0,30 umoles/g de Hb (BEUTLER, 1984).

4.2.6 Andlises Estatisticas

Os dados foram analisados pela andlise de variancia e teste de Tukey. Os

resultados foram considerados estatisticamente significativos para p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 VOLUME DE SANGUE COLETADO

Na andlise microbiolégica, o teste Bact Alert realizado ndo acusou
crescimento bacteriano durante a preservacao dos eritrocitos.

A variacdo do volume de sangue coletado esta representada na Figura 2.

FIGURA 2. NUMERO DE UNIDADES DE ST EM FUNGCAO DO VOLUME DE
SANGUE COLETADO DOS DOADORES

Momeno de unidades

L 3% (5% 2% 355

410 42 430 440 450 460

Yolume coletado (ml)

Histograma de freqiiéncia dos volumes de sangue coletados dos doadores. Foram avaliados
os volumes de 17 unidades de ST.
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5.2 VOLUME DAS UNIDADES TRANSFUSIONAIS ERITROCITARIAS

A variacao do volume das UTE esté representada na Figura 3.

FIGURA 3. NUMERO DE UTE EM FUNGCAO DO VOLUME DAS UNIDADES
TRANSFUSIONAIS ERITROCITARIAS
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Histograma de freqiiéncia dos volumes das UTE. Foram avaliados os volumes de 16
unidades.
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5.3 CONCENTRACAO DE HEMOGLOBINA

A concentracdo de hemoglobina total (g/dl) durante o armazenamento esta
ilustrada na Figura 4. Os resultados indicam que nédo ha variacdo na concentracao
de hemoglobina durante o armazenamento.

FIGURA 4. CONCENTRAQAO DE HEMOGLOBINA NA UTE DURANTE A
PRESERVACAO EM SAGM
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Cada ponto experimental € média da dosagem em 16 UTE. A barra de erro representa o
desvio padréo.
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5.4 QUANTIDADE DE HEMOGLOBINA EM UTE

A gquantidade de hemoglobina (g) em cada UTE esté ilustrada na Figura 5.

FIGURA 5. NUMERO DE UTE EM FUNCAO DA QUANTIDADE DE HEMOGLOBINA
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Histograma de freqiiéncia da quantidade de hemoglobina disponivel por UTE. Foram
avaliadas as quantidades de hemoglobina em 15 unidades.
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5.5 HEMATOCRITO

A Figura 6 ilustra os valores de hematdécrito (%) em durante a preservacdo em
SAGM Os resultados indicam que ndo houve variagdo na porcentagem de

hematdcrito.

FIGURA 6. VALORES DE HEMATQCRITO EM ERITROCITOS HUMANOS
DURANTE A PRESERVACAO EM SAGM
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Cada ponto experimental € média da determinacdo em 16 unidades transfusionais
eritrocitarias. As barras de erro representam os desvios padrao.
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5.6 VOLUME CORPUSCULAR MEDIO (VCM)

A Figura 7 ilustra os valores de VCM (fl) em eritrocitos humanos durante a

preservacdo em SAGM. Os resultados indicam que n&do houve variagao valores de

VCM.

FIGURA 7. VALORES DE VCM EM ERITROCITOS HUMANOS DURANTE A
PRESERVACAO EM SAGM
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Cada ponto experimental € média da determinacdo em 16 UTE. As barras de erro
representam os desvios padrao.
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5.7 HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA (HCM)

A Figura 8 ilustra os valores de HCM (pg) em eritrécitos humanos durante a
preservacdo em SAGM. Os resultados indicam que néo houve variagdo dos valores

de HCM.

FIGURA 8. VALORES DE HCM EM ERITROCITOS HUMANOS DURANTE A
PRESERVACAO EM SAGM
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Cada ponto experimental € média da determinacdo em 16 unidades transfusionais
eritrocitarias. As barras de erro representam os desvios padrao.
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5.8 CONCENTRACAO DE HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA (CHCM)

A Figura 9 ilustra os valores de CHCM (g/dl) em eritrcitos humanos durante a
preservacdo em SAGM. Os resultados indicam que néo houve variagdo dos valores

de CHCM.

FIGURA 9. VALORES DE CHCM EM ERITROCITOS HUMANOS DURANTE A
PRESERVACAO EM SAGM
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Cada ponto experimental € média da determinacdo em 16 UTE. As barras de erro
representam os desvios padrao.
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5.9 HEMOGLOBINA EXTRACELULAR

A concentragdo de hemoglobina extracelular em UTE durante a preservagao
em SAGM esta ilustrada na Figura 10. Apesar de existir um aumento durante os 42
dias de preservagéao e os resultados serem estatisticamente significantes em relagéo
ao inicio do armazenamento (p<0,05), 0,1 g/dl que aparece no meio apds 30 dias

representa apenas 0,5% da hemoglobina eritrocitaria.

FIGURA 10. CONCENTRACAO DE HEMOGLOBINA PLASMATICA EM UNIDADE
TRANSFUSIONAL ERITROCITARIA DURANTE A PRESERVACAO
EM SAGM
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O ponto experimental € média da dosagem em 16 UTE. As barras de erro representam os
desvios padréo.

* - Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao tempo zero.

Resultados



64

5.10 HEMOLISE
5.10.1 Hemdlise pelo Método da Oxihemoglobina

A Figura 11A ilustra a porcentagem de hemdlise durante a preservagdo dos
eritrocitos avaliada pelo método da oxihemoglobina. Observam-se taxas de
hemdlises bastante baixas, porém com coeficiente de variagdo meédio de 80%
(media geral = 0,19%; desvio padréo = 0,15%).

FIGURA 11A. PERCENTAGEM DE HEMOLISE DURANTE A PRESERVACAO DE
ERITROCITOS HUMANOS EM UTE EM SAGM — METODO DA
OXIHEMOGLOBINA
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Cada ponto experimental € média do monitoramento em 16 UTE. As barras de erro
representam os desvios padrao.

Nao ha diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao tempo zero (p>0,05).
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5.10.2 Hemolise pelo Método da Cianometahemoglobina

Observa-se na Figura 11B que, por esse método, a percentagem de hemdlise
aumentou gradativamente durante a preservacdo dos eritrocitos, entretanto
observam-se taxas de hemdlises baixas e com boa precisdo (coeficiente de variagcdo
= 18%).

FIGURA 11B. PERCENTAGEM DE HEMOLISE DURANTE A PRESERVAQ@O DE
ERITROCITOS HUMANOS EM UNIDADES DE CONSERVACAO EM
SAGM - METODO DE PELISSARI et al. (1993)
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O ponto experimental € média do monitoramento em 17 unidades transfusionais

eritrocitarias. A barra de erro representa o desvio padrao.
* - Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao tempo zero.
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5.11 GLICOSE

A glicose é consumida pela glicolise anaerdbica sendo a principal fonte de
energia para os eritrécitos, e consumida pelo ciclo das pentoses, gerando moléculas
protetoras contra os radicais livres (referéncia). A figura 12A ilustra o consumo da
glicose (mg/dl) durante a preservacdo de eritrécitos em unidades transfusionais
eritrocitarias em SAGM. Pode-se calcular com auxilio da cinética de primeira ordem
(figura 12B) que a glicose desaparece do meio, durante a preservacdo, a uma taxa

de 15,3 ug glucose/dl/dia.

FIGURA 12A. CONCENTRACAO DE GLICOSE EXTRACELULAR DURANTE A
PRESERVACAO DE ERITROCITOS HUMANOS EM SAGM
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O ponto experimental € média da contagem em 16 unidades transfusionais

eritrocitarias. A barra de erro representa o desvio padrao.
*- Diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao tempo zero.
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Figura 12B. GRAFICO DA CINETICA DE PRIMEIRA ORDEM PARA O CONSUMO
DE GLICOSE DURANTE A PRESERVACAO DE ERITROCITOS
HUMANOS EM SAGM
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O plot In [glicose] versus tempo foi realizado com os dados da figura 12A em 16
unidades transfusionais eritrocitarias. Os dados ajustam-se a uma equacao da reta
y =-0,0153x + 5,8579
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A figura 13 ilustra o aumento nas concentragfes extracelulares de ions

potassio durante 42 dias de preservacdo. O teor de ions potéssio variou de 20 a 60

mEq/I durante o periodo de preservacao.

FIGURA 13. CONCENTRAQC)ES DE K* NO MEIO EXTRACELULAR DURANTE A
PRESERVACAO DE ERITROCITOS HUMANOS EM SAGM
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O ponto experimental € média da dosagem em 16 unidades transfusionais

eritrocitarias. A barra de erro representa o desvio padrao.
* - Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao tempo zero.
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5.13 PERCENTAGEM DE DISCOCITOS

69

Foi observado uma mudan¢a morfolégica de discécitos para esferdcitos

durante a preservacdo dos eritrocitos em 42 dias. A contagem percentual de

discécitos esta representada na Figura 14.

FIGURA 14. PERCENTAGEM DE DISCOCITOS EM UNIDADES RANSFUSIONAIS

ERITROCITARIAS DURANTE 42 DIAS EM SAGM
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O ponto experimental € média da contagem em 19 unidades transfusionais

eritrocitarias. A barra de erro representa o desvio padrao.
* - Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao tempo zero.
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5.14 PERCENTAGEM DE ATP

A diminuicdo da concentragdo de ATP em eritrécitos durante a preservagéo
esta ilustrada na Figura 15. Pode-se observar uma queda de 70% no indice de ATP

durante os 42 dias de preservacéao.

FIGURA 15. CONCENTRA(;AO DE ATP EM ERITROCITOS DURANTE
PRESERVACAO POR 42 DIAS EM SAGM
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5.15 PERCENTAGEM DE DISCOCITOS EM FUNGCAO DA CONCENTRACAO DE
ATP

A figura 16 ilustra a correlagdo positiva que existe entre a percentagem de
eritrocitos na forma de discdcitos e a concentragdo de ATP celular (umoles ATP/g

Hb), com coeficiente de correlagéo (r) de 0,93, durante a conservagédo em SAGM.

