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RESUMO

INTRODUCAO: A Fundacio Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
- HEMOAM- coleta aproximadamente 60.000 bolsas de sangue por ano com as quais
abastece todo o Estado do Amazonas. A bolsa de concentrados de hemacias (CH) é o
componente sanguineo mais utilizado no mundo. Dependendo do anticoagulante e
soluc@o aditiva, tem validade de até 42 dias quando armazenada 4+2°C. Todavia, os
eritrocitos continuam seu metabolismo de forma lenta, sofrendo neste ambiente adverso,
danos em sua morfologia e produgdo de energia, podendo desencadear o processo de
Lesdao Celular. OBJETIVO: Analisar em dias alternados (7 a 7 dias), dados
bioquimicos, hematoldgicos e moleculares na tentativa de verificar alteragdes
indicativas para aumento do estresse oxidativo em Bolsas doadas e devolvidas para a
FHEMAOM. RESULTADOS: Do total de 60 bolsas analisadas, 48 (80%) foram do
sexo masculino. A idade média dos voluntarios para o sexo masculino foi de 34+11,35 e
32+10,23 anos para o feminino. O grupo sanguineo mais frequente em ambos os
géneros foi o “O” RhD positivo, acima de 48%. Apesar de ndao encontramos diferengas
significativas, as bolsas de sangue devolvidas ao hemocentro apresentam aumento dos
niveis dos marcadores do estresse oxidativo e hemolise, além de outras variacdes nos
parametros hematolégicos e bioquimicos em comparacdo com as bolsas que foram
estocadas No hemocentro. Como era de se esperar, os dados hematolégicos, apesar da
leve diminuicdo nos valores, diferengas significativas ndo foram demonstradas nas
andlises do 1° até o 42° dia. Valores séricos para glicose e Sédio, apresentaram
diminui¢do significativa (p<0,001; P=0.023, respectivamente), enquanto para sodio,
magnésio e LDH, aumento significativo (p<0,017; p=0,029; p<0,001, respectivamente).
Todos os marcadores para o estresse oxidativo apresentaram diferencas significativas ao
longo de cada andlise, com aumento para capacidade oxidante (ROS), peroxidagao
lipidica/hemolise (TBARS), enquanto diminui¢do para capacidade antioxidante (ABTS)
(todos com p<.001). CONCLUSAO. As diferencas encontradas nos parimetros
analisados entre as bolsas da que ficaram no hemocentro e as devolvidas de outras
agéncias podem ser explicadas pelo transporte e/ou acondicionamento fora da
temperatura ideal, o que resultou no aumento das lesdes eritrocitdrias. Poucas variagcoes
foram demonstradas com significancia estatistica entre os 14 primeiros dias, indicando
talvez que os eritrdcitos sdo capazes de atenuar o aumento do estresse oxidativo neste
periodo. Além disso, verificamos a elevacdo do TBARS como resultado da peroxidacao
lipidica, sendo influenciado pela presenca de heterozigose como maior forca de
associacdo para homozigotos nos SNPs rs1695 (Ile105Val) e rs1871042 (442-16C> T)
para o gene GSTP1 e SOD rs4880 (Alal6Val). Acreditamos que a melhor compreensao
dos fatores endogenos e exdgenos que afetam o status oxidativo nas bolas de sangue,
incluindo fatores genéticos sdo importantes para a compreensdo da oxidacdo no
armazenamento de sangue, a fim de melhorar os resultados clinicos nas transfusdes de
sangue.

Palavras chave: Estresse oxidativo, Superdxido dismutase; GSTP1 SNPs
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INTRODUCAO

O concentrado de hemécias € um componente sanguineo derivado da doag¢do de uma
bolsa de sangue, no Brasil o ato de doar sangue € regulamentado pela portaria 158 de
fevereiro de 2016, dentre vérios pré-requisitos estabelecidos pela portaria o Art. 30
determina que a doacdo deva ser voluntdria, andnima e altruista ndo devendo o doador
ser remunerado por esta acdo. Apds a doagdo, o sague total é submetido ao processo de
centrifugacdo afim de que sejam separados os componentes sanguineos: Concentrado de
Hemécias (CH), Concentrado de Plaquetas (CP) e Plasma Fresco Congelado.

