BIOQUIMICA DOS CONSERVANTES SANGUINEOS”

Introducéo

O armazenamento dos eritrocitos e o trabalho dos bancos de sangue s6 foi possivel com
o desenvolvimento dos anticoagulantes e solugdes nutritivas para preservacdo sanguinea. Tais
solucdes foram desenvolvidas e aprimoradas para manter o metabolismo energético eritrocitario
através da glicdlise e assegurar a viabilidade celular durante a estocagem do sangue. Essa
revisdo tem o objetivo de descrever as principais alteracGes sanguineas decorrentes do

armazenamento, as solugdes conservantes e aditivas mais utilizadas e seus mecanismos de acéo.

Historia da hemoterapia

A histéria da hemoterapia pode ser dividida em duas fases, uma empirica, cujas primeiras
referéncias remontam aos gregos e vai até 1.900 e outra cientifica de 1.900 em diante. No
primeiro periodo, a hemoterapia adotou um papel mistico onde a ingestdo de sangue de inimigos
derrotados nos campos de batalhas e de animais era uma pratica para adquirir bravuras.

A primeira transfusdo ocorreu, por via oral, no século XV com o Papa Inocéncio VIII.
Apobs, em 1569, Andréa Cisalpino descobriu a circulagdo sanguinea, que foi descrita em 1627
por Willian Harvey, a partir de entdo, os médicos passaram a estudar a transfusdo em animais e
em humanos, das mais diversas formas.

Jean Baptiste Denis, em 1667, infundiu sangue de carneiro em um doente mental e em
1788, Pontick e Landois realizaram transfusdes entre animais da mesma espécie.

Ja na era cientifica, desenvolvida no século XX, realizavam-se transfusdes diretas,
conhecida como “doacdo braco a braco”. Em 1901, ocorreu o descobrimento dos grupos
sanguineos e em 1907 houve a primeira transfusdo com realizagdo de exames de
compatibilidade. Os anticoagulantes e 0s conservantes sanguineos foram descobertos mais
tarde, em 1917, o que permitiu o inicio do processo de armazenamento e de estocagem. Durante

esse periodo outras descobertas importantes foram feitas como o fator Rh, invengéo das

bolsas de sangue e a medicina transfusional foi reconhecida como especialidade médica.
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Lesbes de conservacao

O sangue e/ou seus componentes podem ser utilizados logo apds a coleta ou armazenados
em temperatura entre 1 e 6°C para uso posterior, entretanto as plaquetas em sangue total ndo
permanecem viaveis por mais de 6 horas. Durante o armazenamento ocorre um conjunto de
alteracGes danosas no sangue as quais sdo chamadas de “lesfes de conservacdo”. A perda da
funcionalidade das células e a viabilidade tende a diminuir proporcionalmente com o tempo de
estocagem e essas injdrias minimizam a taxa de sobrevida das células apds a transfusdo.

Algumas dessas alteracdes sdo o aumento da producédo de acido lactico e reducdo do pH, a
reducdo no consumo de glicose, com consequente diminuicdo da producdo de adenosina
trifosfato (ATP) e a reducéo do 2,3 difosfoglicerato (2,3DPG) das hemaécias. A reducédo no nivel
de ATP leva a injurias fisicas na membrana das células gerando formacdo de agregados
citoplasmaticos, esferocitose progressiva, endocitoses anormais, reducdo do tamanho e
surgimento de microvesiculas (Figura 1), sendo essas intimamente relacionadas com a taxa de

sobrevivéncia celular apds a transfusdo.

Figura 1. Morfologia eritrocitaria durante estocagem. Mudancas progressivas da forma discdide
até a formacéo do esferdcito.

A taxa de hemdlise é um marcador de falhas na estocagem. Ela pode se dar por ruptura da
célula por completo ou pela liberagdo da hemoglobina contida nas microvesiculas. O potassio é
outro marcador importante da integridade da membrana plasmatica, sendo seus niveis

intracelulares mantidos pela bomba de sdio (Na*) e potassio (K*).



Com a diminuicdo do ATP, a bomba de Na* e K* tem sua atividade reduzida, gerando
aumento do K" extracelular. Essa alteragdo de conservagio deve ser avaliada considerando-se as
diferentes concentragdes de K* intra-eritrocitario nas diferentes espécies, como no caso de
alguns ovinos, cabras, bufalos, cdes, gatos e a maioria dos bovinos que possuem baixo contetido
de potassio dentro dos eritrocitos.