FIGURA 16. PERCENTAGEM DE DISCOCITOS EM FUNCAO DA

CONCENTRACAO DE ATP EM ERITROCITOS PRESERVADOS
DURANTE 42 DIAS EM SAGM
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Os pontos experimentais foram obtidos em 17 unidades transfusionais eritrocitarias. A

linha continua foi desenhada com auxilio de computacéo, utilizando-se de um modelo
de regressédo exponencial.
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5.16 METAHEMOGLOBINA

A figura 17 representa a formacdo de metahemoglobina (%) em suspenstes

de eritrécitos humanos armazenados durante 42 dias.

FIGURA 17. CONCENTRACAO DE METAHEMOGLOBINA EM ERITROCITOS
HUMANOS DURANTE A PRESERVACAO EM SAGM
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O ponto experimental € média da dosagem em 17 unidades transfusionais
eritrocitarias. A barra de erro representa o desvio padrao.
* - Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao tempo zero.
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5.17 GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)

A figura 18 mostra as concentracbes de glutationa reduzida (GSH,
umoles/g de Hb) em suspensfes de eritr6citos humanos armazenados durante 42

em SAGM Fica evidenciada a exaustao total de GSH apoés 42 dias.

FIGURA 18. CONCE,NTRA(;AO DA GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) EM
ERITROCITOS HUMANOS DURANTE A PRESERVACAO EM SAGM
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eritrocitarias. A barra de erro representa o desvio padrao.
* - Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao tempo zero.
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5.18 GLICOSE 6-FOSFATO DESIDROGENASE (G6-PD)

A Figura 19 ilustra a atividade enzimética da glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6-PD, Ul/g Hb), em eritrécitos humanos durante a preservacdo em SAGM Pode-se
calcular a partir dos valores médios que a atividade da G6-PD cai apenas 20%
durante o armazenamento. Entretanto ndo ha diferencas estatisticamente

significativas (p>0,05)

FIGURA 19. ATIVIDADE ENZIMATICA D@ G6-PD EM ERITROCITOS HUMANOS
DURANTE A PRESERVACAO EM SAGM
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6 DISCUSSAO

No Brasil, os sistemas publico e privado de hemoterapia, de um modo geral,
tém melhorado sensivelmente a qualidade do atendimento nas Ultimas décadas.
Essa melhoria ocorreu, sem duvida, devido a evolucao do conhecimento cientifico e
ao desenvolvimento da tecnologia aliados a implantac&o do Sistema Unico de Saude
(SUS) e ao conjunto de preceitos constitucionais e de leis que o sustentam. O
Movimento Sanitario impulsionou sobremaneira tal evolu¢éo, mas houve a influéncia
também de outros fatores, entre eles a conscientizacao da populagédo quanto ao seu
direito a saude e o redobramento de cuidados quanto a contaminacdo por doencas
graves como, por exemplo, a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Nesse
sentido, ndo s6 a criacdo da rede publica de Hemocentros Estaduais e Regionais
teve papel relevante e fundamental, como tais Instituicbes tém representado o pilar
de sustentagéo para tal evolugéo.

Apesar da evolucdo da hemoterapia no Brasil, muito ainda ha por fazer para
de alcancar os padrfes internacionais de qualidade. Em relagdo as UTE, emprega-
se 0s sistemas usuais para a preservacdo de eritrocitos, incluindo bolsas com CPD
ou CPDA-1 como anticoagulante e solu¢des aditivas, como ADSOL ou SAGM, para
a preservacdo dos eritrécitos entre 2 e 6° C. A RDC n° 153/2004 n&o determina o
emprego de sistemas de filtracdo para retirada dos leucécitos de UTE, a ndo ser
quando os eritrocitos sdo destinados a pacientes em estado critico, ou mesmo
pacientes que necessitam de transfusdes freqientes (BRASIL, 2004).

Segundo Hogman e Meryman (2006), o Conselho Europeu recomendou em
2005 como critério primario para a qualidade da transfusdo de unidades
eritrocitarias, a preocupa¢do com o volume de sangue coletado e a propor¢cao de
eritrocitos viaveis presentes no momento da transfusdo. O padréo especificado é
coleta de 450ml de sangue total e uma sobrevida pdés-transfusional de 24 horas
(SPT) de pelo menos 75%, a qual € determinada através da detec¢do de eritrcitos
do doador marcados com cromo radioativo na circulagcdo do receptor (DERN et al.,
1967).

O volume de sangue total das 19 unidades coletadas para este trabalho
variou de 410 a 460 ml, sendo que para a maioria delas foi de 450 ml, valor médio

recomendado pela RDC 153/2004, como pode ser observado na Figura 2.
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O volume de sangue coletado é considerado critico porque, considerando-se
45 g como uma quantidade de hemoglobina minima em uma UTE, como recomenda
o0 Conselho da Europa de 2005, deve-se levar em conta que variagdes de 10%,
aceitas para o volume total de sangue, podem levar a variagdes da ordem de 4,5 g
de hemoglobina. Adicionalmente, a concentragdo de hemoglobina dos doadores
varia, de modo geral, entre 13 e 18 g/dl, o que pode contribuir para variagdes ainda
maiores. Eventuais perdas de eritrécitos ocorridas durante o processo promovem,
ainda, diminuicdo do contetdo de hemoglobina na UTE, especialmente se houver
filtracdo para retirada de leucécitos (HOGMAN & MERYMAN, 2006).

