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RESUMO




A proposta deste estudo foi avaliar o comportamento de diferentes bolsas de
coleta de sangue, utilizando pardmetros bioquimicos que interprete, ir vitro, o0 metabolismo
dos eritrocitos durante a conservagio.

Para este trabalho utilizamos bolsas de Poli (cloreto) de vinila (PVC) com
di-octil-ftalat (DOP), tendo Citrato-fosfato-dextrose-adenina (CPDA) como anticoagulante.
Utilizamos concentrados de hemacias coletados em seis diferentes bolsas: Terumo® (TE),
Baxter® (BA), Grifols® (GR), Hemobag® (HE), Asem® (AS) ¢ Alex istar® (AL). Estes
concentrados foram obtidos por fracionamento de sangue total e foram armazenados a
4°C, por 35 dias.

Os pardmetros bioquimicos avaliados foram: sodio ¢ potissio plasmadtico,
dosados por fotometria de chama; pressdo de CO,, O, ¢ pH, determinada por gasdémetro, a
37°C, em aparelho Stat Profile 5 Analyzer (Nova Biomedical, Waltham, MA); adenosina
trifosfato (ATP), 2,3 difosfoglicerato (2,3 DPG) e hemoglobina plasmatica, utilizando-se
“Kit” comercial da Sigma Company, St. Louis, MO; distribuicio do tamanho dos
eritrocitos (RDW), volume corpuscular médio (VCM) ,concentragio de hemoglobinica
corpuscular média (CHCM), hematécrito (Ht%) € hemoglobina total foram obtidos pelo
Cell-Dyn 1.600, Abbot Canada, EUA.

As andlises foram realizadas no 1°, 15°, 21° e 35° dia. de armazenamento. Os
resultados foram avaliados pelas médias e desvios padrdes dos pardmetros analisados de
cinco bolsas de cada marca.

As bolsas HE apresentaram menor valor de hematocrito do que o das AL e GR.
As bolsas GR ¢ BA apresentaram, no 21° dia, niveis de hemoglobina plasmatica menores
do que os observados nas AL; TE, HE ¢ AS.

Quanto aos valores de ATP, observamos que as bolsas HE apresentaram niveis
maiores (p=0.0020) do que o obtido nas Al ¢ AS.

Com relagdo ao 2,3 DPG, no 1° dia de armazenamento, as bolsas AL
apresentaram niveis superiores aos observados nas TE e HE. As bolsas HE também
apresentaram niveis de 2,3 DPG inferiores aos das BA, GR ¢ AS. No 15° dia, as GR e AS
apresentaram valores superiores de 2,3 DPG, se comparados aos das bolsas TE, BA, HE.
As AL apresentaram niveis maiores de 2,3 DPG, quando comparadas as bolsas BA e HE.

Avahiando os valores de pH observamos que, no 15° dia, as bolsas AS e GR
apresentaram um pH maior em relacfio as HE ¢ BA. As AS ainda apresentaram valores
superiores aos das TE. No 35° dia, as bolsas GR, AL e AS também apresentaram pH maior
em relagdo as HE, BA e TE.

As andlises estatisticas de pCO, ¢ pO;, de distribuigio do tamanho dos
eritrécitos (RDW) e de  volume corpuscular médio (VCM) nfio demonstraram diferencas
significativas,
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No 35° dia de armazenamento, as bolsas HE, BA e TE tiveram valores de
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) maiores de que o das AL, GR e
AS.

As BA apresentaram no primeiro dia de ammazenamento valores de sodio
maiores do que o das AS, GR, TE e AL, entretanto, durante a preservagio destas bolsas
(BA) observou-se maior queda dos niveis de sddio plasmatico, atingindo wvalores
significativamente menores no 35° dia. Em relagio ao potassio nio observamos diferengas
significativas .

A analise geral de nossos resultados evidencia a presenca de dois grupos de
bolsas de sangue com comportamentos semelhantes entre si. No primeiro grupo (AL, AS,
GR), os valores de pH; 2,3DPG; hematocriio e sodio plasmatico tendem a ser maiores do
que no segundo grupo (HE, BA e TE). Por outro lado, quanto aos valores de VCM, ATP e o
CHCM (35° dia) ocorre o inverso, isto €, tendem a ser maiores no segundo grupo. Isto
sugere que no 1° grupo, hi menor entumescimento das hemicias (menor VCM e muaior
sodio plasmatico) e menor formagéo de esferdcitos no 35° dia ( menor CHCM).

Estas diferengas podem decorrer de variadas composigdes do anticoagulante
ou da forma de processamento do DOP, que modificariam o metabolismo das hemicias.

Todos os valores obtidos estdo muito préximos aos mencionados na literatura.
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1. INTRODUCAO




O entrécito ¢ uma célula anucleada ¢ sem organelas, portanto incapaz de
promover fosfortlagio oxidativa, sintese de proteinas e lipidios. A manutencfio de fungdes
vitais da célula dependem de uma apropriada geraciio e gasto de energia. Estas fungdes
incluem o irnicio e manutenglio da gliclise, o transporte de cations contra um gradiente
eletroquimico, a sintese de glutationa e outros metabdélitos essenciais, o metabolismo dos
nucleotideos, a manutencéio do ferro da hemoglobina no estado ferroso, a protegiio das
proteinas da desnaturagdo oxidativa e a preservagio dos fosfolipides de membrana. A
energia € obtida, essencialmente, através da glicélise anaerébica (fig.1 ). Um desvio desta
via, a via de Rapoport-Luebering, fornece um abundante estoque intracelular de 2 3-
difosfoglicerato (2,3-DPG), e pode regenerar ATP, em resposta a alteragdes do
metabolismo tais como redugio do pH ou modificagiio da razio ADP/ATP (fig.2). Embora
as hemacias utilizem a glicose como a sua fonte normal de energia, o uso de outros

substratos € de interesse particular durante ¢ armazenamento de sangue.

A terapéutica transfusional fem ampla aplicabilidade na pratica clinica. A
primeira transfusdio de sangue foi realizada por BLUNDELL‘, no século dezenove,
micialmente em céics e somente em 1818 foi realizada em humanos. Em 1835, mniciaram-se
estudos para a prevengio da coagulagio do sangue, sendo BISCHOFF* o primeiro médico
a propor 0 uso de sangue desfibrinado.

ROUS & TURNER (1916)" verificaram que uma solugio com citrato de sodio
poderia ser utilizada como preservativo do sangue ¢ que a lise in virro era retardada por
adi¢do de agucares.

BLUND]E'I.L,I (1818); BISCHOFF, T.L.W. (1835) apud OBERMAN, HL.A - The history of blood trasnsfusion. In: WILLIAMS, I W,
BEU'ILER,E ERSLEV, A LICHTMAN, M A, - Hematology. 3ed. New York, Mc Graw, 1983, Cap2,p.9-28.

ROUS P. & TURNER, I. R. (1916) gpud MOLLISON, P. L; ENGELFRIED, C.P; CONTRERAS, M. - The transfusion of red cells.
In: Blood Transfasion in clinical medicine. Sed. Blackwell Scientific Publications, 1993. P.377 - 433.
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Fig.1. Via da Glicélise anaerébica
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Fig 2. Via Rapoport-Luebering

m Regula quantidade de ATP
m Produz 2,3 DPG: regulador da afinidade da Hb pelo O,

difosfogliceromutase

1,3 difosfoglicerato f -
inibem 1
ADP |
) PGK H+ 2,3 DPG
ATP |

estimulam
' Y

3 fosfoglicerato -«— - -
difosfoglicerato fosfatase

m O metabolismo da glicose por essa via ndo fornece energia

Introdugdo



Posteriormente, ROBERTSON (1918)" verificou que o sangue estéril
refrigerado, coletado com glicose e citrato, poderia ser administrado até 26 dias apds a

coleta.

Deste modo, durante a Segunda Guerra Mundial empregava-se citrato com
glicose para preservar o sangue, porém a autoclavagem das duas solugSes juntas

ocasionavam caramelizag#o.

Foi esta circunstincia que levou LOUTIT & MOLLISON (1943)" a
acidificar, com dcido citrico, a mistura de glicose / citrato, desenvolvendo uma solucdo
com melhor capacidade de preservagdo, a fim de manter, a viabilidade de, pelo menos,

70% dos eritrocitos conservados por 21 dias.

Posteriormente, GIBSON er al. (1957) observaram que a adi¢fio de fosfato a
solugdo citrato / dextrose promovia a viabilidade de 80% das células, por 32 dias

NAKAO ef al. (1960) demostraram o efeito benéfico da adigio de adenina na
manutengdo do alto nivel de adenosina-5-trifosfato (ATP) nas células estocadas, com
reducio da fragilidade osmoética e maior sobrevida das hemacias. Desde entdo, o
conservante mais utilizado vem sendo a solugfio contendo citrato, fosfato, dextrose e
adenina (CPDA,).

A adic8o da adenina na solugfo anticoagulante ajuda a impedir a perda de ATP,
pois serve como substrato para a sintese de adenina nucleotideo, que se converte em ATP,

combinando-se com fosforribose pirofosfato (PRPP), segundo as seguintes reagles:

™ ROBERTSON, O (1918) qpud MASOUREDIS, SP. - Preservation and clinical use of erythrocytes and whole blood. n-
WELLIAMS, J.W; BEUTLER, E.. ERSLEV, A.; LICHTMAN, M.A. Hematology. 3ed. New York, Mc Graw - Hill Book Compeny,
1983.

“* LOUTIT, J.F.; MOLLISSON, P.L. (1943) apud MASQUREDIS, S.P.In: Preservation and clinical use of erythrocytes and whole blood.
Tn: WILLIAMS, J.W, BEUTLER, E.; ERSLEV, A.; LICHTMAN, M.A. Hematology. 3ed New York, Me Graw - Hill Book
Compeny, 1983,
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¢ Ribose-5-fosfato(RSP) + ATP —» fosforribose pirofosfato (PRPP) +

adenosina monofosfato (AMP).

e PRPP + adenina — AMP+ PP > 2 adenosina difosfato (ADP) + 1,3 DPG
~» ATP + 3-fosfoglicerato.

adenosina + fosfoenolpiruvaio — ATP + piruvato

A viabilidade das hemdcias transfundidas ¢ rapidamente perdida, dependendo
da solugiio conservante, bem como do recipiente de armazenamento. Assim, desde a
Segunda Guerra Mundial, utiliza - se bolsas de poli (cloreto) de vinila (PVC) para o
armazenamento, em vez de frascos de vidro, (GENETET & MANNONI, 1980,),

impermeaveis a troca de gases.

A introducio do PVC na confecgio de bolsas de sangue veio minimizar a
adesio celular, a formagio de coagulos e a hemoélise durante a estocagem. Isto facilitou o
transporte ¢ a centrifugacio do sangue, além de beneficiar a sobrevida de varios
componentes sangiiineos pos-transfusdo (PIERRE, 1981).