A transfusdo de concentrado de hemdcias € um dos procedimentos terapéuticos
mais realizados em hospitais como objetivo de tratar ou prevenir a hipdxia tecidual em
pacientes que apresentam condi¢des de grande perda de sangue, assim como em alguns
com a produ¢do da medula 6ssea comprometida.

As bolsas de concentrados de hemécias podem ser armazenadas por até 42 dias em
condi¢des ideais, deste modo os hemocentros mantem maiores estoques dispondo
sempre que necessdrio do produto. Entretanto, durante o armazenamento prolongado os
eritrocitos sofre deformidade em sua estrutural prejudicando a realizacdo de sua fun¢do
in vivo. Este processo € chamado de lesdo de estoque/armazenamento.

Estudos sugerem que a transfusido de concentrado de hemdcias que permaneceram
estocadas por muito tempo, podem comprometer a seguranca e a eficicia da terapia
transfusional devido a tais lesoes.

Baseado no exposto, este trabalho teve como proposta desscrever as lesdes
sofridas nas bolsas de concentrados de hemécias estocadas e distribuidas do HEMOAM

(hemocentro Coordenador) na tentativa de contribuir com o uso racional do sangue.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2. O ERITROCITO

Os eritrécitos foram transformados pelas forcas evolutivas em uma célula
altamente especializada, tendo como missdo o fornecimento de oxigénio dos pulmoes
aos tecidos do corpo, as hemdcias sdo células anucleadas, contendo em sua membrana
lipideos e proteinas, apresentando no seu interior uma maquinaria especializada e
direcionada a manuten¢do da funcdo da hemoglobina’ essas células sdo capazes realizar
mudancas extremas em sua forma, devido a sua flexibilidade podem facilmente
espreme-se através de capilares muito mais estreitos que o seu didmetro e voltar

. .. 1
rapidamente a sua forma original .

Os eritrécitos maduros tem a forma de um disco biconcavo com um didmetro de
8 microns e uma espessura de 2 microns, podendo durar em média de 120 dias, devido a
auséncia do nudcleo, mitocOndrias e outras organelas os eritrécitos perderam a
capacidade de sintetizar aminodcidos e 4cidos graxos desta forma a capacidade de
metabolismo fica limitada, sendo continuamente removidos da circulacdo e para manter
o nimero adequado, eles sao regularmente formados a partir da medula 6ssea de acordo

. . . oo 12
com a taxa de remogdo pelo sistema reticulo-endoteliais .

Os eritrécitos possuem um metabolismo relativamente simples, utilizando a
glicose para gerar energia na forma de Adenosina Trifosfato (ATP) e potencial redutor
na forma de NADH e NADPH , normalmente 90% da glicose € metabolizada ao longo

da Via anaerdbica de Embden-Meyerhof e 10% metabolizada aerobicamente ao longo
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da Via das pentoses, reduzindo o NADPH necessdrio as reagOes das vdrias vias
biosintética, além de proporcionar a estabilidade da catalase e regeneracdo do glutationa
redutase (GSH), a glicdlise ocorre dez vezes mais lentamente a 3°C do que a 25°C o que
acelera o consumo de nutrientes ***.

Durante o armazenamento das bolsas de sangue os eritrécitos sofrem mudanca
na sua morfologia evoluindo de discos biconcavos para esferas irregulares chamados
equindcitos, este processo estd associado com a diminuicdo do pH e da concentracdes
de ATP, apresentando aumento das concentragdes de cdlcio. No inicio do
armazenamento estas mudangas sdo reversiveis, mas tornam-se irreversiveis apos 42

. 45
dias de armazenamento >,

1.3. DOACAO DO SANGUE

Mundialmente, a maioria dos paises depende de doacao voluntdria de sangue para
garantir um estoque suficiente. Os servicos de doac¢do de sangue muitas vezes lutam
para atender uma demanda flutuante, caracterizando a doacdo de sangue bem como a
manutencio dos estoques um dos grandes desafios desse século’.

