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OBSERVAQ6ES "IN VITRO" NO SANGUE ESTOCADO COM HEMOGLOBINA AS

Jandira Freitas de Morais (%)

RESUMO

Foram estudados morfologicamente hemBcias estocadas
a 4°C de doadores com trago S, provenientes do Centro de He
matologia e Hemoterapia do Ceari. Observou-se um Indice ele
vado de falcizagio das hemBcias a partir de 24 horas apos
sua estocagem. Este Indice teve um aumento progressivo: ate o
250 dia, evidenciando uma mEdia 14,67 de eritrocitos falei-
zados. Houve uma variagdo de bolsa para bolsa e o maior indi
ce falcémico encontrade foi 36%Z no 209 dia. Outras altera-
¢oes morfolbgicas foram observadas em relag3o ao -grupo .con-

trole no decorrer do armazenamento.

Julgamos necessidrio recomendar a mdo utilizagao de
concentrados de hemi3cias com hemoglobina AS e estimular oS
bancos de sangue a desenvolver testes laboratoriais para ex-

cluir os possiveis portadores do trago fale@mico.

(*) FarmacSutica Bioquimica do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Es
tado do Cear3 e aluna do Cursc de Especializagao em Hematologia e
Hemoterapia.
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1 ~ INTRODUGAO

A hemoglobina § & devido a mutagac genédtica na sin-
tese de cadeias beta, Pode estar presente sob as formas homo
zigota (HbSS) responsdvel por uma anemia hemolitica grave, a
anemia falciforme e heterozigota (HbAS), geralmente nao apre

sentando complicacoes cliricas evidentes.(23)

A forma heterozigota da hemoglobina § também conhe-
cida por traco ou estigma falcEmico, & comum em diversas po-
pulacdes. Em algumas areas da Africa pode atingir cifras de
407 (1). Em outras regides sua incidencia @ relativamente al
ta, porém inferior aquelas encontradas no continente africa-
no como por exemplo nas pepulagoes negroides dos Estados Uni
dos e do Brasil onde os valores variam de 7-137 e 6-107 res-
pectivamente (6- 10-22-2-3-8-11~24-36 ). .. Contudo a inci
dSncia de hemoglobina AS nzo & restrita 3 populagio negroi
de, mas sao encontradas tamb&m em alta freqliéncia em pesseoas

nio negroides da India, Caribe e Mediterr@meo (&),

0 portador do trago falc@mico cont@m de 22 a 437 de
hemoglobina 8§, embora assintom@tico na presenga de fatoxres
indutores da falcizagdo como hipdxia, ‘acidose, desidratagao
e fendbmenos microtrombdticos os heterozigatos podem apresen-

tar complicacbes s&rias por vezes fatais (12-18~21~35).

Diversos autores recomendam a idemntificag3o de porx-
tadores do trago falcémice em doadores de sangue, sugerindo
que a presenca de hemoglobina AS seja uma condigzo para a

desclassificagao do individuo como doador (7-19-26-30~31).

Embora tenha sido demonstrade h3d mais de 30 anos,
que as hemdcias de individuos com tragoe § tem sobrevida nox
mal quando transfundidas em receptores normais (9.-34), o
mesmo nao acontece quando sio transfundidas em pacientes sob
condicoes de hipbxia, pois as hemdcias falciformes sdo reti-
radas precocimente da circulacac pelo bago (20). Esses Tis-
cos aumentam gquando o sangue siclBmico €& utilizado para ex-
sanguineo-transfusao. Veiga e Vaithianathan {(37) relatam a
morte de um recém-nascido apds ter recebido uma exsanguineo-

—transfusao de sangue contendo hemoglobina ASB.

.Considerando a elevada incid@ncia de hemoglobina 8

na populagio brasileira, o reconhecimento dessa hemoglobina




torna-se necessario na pr3tica hemoterapica. O presente tra-
balho tem como objetivo observar a morfologia das hemidcias
estocadas a 4°¢ provenientes de doadores de sangue do Centro
de Hematologia e Hemoterapia do Ceard (HEMOCE),que foram iden

tificados como heterozigoto para hemoglobina §.




2 - MATERTAL E METODOS

No perfodo de outubro a dezembro de 1985, identifi-
camos 30 doadores de sangue do Centro de Hematologia e Hemo-
terapia do Ceard (HEMOCE) como portadores de traco falcemico.
Para nosso estudo utilizamos somente 20 unidades de concen-
trado de hemdcias com hemoglobina AS, sendo os demaisg desp?g

zados por motivos técnicos.