Para considerarmos uma bolsa de sangue eficaz, ¢ necessario que ela seja
flexivel, transparente, resistente as cenirifugagdes € as diferentes temperaturas. Tais

caracteristicas requerem muitos cuidados, pois dependem de varias etapas no processo de
fabricagdo.

Os materiais plasticos utilizados para a confeccio de bolsas de sangue sdo
basicamente polimeros, grandes moléculas edificadas pela repeticio de pequenas unidades
quimicas simples, os mondmeros. Por exemplo, o etileno, que € un mondmero, sob calor e
pressdo, na presenca de um catalisador, forma a cadeia de um polimero (polietileno). O
comprimento da cadeia é especificado pelo mimero de unidades repetidas, ou grau de
polimerizagdo. O cloreto de vinil (monémero) pode ser polimerizado para a forma poli
(cloreto) de vinila (PVC). Entretanto, ¢ necessaria a adigdo de i)lastiﬁcante, a fim de
proporcionar flexibilidade ao polimero (ROLEIGH, 1993).




A natureza dos plastificantes € um fator decisivo na estabilidade do composto
de PVC. Os ftalatos Di-Octil-Ftalato (DOP) ou Di (2-etilhexil) Ftalato (DEHP) constituem
as classes de plastificantes mais utilizadas em combinagiio com resinas vinilicas, pois

possuem caracteristicas e custos menores que qualquer outra classe de plastificantes.

Os ftalatos s#o obtidos pela reagio do anidro ftalico com dlcool monohidrico,

da seguinte forma:
O C,Hs
I |
C—-O0—CH,——CH—(CH,);—CH;
|

(CH;),

|

C—-0—CH,— CB——(CH;)s—CH, CrH4z0,
I |

0 C;H;

O DOP ¢ um dos 20 di-ésteres de 4cido ftalico usados em industrias de
plasticos e, ha cerca de 30 anos ele tem sido utilizado na confecgdio de bolsas de sangue,
em estado puro, incolor, oleoso ¢ de baixa volatilidade. E solvente para alguns plasticos e

compde varias embalagens de alimentos e de produtos hospitalares.

Virios estudos sugerem que 0 DOP em bolsa de sangue € prejudicial 2 saude,
pois em contato com as células vermelhas, é covertido em mono di (2-etilhexil) ftalato
(MEHP), que ¢ um metabélito téxico (VALERI et al. 1969: COLE et al., 1981).
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Quantidades varidveis de DOP tém sido observadas em produtos de sangue fracionados do
plasma, como albumina e crioprecipitado. Também podem ser identificadas no soro e
tecidos de muitos pacientes submetidos 4 transfusio de hemocomponentes (COLE et al.,
1981; JAEGAR & RUBIN, 1972; VESSMAN & RIETZ, 1978; LEWIS et al., 1978)

Estudos tem demonstrado a hepatotoxicidade do DOP em humanos € macacos
rhesus submetidos a multiplas transfusdes de plasma. (JAEGER & RUBIN, 1972;
CONTRERAS, SHEIBLEY, VALERI, 1974; JACOBSON, KEVY,GRAND, 1977), porém
esta toxicidade, demonstrada em humanos , nSo pode ser confirmada, até o momento
(KLUE, 1982), mas a polémica avanga, fazendo com que as empresas prepararem-se e

pesquisem substitutos para o DOP,

Estudos com o DOP mostraram que este plastificante produz uma significante
protegiio contra hemélise, durante o anmazenamento do sangue (STERN & CARMEN,
1580). A confirmag@o deste efeito benéfico veio com os estudos de JAMES et al. (1988) e
ROCK (1990). ESTEP er al. (1984, 1985) verificaram que a presenca de DOP reduzia o
volume de microvesiculas liberadas dos eritrocitos em até 50%, apds 35 dias de estocagem.
Constataram também que a porcentagem de células com morfologia normal era, no
minimo, 20 vezes maior do que nos sangues estocados sem DOP. Aparentemente, o ftalato
(DOP) ¢ um excelente bloqueador de radicais livres e a auséncia deste aditivo poderia
causar hemolise abrupta (LAWRENCE, 1989). O DOP pode estabilizar a célula vermelha
pela sua incorporagdo na membrana, de modo similar ao registrado por outros compostos
hidrofébicos, ou ele pode inibir a reagfio de estearases originada no plasma ou nas células
brancas com componentes da membrana das células vermelhas. (HOROWITZ et al. 1985,)

A presenga de plastificante em bolsas de sangue facilita, também, a troca de
gases entre o contetido da bolsa e a atmosfera. Esta propriedade ¢ critica para o
armazenamento, principaimente de concentrados de plaguetas.

O complexo sisterna envolvendo o sangue conservado em bolsas de PVC &
influenciado pela tecnologia de obtengfio deste filme, incluindo peso molecular da resina,
espessura, relagio superficie / volume, concentragéo do plastificante, relagio plastificante
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6leo de soja ( 40 DOP/10 OSE) e tipo de gravagdo (rugosidade). Uma gravagfio uniforme e
desenhada tem o intuito de aumentar a superficie interna, proporcionando wma mator troca
de gases. A selagem da bolsa ¢ feita por radio freqiiéncia e requer porosidade do plastico.

O armazenamento das hemadcias, a temperaturas de 1 a 6°C, em bolsas de PVC
coin sotugbes preservativas contendo citrato, fosfato, dextrose ¢ adenina, promove efeitos
deletérios sobre os eritrocitos, com perda da viabilidade das hemacias. Ha redugio de
adenosina trifosfato (ATP) e do transporte transmembrana de sodio e potassio, aumento da
rigidez celular, perda da membrana lipidica, formacao de esferécitos ¢ microvesiculas.
Ocorre também perda de 2,3- difosfoglicerato (2,3 DPG), causando um aumenio da
afinidade da hemoglohina pelo oxigénio. A deficiéncia de 2,3 DPG, por sua vez,
potencializa a deficiéncia de ATP, porque, na presenga de pH acido, o ATP fixa-se,
preferencialmente, sobre a hemoglobina nfio ligada a 2,3 DPG e diminui, na mesma
proporgio, a quantidade de ATP disponivel mes membraras, tornando menor a capacidade
das células de fosforilarem glicose (MOLLISON, ENGELFRIET, CONTRERAS, 1993).

Em virtude do canal de sédio e potdssio ser sensfvel as mudancas de
temperatura duratic o armazenamento, nota-5¢ que o Potassio sai rapidamente das células

conservadas, enquanto que o sédio enfra nas mesmas.

A fragilidade osmética das hemdicias conservadas aumenta gradualmente e
atgumas sofrem lise, causando um acréscimo na concentragho de hemoglobina no plasma.

Quando as células vermelhas armazenadas s3o transfundidas, algumas voltam a
nomatidade, outras sfv destrufdas poucas horas depois da transfusio. Assim, a sobrevida
das células gue nfo foram removidas nas primeiras 24 horas estard normal, (REUTLER. &
MASOUREDIS, 1995).

O poder tamplo do plasma também produz efeitos na conservagio. Em
concentrados de hemaeras, a diminuiggo do pH ¢ 2,3 DPG- ¢ muis rapida do que no sangue
total A retirada de plasma elimiparia parte da solucfio de conservacio utilizada e,

sobretudo, os substratos, como glicose e fosfatos. Assim, o concentrado de hemicias deve
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apresentar um hematdcrito inferior a 80% (GENETET & MANNONI, 1980c¢). Entretanto,
ilambém a reiagdo solugdo de conservagio/ volume de sangue deve ser respeilada, pois, se o
volume extraido for pequeno em relagfio a0 anticoagulante, a diminuicfio do pH serd mais

acentuada.

A agitagiio durante 0 armazenamento, a 4°C, tem sido recomendada por alguns
aufores, para faciiitar o intercimbio enire hemacias ¢ meio de conservagiio. Por outro Tado,
2 contaminagio de hemacias por leucdcitos acelera a hemdlise ¢ aumenta o potissio
extracelular. Portanto, a conservagio ¢ melhor quando se elimina a camada
leucoplaquetaria (HOGMAN er al., 1978, 1987; SMITH et al., 1991, LAWRENCE, 1989).

Assim, as eventuais alteragdes de tamanho, forma, volume e fragilidade das
hemdcias impedem-nas de cumprirem amplamenic as suas fungdes (GENETET &

MANNONI, 1980.).

Conforme o exposto, o estudo da preservacio das hemdcias avangou muito nas
uttimas décadas ¢ aspectos como o tipo de solugfio de comservagio, a temperatuz de
armazenagem ¢ 0 hematocrito do concentrado de hemdcias encontram-se melhor definidos.
Entretanto, o recipiente utilizado, atvalmente, ¢ uma das maiores preocupagfes nos
servigos de hemoterapia. A quantidade de bolsas plasticas que tem sido colocada no
mercado € muilo grande €, at€ receniemenie, as exigéneias para que o produio importado
entrasse no mercado nacional eram poucas. Somente apés a portaria do Ministério da
Satde (port.n’ 69, de 14/5/96), esta sendo realizado um maior controle.

A mdustria brasileira também produz bolsas de sangue que atendem as
exigencias minimas desta portaria. Além disio, a grande demanda de bolsas, no pais, pode
levar A queda da gualidade do produto.

Por outro lado, cabe aos servigos de hemoterapia, o cuidado na escolha de

boisas, procurando produtos que atendam exigéneias minimas de qualidade dos mesmos.
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2. OBJETIVOS




Os objetivos deste trabatho foram:

« Estudar, por quantificagdes bioquimicas, o metabolismo de eritrocitos preservados em

diferentes bolsas de coleta de sangue, confeccionadas com plastificante DOP, com

solugio preservativa CPDA 1;

e Realizar estudo comparativo entre as bolsas de coleta encontradas no mercado nacional,;

e Implantar controle de quatidade de concentrados de hemdicias durante a preservacao,

visando melhor aproveitamento do produto.
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3. MATERIAIS E
METODOS




3.1. PREPARO DO CONCENTRADO DE HEMACIAS

As bolsas de sangue total foram obtidas de doadores voluntarios, no Centro de
Hematologia ¢ Hemoterapia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Foram utilizadas bolsas de PVC com DOP, contendo 450ml de sangue para
63ml de anticoagulante CPDAL. As bolsas eram provenientes de seis diferentes empresas:
Hemobag® (Brasil); Asem Hospitalar S.A.® (Brasil); Halex-Istar LTDA® (Brasil); Baxter
S.A.® (México); Terumo Corporation® (Tékio, Japo); Grifols S.A. ®(Espanha).

Tais bolsas tinham as seguintes dimensdes ( largura x comprimento): Hemobag,
17,9 x 12,6 ; Asem, 18,0 x 12,2; Halex Istar, 18,0 x 12,2; Baxter, 17,8 x 12,6; Terumo, 17,8
x 12,4; Grifols 17,6 x 11,9

Apés a coleta, as mesmas foram mantidas, por 2 horas, em temperatura
ambiente (22°C + 2°C) ¢, em seguida, centrifugadas a 1.000 rpm, por 7 minutos, 22°C +
2°C, para a retirada do plasma. A retirada do plasma foi realizada através de analise visual,
considerando-se satisfatério um residual de plasma cerca de 1,5 a 2,0 cm acima da camada
do buffy coat .