No Brasil a doacdo de sangue é regida pela Lei n° 10.205, de 21 de marco de
2001. Que “Regulamenta o § 4° do art. 199 da Constituicdo Federal, relativo a coleta,
processamento, estocagem, distribuicdo e aplicagdo do sangue, seus componentes €
derivados, estabelece o ordenamento institucional indispensdvel a execu¢do adequada
dessas atividades, e da outras providéncias” 8,

A portaria n° 158, de 04 de fevereiro de 2016. “Redefine o regulamento técnico

de procedimentos hemoterdpicos” °.
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No entanto, segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), em média, para
cada 1000 habitantes em paises com alta renda ocorrem aproximadamente 36,8 doagdes,
enquanto 11,7 em paises de renda média e de 3,9 doacdes em de baixa renda .

Apesar dos esfor¢os para aumentar o recrutamento de dadores, no Brasil as taxas
de doacgdo estdo abaixo do desejdvel, variando nos anos de 2006 a 2012, 2 a 7%,
respectivamente '°.

No Estado do Amazonas é coletado aproximadamente 60.000 (sessenta mil)
bolsas de sangue por ano, caracterizando o percentual de 1,5% de bolsas coletadas se
relacionadas com a populagdo do Estado e 2,94% se considerado apenas a populacdo da
Capital.

As coletas sdo realizadas no hemocentro coordenador e na unidade fixa de coleta

e campanhas utilizando a unidade mével (6nibus).

1.4. SELECAO DO DOADOR

Os hemocentros realizam a captacdo dos candidatos a doagdo de sangue através
de campanhas televisionadas, radio, nota em jornais, blog, envio de cartas, mensagem
através de aplicativos e até mesmo campanhas em escolas e empresas 10,

No entanto, apds o candidato se sensibilizado com as campanhas e comparecer
ao hemocentro ele € submetido a um rigoroso processo de triagem, a fim de selecionar
apenas doadores saudaveis.

Os principais critérios de selecdo para um candidato a doacdo de sangue sdo: ter
documentos oficiais com foto, idade entre 16 e 69 anos, peso minimo de 50 Kg, se do
sexo masculino, ter hematécrito de no minimo 39% e hemoglobina de 13,0 g/dl,

enquanto no sexo feminino hematdcrito minimo de 38% e hemoglobina de 12,5 g/dl. O
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volume admitido por doagdo € de 450 mL + 45 mL, aos quais podem ser acrescidos até
30 mL para a realizacio de exames laboratoriais’.

Antes da coleta de sangue, € avaliada a histdria clinica e antecedente patolégicos
tais como: doencas infecciosas, virais, parasitdrias, bacterianas, estilo de vida, situagdes
de risco, histérico de cirurgias e procedimentos invasivos, historia terapéutica recente
em relacdo ao uso de medicamentos.

O candidato sendo aprovado nesses quesitos é encaminhado e atendido por
profissionais treinados e supervisionado por um médico. A coleta de sangue serd
realizada em condi¢des assépticas, em bolsas pldsticas com sistema fechado e estéril
contendo anticoagulante e o tempo de doagd@o ndo deverd ser maior que 15 minutos. O
produto final do processo da coleta € denominado sangue total (ST) que serd
imediatamente refrigerado a temperatura de 22+2 °C. Caso queria doar novamente. o
intervalo minimo entre doacdes devera ser de trés (03) meses para homens e quatro (04)
meses paras as mulheres. O doador que efetuou a sua primeira doacdo € definido como
primo doador e o doador que ja realiza mais que duas doacdes e definido como doador

de retorno °.

1.5 PRESERVACAO DO SANGUE

As primeiras transfusdes sanguineas eram necessarias que o doador estivesse ao
lado do paciente para que o sangue doado fosse infundido o mais rapidamente possivel
através de seringas, funis ou anastomose 10,

Rous & Turner (1915) desenvolveram a primeira solucdo para armazenamento
de sangue com uma mistura de citrato e dextrose, com o citrato agindo na inativacio da

cascata da coagulacdo e a dextrose fornecendo energia aos eritrocitos. Somente na
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década de 50 foi adicionado o 4cido citrico com o objetivo de baixar o pH da solugdo
mantendo os eritrcitos vidveis por até 21 dias. Posteriormente foi desenvolvida a
solucdo citrato fosfato dextrose (CPD), utilizando como tampao o fosfato inorganico
aumentando a producdo de adenosina trifosfato (ATP), aumentando diretamente a
viabilidade dos eritrécitos ' .