Como se pode observar na Figura 3, os volumes obtidos apds preparacéo das
Unidades Transfusionais Eritrocitarias variaram de 290 a 390 ml, sendo na maioria
dos casos de 310 a 350 ml. A Figura 3 mostra a concentragéo de hemoglobina (g/dl)
nas UTE, que apresentou coeficiente de variagdo de 5 %. Nao houve variagcdo da
concentracdo de hemoglobina durante a preservacdo, do tempo zero até 42 dias.
Estes dados mostram que houve uniformidade no preparo das UTE, bem como a
estabilidade da hemoglobina durante a preservagao.

A partir da concentragédo de hemoglobina e do volume das UTE, calculou-se a
quantidade total de hemoglobina, que variou de 54 a 74 g por UTE, como se pode
verificar na Figura 4. Estes valores sdo condizentes com as normas nacionais e
internacionais relativas a quantidade minima de 45 g de hemoglobina por UTE
(WHO, 2002; BRASIL, 2004)

As determinacdes hematimétricas (hematécrito, VCM, HCM e CHCM),
representadas nas Figuras 6 a 9, ndo apresentaram variacdes detectaveis durante
0os 42 dias de armazenamento. Entretanto, a aparente integridade celular do
eritrocito ndo exclui o comprometimento de suas fungdes metabdlicas.

LEONART (1994), durante o armazenamento de eritrcitos em ADSOL,
observou aumento gradativo do VCM, que foi explicado pela entrada de agua na
célula devido a hipertonicidade do meio; acompanhando uma tendéncia a diminuicao
no valor de CHCM. Outros autores encontraram estabilidade no VCM e no CHCM
durante a preservagdo (HEATON, 1981), ou mesmo alteragdes variadas,
dependendo do meio e das condi¢des de preservagdo (HALBHUBER et al., 1987;
GREENWALT, 1990). Turner et al. (1987) observaram que, eritrocitos armazenados
em CPDA-1 por mais de 21 dias, quando adicionados a plasma autélogo por 24

horas, murcharam, com aumento do CHCM. Variagdes no VCM e no CHCM podem
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ser devidas tanto a tendéncia natural de aumento da densidade do eritrécito durante
o seu envelhecimento, quanto ao seu mascaramento, por agdo do meio extracelular.
Quando as células sédo transfundidas, retornam ao seu volume natural em fungéo do
tempo em que haviam sido preservadas in vitro, com conseqiente aumento do
CHCM e diminuigcéo da filtrabilidade, podendo vir a ocasionar problemas clinicos no
receptor (CHIN-YEE et al., 1997).

Na Figura 10, pode-se observar os resultados obtidos para hemoglobina
extracelular, pelo método empregado rotineiramente no HEMEPAR. Nas Figuras 11
A e B estdo representadas as porcentagens de hemdlise, calculadas a partir da
hemoglobina extracelular, hematécrito e concentracdo de hemoglobina Ao se
comparar os resultados obtidos pelos dois métodos realizados, observa-se que, em
ambos os casos, os valores encontrados ficaram dentro dos limites preconizados
pela legislagéo brasileira e por padrdes internacionais, de acordo com o0s quais, 0S
indices de hemdlise ndo devem ultrapassar 1% durante a preservagdo (BEUTLER,
1984; POLK & GARRISSON, 1995; MURPHY, 2001; BRASIL, 2004). No entanto, os
valores obtidos com o primeiro método (Figura 11A), o qual se baseia na medida da
oxihemoglobina em solucéo salina, se apresentaram oscilantes ao longo do tempo,
enquanto os obtidos com o segundo método (Figuras 11B) permaneceram mais
estaveis. A estabilidade da cianometahemoglobina, formada por agdo do reagente
de Drabkin, conferiu a este método a categoria de referéncia internacional para a
dosagem de hemoglobina. A adaptagéo proposta por Pelissari et al. (1993) permite
gue o mesmo seja empregado para pequenas concentragcdes, que ocorrem durante
a preservacdo de eritrocitos, ou mesmo por hemodlise intravascular, em certas
situagdes clinicas.

O grau de hemolise dos eritrocitos durante a preservacdo depende do meio
de suspensédo dos eritrocitos. Os resultados mostrados indicam baixos indices de
hemolise durante 42 dias de preservacdo (<1,2%). Desde os primeiros estudos
sobre o armazenamento de eritrécitos até a atualidade, os autores consideram a
taxa de hemodlise espontdnea como marcador fundamental da preservagao
(RAPOPORT & WING, 1947; HOGMAN & MERYMAN, 2006).

Pode ser observado nas Figuras 12 A e B, que a glicose foi consumida com
velocidade constante até os 42 dias de preservacdo, com taxa de consumo de

15,3 yg de glicose/dl/dia, calculada com auxilio da cinética de primeira ordem
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(Figura 12B). Estes valores representam reducgéo de cerca de 50% da glicose inicial
em 4 semanas e estdo de acordo com os descritos por Leonart, 1994.