Os concentrados de hemacias obtidos apresentavam um volume em tomo de
300 a 395 ml por bolsa. Foram estocados em posigiio vertical, em cidmaras de conservacio

com temperatura de 4°C 4 6°C.

As amostras para analise foram retiradas através da conexfio de um adaptador
do tipo “sampling site coupler” (Fenwal), apds agitagio por inversio das bolsas.
Primeiramente foram coletadas amostras ( Sml) para dosagem de pH, CO,, O,, utilizando
seringas ¢ agulhas e em seguida as amostras (10ml) para os demais pardmetros.

As anilises foram realizadas nos dias 1°, 15°, 21° e 35° dias apés a coleta.
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3.2. HEMATIMETRIA

A dosagem de hemogiobina total; a determinagio de hematécrito; a
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM); o volume corpuscular médio
(VCM) e a distribuiciio do tamanho dos eritrocitos (RDW), foram obtidos por contador
eletrénico (Cell- Dyn 1600, Abbott, Califérnia, EUA).

3.3. DETERMINACAO DE HEMOGLOBINA LIVRE NO PLASMA

A hemoglobina livre foi determinada por método colorimétrico quantitativo, a

600 nm, utilizando-se “Kit” comercial da Sigma Company (St. Louis, MO)

A determinagdo colorimétrica da hemoglobina do plasma baseia-se na agiio
catalitica da hemoglobina sobre a benzidina oxidada pelo peroxido de hidrogénio,
resultando na formagiio de cor (LIJANA & WILLIAMS, 1979; STANDEFER &
VANDERJAYTIL, 1977)

3.3.1. PROCEDIMENTO

1- Preparar o tetrametil benzidina (EMB), reconstituindo-o com 50 ml de

acido acético (se necessario, manter a 4°C, por até 2 semanas).

2- Usar tubos de vidro 13 x 100.

Solugio TMB 2,0ml 2.0ml 2,0 ml
Amostra 0,01 ml

Padiio 0,01
Peréxido de hidrogénio 2,0ml 2,0ml 2,0 ml

3- Misturar por inversdo.
4- Deixar em Temperatura ambiente (TA) por, exatamente, 10 minutos.

5- Ler a 600 nm vs agua.
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3.3.2. CALCULOS

-b
Hemoglobina plasma (mg/dl)= Ieﬂ; — mo x 30

Em que: 30 € a concentragdo da Hemoglobina padrio

Para amostras com hemoglobina maior que 50mg/dl, foi realizada a diluigéio de
1/6 com salina.

3.4. DETERMINACAO DE ADENOSINA-5- TRIFOSFATOJATP]

A determinagdo de ATP foi realizada por método enzimético e quantitativo,
usando - se “Kit” comercial da Sigma Company, St. Louis MO.

Este procedimento baseia -se na reagdo descrita por BUCHER (1947) e
modificada por ADANS (1963).

O procedimento ¢ sensivel, relativamente especifico e requer,
aproximadamente, 10 minutos. O ATP ¢ quantificado pela leitura de NAD, a 340nm, apos
oxidagio do NADH.

A enzima fosfoglicerato fosfoquinase (PGK) € usada para catalisar a seguinte

reagio:
ATP + 3-fosfoglicerato (PGA) —2% ADP + 1,3 Difosfoglicerato.

A enzima gliceraldeido fosfato desidrogenase (GAPD) esta presente como
catalisador:

1,3-Difosfoglicerato + NADH —*£2_; Gliceraldeido-3-P +NAD + fosfato
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3.4.1. PROCEDIMENTO

1- Preparar a proteina livre em um tubo cdnico, colocando 1ml de acido

tricloroacético (TCA) 12% e 1ml do sangue. Agitar rigorosamente.

Deixar a solugdo em repouso, por 5 minutos, em banho de gelo. Centrifugar a

3.000 rpm por 5 a 10 minutos.
Retirar ¢ sobrenadante (extrato).

2- No frasco de NADH, colocar 1,0 ml de PGA; 1,5 ml de H,0 ¢ 0,5 ml

do extrato. Agitar, colocar na cuveta e ler, a 340nm

3- Colocar 40ul de GAPD/PGK e misturar por inversio, aguardar 10

minutos ¢ ler, a 340nm.

4- Fazer os calculos.

3.4.2. CALCULOS
AA= Absorbincia inicial - Absorbancia final

ATP sangue [umol/dl} = AA x 195

3,04x100
6,22x0,25

3,04= volume liquido da cuveta

Em que: 195=

100= conversdo da concentracdo de 1 ml para 1 di
6,22=absor¢io milimolar do NADH a 340 nm

0,25 = volume da amostra
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Para expressar o resultado, em relagfio a dosagem de hemoglobina [umol/g Hb]:

AAx195

3.5. DETERMINACAO DE pO,, pCO, E pH

Para determinar p0, pCO, e pH ,as amostras foram coletadas com seringa ¢
agutha, sendo, imediatamente, fechadas para anélise, a 37°C em gasdmetro Stat Profile 5
Analyzer (Nova Biomedical, Waltham, MA)

3.6. DETERMINACAO DE 2,3 ACIDO DIFOSFOGLICERICO (2,3-DPG)

A determinagéio de 2,3 DPG foi realizada usando “Kit” comercial (ref. 35 UV)
da Sigma Company (St. Louis, MO), modificado pela inclusio de hidrazina sulfato, de
acordo com o método de XEITT (1971).

Este método baseia-se na obten¢do de nicotinamida adenina dinucleotidio
(NAD) a partir da oxidagfio de nicotinamida adenina dimicleotidio reduzida (INADH), cuja
absorbancia ¢ lida a 340nm e reflete a concentragiio de 2,3 DPG.

Inicialmente, obtém-se o 3-fosfoglicerato (3PGA) e o fosforo inorgénico, a
partir do 2,3 DPG fosfatase ¢ da estimulagéio do acido 2-fosfoglicdlico

2,3DPGfosfatase
2acidofosfoglicolico

>3PGA+P

2,3 DPG

O 3 PGA e 0 ATP, na presenca de 3- fosfoglicerato fosfoquinase ( PGK), forma
1,3 - Difosfogiicerato (1,3 - DPG) e ADP
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PGK

3-PGA + ATP >1,3-DPG + ADP

0O 1,3 - DPG oxida NADH para NAD, em presenca de gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase ( GAPD), e ¢ reduzido para gliceraldeido-3 -fosfato ( G-3-P)

GAPD > (G-3-P + NAD

1,3-DPG + NADH -

A oxidagiio da NADH para NAD ¢ determinada por espectrofotometria em
340nm e reflete a concentracdo de 2,3 DPG.

3.6.1. PREPARO DAS SOLUCOES

A solucdo de Adenosina-5-Trifosfato (ATP) foi preparada reconstituindo-se
com 5,0 ml da solugdo de tampdo, contendo “trictanolamine buffer”. Esta solucdo
reconstituida pode ser mantida por 6 meses, a -20°C

A soluglio de 4cido fosfoglicolico foi preparada pela reconstituigio deste com
5,0 ml de agua. Esta solugdo pode ser mantida por 6 meses, a -20°C.

A mistura das enzimas GAPD/PGK e fosfoglicerato mutase devem ser

cuidadosamente agitada por inverséo.

Outros reagentes foram fornecidos prontos para o uso.

3.6.2. PROCEDIMENTO

1- Em um tubo conico colocar 3ml do 4cido tricloroacético ¢ 1ml do
sangue. Apos forte agitaglio, deixar em repouso, por 5 minutos, para completa precipitagdo

protéica.
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2- Centrifugar, por 5 a 10 minutos, a 3.000 rpm.

3- Retirar o sobrenadante (extrato), que podera ser congelado por até 1

4- No frasco contendo 1 mg de NADH, colocar 8,0 ml de solugiio de
“trietanolamine buffer”, inverter vigorosamente, até dissolver o NADH. Esta solugdo pode
se mantida por 1 semana, a 2°C = 4°C.

5- Em uma cuveta, pipetar 2,5 ml da solugiio (fim da etapa anterior),
1001 da solugdo de ATP e 250u] do sobrenadante extraido.

6- Homogeneizar, colocando 20ul de GAPD/PGK mais 20ul de

fosfoglicerato mutase.
7- Incubar por 5 minutos, em temperatura ambiente,
8- Ler, a 340 nm UV, usando agua como “blank.”
9- Colocar, em seguida, 100pl do acido fosfoglicdlico.
10- Homogeneizar e deixar em temperatura ambiente, por 30 minutos.
11- Ler, a 340 nom UV.

12- Fazer o calculo.

3.6.3. CALCULO
AA= A inicial - A final

Corregdo: AA= AA, em que 0,030 ¢ o volume da solugiio fosfoglicolica,
determinado empiricamente.

2,3 DPG do sangue [umol/ml]= AA corrigido x 7,7

_ 299
6,22x0,0625

]
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Em que:

2,99 € o volume { ml )da mistura na cuveta;

6,22 ¢ a absorvancia de 340 nm da solugfio contendo 1umol NADH / ml;
0,0625 ¢ o volume ( ml) original da amostra ¢ mistura da reagio.

O resultado pode ser expresso em relagfio aos valores de hemoglobina do

sangue, da seguinte maneira:

2,3DPG[Mmel/m!]
Hb|g/di]

23DPGumol/g= x 100

3.7. DETERMINACAO DE ELETROLITOS PLASMATICOS
O sédio ¢ o potassio do plasma foram analisados por fotometria de chama.

Para a quantificagdio de sodio ¢ potissio, foram utilizadas amostras de plasmas
diluidas em 4gua deionizada 1/5 ¢ os resultados foram multiplicados pelo fator de diluigo.

Para a calibragho do fotémetro, utilizamos soro controle ¢ soro padrio da

Boehringer Mannheim Precipath U.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar as diferencas entre as bolsas de sangue € o comportamento de cada
uma delas, com o decorrer do tempo de armazenamento, utilizamos, a analise de varidncia
com medidas repetidas.

Quando o comportamento das mesmas variava dependendo do tempo
(indicando que houve interagdo), anmalisamos as mesmas em cada um dos tempos de
armazenamento separadamente, pelo teste de Duncan. (MILLIKEN & JONHSON, 1984)
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Quando a interacdo entre bolsa e tempo ndo foi significativa, utilizamos o teste
de Kruskal-Wallis, considerando-se o vetor de tempos médios (T1°, T15°, T21°, T35° dia)
para comparagdo entre as bolsas . (CONOVER, 1971).

Para comparagdo das variaveis entre 2 grupos, utilizamos o teste t para
amostras independentes quando a distribuicio era normal, ou o teste ndo paramétrico de

Mann Whitney - Wilcoxon caso contrario. (CONOVER, 1971).