A principal fungdo da hemoglobina é fazer o transporte do oxigénio. A capacidade da
hemoglobina de interagir com o oxigénio, ndo depende somente da concentracdo deste, mas
também da presenca de outras moléculas como: protons (H+), diéxido de carbono (CO,), ions
cloreto (ClI-), fosfatos organicos (2,3-DPG, inositol pentafosfato, ATP), bicarbonato e agua.

O 2,3-DPG possui a fungdo de ligar-se a desoxihemoglobina e facilitar o transporte de

oxigénio para os tecidos (Figura 2).
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Figura 2. llustracdo do sitio de ligacdo do 2,3-DPG na desoxihemoglobina.

Essa ligacdo facilita a liberacdo de oxigénio para os tecidos, pois estabiliza a hemoglobina e
permite que esta apresente uma baixa afinidade pelo O, O baixo pH é o principal fator
relacionado com a queda nos niveis de 2,3 DPG. Essa reducdo do pH que ocorre devido a
metabolizacdo da glicose a lactato o que gera acimulo de ions H*. Valores de pH inferiores a
7,0 favorecem a degradacdo do 2,3DPG, reduzindo a liberagcdo do oxigénio da hemoglobina
para os tecidos.

Algumas espécies tém concentragbes muito baixas de 2,3-DPG, portanto esse ndo é
considerado o principal modificador da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio e essa fungéo é
exercida por outros fosfatos organicos como o inositol pentafosfato nas aves e o ATP nos

répteis. Em gatos e bovinos, o cloreto é o principal modificador dessa afinidade.



O CO; produzido durante a glicdlise compete com o 2,3-DPG, no sitio de ligagdo da
hemoglobina, assim o 2,3-DPG livre fica sujeito a degradagdo. Para isso as bolsas para
acondicionamento do sangue possuem grande permeabilidade ao CO, e sdo pobremente

permedveis a outros gases.

O pH ¢é altamente dependente da temperatura, com a refrigeracdo entre 1 e 6°C, as taxas
metabolicas e a producdo de lactato sdo reduzidas possibilitando um maior tempo de
armazenamento. Com a queda do pH também ocorre inativacdo de enzimas como a
fosfofrutoquinase e a hexoquinase que participam da via glicolitica produzindo energia dentro
da célula. Com isso ocorre um maior consumo de ATP para suprir a necessidade energética
celular.

Outras lesdes de conservacao incluem a diminuicdo da funcdo plaquetaria, pela diminuicdo
do calcio ionizado e do pH, e a perda de fatores labeis da coagulacdo (V e VIII).

A figura 3 ilustra a curva de saturagdo e dissociacdo do O, em relacdo aos fatores
temperatura, pH, CO, e 2,3-DPG.
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Figura 3. Curva de saturacéo e dissocia¢éo do O, em
relagdo aos fatores temperatura, pH, CO, e 2,3-DPG.

Recipientes para coleta

Os recipientes para armazenamento podem ser de 3 tipos: frascos de vidro a vacuo, bolsas

plasticas e seringas plasticas. Atualmente, prefere-se a utilizagdo das bolsas plasticas que sédo



flexiveis, facilitando o acondicionamento dentro das centrifugas, transllcidas, permitindo a
melhor visualizacdo do volume sanguineo e das linhas de separacdo dos hemocomponentes, e
por possuirem permeabilidade ao CO, e O, 0 que assegura a sobrevida das plaquetas nas

primeiras horas e mantém o pH dentro de valores aceitaveis.

Conse rvantes/p reservantes

A hemoterapia somente adquiriu valor pratico com o desenvolvimento de meios e solugdes
de preservacdo que objetivam manter a viabilidade e a funcdo de cada constituinte sanguineo,
prevenir alteracOes fisicas prejudiciais aos seus componentes e evitar a proliferacdo bacteriana.

Os anticoagulantes mais frequentemente utilizados séo o citrato fosfato dextrose adenina
(CPDA-1), o citrato acido dextrose (ACD), o citrato fosfato dextrose (CPD e CP2D), o citrato
de sodio e a heparina. Os trés primeiros contém fatores nutricionais para hemacias, portanto, sao
os utilizados quando se pretende estocar o sangue. Outros métodos de preservagdo como a
liofilizacdo e a criopreservacdo e até mesmo outras solucdes ainda estdo em fase de
desenvolvimento.

A seguir sdo descritos os principais anticoagulantes/preservantes utilizados em veterinaria e

seus mecanismos de acao.