A glicose é consumida pela glicélise anaerdbica, sendo a principal fonte de
energia para os eritrécitos, e consumida pelo ciclo das pentoses, gerando moléculas
protetoras contra os radicais livres (LEE et al., 1999).

O aumento gradativo da concentracdo de K’ no meio extracelular, como
observado na Figura 13, ocorre devido a sua fuga do interior dos eritrécitos e indica
a falha no funcionamento da Na*-K*-ATPase da membrana HOGMAN & MERYMAN,
1999; KURUP et al., 2003; HOLME, 2005). Este fato € bem conhecido em estudos
sobre a preservagdo de eritrécitos. A medida que a glicose é consumida para
producdo de ATP e consequente manutencgdo da integridade da célula, acumula-se
o lactato, produto final da atividade da via glicolitica. Isto provoca uma acidificacdo
do meio, um dos grandes problemas na preservacdo do eritrocito em condicdes
usuais (HOGMAN & MERYMAN, 1999; TINMOUTH & CHIN-YEE, 2001; HESS &
GREENWALT, 2002). A diminuicdo do pH acaba sendo responsavel pelo
comprometimento das enzimas glicoliticas e, conseqientemente, da produgédo de
ATP e do funcionamento da Na’-K*-ATPase. Este € um importante fator limitante
para a viabilidade do eritrécito. Assim, a determinacdo de K' no meio extracelular
pode ser um marcador valido para o controle de qualidade durante a preservagéo.

Ocorreu diminuigdo da concentracdo de ATP durante a preservagao (Figura
15), com perdas de 60% até o 42° dia. Sem duvida, esta reducéo dos niveis de ATP
causou a falha na manutencdo do gradiente idnico pela bomba de Na'K'. A
concentracdo de ATP é considerada como um dos marcadores mais importantes a
serem empregados no estudo da preservacdo de UTE, por representar a reserva de
energia do eritrécito e por se correlacionar estreitamente com a SPT (HESS &
GREENWALT, 2002; HOLME, 2005; HESS, 2006). Existem estudos bastante claros
que mostram a importancia dos niveis de ATP e que apontam para as limitac6es das
solugdes aditivas que sdo empregadas rotineiramente em muitos paises (HESS &
GREENWALT, 2002; ALMAC & INCE, 2007). Outro marcador considerado
importante para a avaliagdo das UTE é o 2,3 BPG, por ser a molécula responsével
pela modulacdo da fungéo da hemoglobina na liberagdo de oxigénio aos tecidos. A
partir da constatagdo de que, tanto o ATP quanto o 2,3 BPG sdo exauridos em
poucas semanas em UTE preparadas com as solugdes aditivas usuais, € que

diversos autores desenvolveram novas solu¢des, com as quais se consegue manter
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a viabilidade e a funcionalidade dos eritrocitos por tempos maiores (HAMASAKI &
YAMAMOTO, 2000; HESS & GREENWALT, 2002; HESS, 2006; HOGMAN &
MERYMAN, 2006a).

As determinacdes laboratoriais de ATP e 2,3 BPG se baseiam em técnicas
enzimaticas reprodutiveis e bem estabelecidas na literatura (BEUTLER, 1985).
Entretanto, ndo constam da RDC n° 153/2004 e, de um modo geral, ndo séo
realizadas rotineiramente no acompanhamento de UTE em nosso palis,
possivelmente devido & necessidade de equipamentos especificos e por
apresentarem certa complexidade, nem sempre comportada pelos recursos e infra-
estrutura disponiveis nos Hemocentros e Bancos de Sangue.

A Figura 14 apresenta os valores obtidos pela contagem de discOcitos nas
UTE estudadas. Esta determinacdo se baseia na contagem diferencial das formas
eritrocitarias, feita ap6s uma simples diluicdo de aliquotas das UTE em liquido
diluente para contagem de eritr6citos, em camara de Neubauer, ao microscépio de
luz. Ao se empregar os critérios morfolégicos propostos por Bessis (1972) e
modificados por Leonart (1994) para as formas eritrocitarias encontradas durante a
preservacao, ou seja, discocitos, equindcitos, estomatdécitos e esferdcitos, é possivel
obter a porcentagem de discécitos, incluindo discoequindécitos e equindcitos |, da
nomenclatura original de Bessis (1972). A contagem de eritrocitos na forma de
discécitos correlacionou-se positivamente com a concentragdo celular de ATP
(Figura 15), que € também um indicativo da integridade funcional da membrana
(FEO & MOHANDAS, 1977; LEONART, 1999; HESS & GREENWALT, 2002;
HOLME, 2005). A partir do alto grau de correlagdo encontrado (r = 0,93), pode-se
inferir que a porcentagem de discOcitos poderia ser empregada alternativamente, por
representar uma estimativa da concentracéo do ATP. Esse fenbmeno pode constituir
uma excelente ferramenta para o controle de qualidade das UTE, por poder indicar a
viabilidade dos eritrécitos durante a preservacao. Esses resultados sdo consistentes
com os observados por Leonart et al. (1997) em eritrocitos preservados em ADSOL,
que propuseram a utilizacdo da porcentagem de discOcitos como um marcador a ser
utilizado para controle de qualidade em Hemocentros, na avaliacdo dos eritrécitos
durante o armazenamento. Importante lembrar que a correlagéo entre porcentagem
de discécitos foi estabelecida durante a preservacdo de eritrocitos em ADSOL
(LEONART et al.,, 1997) e em SAGM neste trabalho, e que pode ndo ser
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reproduzida, para UTE preservadas como concentrados ou mesmo em outras
solugdes aditivas.