Coeficiente de correlagfio hinear foi realizado pelo teste de Pearson, para dados
paramétricos, on Spearman, para dados nfo paramétricos. (AGRESTI & FINLAY, 1986).
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4. RESULTADOS




Os resultados encontram-s¢ representados sob a forma de graficos e tabelas, com médias e
desvios padrdes de 5 determinagies independentes, levando-se em conta a bolsa de coleta € o

tempo de armazenamento. Os resultados individuais encontram-se nos anexos.

As bolsas de sangue ¢ tempos de armazenamento podem ser identificados por:
BA - Baxter S.A. (México)

TE - Terumo Corporation ( Japio)

GR - Gnfols S.A. (Espanha)

HE - Hemobag ( Brasil)

AS - Asem ( Brasil)

Al - Halex - Istar ( Brasil)

T1 - 1° dia de armazenamento
T15 -15° dia de armazenamento
T21- 21° dia de armazenamento

T35- 35° dia de armazenamento

Resultados
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4.1 DETERMINACAO DE HEMATOCRITO (HT%) EM DIFERENTES
BOLSAS DE COLETA DE SANGUE, DE ACORDO COM OS TEMPOS DE
ARMAZENAMENTO.

Observamos que ndo houve interagdo significativa entre bolsa e tempo de
armazenamento (p= 0,3991). Entretanto, a andlise independente do tempo de
armazenamento demonstrou diferenca significativa entre as bolsas (Kruskal - Wallis,
p= 0,0126 ). As bolsas HE apresentaram menor mediana de Hi% (68,92) gque as AL
(73,70) e GR (73,62)

Os resultados encontram-se representados nas tabelas 1 e Grafico 1

Tabela 1. Determinacio de Ht% em bolsas de coleta de sangue, de acordo com os

tempos de armazenamento

70.920 £ 3.890

T 71700 £4.422

71.680 £2.
TE 68.740 £2.808 71.220 +£2.851 70.960 + 1.980 71.100 =030
HE 67.600 £ 1.601 70.220 +£2.557 67.880 +3.140 70.360 + 1.633
GR 73.140 £ 2.640 75.280 + 4.348 73.920 +3.055 76.020 + 3.833
AS 70.300 + 1.268 73.940 + 3.267 73.180 +3.394 76.020 + 4,797
AL 73.400 +£3.148 75.520 £ 4.596 74.000 +3.417 75.520 + 3.381

Analise de Varidncia 0.3991

Kruskal Wallis 0.0126(*)

*diferengas estatisticamente significativas
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42. DETERMINACAO DE HEMOGLOBINA TOTAL (g/dl) EM
DIFERENTES BOLSAS DE COLETA DE SANGUE, DE ACORDO COM OS
TEMPOS DE ARMAZENAMENTO.

Observa-se que houve interagdo significativa entre bolsa e tempo de
armazenamento (p= 0,0016), evidenciada nos tempos T1 (p=0,0026) ¢ T 21 (p= 0,0228).

Em T1, as bolsas GR e AL apresentaram miveis maiores de hemoglobina total
(GR=23,720 + 0,769 e AL= 23,380 + 1,327) do que as TE (21,880 + 0,852) e HE (21,100
+ (), 707). Neste tempo, as bolsas BA e AS tambeém apresentaram valores significantemente
maiores de hemoglobina total (BA= 22,520 + 1,213 e AS= 22,520 = 0,634) do que os
observados nas HE (21,100 £ 0,707).

Em T21, as bolsas HE apresentaram wvalores de hemoglobina total
significativamente inferiores (20,640 = 1,270) aos observados nas AL {22,660 + 1,192),
GR (22,94 £ 1,156) e AS (22,400 + 0,945).

Os resultados encontram-se representados nas tabelas 2 e Grafico 2.

Fesultadne oy



Tabela 2. Determinacio de hemoglobina total (g/dl) em diferentes bolsas de coleta

de sangue, de acordo com os tempos de armazenamento

BOLSAS T1 15 T 21 T35
_I-ESA 22,520+ 1.213 22.300 + 1.369 EZ.MD.iI.iJEl .IJT‘T_CHJ:I: Ijﬁ:ﬂ
TE 21880 £0. 852 21620+ 1.103 21 600 £ 0.50] 22980 + (K28
HE 21.100 + 0,707 21.500 + 0,984 20,640 + 1.270 22 880 + 0,949
GR 23 T2 £ 076N 23660 £ 1.628 22.M0 = 1.156 23080 £+ 1.418
AS 22,520 + 0,634 22,860 + 0,669 22 400 £ 0.945 22,580 + 1.768
Al 23380 4+ 1.327 23380 4+ 1.762 22660+ 1192 23 300+ 1,382
ANALISE DE P- VALUE
VARIANCIA i
Interagio . 0.0016 (*)
Tl 00026 (*)
Ti5 0.0703
T21 0228 (%)
T35 0.1892

*diferencas estatisticamente significativas

Resubindns 1Y
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4.3. DETERMINACAO DE VCM (FL) EM DIFERENTES BOLSAS DE

COLETA

ARMAZENAMENTO.

DE SANGUE DE ACORDOD COM OS

TEMPOS DE

Nao houve diferengas significativas entre as diferentes bolsas, considerando-se

ou nao os tempos de armazenamento (p> 0,06).0s resultados encontram-se representados

nas tabelas 3 e Grafico 3.

Tabela 3. Determinagio de VCM (FL) em diferentes bolsas de coleta de sangue, de

acordo com 0% tempos de armazenamento

BOLSAS T1 T15 T 21 B &R
BA 93.600 +- 6387 96 800 +- 71.190 97 800 + 7.085 1003060 +- 9914
TR 91,200 +- 3.033 95,000 +- 3.741 95400 +-3 361 96,800 +- 3898
HE 90,200 +- 2,683 92 600 +- 2.073 93 400 +- 1.949 94,400 +- 4,135
m;: §5.200 +- 4,207 87800 +- 4 658 88,800 +- 5,630 90400 +- 5,504
AS £5.200 +- 5.805 89,800 +- 6.534 88400 + 6.503 93,200 +- 7.014
AL 86,200 +- 6. 870 86,400 +- 5.594 89,600 +- 7.635 91 800 - 7854
P-VALUE

Amalise de mmm 10,6903

Wiskal Wallis 0.0601
Resulados 30
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4.4, DETERMINACAO DE CONCENTRACAO DE HEMOGLOBINA
CORPUSCULAR MEDIA (CHCM g/dl) EM DIFERENTES BOLSAS DE COLETA
DE SANGUE, DE ACORDO COM OS TEMPOS DE ARMAZENAMENTO

Houve diferengas significativas entre bolsa e tempo (p= 0,0001) ¢ as

divergéncias encontradas foram em T 35 (p=0,0001)

No 35" dia de armazenamento as bolsas HE, BA e TE tiveram valores de
CHCM maiores do que as AL,GR e AS (HE= 32,520 + 0,939, BA=32,380 + 1.338; TE=
32,340 £ 0,801; AL=29,940 + 0.415; GR=30,340 £ 0,757, AS= 29,720 + 1,003)

Os resultados encontram-se representados nas tabelas 4 e Grafico 4.

Tabela 4. Determinagio de CHCM (g/dl) em diferentes bolsas de coleta de sangue, de

acordo com os tL'lII[H]-E de armazenamento.

Bolsas T1 T15 T21 T35

BA 31.760 +-0_ 384 1100 + 0,836 30,760 +- 0,730 32380 +- 1,338
TE J1860 40336 10360 +- (. 439 0420 +- 0238 32 340 += (0 B0
HE 1580 #0249 G0 4= 0 484 30,240 = 750 32520 +- 0,519
GR 32.422 +0).455 31420+ 1.164 31040 +- 1 305 300340 +- 0757
AL J2.00 +-0 576 050 +- 0 RSG 30820 +- 1.156 29720 +- 1,003
AL 31860 +0, 779 0040 4= 0 081 30,620 = (b 563 20040 - 0415

ANALISEDE P~ VALUE

VARIANCIA

Interachio 0.0001 (*)

Tl Q. 1810

T15 0, 4404

T21 0.7352

T35 0.0001 (*)

‘diferencas estatisticamente significativas
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Grafico 4: Determinagio de concentragio de hemoglobina corpuscular média nas 6
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4.5. DETERMINACAO DE DISTRIBUICAO DO TAMANHOQ DOS
ERITROCITOS (RDW %) EM DIFERENTES BOLSAS DE COLETA DE SANGUE,
DE ACORDO COM 0OS TEMPOS DE ARMAZENAMENTO

Observa-se que ndo houve diferencas significativas entre as bolsas,
considerando-se ou nio o tempo de armazenamento (p> 0,3). Os resultados encontram-se
representados nas tabelas 5 e Grafico 5.

Tabela 5. Determinacio de RDW % em diferentes bolsas de coleta, de acordo com os

tempos de armazenamento

BOLSAS e ] TIS A T35

BA 16.720 + 1.434 17.080 % 0. 785 17.300 £ 1,172 17640 20,776
TE 17.020 + 0,958 17.500 £ 0.764 17.660 £ 0,493 17.260 + 0.973
HE 17.120 + 0,725 17.760 £ 0.736 17.020 £ 0.683 17.660 +0.320
GR 17,500 + 1.012 17.560 + 1.057 16,920 + 1.025 17.460 £ 0,702
AS 17.480 £ 1.110 17840 + 0,545 18,040 + 1.092 17.860 + 1.337
AL 17.600 + 2.109 18,300 £2.219 17.760 £ 2.105 17.980 + 1,748

P- VALTE

ﬁmEe ﬁ: Varidncia .-n,am; '

Kruskal- Wallis 0,9389
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4.6. DETERMINACAO DE HEMOGLOBINA PLASMATICA ( mg/dl ) EM
DIFERENTES BOLSAS DE COLETA DE SANGUE, DE ACORDO COM OS
TEMPOS DE ARMAZENAMENTO

Observamos que, durante o tempo de preservagiio, a quantidade de
hemoglobina livre no plasma tende a aumentar, com diferenca significativa entre as bolsas
testadas em T 21 (p= 0,0004). As bolsas GR e BA apresentaram niveis de hemoglobina
plasmatica sigmificativamente menores (GR= 299 200 + 6, 760; BA=300,200 £ 12,872) do
que os observados nas AL (366,200 + 54 609), TE (384,400 + 48 675), HE (386,000 +
39, 115) e AS (389,200 £ 30,670). Os resultados encontram-se representados nas tabelas 6 e
Grafico &

Tabela 6. Determinacio de hemoglobina plasmatica (mg/dl) em diferentes bolsas de

coleta de sangue, de acordo com o0s tempos de armazenamento

BODLSAS o | T15 T2 T35 -
BA D0 200 £ 9974 IT2200 £ 28 003 300200 £ 12 872 T20.600 £ 45 954
TE 1102060 & 16315 145800 £ 41.026 384 400 + 48.675 TT. 400 4 7203
HE TI0 400 £ 12 561 161 200 £ 27 598 386000 £ 39 115 394,200 £ 9989
R 101400 + 10163 [71.806 £ 26, 565 2099 200 + &, Tal 697200 4+ 67,78
AS 1153200 + 17 282 1454000 £ 41,167 389200 £ 30670 TI4.600 + 69 359
Al 110200 £11.166 IS5 800 + 34 230 366,200 £ 54 609 SELEOO = 16960
ANALISE DE P=VALUE
VARIANCIA
Interagio 00125 (%)
03093
6801
0, D00 (=)
00893
*diferengas cetatisticamente significativas
Femaltados i
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4.7. DETERMINACAO DE ATP (pmol/eHb) EM DIFERENTES BOLSAS
DE COLETA DE SANGUE, DE ACORDO COM O0OS TEMPOS DE

ARMAZENAMENTO

Observando-se os resultados, nota-se que os valores de ATP cairam

significativamente a partir do 15° dia.