Em 1968 foi adicionada a adenina a solu¢do de CPD passou a ser Citrato Fosfato
Dextrose Adenina (CPDA!) elevando o periodo de armazenamento dos eritrcitos para
até 35 dias. Em 1980, na tentativa de proporcionar um volume adicional e nutriente para
um armazenamento mais longo aos concentrados de hemdcias, foi adicionada Salina,
Adenina, Glicose e Monitol (SAG-M) elevando o periodo de armazenamento dos

e, 2 . 7,11, 12
eritrocitos para até 42 dias STALA2

1.6 SEPARACAO DOS COMPONENTES SANGUINEOS

Componentes sanguineos ¢ hemoderivados sdo produtos distintos. A separacdo dos
Componentes sanguineos € obtida por meio de centrifugacao do sangue total. Através
da densidade e tamanhos das células sangiiineas é possivel realizar a separa¢do do
sangue total em concentrado de hemadcias, concentrado de plaquetas, plasma fresco,
crioprecipitado e concentrado de granulécitos °.

O sangue total (ST), é armazenado em temperatura de 22 + 2°C por um periodo de
duas (02) horas a fim de promover a desagregacdo das plaquetas que ocasionalmente
aderem ao plastico da bolsa. Ap6s esse periodo, a bolsa de sangue total é centrifugada a
2750 RPM’s por 4 minutos em temperatura de 22 °C sedimentando as hemadcias na parte

inferior da bolsa (figura 01) 1314
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Figura 1 — Bolsa de sangue total apés centrifugacio mostrando a sedimentacao das hemacias antes
da extracio do plasma.

Fonte: Manual para controle de qualidade do sangue total e hemocomponentes

O plasma sobrenadante € extraido através de extratores semi-automatizados

(figura 02).

Figura 2 Extracio do plasma em extrator semi-automatizado.
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Fonte: Acervo pessoal

Ap6s a extracdo do plasma € obtido dois produtos; o concentrado de hemaécias
(CH) constituido fundamentalmente por eritrécitos € em uma bolsa-satélite o plasma
rico em plaquetas (PRP) (figura 03).

Para obter as plaquetas é necessario que o PRP seja centrifugado a 3530 RPM
durante 12 minutos em temperatura de 22<C. Apds o processo de centrifugacdo €
realizado uma nova extracdo do plasma sobrenadante para uma outra bolsa deixando as
plaquetas sedimentadas na bolsa primaria. Com este processo € obtido o concentrado de
plaquetas (CP) e o Plasma Fresco que serd congelado dando origem ao plasma fresco
congelado (PFC) S

A figura 04 demonstra resumidamente as fases da producdo dos

hemocomponentes e alguns hemoderivados.



Figura 3 Bolsa com PRP e o CH respectivamente

Fonte: Manual para controle de qualidade do sangue total e hemocomponentes

Figura 4 Fases da producio dos componentes sanguineos
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Fonte: Manual para controle de qualidade do sangue total e hemocomponentes

1.7 ARMAZENAMENTO DOS COMPONENTES SANGUINEOS

ApO6s o processo de separagdao dos componentes sanguineos eles sdo colocados
em quarentena a espera da liberacdo dos resultados dos testes de sorologia, dcidos
nucléicos (NAT) e tipagem sanguinea.

O concentrado de hemdcias deve ser armazenado em temperatura de 4+2 °C 10

O concentrado de plaqueta devem ficar a temperatura ambiente 22+2 °C sob
agitacdo constante.

O plasma fresco congelado deve ser armazenado a -30 °C, nessa temperatura
tem validade de dois anos °.

O armazenamento € realizado em duas camaras frigorificas. Uma para
armazenar o concentrado de hemdcias (4+2°C) e outra para o plasma fresco congelado
(-30°C). As camaras sdo monitoradas a cada 15 minutos via sistema informatizado e
manualmente através de planilhas de quatro em quatro horas.

Os resultados dos testes soroldgicos, NAT, Imuno-hematologia sdo lan¢ados no
sistema informatizado HEMOSYS, essas informacdes capacitam o setor de rotulagem
para realizar a liberacdo dos componentes sanguineos, as bolsas sdo checadas
individualmente no sistema e estando com todos os testes aptos € impresso um rétulo
para cada bolsa constando o nome e cddigo do produto, nimero da bolsa, tipagem
sanguinea, fator Rh, fenotipagem, data da coleta, validade e exames sorolégicos
realizados, conforme figura 05.