Citrato de sédio

O citrato de sddio é um quelante de calcio que reage com o calcio livre do sangue formando

sais insollveis conforme a reagao:
3 Ca™ + Na3(citrato) = Ca(citrato) + 3 Na"

A auséncia de calcio livre impede a efetivacdo do mecanismo de coagulacdo sanguinea.

Esse anticoagulante ndo preserva os eritrocitos, portando o sangue deve ser utilizado em até
24 horas ap06s a coleta. E o anticoagulante mais utilizado em casos de emergéncia, obsoleto na
clinica de pequenos animais, mas ainda bastante usado para coleta em grandes.

O citrato é rapidamente metabolizado no figado e geralmente ndo se acumula na circulagéo.
Em casos de transfusGes massivas ou na presenca de enfermidade hepatica ele pode se acumular
causando hipocalcemia e hipomagnesemia que levam a arritmias cardiacas, espasmos

musculares e outras alteracdes.



Heparina

E a solugdo mais disponivel em clinicas, mais utilizada em gatos, ndo preserva eritrgcitos,
causa agregacdo plaquetaria, inibe fatores de coagulagdo. O sangue coletado deve ser utilizado
em até 24 horas.

A heparina interfere nas etapas finais da cascata da coagulacédo, impedindo conversdo da
protrombina (fator Il) em trombina, que, por sua vez, promove a conversao do fibrinogénio
(fator 1) em fibrina, originando o coagulo. A trombina (fator Il ativado), por acdo enzimatica,
converte o fibrinogénio em fibrina, além de ativar os co-fatores VV e VIII, o que acentua a
velocidade da formacdo do codgulo de fibrina, através as vias intrinseca e comum da
coagulacdo. A acdo enzimatica da trombina é impedida por uma glicoproteina do plasma, a
antitrombina I11. A heparina se une a antitrombina 111, tornando a sua molécula muito mais ativa
em relagdo a inibicdo da trombina, o que impede a conversdao do fibrinogénio. A trombina
também é responsavel pela ativacdo co-fatores V e VIII da coagulacdo. A antitrombina 111 é um
inibidor dos produtos ativados dos fatores IX, X, XI e XII e, por estes mecanismos, a heparina

também impede a agdo desses fatores, nos mecanismos da coagulacao.

ACD (&cido citrico-citrato de sodio-dextrose), CPD (&cido citrico-citrato de sodio-

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

Antes da Il Guerra Mundial o sangue era conservado em uma solucdo de citrato de sddio e
dextrose, permanecendo 0s eritrocitos viaveis somente por uma semana devido a falta de
purinas e energia. A autoclavacdo dessas duas substancias juntas ocasionava um processo de
caramelizacdo. Devido a essa alteragdo passou-se a se acidificar as solugdes de citrato e
dextrose com acido citrico para evitar a ocorréncia desse processo desenvolvendo-se assim a
primeira solucdo conservante efetiva, 0 ACD, descrito em 1943. Esse anticoagulante permitia o
armazenamento por 21 dias.

O CPD ¢ a solugdo de ACD com adicao de bifosfato de sédio (NaH,PO,H,0). O fosfato,
além de ser substrato para formagdo do 2,3-DPG, atua como um tampao ligando-se aos ions H*
produzidos durante a glicolise e impedindo a queda do pH que é o principal fator relacionado
com a degradacdo do 2,3-DPG. Consequentemente tem-se uma menor taxa de hemolise e uma
maior viabilidade celular.

As solugdes ACD e CPD permitem o armazenamento do sangue durante 21 dias. Devido a
acidez do pH dessas solugbes, o nivel de 2,3-DPG € muito baixo ap6s 15 dias de

armazenamento.



O CPDA-1 ¢ o anticoagulante mais utilizado atualmente, tendo propriedades preservativas
de hemacias melhores que o ACD. Com a diminui¢do do ATP e consequentemente do 2,3-DPG,
devido ao elevado consumo celular durante a estocagem, essa solugdo é adicionada de adenina e
tem o acréscimo de 24% de dextrose. A adicdo de adenina prevé um aumento de adenilato que
servira de substrato, combinando-se com a fosforibose-pirofosfato (PRPP), para nova sintese de

ATP conforme as reacdes:

Ribose-5-fosfato + ATP > PRPP + adenosina monofosfato (AMP)
PRPP + adenina > AMP + PP - 2 adenosina difosfato (ADP) + 1,3 DPG >
ATP + 3-fosfoglicerato

Adenosina + fosfoenolpiruvato> ATP + piruvato

Aumentando as reservas desse nucleotideo no interior das células, consequentemente ocorre
aumento a producao de ATP e dos niveis de 2,3DPG. Essa solugdo permite o armazenamento de
eritrdcitos humanos por um periodo de 35 dias, entretanto, para cdes o tempo de armazenamento
sugerido é de 20 dias, sendo assim, preconiza-se a determinacdo individual do tempo de
armazenamento nas diferentes espécies. A figura 4 ilustra a composicdo dos principais

anticoagulantes/preservantes.