Desconsiderando - se os tempos de armazenamento, observamos que as bolsas
HE apresentaram niveis de ATP significativamente maiores (p=0,0020) do que os obtidos
nas medianas das AL e AS (HE=320; AL=3 14 ¢ AS=13,21)

Os resultados encontram-se representados nas tabelas 7 e Grafico 7.

Tabela 7: determinagio de ATP (umoligHb) em diferentes bolsas de coleta de sangue

de acordo com o5 tempos de armazenamento.

BOLSAS T1 T15 _ T21 Tas
Ba d.‘.’rl.}ﬁ- 0,435 4008 + 0 3% 3814 40,307 2004 £ 0232
TE 4.352 £ 0.437 3674 £ 0 408 3640 + 0265 2,462 +0.360
HE 4. 526 £0.174 4 226 = 0 482 JBR98 £ 0225 2822 4+ 0 598
GR 3BZ2 = 0440 359 £ 059 2968 + 0,505 2642 £0.336
Al 3800 £ 0,576 3.174 £0.408 2730 4+ 0923 2468 4+ 0,516
Al 3910 4+£0334 3,234 £ 0604 246 £ 0316 2074 £ 0.456
P-VALUE

Analise de Varidncia 0.3262

Koruskal- Wallis 00020 (*)

*difcrenga cstatisticamente significativa

Eresulindos 38
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4.5. DETERMINACAO DE pH EM DIFERENTES BOLSAS DE COLETA
DE SANGUE, DE ACORDO COM OS TEMPOS DE ARMAZENAMENTO

Houve tendéncia a queda do pH durante o armazenamento das bolsas de coleta,
Esta redugio foi significativa entre as bolsas, no que se refere a T15 (p= 0,0174) e T35
(p=0,0001).

Em T15, as bolsas AS e GR apresentaram um pH significativamente maior
{AS= 6,752 + 0,068; GR= 6,732 + 0,120), em relacio as HE (6,603 + 0,052) e BA {6,611 +
0,049). As AS foram, ainda, significativamente diferentes das bolsas TE (6,624 + 0,040).

No 35° dia, as bolsas GR, AL e AS também apresentaram pH
significativamente maior (GR= 6,606 + 0,123, AL= 6,694 + 0,115; AS= 6,629 * 0,109),
em relagdo 4s HE (6,419 £ 0,031), BA (6,408 + 0,087) e TE (6,391 +0,072)

Em T 21, apesar de nio significativa (p=0,0627), houve tendéncia de diferenca

entre as bolsas,

Os resultados encontram-se representados nas tabelas 8 e Grafico 8

Rexultadas = 41



Tabela 8. Determinagio de pH em diferentes bolsas de coleta de sangue de acordo

com 05 tempos de armazenamento

~ BOLSAS T1 TiS T21 T35
Ba 6.971 +£0.03%9 6,611 +£0,049 6535 4+ 0,068 6. 408 + 0087
TE G, 54 £ 0087 6624 + 0.040 6,574 £0.063 6.391 +£0,072
HE 6. 906 £0.097 6.603 0,052 6.564 £ 0.065 6419 +0.031
GR 6. 904 + 0.058 6.732 £0.120 6.646 + 0,062 6.666 + 0.123
AS 6. 950 £ 0.063 6.752 + 0.068 6.623 + 0,052 6.629 + 0.109
AL GO, 910 £ 0044 675 +00 117 G606 £ 0028 G693 0115
~ ANALISE DE P- VALUE
VARIANCIA
Interacio L0 (™)
Ti 04843
T15 0.0174 (%)
T21 0.0627
T35 0.0001 (%)

* diferencas estatisticamente significativas
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4.9. DETERMINACAO DE PO, ( mmHg) EM DIFERENTES BOLSAS DE
COLETA DE SANGUE, DE ACORDO COM OS TEMPOS DE
ARMAZENAMENTO

A analise estatistica mostra interagio entre o tempo de armazenamento e as
bolsas testadas (p= 0,0199), porém, ndo houve diferenga significativa entre as mesmas

quando analisadas em cada um dos tempos.
O resultados encontram-se representados nas tabelas 9 e Grafico 9

Tabela 9. Determinacio de pO, (mnmHg) em diferentes bolsas de coleta de sangue, de

acordo com os tempos de armazenamento

BOLSAS T1 - Ti15 T T 35
BA 36920 & 123104 345400 £ 112937 37 1600 = 12.0799 318600 £ 171455
TE 34,920 + 12.811 39.280 + 10,214 43,960 + 9,704 56,960 + 9 744
HE 34.220 % 3.793 37.900 + 4 529 41,640 + 5785 49 560 + 9 59]
GR. 3%, 160 + 13.280 47.140 + 11 664 48,380 + 11,974 58.000 = 12,276
AS 32,660 + 5,633 35.000 £ 5873 43200 £ 14,772 43340 + 6.859
AL 316320 + 12,365 50,620 + 12.902 51,020 % 11.070 57.180 = 13.070
ANALISEDE ~ P=VALUE
VARIANCIA
Interacio 00199 [+
T1 0.9705
T15 00830
T21 04619
T35 0.0786
*diferenca estatisticamente significativa
Resuindns 43
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DE COLETA DE SANGUE,

ARMAZENAMENTO

DE ACORDO

4.10. DETERMINACAO DE PCO, ( mmHg) EM DIFERENTES BOLSAS
COM OS5 TEMPOS DE

A analise estatistica nio demonstra interagio entre o tempo de armazenamento
e as bolsas de coleta (p=0,5475).

Desconsiderando-se os tempos de armazepamento, também nio houve

diferenca significativa entre as bolsas analisadas (p= 0,9).

Os resultados encontram-se representados nas tabelas 10 e Grafico 10,

Tabela 10. Determina¢io de pCO, (mmHg) em diferentes bolsas de coleta de sangue,

de acordo com o3 tempos de armazenamento

BOLSAS T1 T1s i | T35
BA 86 080+ 11670 . 146,860 + 8,330 156,020 4 38 594 173,040 + 34 468
TE 99,340 + 33736 145 580 + 4 378 144,560 + 20,748 140.020 + 9.495
HE 110,280 + 28409 153,620 + 10.058 145 480 £ 20346 135,360 +10.405
GR 104.980 + 16384 139.260 + 23.867 165.220 + 37 658 153,840 + 48075
AS 00,980 + 13978 137.740 + 27.531 167.040 £ 38.352 176.460 + 49 177
AL 101.060 + 2491 134.220 +27 411 161,800 2 10,914 147.700 + 58.130
P= mﬁ
- Analise de Varancia 0.3475
kruskal- walliz 3, S
Erzultadas 45
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4.11. DETERMINACAO DE 2.3 DPG(umol/gHb) EM DIFERENTES
BOLSAS DE COLETA DE SANGUE DE ACORDD COM OS5 TEMPOS DE
ARMAZENAMENTO

Houve tendéncia a redugio do 2,3 DPG durante o tempo de armazenamento.

A analise estatistica mostrou diferenga significativa entre bolsa e tempo

{(p= 0,0334), evidente nos tempos T1 (p=0,0198) e T15 (p= 0,0096).

Em TI, as bolsas AL apresentaram niveis de 2,3 DPG significantemente
superiores aos observados TE e HE (AL=16,614 = 2.831; TE = 13,830 + 0457 e HE =
12,656 + 0,465)

As bolsas HE apresentaram niveis de 2.3 DPG significantemente inferiores aos
das BA, GR e AS (BA=14,076 £ 0,240, GR= 15,354 + 2 543 e AS= 16,172 + 2,400).

Em T15, as bolsas GR e AS apresentaram valores significantemente superiores
de 2,3 DPG comparadas as TE, BA e HE. As bolsas AL também apresentaram niveis

significativamente maiores de 2,3 DPG, quando comparadas as BA ¢ HE

Os resultados encontram-se representados nas tabelas 11 e Graficos 11

Beaaliados 47



Tabela 11. Determinacio de 2, 3 DPG (umolgHb) em diferentes bolsas de coleta de

sangue, de acordo com os tempos de armazenamento

BOLSAS T1 T15 T2 T35
BA 14,076 £0.240 3556+ 1172 . 2.498 +0.760 . 1428 £ 0h 424
TE 13,830 £ 0457 1904 +1.770 2456 + 0968 130+ 0 409
HE 12656 £ 0465 2R42 £0.714 2146 £ 0818 1498 = 0604
GR 15354 £2 543 BI4B £ 3 488 4.650 + 2065 2028 + 1606
AR 16 172 £ 2 404 B.048 £ 1 8B40 4.556 & 5238 1566 + 0,753
I6.614 £ 2,831 T418 £3,901 4,164 £ 2. 166 L2180 544
ANALISE DE P- VALUE
VARIANCIA :
Interagio 0.0334 (%)
T 0.0198 (%)
T15 0.0096 (=)
T21 0. 14%8
T35 0.73%
*diferencas cstatisticamente significativas

Femshaing
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4.12. DETERMINACAQ DE SODIO PLASMATICO (mEqll) EM
DIFERENTES BOLSAS DE COLETA DE SANGUE, DE ACORDO COM 0S
TEMPOS DE ARMAZENAMENTO

Observa-se que o sodio plasmatico tende a diminuir com o tempo de

armazenamento.