A colheita do sangue foi feita conforme as normas
do HEMOCE. Ap8s o individuo ter side considerado apto .para
doar foram coletados 450 ml de sangue em bolsas plasticas
HEMOBAG com CPD e 5 ml em um frasco com EDTA 17, a fim de
pesquisar hemoglobina 5. A bolsa foi centrifugada e o sangue
fracionado, sendo 250 ml de concentrado de hemacias estocado
a 4%c.

Para o estudo da hemoglebina S, inicialmente fize-
mos o teste de solubilidade de Itamno (16). No caso do teste
positivo, preparamos uma solugSo de hemoglobina a 10gZ (13)
onde submetemos em eletroforeses de acetato de celulose pH

9,5 (29) e gel de agar pH 6,1 (2).

Confirmada a presenca de hemoglobina AS por meio de
padraes‘eletroforeticamente conhecidos, a bolsa foi removi-
da para o laboratdrio de hemoglobina permanecendo estocada a

4°C em posigao horizontal.

Apd3s 24 horas do sangue coletado, introduzimos no
interior da bolsa uma agulha tipo macrohematdcrito conectada
a uma seringa contendo 1 ml de formalina 10%Z e com o maximo
rigor de assepsia, retiramos aproximadamente 1 ml de concen-
trado de hemdcias. Homogeneizamos a mistura & a deixamos em
repouso por 10 minutos (25), Em seguida fizemos o esfregaco
e coramos pelo May Grumnwald Ciemsa. Repetimos o0 mesmo pr&ge—
dimento mo 59, 10@, 159, 209, 259 e 309 dias apds © sangue
estocado. Durante todo esse tempo as bolsas nao sofreram qual
quer tipo de agitagdo e ¢5 retiramos da geladeira o tempo mi

- - [} - Ay
nimo necessario para colher o material.

Analisamos as l3minas em microsedpio gptico e o ni--
mero de eritrbcitos falcizades, foi dado apos a contagem de
500 hemicias. Realizamos uma contagem extra e classificamos
os demais eritrBcitos morfologicamente em discoides, disco

crenado, esferdcitos crenados e esferdcitos lisos (27).
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Paralelamente fizemos um controle com 5 bolsas de
doadores portadores de hemoglobina A, a fim de COmMpATATMOS

morfologicamente com as hemacias dos doadores falcemicos.

Para efeitos de an3lises estatisticas consideramos
os diferentes dias como tratamento, sendo que o 19 dia fun-
cionou como controle e as bolsas como bloco, Fol procedida a
andlise de variiancia e aplicado o teste de Dunnett (17) para
verificacio e diferencga estatistica dos diversos tratamentos
em relagdao ao controle, Todas as andlises estatisticas foram

realizadas a um nivel de significancia o igual & 0,05.
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3 - RESULTADOS

Analisamos morfologicamente as hemacias de 25 bol-
sas estocadas a 4°C, onde 20 eram de doadores com trago S e

5 doadores portadores de hemoglobina A,

As observacoes "in vitro" dos niimeros de  hemacias
falciformes em uma contagem de 500 hemAcias estao sumariza-—

dos na Tabela I.

A Tabela II mostra que em todas as bolsas o numero
de hem3cias falcizadas foram diferentes durante o periodo de
estocagem. Para verificar a partir de que periodo hia uma mu-
dangca na falciformagao das hemZcias com relagao a situagao

inicial, aplicamos o teste de Dunnett.

Na Figura 1 estao presentes as medias do nimero de
células falciformes apresentando uma diferenga significativa

ao nTvel a 0,05 a partir do 159 até 250 dia.

Nos concentrados de hemacias comtendo ‘hemoglobina
AS, além da presenca de hemicias discoides e falciformes, en
contramos hemacias crenadas, ovais, esferdocitos crenados e
esferocitos lisos. A Tabela III' sumariza o comportamento des-

sas hemidcias ao longo do periodo de estocagem.
g P

Quanto 3#s mudangas morfolGgicas dos eritrdcitos con
tidos nas bolsas controle, a transformagao processou-se de
forma gradativa de discoide para esferdcitos durante todo o

periodo de estocagem, com uma total ausencia de hemdcias fal

ciformes.
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TABELA T ~ Nfilmero de hem3cias falciformes em concentrados de

hem3cias provenientes de doadores com hemoglobina

AS durante o periode de armazenamento & t°c.