A bolsa rotulada estd apta para ser enviada a agéncia transfusional e se

necessaria transfundida.
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Figura 5 Bolsa de concentrado de hemacia rotulada
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1.8 DISTRIBUICAO DOS COMPONENTES SANGUINEOS

O hemocentro coordenador abastece 27 agéncias transfusionais na Capital e 52
nos Municipios.

As agéncias da capital diariamente entram em contato (via telefone)
diretamente com o setor de distribuicdo informando a quantidade de concentrados de
hemadcias em seu mini-estoque e sua necessidade, havendo disponibilidade de CH a
agéncia envia documento solicitando o componente sanguineo. O setor de distribui¢dao
libera as bolsas de CH requisitadas previamente acondicionadas em caixas térmicas a
temperatura de 1 a 10<C, o transporte da caixa é realizado por automdével (ambuléncia,
moto, carro de passeio).

As agéncias dos Municipios quando necessitam de CH entram em contato
com o setor de Interiorizacdo este disponibiliza as bolsas em caixas térmicas a
temperatura de 1 a 10C, o transporte dessas caixas € realizado via rodovidria (6nibus),

via fluvial (barco/lanchas) ou por avido.
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1.9 DEVOLUCAO DOS COMPONENTES SANGUINEOS

Eventualmente algumas bolsas de sangue que estdo dentro do prazo de validade
e ndo foram utilizadas pelas agéncias transfusionais sao devolvidas.

Em 2015, segundo dados do HEMOSYS 5.000 (cinco mil) bolsas de CH foram
devolvidas, representando 8,3% do total de bolsas coletas.

As bolsas que chegam ao hemocentro sao reintegradas ao estoque se atenderem
os critérios de aceitacdo definidos pela portaria 158 no artigo Art. 189 “Os componentes
liberados para transfusdao, mas nao utilizados, podem ser reintegrados ao estoque se as
condicdes de transporte e armazenamento forem conhecidas e adequadas, sendo que tais
componentes devem ser submetidos 2 inspecdo visual antes da reintegracio”'’. Desta
forma as bolsas reintegradas ao estoque sdo novamente enviadas para outras agéncias

transfusionais.

1.10 LESOES DE ARMAZENAMENTO

A coleta e armazenamento do sangue sdo necessdrios para fornecer produtos
sanguineos a pronto emprego. A regulamentacdo atual permite o armazenamento das
hemdcias por até 42 dias, o que é considerado segurols. Apesar das estritas diretrizes
internacionais para a coleta e conservacdo de sangue, existe um consenso geral de que
uma das consequéncias adversas é que, em média, aproximadamente 25% dos glébulos
vermelhos transfundidos sejam eliminadas da circulagdo sanguinea apds 1 a 2 horas da

transfusdo. Além disso, estipula-se que um percentual ainda maior dessas hemdcias
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transfundidas seja eliminado da circulaciao devido a ativagdo dos macréfagos esplénicos
15.16

Embora este tema tenha sido largamente discutido, nenhuma evidéncia definitiva
até agora tem sido comprovado mediante aos dados de ensaios clinicos prospectivos.
Por outro lado, estudos in vitro sustentam a hipétese de que o sangue ndo deve ser usado
ap6s os 14 dias, devido aos progressivos danos sofridos pelas hemadcias, investigacdes
laboratoriais vem documentando varias alteraches ocasionadas durante o
armazenamento, as alteracdes visiveis incluem a perda da morfologia e maleabilidade,
formacdo de espiculas eritrociticas, fragilidade osmdética, As alteracdes quimicas ja
descritas incluem o consumo de glicose, acimulo de &4cido lactico, perda de potéssio,
ganho de célcio, perda de 6xido nitrico (NO) e decréscimos nas concentracdes de
adenosina 5'-trifosfato (ATP) e 2,3-difosfoglicerato (DPG). Além destas, lesdes
oxidativas a proteinas membranares e aos lipidios e carboidratos, diminuiem sua
habilidade para fornecer oxigénio e sua flexibilidade '*'"'®,

Apesar de possuirmos uma compreensdo mais profunda dos mecanismos
moleculares que conduzem envelhecimento dos concentrados de hemdcias, novas
estratégias de armazenamento para prolongar a vida ttil das hemécias sdo necessdrias,
Infelizmente mecanismos envolvendo o estresse oxidativo t€ém sido apenas parcialmente

- 16,17
descritos .