Na literatura € descrita correlacdo entre os niveis de ATP, manutencdo da
morfologia eritrocitaria e sobrevida pos-transfusional (DERN et al., 1967). Diversos
autores estudaram as alteragdes morfolégicas durante a preservacdo de eritrocitos
para hemoterapia, indicando as mesmas alteracbes encontradas neste trabalho,
sendo que alguns deles citam o chamado indice morfolégico, que representa a
proporgdo de discécitos, como um dos marcadores a serem empregados durante a
preservagdo (FEO & MOHANDAS, 1977; LEONART, 1999; HESS et al., 2001; HESS
& GREENWALT, 2002; HOLME, 2005). Observou-se ainda que a deplecdo rapida
de ATP reproduz alterag6es morfolégicas observadas durante o estoque, enquanto a
restauracdo de ATP reverte estas mudancas (NAKAO et al., 1960; TINMOUTH et al.,
2006). Assim, a contagem diferencial das formas eritrocitarias durante a preservagéo
de eritrécitos é considerada um parametro no estudo de UTE, com resultados
semelhantes aos obtidos neste trabalho para eritrécitos mantidos em SAGM
(HOGMAN et al., 1985).

Durante a preservacdo ocorre diminuicdo da concentragcdo do ATP (Figura
15) e do potassio intracelular (Figura 13), e hemodlise, que s&o fenébmenos
relacionados com a permeabilidade funcional da membrana plasmatica. Esses
resultados s&o consistentes com os observados por Leonart et al., 1997.

Algumas indicag¢des sobre o estado redox dos eritrécitos pode ser obtida pela
avaliacdo dos teores de metahemoglobina e de GSH. A metahemoglobina é
resultante de degradacao oxidativa da hemoglobina, pela acdo de espécies reativas
de oxigénio e outros radicais livres, que ocasionam também a peroxidagéo lipidica
da membrana. Observa-se, na Figura 17, muito pouca formacédo de
metahemoglobina durante o armazenamento dos eritrocitos em SAGM durante 42
dias, flutuando dentro da normalidade. Os valores de referéncia para individuos
normais sdo de até 1% (BEUTLER et al., 1955). Outros autores também
encontraram baixas concentracdes de metahemoglobina durante a preservagéo de
eritrocitos, mesmo sem o emprego de solugfes aditivas, com valores menores que
1% em CPDA-1 (FAGIOLO et al., 1986) e de até 3% em ACD (SCAROINA et al.,
1989).

A manutencdo dos niveis de GSH € essencial para a manutencdo do estado

reduzido dos tidis de enzimas e proteinas das membranas e na remocgdo de
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espécies reativas de oxigénio. A oxidagdo do GSH leva a formacdo de glutationa
oxidada (GSSG) e a consequente exaustédo dos niveis de NADPH e NADH, que s&o
os principais carreadores de elétrons dentro da célula (JOZWIK et al.,1997). Os
resultados ilustrados na Figura 18 indicam que os indices de GSH diminuiram
gradativamente, chegando a zero apos os 42 dias de armazenamento.

Ha melhor manutencdo do ATP, bem como da carga de energia dos
adenilatos e da flexibilidade da membrana, acompanhados de concentragéo
levemente mais baixa de glutationa oxidada em condigBes de estoque anaerdbicas
em relacdo as aerébicas (HOGMAN, 1986). Estes achados levaram a hipdtese de
que a presenca de oxigénio causou maior demanda de grupos SH e de grupos P de
alta energia, possivelmente para protecdo dos lipideos e proteinas da membrana
contra a peroxidagdo. Jozwik et al. (1997), ao analisarem os niveis de GSH e outros
marcadores de oxidacdo em eritrécitos lavados e preservados durante 25 dias em
condicdes de laboratério, encontraram exaustdo dos mecanismos antioxidantes do
eritrocito.  Porém, outros autores consideram que h& poucas evidéncias de que o
dano oxidativo tem papel significante para a explicacdo da perda de viabilidade
durante a preservacdo usual dos eritrécitos (HOGMAN & MERYMAN, 1999).
Eritrécitos de doadores de sangue portadores heterozigotos de hemoglobina S (AS)
preservados em SAGM, quando comparados aos de doadores normais, apresentam
exacerbacdo do processo oxidativo, com aumento significativo da formacéo de
corpos de Heinz acompanhado de redugdo de GSH, aliados a aumento significativo
da hemdlise. A resposta desses eritrcitos a estresse oxidativo por terc-
butilhidroperéxido foi significativa, com niveis de hemdlise cerca de trés vezes
superiores em relacdo a eritrocitos normais, o que poderia levar a hipétese de que
eritrocitos sujeitos a processo oxidativo exacerbado poderiam ser inadequados para
transfuséo (CHAVES, 2007).