Compositions of Preservatives/Anticoagulants
ACD CPD CP2D CPDA-1

Trisodium citrate (g) 22.0 26.30 26.35 26.35
Citric acid (g) 8.0 327 327 327
Dextrose (g) 24.5 25.50 51.10 31.90
Monobasic sodium phosphate (g) - 222\ 222 2.22
Adenine (g) - - - 0.27
Distilled water (ml) 1000 1000 1000 1000

Preservative (ml) / 100ml blood 15 14 14 14

Preservative (ml) / 450 ml blood 67.5 63 63 63
Initial pH of preservative 50 5.6 5.6 5.6
On first day pH of blood in bag 7:0; 72 7.4 7.3

Storage time (days) at 2-6 °C 21 21 21 3

Figura 4. Composicdo dos principais anticoagulantes/preservantes.

Solucbes aditivas

Em bancos de sangue humanos, podem ser adicionadas diretamente ao concentrado de

eritrdcitos, apos a centrifugacdo e remogdo do plasma, solugdes que contém elementos como



dextrose, adenina, manitol e salina, necessarios para manter a energia e viabilidade dos
eritrdcitos durante o armazenamento. Essas sdo chamadas solucdes aditivas, estdo presentes em
bolsas satélites ligadas a bolsa principal que contém o anticoagulante padrdo e sdo mais
conhecidas por SAGM e algumas variacfes, AS-1 (Adsol), AS-3 (Nutricel) e AS-5 (Optisol),
permitindo o adequado armazenamento dos eritrocitos humanos durante 42 dias (Figura 4). Nos
eritrdcitos caninos a viabilidade celular € mantida por até 35 dias para a AS-1 e 37 dias para AS-
3.

i Composition of Additive Solutions

As-1 AS-3 AS-5
Sodium Citrate - 588 mg -
Monobasic sodium phosphate - 276 mg -
Citric acid - 42 mg
Dextrose 2.20g llog 900 mg
Adenine 27mg 30mg 30mg
Mannitol 750 mg 525 mg
Sodium chloride 200 mg 410mg 877 mg
Volume 100 ml 100ml 100 ml
Primary bag anticoagulant CPD CP2D CPD

Figura 4. Composic¢do das principais soluctes aditivas.

O manitol adicionado nessas solugdes tem um importante efeito na prevencdo da hemdlise,
porém seu mecanismo de acdo ainda ndo é bem conhecido. Inicialmente achava-se que ele
atuava como elemento osmoticamente ativo, substituindo as proteinas plasmaticas, impedindo a
célula de ultrapassar seu volume hemolitico critico. Porém, esse ndo é seu principal efeito, pois
o0 equilibrio osmético celular depende de outros fatores como a deple¢do do 2,3 DPG durante a
estocagem e sua troca por outros anions, a parada da bomba de Na* e K*, pela diminuicio da
temperatura e a queda do pH que afeta a movimentagdo de ions e leva a um progressivo

ingurgitamento celular.



Conclusao

A hemoterapia é uma especialidade que desperta cada vez mais interesse em medicina
veterinaria, principalmente na clinica de pequenos animais. Em humanos métodos de
conservacdo do sangue e seus componentes tem sido cada vez mais aprimorados, a fim de se
obter uma melhor qualidade e maior tempo de estocagem do sangue. A aplicabilidade dessas
técnicas de conservacdo na medicina transfusional veterinaria deve ser cuidadosamente
avaliada, visto que existem diferencas no metabolismo das diferentes espécies. Portanto, torna-
se indispensavel o conhecimento das alteracdes que ocorrem durante o armazenamento, das
diferentes solucbes anticoagulantes, conservantes e aditivas e sobre as particularidades

sanguineas de cada espécie para 0 adequado uso terapéutico do sangue e seus componentes.
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