1.11 ESTRESSE OXIDATIVO

7z

O radical livre é um atomo, molécula ou composto que é altamente instavel
devido a sua estrutura atdmica ou molecular. Como resultado, os radicais livres sdo

muito reativos a medida que tentam emparelhar-se com outras moléculas para criar um
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composto estdvel. Para alcancar um estado mais estdvel, os radicais livres podem
"roubar" um 4tomo de hidrogénio de outra molécula, também podem se ligar a outra
molécula ou interagir de vdrias maneiras com outros radicais livres,
um elemento quimico freqiientemente envolvido na formacdo de radicais livres é o
oxigéniol& .

Por tanto, o estresse oxidativo € o resultado da producdo exacerbada de radicais
livres durante a reducao do oxigénio, produzindo assim as espécies reativas de oxigénio
(ROS) superéxido (O2e), hidroxila (OHe), peréxido de hidrogénio (H202) dentre
outros'”.

A oxidag@o € uma constante da via aerébica e do metabolismo celular, desta forma
os radicais livres sdo gerados espontaneamente ou devido ha alguma falha bioldgica
ocasionando o desemparelhamento de elétrons, porém o excesso apresenta efeitos
prejudiciais, tais como a peroxidacdo dos lipidios de membrana e agressao as proteinas
dos tecidos e das membranas, as enzimas, carboidratos e DNAZ.

Os eritrécitos armazenados nas bolsas de concentrados de hemdcias sdo mais
suscetiveis a danos oxidativo, pois eles contém altas concentragdes de oxigénio
intracelular e comumente produz espécies reativas de oxigénio, e a eficdcia dos seus
mecanismos antioxidantes tentem a diminuir a medida que as reservas de energia da
célula durante o armazenamento diminuem **2'.

Os ROS podem danificar as hemécias prejudicando sua funcdo. Para minimizar o
efeito dessas ROS e o stress oxidativo resultante, os eritrocitos contam com um amplo
sistema antioxidante '

A superéxido-dismutase (SOD) € uma enzima que catalisa a formacao de H,O, e O,

tendo como iniciador o radical superéxido: 2 Oy + 2 H" --- H,0, + O,



26

A glutationa peroxidadese exerce o papel principal no sistema que controla os niveis
de peroxidase celular, usando como catalisando o agente redutor glutationa (GSH),
reduzindo o peroxido de hidrogénio em dgua 2,

A catalase contém heme e emprega o peroxido de hidrogénio para oxidar
substancias sendo esta a primeira linha de defesa do eritrécito.

A glutationa reduzida (GSH) é uma molécula anti-oxidante importante no entanto a
quantidade de GSH presente nos eritrocitos diminui apds 14 dias de armazenagem,
enquanto que a glutationa oxidada (GSSG) aumenta e consequentemente o dano

. . £ . 235,24
oxidativo é maior 35, .

z

Uma das consequéncias de um processo de estresse oxidativo € o aumento da
peroxidacdo lipidica causada por um ataque de radicais livres sobre os lipidios das
membranas celulares. Uma das substancias geralmente medidas como um marcador
para o estresse oxidativo € o malondialdeido (MDA). A medicao do MDA, o produto
mais abundante decorrente da peroxidagdo lipidica, tem sido amplamente utilizada

L. S 1. 25026
como indice de estresse oxidativo 2% .

1.13 MUTACOES/POLIMORFISMOS DOS GENES RELACIONADOS COM O

ESTRESSE OXIDATIVOS.

A pesquisa genética fornece uma nova visdo quando aplicado a fisiopatologia de
doencas complexas. Genes que possam determinar a susceptibilidade de doencas podem
ser identificados por estudos genéticos, fornecendo novos insights sobre a patogénese
de doengas”.