A analise estatistica mostrou diferenca significativa entre bolsa ¢ tempo
(p= 0,0001), evidente nos tempos T1 (p= 0,0276) , T21 (p=0,0001) e T35 (p=0.0154)

Em T1, as bolsas AS (159,2 + 12,13), GR.(152,8 £ 13,66), TE (150,2 +23,10)
e AL (1486 £ 15,05) apresentaram miveis de Na plasmatico significantemente inferiores
aos observados na BA.(182,4 £ 22,30)

Em TZ21, as bolsas AS, AL ¢ GR apresentaram valores significantemente
superiores de Na plasmatico comparadas as TE, BA e HE (122,0 + 5.70)

Em T35, as bolsas HE, AS, GR, AL apresentaram valores significantemente

superiores de Na plasmatico comparadas as BA

Os resultados encontram-se representados nas tabelas 12 e Grafico 12




Tabela 12. Determinacio de sodio plasmatico (mEql/1) em diferentes bolsas de coleta

de sangue. de acordo com os tempos de armazenamento

BOLSAS T3 Ti5 TZ1 T35
BA 182,400 + 22,30 140,600 = 415 116,000 9,61 103,000 6,70
TE D50 200 = 25 10 137600 + 3 64 115,000 £ 3,53 107,000 + 4 47
HE 166,800 + 4,20 145 800 + 8 13 122 000 £ 5,70 1340004 31,70
GR 152,800 + 13,66 151,800 + 11,21 142,000 + 7,31 123,000 + 6,55
AS 159200 + 12,13 1518060 £ 12,04 150,600 £ 12,77 125 400 £ 7,12
AL 148 600 £ 15,05 155400 £ 152 142 000 £ 5,56 122 M £ 303
ANALISE DE P-VALUE
VARIANCIA
Interacio 00001 (*)
Tl 0.0276 (%)
T15 0.0612
T2 00001 (*)
Tis 0.0154 (%)

*diferencas estalisticaunente significativas

3
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4.13. DETERMINACAOQ DE POTASSIQ0 PLASMATICO (mEqll) EM
DIFERENTES BOLSAS DE COLETA DE SANGUE DE ACORDO COM OS
TEMPOS DE ARMAZENAMENTO,

Observa-se que ndo houve diferenga significativa entre as bolsas, considerando-
s¢ ou ndo o tempo de ammazenamento (p > 0.3). Os resultados encontram-se representados
nas tabelas 13 e Grafico 13

Tabela 13. Determinacio de potissio plasmitico (mEql/1) em diferentes bolsas de

coleta de sangue, de acordo com os tempos de armazenamento

BOLSAS T1 T15 T 21 T35
BA B.440 + 2. 251 36,900 + ‘J.IE?. 4-4.3.EHII + 4 957 60,200 + 5.5%
TE 8,300 + 1,350 31.700 £ 5.167 37100 + 7.144 57.200 + 6,129
HE 5080 + 0697 34 106 £ 2. 320 41.600 = 4463 54,740 £ 10,067
GR 10,120 £2.166 35.540 + 4 621 44,000 + 2 828 56,400 + 2 966
AS 10.060 £3.171 30,400 + 5,504 46.400 + 6580 52.800 £ 6. 180
Al B.620 + 3 095] 34,800 + 5.630 41400 £ 2 67 58600+ 1,013
P-VALUE
Analise ;!e \-’ariinm . .[I.355.9 o
Kruskal Wallis 0.3040
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5. DISCUSSAO




O presente estudo teve o objetivo de avaliar o comportamento de hemdcias
preservadas em seis diferentes bolsas de coleta de sangue, utilizadas em nosso servigo:
Hemobag® (HE), Asem® (AS), Halex Istar® (AL), Grifols® (GR), Baxter® (BA) e
Terumo® (TE).

O desenvolvimento de bolsas plasticas flexiveis e sistemas muitiplos de
acondicionamento de sangue, revolucionou os servigos de hemoterapia, permitindo a
rapida e facil preparag@io dos componentes do sangue. Plastificantes, como o di-octil-ftalato
(DOP), usados como diluentes do poli {cloreto) de vinila (PVC) na fabricagfio de bolsas de
coleta de sangue, migram para o interior das mesmas, durante a armazenagem (AUTIAN,
1973; GESLER, 1973) e ligam- se as lipoproteinas do plasma, conferindo as hemaécias
menor fragilidade osmética e methor filtrabilidade (ESTEP et al., 1984; HOROWITZ et al.,
1985,,).

Aparentemente, 0 DOP € um excelente estabilizador das hemacias durante a
armazenagem (WOLFE, 1985), mas sua associagio com o eritrécito depende de fatores
como o volume de plasma residual, obtido apos o fracionamento (ROCK et al., 1984),
Bolsas com maior hematdcrito e, portanto, menor volume de plasma residual, podem
propiciar um maior contato do DOP com as hemacias. Entretanto,quando o hematécrito
exceder 75% ocorrera menor oferta de substrato & hemécia, conduzindo a alteragdes do
metabolismo (GENETET & MANNONI, 1980,).

No presente estudo, as bolsas AL e GR apresentaram hematécrito
significantemente maior, se comparadas as HE, provavelmente porque a separagiio do
plasma, num sistema fechado, como o das bolsas duplas ou triplas, se da , habitualmente,
de modo empirico, atraves da analise visual. Apesar das diferencas observadas, os valores
de hematécrito das bolsas testadas estiveram dentro dos padres aceitos internacionalmente
(AABB). Observamos, também, que as GR, no T21, apresentaram concentragio de
hemogiobina plasmatica menor do que a das HE, sugerindo menor hemélise nas bolsas

com maior hematdcrito.




O aumento da hemoglobina plasmatica pode, também, estar relacionado as
concentragdes de DOP nas bolsas, durante a fabricag#o, j& que os diferentes processos de
produgdo do DOP ou a associac@o dele com outras plastificantes, ou a relagiio DOP/ dleo
de soja, podem ocasionar maior ou menor migragdo do DOP para as células. Assim, se a
quantidade deste for menor do que o recomendado, pode ocorrer hemélise, com liberagio
de hemoglobina para o plasma. Infelizmente, nio nos foi possivel obter dos fabricantes os

valores de DOP nas diferentes bolsas.

Estudos in vitro demonstram que quantidades de DOP acima do preconizado
para a fabricagdo de bolsas de coleta de sangue ndo afetam diretamente o metabolismo
eritrocitario, ndo modificando os niveis de ATP; 2.3 DPG e eletrélitos intracelulares
(JAMES et al., 1988).

A manutengio da forma discoide da hemacia depende de um constante gasto de
energia que utiliza, principalmente, ATP (GENETET & MANNONI, 1980,). Assim, niveis
de ATP sio bons indicadores do metabolismo intermediario do glébulo vermelho. A
reducio destes niveis acarreta a perda da capacidade das células fosforilarem a glicose,
transformacgéo de ADP ¢ AMP em ATP.

Neste estudo, os niveis médios de ATP encontrados foram semelhantes aos
observados por MOORE, LEDFORD, BROOKS (1979), porém maiores do que os
encontrados por ZUCK et al, (1977) ¢ MOROFF & DENDE (1983). Estas variagdes
podem ser atribuidas as diferencas nas metodologias utilizadas, niveis de adenina das
bolsas (DERN & WIORKOWSKI, 1969), ou as formas diferentes de armazenamento.

No presente trabatho, observamos também diminui¢iio de ATP, a partir do 15°
dia de armazenamento, em todas as bolsas estudadas. Notamos, ainda, que a mediana dos
valores de ATP foi maior nas bolsas HE do que nas AL e AS. E possivel que o menor
hematdcrito observado nas bolsas HE tenha contribuido para esta diferenga, uma vez que o
maior volume de plasma residual, durante a preservagiio, determinaria maior efeito tampdo,

estimulando a produgdo de ATP. E possivel que, o fosfato presente no plasma ative a

Discussiio 57



glicdlise e a produgfio de acido lactico, com acidificagio do meio, redugio dos niveis de

2,3 DPG ¢ maior geragido de ATP,

A manutencdo de niveis adequados de ATP, durante o armazenamento das
hemacias, atrasa o envelhecimento celular in vifro, proporcionando maior sobrevida das
células apos a transfusdo (BEUTLER & MASOUREDIS, 1995). WOLFE (1985) observou
que niveis de ATP inferiores a 10 ou 15% do normal levavam a formacdo de espiculas nas
hemaécias armazenadas. Apdés 28 horas de deplegio de ATP, haveria formagdo de
esferoequinécitos, com diminuigdo da drea de superficie da células, perda de lipidios ¢
reducdo da viabilidade das hemacias. Dados de DERN, BREWER, WIORKOWSKI (1967)
revelaram que, quando os niveis de ATP caem abaixo de 1,5 umol/g Hb, a viabilidade das
células vermelhas €, normalmente, prejudicada.

Foi demonstrado por MAZOR, DVILANSKY, MEYERSTEIN (1994) que o pH
inicial da unidade de sangue (pH 7,0), durante o uso de solucio de Meryman’s (160mM
glicose; 55mM manitol, 17,9 mM citrato; 25,8mM K;HPO,. 14,7mM KHLPO, 50mM
NH,CL e 2mM adenina), contribui para a elevagio dos niveis de ATP. Estes autores
verificaram que os niveis intracelulares de ATP nfio aumentaram durante a primeira
semana de armazenagem, estando o pH da unidade de sangue inferior a 7,0, mesmo que o
meio fosse enriquecido com alta concentragio de fosfato, adenina e glicose. Com pH 7,0, a
glicose-6-fosfato (G6P) acumula - se (MINAKAMI & YOSHIKAWA, 1965) e o desvio
para a via das pentoses € altamente estimulado (ALBRECHT et al., 1971), com maior
transferéncia de fosforribose. Assim, foi proposto que os efeitos combinados de pH 6timo,
adenina e fosfato contribuem para manter a capacidade das células vermelhas sintetizarem

nucleotidios purina.

No presente estudo, observamos, no 15° dia de armazenamento queda de pHe
de 2,3 DPG. O pH 4cido, como citado anteriormente, pode acarretar a diminuicdo do 2,3
DPG, por intbigio da difosfogliceromutase e ativagio da difosfoglicerato fosfatase.
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Também observamos, nos dias 15° € 35° menores niveis de pH nas bolsas
HE, TE e BA, em relagdo 4 AS,GR e AL. Podemos atribuir estas diferencas aos meios de
suspensio de hemadcias, os quais podem vartar em osmolaridade e¢ pH iniciais

(GIBSON, 1964), ou as diferencas no hematocrito.

A capacidade da hemoglobina transportar o oxigénio e cedé-lo aos tecidos
depende dos niveis de 2,3DP@, porque este substrato reguia a afinidade da hemoglobina ao
O,. Baixos niveis de 2.3 DPG determinam o aumento desta afinidade, e altos niveis, a

diminui¢do da mesma.

Além do pH, outros fatores contribuem para a diminuigio dos niveis de
2,3DPG, tais como baixa temperatura; alta taxa de ADP e diminuigio da relagdo
NAD/NADH;. Quando o sangue € estocado em CPDA-1, a queda dos niveis de 2,3 DPG,
nos primeiros 12 a 14 dias de armazenamento, pode ser considerada leve (MOLLISON et
al., 1993).

Neste trabalho, observamos que, em T1, as bolsas TE, BA e HE tiveram
valores de 2,3 DPG menores em relagio aos das AL, AS e GR. No 15° dia de
armazenamento, estas diferencas ainda persistiram, acomparhadas por uma redugio do pH.
A partir do 15° dia, os niveis de 2,3 DPG foram semelhantes nas diferemtes bolsas,

provaveimente por um mecanismo regulatério da via glicolitica.