Os resultados de perda de GSH, somados as perdas de ATP (Figura 15),
diminuicdo da concentragdo de glicose (Figura 12), altera¢cdes morfolégicas (Figura
14) e vazamento de ions potassio para o meio extracelular (Figura 13), indicam alto
grau de desenergizagéao celular durante os 42 dias de preservagéo.

A enzima G6-PD se mostrou bastante resistente ao estado redox do eritrocito
(Figura 19). Foi observado um decaimento de apenas 20% na atividade da G6-PD
durante o armazenamento. Esses resultados sé&o consistentes com observados por

Leonart et al.,, 2000, em eritrécitos preservados em ADSOL. A estabilidade da
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enzima G6-PD eritrocitaria foi observada em estudos de Chaves et al. (2008),
quando indicam que a utilizacdo de anti-oxidantes, como as vitaminas C e E né&o
causa nenhum efeito sobre a atividade da G6-PD em eritrocitos normais e de
individuos portadores de hemoglobina S.

Apesar de a lesdo de estoque ser estudada hd décadas, a compreenséo de
todos os mecanismos envolvidos, bem como de suas possiveis consequéncias
clinicas, ainda permanece incompleta (TINMOUTH et al., 2006).

Existe consenso em relagdo a importancia da viabilidade dos eritrécitos, bem
representada pela determinagédo da SPT in vivo e sua correlagdo com os niveis de
ATP durante a preservacao in vitro, bem como da correlagéo entre a concentragao
de 2,3 BPG e a liberagédo de oxigénio nos tecidos e dos baixos indices de hemdlise
durante a preservacdo (HESS & GREENWALT, 2002; HESS, 2006; HOGMAN &
MERYMAN, 2006a; ALMAC & INCE, 2007). J4 é bem conhecido também que a
retirada dos leucdcitos, em especial através de métodos eficientes de filtracao,
melhora a preservagdo in vitro e pode evitar reagcdes adversas no receptor,
decorrentes de infeccdes virais, reagfes pela p'resenca de citocinas, aloimunizacao
(HESS & GREENWALT, 2002; HESS, 2006; HOGMAN & MERYMAN, 2006%; KLEIN,
2007).

Atualmente, se discute a relevancia de aspectos clinicos, especialmente
quando o receptor dos eritrocitos transfundidos se encontra em condigbes mais
criticas e corre o risco de ndo ter acesso aos niveis de oxigénio que necessita para
sua sobrevivéncia naquele momento, ou mesmo de sofrer efeitos adversos em
decorréncia da transfuséo, tais como problemas circulatorios graves devidos a perda
das propriedades reoldgicas normais dos eritrocitos ou mesmo a formacdo de
coagulos, entre outros (TINMOUTH et al., 2006; ALMAC & INCE, 2007). Os efeitos
da duragdo do estoque dos eritrécitos tém sido ressaltados através de estudos que
demonstram maiores riscos para 0s receptores que receberam UTE mantidas por
periodos maiores que 18 dias nas condi¢fes usuais (ALMAC & INCE, 2007).

Em relacdo ao desenvolvimento do conhecimento na &rea da preservacéo de
eritrocitos para hemoterapia, os avancos sdo importantes nas Ultimas décadas.
Infelizmente, na maioria dos paises, passara mais algum tempo para que tais
avangcos possam ser aplicados, devido ao rigor nos critérios e a consequente
demora de 6rgéos reguladores, como o FDA, na liberagdo do uso de novos produtos

na &rea da saude, como € o caso de novas solucdes preservadoras de eritrocitos
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(HAMASAKI & YAMAMOTO, 2000; HESS & GREENWALT, 2002; HOGMAN &
MERYMAN, 2006b).

A RDC n° 153/2004 foi cuidadosamente elaborada e apresenta normas
importantes a serem cumpridas para se manter a qualidade nos servicos de
hemoterapia em nosso pais. No HEMEPAR, as determinacdes da RDC séo
cumpridas integralmente, o que contribui fundamentalmente para se manter a
qualidade dos servigos oferecidos pela Instituicdo, bem como para assegurar a vida
e ajudar a manter a qualidade de vida de milhares de usuérios.

Sem duvida, no entanto, todas as leis, normas e resolugfes, por melhores
que possam parecer, sdo transitérias e tendem a ser aperfeicoadas a médio e longo
prazo, até mesmo em funcdo do avanco da ciéncia. Além disso, propostas de
aperfeicoamento de qualquer sistema, para além de normas ja definidas, podem ser
bem-vindas se contribuirem para determinar beneficios.