NUMEROS DE HEMACIAS FALCIZADAS

DIAS DE
ESTOCAGEM

T 0L | 05 10 15 20 25 30

BOLSAS

COM HbAS
524,857 34 35 40 35 35 34 25
841,715 30 27 30 25 21 24 27
846.765 33 36 35 70 41 48 39
845,392 56 55 62 58 60 64 58
842.619 18 23 37 34 21 25 27
845,911 26 22 22 24 | 140 | 135 | 140
524,267 60 65 78 | 100 | 130 | 135 | 100
841.710 30 35 40 38 40 45 30
990.761 34 36 35 | 60 45 40 30
523,805 60 85 80 75 80 80 35
844,236 62 68 73 70 70 | 130 | 100
845.386 140 | 160 | 160 | 175 | 180 | 170 | 100
847.037 40 40 45 48 90 | 150 | 100
846,575 40 55 60 | 180 | 130 | 140 | 100
846.554 15 22 50 55 60 60 40
635.223 5 3 3 3 5 2 4
525,699 40 48 65 60 65 65 65
847.084 37 50 .| 44 51 25 28 24
846.609 29 60 44 25 25 28 50

X 40,95 48,2 (52,65 [61,55 65,50 (73,15 |57,2"
7 FALCIZAGAO 8,19 9,64{10,53{12,31 (13,1 |14,63 11,44

OBS.: Nimero total de hemi3cias contadas em cada amostra: 500.
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TABELA II - Quadro de andlise de variancia dos dados de hema-

cias falciformes da Tabela I,

10

FV GL 5Q QM F
— Perfodo de
Estocagem 6 14,155,5 2.259,25 4,69%
. Bolsas 19 150.980,5  7.946,34  15,65%
Erro
R : Residual 114 58,895,9 507,86 -
B TOTAL, 139 - - .
* Significativo ao nivel a = 0;05.
r X
B 2 80
B
8 70 ’f’lq\
A o N
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ﬂ 50 "’.’
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.
DIAS DE ESTOCAGEM

FIGURA 1 - Média das hemacias falcizadas em fungao

do armazenamento das bolsas a 4°C.

e Madia estatisticamente igual a situagdo inicial.

@ Media estatisticamente diferente da situacao inicial.
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4 -~ DISCUSSAO

Analisando nossos resultados podemos observar que o
nilmero de hemfcias falcizadas encontradas nas bolsas apds 24
horas de estocagem a 4°C variou de 5 cElulas (1%) até@ 140
(28%). Esses dados nos mostram que o niimero de células falci-
zadas & bastante varidvel, fato esse ja discutido (28), porém

de dificil explicagao.

_ Qutro aspecto que nos parece bastante interessante e
que das 20 bolsas estudadas 4 delas diminuiram o niimero de c@
lulas falcizadas enquanto 4gue apenas uma manteve esse numero
constante, 8 bolsas mostraram aumento de hemidcias falcizadas,
sendo que uma delas apresentou 36% no 209 dia de estocagem.
Nas outras 7 bolsas o aumento de células falcizadas foi o mais

significativo, durante todo o periodo estudado.

A m8dia de hemAcias falcizadas no decorrer do estudo
mostrou valores crescentes, variando de 40,95 (8,18%7) a 73,15
(14,63%). Esses dados considerados como estatisticamente sig-
nificativos, por testes de anilise de varifncia, 1nsugere-nos
uma anSlise mais crTtica que nos permita propor um mecanismo

explicando o fato.

Desse modo, podemos observar que as bolsas foram es-
tocadas em posicdo horizontal e crit@rios rigoroses para impe
dir a homogeneizagao do material foram tomados. As possiveis
trocas gasosas entre os eritrdcitos contidos na bolsa sao pe-
quenas, porem existentes (15) favorecendo, nesse caso as célu
l1as localizadas em locais perif@ricos, e dada a nao homogeini
zagio, as células contidas no centro da bolsa sao as que me-

nos tém contato com o oxigénio exterior.

Por outro lado, o consumo de oxig€nio nesse material
¢ considerado como despresivel e a falcizagao das c@lulas ob-
tidas no interior da bolsa nos permita afirmar a existencia
da desoxigenagao das hemoglobinas o que possibilita sua preci
pitagao e conseqllentemente o fenomeno de falcizacao, caso se-

ja a célula constitufda de hemoglobina 8.

Outra consideracgao que podemos fazer, se refere a
temperatura de estocagem do material, pois a baixa temperatu-
ra, 4°C, por exemplo, facilita os gases a se soclubilizarem no
1iquido permitindo~nos admitir que no processo de troca de
oxigenio entre as hemoglobinas e o meio haja um :!dedlocamento

do equilibrio favorecendo a solubilidade do gis em detrimento

-
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de oxigfnio da hemoproteina . (33).

Desse modo podemos admitir que durante o processo de
estocagem a troca de oxig@nio entre hemoglobina das hemacias
e o meio possa permitir a desoxigenag@o total de muitas molé-
culas e consegllente precipitacao quando se tratava de hemogle
bina S. Sendo assim, com o passar dos dias o niimero de n.c2lu-
las desoxigenadas, isto &, falcizada, foi aumentando progres
sivamente, chegando ao 232 dia onde praticamente todas as he-

macias falciformes ja estavam désoxigenadas.