Dados apresentados por MOROFF & DENDE (1983) indicam que, durante a
primeira semana de armazenamento e na auséncia de adenina, ha menor variagdo nas
concentrag¢tes de 2,3 DPG. Entretanto, nas semanas subseqiientes, as variacGes independem
da presen¢a da adenina. Deste modo, embora estudos conduzidos no fim dos anos 60
indiquem que a adenina acelere a perda de 2,3 DPG ( SIMON, CHAPMAN, FINCH, 1962;
BIJNN et al, 1969; CHANUTIN, 1967, BEUTLER, 1976), resultados recentes nio
confirmaram estes dados. Aparentemente, a adi¢do de 0,25 mM de adenina teria pequena
ou nenhuma influéngeia sobre o decréscimo de 2,3 DPG. Outros autores demonstraram
maior decréscimo de 2,3 DPG ( MOORE, LEDFORD, PECK, 1980) em unidades de
hemacias coletadas em CPDAL1 e com niveis de hematderito proximos a 70%.

Discussio 59



Deste modo, o tempo em que a unidade coletada foi mantida sem refrigerago,
0 hematécrito inicial ou a composi¢do do anticoagulante podem ter contribuido para o

decréscimo de 2,3 DPG durante a armazenagem.

A redugio do pH do sangue conservado &, como vimos, um fendmeno normal
durante a estocagem, devido 4 produgdo de 4cido lactico pelos eritrocitos, provenientes do
metabolismo da glicose. Entretanto, a queda acentuada do pH conduz a uma diminuicio
imediata da deformabilidade das hemacias, interrupgfio da gerago de ATP e formagéo de
estomatdcitos(WOLFE, 1985).

Neste estudo, valores do volume corpuscular médio (VCM) nSo variaram nas
diferentes bolsas analisadas, corroborando os dados de NAKAO et al. (1981) e
GREENWALT, SOSTOK, DUMASWALA (1990), que néio observaram correlagdo entre
VCM e tempo de armazenamento das hemécias, nem modificagdo dos valores de VCM,
apés rejuvenescimento das células, com adenina ou inosina. Também niio observamos

diferencas significativas nos valores de RDW.

As variagbes no volume das hemacias durante a preservacio deve-se,
principalmente & faléncia da bomba Na* / K* / ATPase, a0 actmulo de substincias
osmoticas e 4 perda progressiva da drea de superficie (WALLAS, 1979; BEUTLER, KUHL,
WEST, 1982, HARADIN, WEED, REED, 1969). Isto é acompanhado por perda de
potassio € ganho de sodio intracelulares. Entretanto, os efeitos iniciais do anticoagulante no
pH e na osmolaridade plasmatica podem causar significante aumento do volume celular
{(VALERI, 1974).

As hemacias produzem lactato intracelular ¢ acumulam ions cloreto, mas
somente apds seis semanas de estocagem podem apresentar um acréscimo de 15 a 20% no
seu volume, em relagio aos valores iniciais (TANAKA & SCHROIT, 1983; VALERI &
HIRSCH, 1969). Deste modo, estes efeitos combinados, ou seja, a perda da area de
superficie e o acimulo de sodio intracelular podem se refletir em uma queda de 10 a 15%

no volume das células.




No presente trabalho, observarmos que, no 35° dia de armazenamento, os
valores da concentragfio de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram menores nas
bolsas AL, AS e GR do que nas HE, BA ¢ TE. E interessante ressaltar que, no 35° dia,
houve correlaggo inversa entre os valores de CHCM e o pH das bolsas, sugerindo perda da

superficie das hemécias ou formagdo de microvesiculas, durante o armazenamento.

A preservagdo dos niveis de sodio € potassio no sangue conservado depende,
basicamente, da manutencio da bomba Na'/K', que, por sua vez, é dependente de ATP.
Como os niveis de ATP decaem lenta e gradativamente, seria de se esperar que o
funcionamento da bomba de sédio e potissic acompanhasse esta queda. De fato, no
presente estudo, observamos, durante a estocagem das hemacias, redugdo do sodio
plasmético. Os niveis de potassio plasmético, por sua vez, aumentaram, indicando faléncia
da bomba Na'/K" Esta faléncia poderia causar variagio no volume das hemacias e perda

progressiva da area de superficie.

Nossos resultados mostraram, que as bolsas BA apresentaram no primeiro dia
de armazenamento, valor de sodio plasmatico maior do que o das AS, GR, TE ¢ AL.
Entretanto, durante a preservagio desta bolsa (BA) observou-se maior queda dos niveis de

sodio plasmatico, atingindo valores significativamente menores no 35° dia.

Por outro lado, a boisa HE apresentou maiores niveis de sédio no 35° dia de
armazenamento. E possivel que a alta concentragiio de sédio nas bolsas HE, possa estar

relacionada aos maiores niveis de ATP observados durante o armazenamento

Em relagfo ao potassio plasmatico, ndo observamos diferencas significativas

entre as bolsas analisadas.

Ao estudarmos a permeabilidade das bolsas, isto é, a facilidade das mesmas na
realizagdio da troca de CO, e O, de modo que o sangue armazenado absorva oxigénio do
meio ambiente, verificamos que ndo houve diferenca significativa entre aquelas estudadas.
O dioxido de carbono encontrado no sangue armazenado provém de peguena, mas

importante, gerago deste no nivel do metabolismo do ciclo das pentoses, quando existe a
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transformagdo de D- gluconato-6-fosfato para D-ribose-5-fosfato e didxido de carbono. O
dioxido de carbono produzido tende a difundir-se lentamente nas paredes das bolsas. Neste
estudo, notamos que 2 saida de CO, foi menor do que a entrada de O,, em todas as bolsas.
Este fendmeno pode estar relacionado ao grau de rugosidade interna das bolsas, permitindo

uma menor saida do CO,.

A analise geral de nossos resultados evidencia a presenga de dois grupos de
bolsas de sangue, com comportamentos semelhantes entre si. Um deles € composto pelas
bolsas AL, AS ¢ GR, enquanto que o outro pelas bolsas HE, BA ¢ TE. No primeiro grupo
(AL, AS, GR), os valores de pH, 2,3DPG, Hematocrito e sédio plasmatico tendem a ser
maiores do que no segundo grupo (HE, BA e TE). Por outro lado, quanto aos valores de
VCM e ATP ocorre o inverso, isto €, tendem a ser maiores no segundo grupo. O CHCM no
35° dia também foi significativo, maior no segundo grupo. Esta ultima observagdo pode
sugerir que, no 1° grupo, h4 menor entumescimento das hemécias (menor VCM e maior
Na™ plasmatico) e menor formagio de esferocitos no 35° dia (menor CHCM), apesar dos
menores niveis de ATP, possivelmente relacionados ao pH e niveis de 2,3 DPG mais
elevados. Estas diferencas podem decorrer de diferentes composigdes do anticoagulante,
formas de processamento do PVC/DOP, ou hematocritos iniciais, modificando o

metabolismo das hemécias.

Assim, 0 uso de fracionadores autométicos, a melhor padronizagio da relagio
PVC/plastificante, da tecnologia de obtengfo do filme ou da solugdo preservante podem
talvez minimizar as diferencgas observadas neste estudo.
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6. CONCLUSAO




A analise geral de nossos resultados evidencia a presenca de dois grupos de
bolsas de sangue, com comportamentos semethantes entre si. Um deles ¢ composto pelas
bolsas AL, AS e GR, enquanto que o outro pelas bolsas HE, BA e TE. No primeiro grupo
(AL, AS, GR), os valores de pH, 2,3DPG, Hematocrito e sédio plasmatico tendem a ser
matores do que no segundo grupo (HE, BA e TE). Por outro lado, quanto aos valores de
VCM e ATP ocorre o inverso, isio &, iendem a ser maiores no segundo grupo. O CHCM no
35° dia também foi significativo, maior no segundo grupo. Esta nltima observagiio pode
sugerir que, no 1° grupo, ha menor entumescimento das hemacias (menor VCM e maior
Na" plasmatico) e menor formagdo de esferocitos no 35° dia (menor CHCM), apesar dos
menores niveis de ATP, possiveimente relacionados ac pH e niveis de 2,3 DPG mais
clevados. Estas diferengas podem decorrer de diferentes composigdes do anticoagulante,
formas de processamento do PVC/DOP, ou hematdcritos iniciais, modificando o

metabolismo das hemaécias.

Assim, o uso de fracionadores automaticos, a melhor padronizacéio da relagso
PVCiplastificante, da tecnologia de obiengfo do filme ou da solugho preservante podem
talvez minimizar as diferencas observadas neste estudo.
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7. SUMMARY




The aim of this study was to evaluate the behavior of different blood bags using
biochemical parameters capable of interpreting, in vifro, the erythrocyte metabolism during

conservation.

The bags used in this study were made of polyvinyl chloride with Di (2
etithexil) Ftalato (DEHP), and citrate - phosphate - dextrose - adenine (CPDA). The red
blood cells were stored in six different bags: Terumo® ( TE); Baxter® (BA); Grifols®
(GR); Hemobag® (HE), Asem® (AS) and Halex Istar® (AL). The red blood celis were
obtained by blood separation and were stored for 35 days at 4°C.

The biochemical parameters evaluated were: plasmatic dosage of sodium and
potassium by means of flame photometry; CO,, O, pressure and pH which were determined
by gasometry at 370C, using the Stat Profile 5 Analyzer (Nova Biomedical, Waltham, MA)
equipment; adenosine triphosphate (ATP), 2,3 diphosphoglycerate (2,3DPG) and plasmatic
hemoglobin were determined by the Sigma Company commercial kit (St.Louis, MO).
Distribution of erythrocyte size (RDW), corpuscular volume means (CYM), corpuscular
hemoglobin concentration means (CHCM), hematocrit (Ht%) and hemoglobin percentage
were determined using the Cell-Dyn 1.600 kit (Abbot Canada, U.S.A).

The analysis were performed on the 1st, 15th, 21st and 35th day of storage. In
order to evaluate the results, the mean and the standard deviation of five bags of each brand

were calculated.
The HE bags presented a lower hematocrit value than the AL and GR bags.

On the 21st day, the GR and BA bags presented higher plasmatic hemoglobin
levels (p=0.0020) than those obtained using AL and AS.

- On the 1st day of stored, the AL bags presented higher 2,3 DPG leves than
those observed using TE and HE bags. The HE bags aiso presented lower 2,3 DPG levels
than the BA, GR and AS bags. On the 15th day, the GR and AS bags presented higher 2,3
DPG values when compared to those of the BA and HE bags.
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On the 15th day, the AS and GR bags presented a higher pH than the HE and
BA bags. On the 35th day the GR, AL and AS bags also presented a higher pH than the HE,
BA and TE bags.

There was no significant difference between the bags in relation to pCO, and

pO,, RDW and CVM.

On the 35th day of stored, the HE, BA and TE bags presented higher

corpuscular hemoglobin mean concentrations than the AL, GR and AS.