Na andlise do estado da arte relativo ao avango da ciéncia na &rea da
preservacdo de eritrocitos, assunto de que trata este trabalho, j& existem elementos
suficientes para se poder afirmar que se pode avangar ainda mais, tanto no que se
refere a metodologia de preparo de Unidades Transfusionais Eritrocitarias e a
solugbes aditivas mais adequadas, quanto ao monitoramento da preservacéao e,
consequentemente, ao seu controle de qualidade.

Desta forma, os conhecimentos acumulados sobre o metabolismo dos
eritrocitos e o seu envelhecimento in vitro permitem apresentar marcadores
alternativos ou mesmo somatorios, em relagdo aos preconizados pela RDC n°
153/2004, os quais podem trazer informagdes mais precisas a respeito da
viabilidade e do estado funcional do eritrécito.

Nesse sentido, 0 monitoramento dos niveis de ATP e de 2,3 BPG, este ultimo
nao estudado neste trabalho, sem duvida, podem informar com precisdo a respeito
da viabilidade e do estado funcional dos eritr6citos. A manutencdo da forma de
discocito, por estar fortemente correlacionada com a concentragcdo de ATP, também
pode informar a respeito da viabilidade do eritrécito. Além disso, as concentracdes
de metahemoglobina e de glutationa reduzida informam, respectivamente, a respeito
do estado redox da hemoglobina e da capacidade de resposta ao dano oxidativo da
célula. O monitoramento destas Ultimas pode prevenir, desta forma, a transfuséo de
eritrocitos seriamente danificados pelo efeito de radicais livres, entre eles as

espécies reativas de oxigénio, e poderiam ser Uteis, em especial para a liberagéo de
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UTE para UTI neo-natal ou mesmo para outros pacientes criticos. As medidas
hematimétricas do eritrécito, como VCM, HCM e CHCM, trazem informacdes a
respeito do estado osmatico e do envelhecimento do eritrdcito e, se forem avaliadas
de acordo com a forma como as UTE foram preparadas e em que meio s&o
preservadas, podem ser importantes para se prever 0 seu comportamento na
circulagdo do receptor. A literatura recente traz, ainda, informag¢des importantes a
respeito de possiveis riscos para o receptor apés a transfusdo de eritrécitos,
especialmente se 0s mesmos ja estiverem preservados ha mais tempo, e muitas
vezes relacionados a alteragBes importantes das suas propriedades reoldgicas.
Alguns autores apontam para medidas a serem efetuadas nas UTE relativas a tais
propriedades do eritrocito, no sentido de evitar reacdes adversas graves, como as
gue atingem a microcirculacdo ou a hemostasia (TINMOUTH et al., 2006).

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho e com base no
atual estado do conhecimento sobre o emprego e o controle de qualidade de
Unidades Transfusionais Eritrocitarias, pode-se sugerir o uso adicional de alguns
métodos adequados para a monitoracdo, a cada duas semanas, dessas Unidades,
quais sejam, a avaliagdo morfolégica dos eritrécitos pela determinacdo das
porcentagem de discécitos; a determinagdo dos indices de hemdlise a partir da
determinagdo da concentracdo de cianometahemoglobina extracelular; a
determinagéo dos indices hematimétricos, VCM, HCM e CHCM; determinacdo das

concentragdes de metahemoglobina e de GSH.
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Na avaliagdo de 19 Unidades Transfusionais Eritrocitarias, preparadas a partir
de Unidades de Sangue Total com 450+30 ml, preservadas em SAGM entre 2 e

6°C, no HEMEPAR, por monitoramento nos tempos O e de 14, 28 e 42 dias,

obteve-se 0s seguintes resultados:

. Volume de 290 a 390 ml, na maioria dos casos de 310 a 350 ml;

o Concentragdo estavel de hemoglobina, de 20+1g/dl;

o Hemoglobina total de 54 a 74 g;

. Hematocrito, VCM, HCM e CHCM estéaveis durante o armazenamento;

. Indices de hemolise de até 1,2%:;

o Consumo de glicose constante, de 15,3 ug de glicose/dl/dia;

o Aumento gradativo da concentragéo de K" no meio extracelular,

o Diminuig&o gradativa dos niveis de ATP, com perdas de 60% no 42° dia;

o Diminuicdo gradativa da porcentagem de discocitos, com alta correlacédo
positiva em relacdo aos niveis de ATP (r=0,93);

o Concentragbes de metahemoglobina menores que 1%;

o Diminuig&o gradativa dos niveis de GSH, chegando a zero em 42 dias;

o Manutencgé&o das atividades de G6-PD acima de 80% do normal.

A partir da analise do conhecimento cientifico atualizado, das normas
preconizadas pela RDC n° 153/2004 da ANVISA, das atividades rotineiras
praticadas no HEMEPAR e dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir
que a implementacédo de alguns métodos para o monitoramento das UTE poderia
contribuir com a qualidade da hemoterapia, entre eles, a avaliagdo morfoldgica dos
eritrocitos pela determinagdo das porcentagens de discécitos; a determinacdo dos
indices de hemolise a partr da determinagdo da concentracdo de
cianometahemoglobina extracelular; a determinacdo dos indices hematimétricos,
VCM, HCM e CHCM; a determinagao das concentragdes de metahemoglobina e de
GSH.
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