Por outro lado, a exist@ncia de um nlimero menor de
cdlulas falcizadas apds 30 dias de estocagem nos faz  pensar
na possibilidade de ter ocorrideo hemdlise. Isso talvez expli-
que a inflexao do grd3fico da Figura 1, que apresenta uma ten-
dencia de diminuicio dessas hem3cias a partir do 239 dia onde
o fenomeno hemdlise continua ocorrendo novmalmente, porém a
falcizag3o das c@lulas comega a diminuir em fungao de  pouca
existencia de c8lulas ainda capaz de se falcizar o que propi-
ciou a diminuigzo de celulas a ser observada. Outro fato que

se pode sugerir seria em relacao a problemas tecnicos na co-

lheita das aligquotas onde a obten ap de material contido na
q G C

parte mais central da bolsa tornava-se muitas vez sujeito a

erros.

Analisando os dados obtidos com as hipOteses de iguall

dade observamos diferengas significativas a nivel de o igual
a 0,05 nos experimentos feitos apos 13,20 e 25 dias de estoca
gem e nao significativo apos 5, 10 e 30 dias. Iseo talvez pos-—
sa ser explicado como conseqlléncia das diferentes condigoesde
obtengio do sangue pelo Banco de Sangue onde o individuo  AS
pode se mostrar em diferentes condigoes de stress no 'momento
da colheita do material, Dessa forma, a nao significancia a
nivel a = 0,05 no 59 e 109 dia de estocagem torna-se aceita-
vel ao se considerar a variagao das co?digaes da colheita de
material o que ird influenciar bastant; nos primeiros dias de
estocagem onde a difusio do material na bolsa & pequena (bai-
Xa temperatura) e a oxigenacao do sangue ¢ insuficienteé bara
reverter muitas célulasg jZ falcizadas. Esse equilibrio so e

observivel apds 15 dias de estocagem.

0 grande nimero de células falcizadas observadas du-
rante a egtocagem das bolsas quando comparadas com outros tra
balhos pode nos parecer discrepante porem valores de 1,57 en-
contrado por RAY (32) se referem a condigoes diferentes das
nossas, incluindo a7, a porosidade da bolsa que pode ser dife

rente. Em nosso trabalhe utilizamos a bolsa plastica"Hemobag”
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que ja foi testada e se mostrou permiivel ao oxigénio (35).

Al2m do alto Indice de falcizag3o das hemacias obser

vamos, de acordo com a classificacao de Nakao (27), uma se-
qéncia de mudangas na forma de disco bicbncavo para esfera
crenada e finalmente para esfera lisa. Transformagoes seme-

1hantes foram observados no grupo controle que foi constitui-
do de 5 bolsas de doadores protadores de hemoglobina A. <Essas
anormalidades foram compativeis com a literatura, pois e sabi

do que eritrocitos estocados sofrem alteragoes morfologi

cas (14-38).

Baseados nesses dados obtidos, julgamos nao ser acon

selhdvel a utilizagao de consentrados de hemicias com hemoglo

bina AS no tratamento hemoteripico.
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5 - CONCLUSAO

O0s experimentos "in vitro" mostraram que as hema-

. ; R o
cias com hemoglobina AS estocadas em bolsas plastlcasask cC,
falcizam em nilmeros varifveis no decorrer do periodo de ar-

mazenamento.

As médias dos nimeros de eritrocitos falciformes
durante a estocagem, aumentaram de forma estatisticamente
significante.

Outras alteragoes morfoldgicas foram observadas em

o
relacao ao grupo controle ne decorrer do armazenamento.

Pela facilidade com que as hemdcias falcizaram no
periodo de estocagem, chamamos atengao para o perigo que es
sas celulas possam causar—quando submetidas a transfusao
sanguinea, principalmente se o receptor estiver sob condi-
¢30 de hipdxia. Isso pode ser evitado se for incluido : em
banco de sangue, a pesquisa sistem3tica de hemoglobina S

em doadores.
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6 - SUMMARY

Rede cells maintaned at 4%¢ from donators with the
sickle cell trait, proceeding from the center of Hemotology
and Hemoterapy of Cear3d were studied morphologically. It was
observed a high index of red cells falcization after 24 hours
of storage. This index had a progresive resing until the
25th day, showing a media of 14,67 of red cells falcization.
There was a variation from bag to bag and the higher index
of falcization found was 367 on the 20th day. Other morpholo
gical charges were observed in relation to the control group

with the elapse of the storage.

We judge necessary to recommed against the use of
red cells concentrates eith sickle cell. trait and stimulate
the Blood Banks to develop laboratory tests to exclude possi

ble carriers of the sickle cell trait,
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