On the first day, the plasmatic sodium values were higher in the BA compared
to the AS, GR, TE e AL. However, on the 35 th, the levels were higher in the HE bags. No

significant difference were observed related to the potassium values.

The general analysis of the results points to the presence of two groups of
blood bags presenting similar behavior. In the first group (AL, AS, GR), pH; 2,3 DPG and
hematocrit tend to be higher than in the second group (HE, BA and TE). The opposite
occurs with CVM , CHCM and ATP values, that is, they tend to be higher in second group.
This last observation suggests that, in the first group, the swelling of the red cells is lower
than in the second group (lower MCV and higher to plasmatic sodium levels) as well as
ther is lower spherocytic formation on the 35 th day (lower MCHC), despite the lower
levels of ATP, probably related to the higher pH and 2.3 DPG also observed in this group.
These differences may occur due to the various compositions of the anticoagulant or the

DQOP processing form, which could modify the red cell metabolism.

All the values obtained are very near to those reported in literature.
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9. ANEXOS




DETERMINACOES DE Ht%

Baxter 3° 67,2 70,6 68,3 74,9
4° 69,3 72,2 71,5 78,3
5° 72,4 67,3 73,2 76,3
R A
2° 71,9 73,8 72,8 73,0
Terumo 3° 69,9 74,7 72,6 71,5
4° 64,3 682 68,0 66,4
5° 69,3 69,6 70,1 70,3
e g e e
2¢ 67,9 69,8 67,8 70,2
Hemobag 30 68,1 74.0 70,9 70,4
4° 64,8 66,8 64,1 73,0
5° 68,8 70,2 71,1 68,6
L 1 A
2° 73,2 71,4 72,4 76,7
Grifols 3° 70,6 73,9 71,5 78,5
4 70,7 73,4 71,6 69,7
5° 74,3 75,0 75,6 75,7
R & s
2° 70,0 75,9 72,2 78,1
Asem 3° 68,8 71,5 71,0 79,5
4° 70,0 70,0 71,6 70,1
5° 72,3 78,1 79,2 80,7
o e g
2° 73,3 73,1 74,5 73,9
Halex istar 3¢ 76,5 80,4 76,6 78,5
4° 76,5 78,2 77.9 79,2
5° 69,4 68,8 70,5 71,0




DETERMINACOES DE Hb TOTAL (g/dl)

22,8
23,0 25,4
20,7 24,0
22,0 25,8
23,1 25,5

g
223 24,2
22,0 23,0
20,9 21,9
22,7 21,6

e Tan
20,5 22,8
222 23,3
19,1 24,1
21,6 22,7

7 e
23,1 24.0
22,8 242
222 21,0
21,8 222

Baxter 3°

Terumo 3

Hemobag 3°

3 o et
2° 23,5 243
Asem 30 21,9 24.0

22.4 20,9

23,5 23,2
TR

23,3 252

23,5 23,5

23,7 23,5

21,8 21,7

Halex istar 3°




DETERMINACOES DE VCM (FL)

Baxter 3° 94 97 98 102
4° 84 88 88 89
5° 94 96 98 98
e
2° 87 90 91 91
Terumo 3° 95 100 100 99
4° 90 94 94 95
5° 93 97 97 98
U g e e i
2° 90 93 94 94
Hemobag 3° 92 94 94 96
4° 86 89 90 88
59 90 93 94 94
U g
2° 83 84 84 86
Grifols 3° 80 83 83 85
4° 89 91 93 94
50 90 94 96 98
e g
20 83 96 86 89
Asem 3° 81 83 83 160
4° 38 89 90 91
5° 94 97 99 101
g g
2° 93 85 97 101
Halex istar 3° 89 92 94 96
4° 89 91 93 94
50 85 86 36 87




DETERMINACOES DE CHCM ( g/dl)

Baxter

Terumo

Hemobag

Grifols

Asem

Halex istar

29,8
31,3
30,3
30,8
31,6

30,6
30,3
30,7
30,1

30,2
31,3
29.8
30,4

31,9
31,9
31,0
28,8

32,5
30,8
31,3
29,7

31,3
30,7
30,4
30,9

30,2
33,3
32,0
33,0
33,4

33,1
32,2
33,0
32,3

32,5
33,1
33,0
33,1

31,3
30,8
30,1
29,3

31,1
30,2
29,8
28,7

30,0
299
29,7
30,6




DETERMINACOES DE RDW (%)

86



DETERMINACOES DE Hb PLASMA (mg/dl)

170 230 699
200 301 710
Baxter 194 315 692
168 299 700
112 129 306 802
T R G ggg
134 150 400 723
Terumeo 102 191 435 805
95 106 365 708
100 102 412 698
e .
97 192 390 620
Hemobag 113 150 410 582
121 163 390 494
123 180 420 525
e
2° 107 200 308 612
Grifols 3¢ 88 193 300 674
4° 98 177 289 700
5° 115 139 300 800
i e g i
2¢ 134 130 400 730
Asem 3? 103 189 415 820
4° 99 108 380 703
59 100 110 411 690
B P
2° 100 190 396 720
Halex istar 3° 113 140 420 400
4° 120 133 400 489
5° 121 195 300 500




DETERMINACOES DE ATP ( Mmol/mgHb)

4,70 3,56 2,94
2° 3,71 4,26 2,87
Baxter 3° 3,85 3,99 2,34
4° 3,83 3,72 2,67
5° 3,95 3,54 2,70
e e e e g
2° 3,93 3,83 2,51
Terumo 3° 2,99 3,93 2,72
4° 3,76 3,31 1,86
5° 3,66 3,71 2,46
o gl g e
2° 4,41 422 2,81
Hemobag 3° 4,00 3,59 2,07
4° 415 3,90 2,48
5° 3,64 3,94 3,64
g g e e
2° 3,31 2,98 2,87
Grifols 3° 4,60 3,65 2,82
4° 3,61 2,69 2,45
5° 3,06 3,24 2,92
L R
2° 337 3,35 2,61
Asem 3" 3,41 3,59 2,66
4° 2,57 1,82 1,57
o 2,95 1,64 2,90
e g g
2° 3,82 3,20 2,40
Halex istar 3° 3,88 3,03 2,67
4° 2,81 2,44 1,67
5 2,53 2,86 1,58
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DETERMINACOES DE pH

Baxter

Terumeo

Hemobag

Grifols

Asem

Halex istar

6,310
6,445
6,340
6,530
6,419

6,340
6,320
6,360
6,468

6,416
6,420
6,410
6,383

6,757
6,779
6,522
6,545

6,551
6,565
6,765
6,730

6,703
6,772
6,768
6,493

Anexos

£33



DETERMINACOES DE 02 (mmHg)

17,8 15,1 15,8 21,7
2° 47,7 42,3 43,3 51,7
Baxter 3¢ 462 39,1 398 47,6
4° 40,8 417 448 48,8
5° 32,1 34,5 421 395
O g e e
2° 472 456 552 61,3
Terumeo 3° 50,4 53,4 51,9 69,6
4° 23,5 28,0 31,3 58,6
5° 25,7 32,6 39,0 44,1
e
2 36,8 39,2 43,2 55,5
Hemobag 3° 29,9 31,9 31,8 432
4° 30,9 35,1 42,4 38,2
5 34,7 39,6 437 486
U g g g g
2° 54,2 65,0 66,1 68,3
Grifols 3¢ 48,9 52,8 55,6 70,5
4° 34,1 38,8 39,9 454
5° 214 41,6 40,3 450
g g
2° 23,9 29,8 32,1 35,9
Asem 3° 30,3 31,2 67,0 36,3
4" 36,5 43,0 442 487
5° 37,6 31,5 29,7 50,5
g
2° 452 61,0 63,6 64,2
Halex istar 3° 26,8 52,7 47,7 63,2
4° 29,6 39,5 440 54,3
5° 26,4 35,3 383 35,7
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DETERMINACOES DE PCO2 (mmHg)

2° 68,4 129,0 178,6
Baxter 3° 91,2 91,0 153,2
4° 87,4 157,7 125,4
5° 100,1 165,2 1956
T e T iaLe Ay
2° 78,9 144.4 126,2
Terumo 3° 89,1 150,0 139,0
4° 156,1 1498 138,6
5 101,6 144,1 152,3
R T ¥ T
2" 84,9 1453 118,6
Hemobag 3° 102,4 150,8 132,2
4° 155,9 159,6 141,6
5° 117,6 168,0 144.4
G
2¢ 100,3 162,3 116,6
Grifols 3¢ 80,0 131,6 121,0
4° 1152 165,9 204,3
5° 106,5 111,3 208,6
g G gy e e
2° 78,9 170,8 167,5
Asem 3° 73,9 144,7 160,1
4° 106,7 106,0 256,0
5° 99,5 113,0 121,7
R T e T
2° 91,2 152,6 102,1
Halex istar 3° 104,2 102,2 109,2
4° 120,6 161,4 187,4
50 998 1073 230,7
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DETERMINACOES DE 2.3 DPG (Mmol/mgHb)

Baxter

Terumo

Hemobag

Grifols

Asem

Halex istar

0,92
1,76
1,94
1,13
1,39

1,72
1,93
1,94
1,62

1,63
1,96
1,68
1,78

4,79
1,39
2,02
0,32

2,70
1,23
0,77
1,91

1,11
1,80
1,24
0,95

Avexos



DETERMINACOES DE Na+ plasmatico ( mEql/l)

105
135 130 100
Baxter 146 115 110
140 120 110
139 110 100
139 115 100
Terumo 140 115 110
132 120 110
141 115 110
144 125 115
Hemobag 136 115 185
152 130 115
141 120 110
163 146 126
Grifols 142 146 128
165 144 127
144 129 112
136 156 125
Asem 156 151 136
150 166 126
169 131 116
....................................... T g g
133 137 123
Halex istar 169 135 119
148 147 119
158 145 125
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DETERMINACOES DE K+ PLASMATICO (mEq/)

Hemobag 3° 8,7 34,5
4° 8,7 31,0
5° 8,0 36,0
e e
2° 12,8 40,0
Grifols 3° 10,6 36,0
4° 9,8 30,0
5° 6,8 31,7

63,0
49,5
56,5
gy
61,0
57,0
56,0
55,0

e R 55
2° 12,8 30,0 59,0
Asem 3° 4.8 33,0 490
4° 9.6 37,0 44,0
5° 12,0 30,0 57,0

e g g
2° 13,8 27,0

Halex istar 3? 72 420
4° 11,7 36,0
5° 4.6 37,0

e
59,0
69,0
62,0
63,0
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DETERMINACOES DE PESO (g)

1? 395
2° 405
Baxter 3¢ 395
4* 320
5° 370

T T

2° 325
Terumo 3° 303
4° 390
5 310

T

2° 345
Hemobag 3¢ 300
4° 300
5 390

2¢ 320
Grifols 30 300
4° 350
50 370

B

2° 350
Asem 3° 330
4° 390
5° 320

T e T

2° 330
Halex istar 3° 380
4 380
5° 330

T

Anexos
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