Polimorfismo de nucleotideo tnico ou polimorfismo de nucleotideo simples

(SNP) sdo substitui¢do/troca, de uma udnica base nitrogenada, ocorrendo variacdo na
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sequéncia de DNA somente em uma base adenina (A), timina (T), citosina (C) ou
guanina (G) na sequéncia do genoma. Ocorrem geralmente de erros da DNA polimerase
durante a duplicacao/replicacdo do DNA durante a divisdao celular®®,

Os SNPs podem constituir em até 90% de todas as variagdes genOmicas
humanas, ocorrendo em média, entre uma vez a cada 300 bases, o que significa que
existam cerca de 10 milhdes de SNPs no genoma humano. Além de poder acarretar
mudancas morfoldgicas, essas variagdes na sequéncia do DNA podem influenciar a
resposta dos organismos a doengas, bactérias, virus, produtos quimicos, e farmacos 2930

Além disso, os SNPs podem atuar como marcadores bioldgicos, ajudando a
localizar genes que estdo associados a determinadas doencgas. Quando um SNP ocorre
dentro de um gene ou em sua regido promotora, este pode desempenhar papel direto na
doenca por afetar a funcdo do gene 3132

O gene da Catalase (CAT) estd localizado no cromossomo 11pl3 e muitos
estudos tém como objetivo relacionar a substitui¢cdo na posi¢ao C-262T. Este SNP ¢
encontrado dentro da regido promotora e a mutacdo reside na sequéncia do 5' ndo
traduzida, o que aumenta sua expressdo, € se correlaciona com niveis de catalase no
sangue. CAT estd presente em todas as células aerébicas. No entanto, os niveis mais
elevados da enzima s@o encontrados no figado, nos rins e eritrécitos 3 A auséncia desta
enzima torna os eritrécitos mais susceptiveis a lesdo celular.

O polimorfismo da GSTP1 foi descrito pela primeira vez no cromossomo 11q13,
e constataram uma transi¢do do nucleotideo 313 (A — G) no éxon 5 e outra no
nucleotideo 341 (G — T) no éxon 6, envolvendo a substitui¢do de dois aminodcidos no

sitio 28 de atividade da enzima (Ile — Val). Essa variacdo alélica parece reduzir a

atividade de GSTP1 em muitos tecidos, assim como a capacidade de inativar compostos
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mutagénicos, indicando o envolvimento dessa enzima na suscetibilidade para
canceres™*.

A superédxido dismutase (SOD) compde o sistema primdrio de defesa enzimética
contra estresse oxidativo. A superdxido dismutase mitocondrial (SOD2) protege o
organismo do estresse oxidativo convertendo o anion superéxido O2- para o menos
téxico H,0u3 °. O SNP Alal6Val no gene da SOD2 é uma mutacdo que reduz a
expressdo da proteina e produz mRNA instdvel, o que afeta a entrada da proteina na
mitocdndria, reduzindo sua atividade®. Levando em consideracdo que as hemdcias
realiza sua producdo de energia a partir da glicélise sendo necessario verificar se o SNP

Alal6Val irar impactar nas hemdcias estocadas.

1.14 IMPACTO NA TRANSFUSAO SANGUINEA

Nos ultimos anos, tem havido debates calorosos em relacao a questao fundamental
da medicina transfusional: até que ponto os eritrécitos armazenados mantem a sua
funga?lo3 6 Serd que estas células desformes prejudicam o fluxo sanguineo e a oxigenagao
dos tecidos durante ou apds a transfusdo de sangue? Segundo Raat e colaboradores €
dificil de responder e dependerd da deformabilidade do eritrdcito ser reversivel ou a

capacidade do corpo para remover essas células >’

Os efeitos fisioldgicos da exposi¢do e as mudangas bioquimicas que ocorrem em
um concentrado de hemdcia armazenado podem ser muito diferentes e dependendo da
patologia do receptor da transfusdo podem causar prejuizos ao paciente. (por exemplo,
pacientes atendidos em urgéncia, pacientes com doenca falciforme, pacientes internados

. .. . . . ~ - . P 3
na unidade de terapia intensiva, os pacientes submetidos a cirurgia cardiaca) 8
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No entanto, as implicacoes médicas caudas aos pacientes que por ventura
receberem transfusdes de sangue mais antigas sdo bastante controversas, esse tema
polemico vem dividindo opinides de especialistas em todo o mundo. Em estudos
retrospectivos foram analisados que a taxa de mortalidade é maior em pacientes que
receberam sangue com mais tempo de estocagem (sangue velho)”. No entanto, hé
discordancia nos resultados desses estudos’ ,porém, medidas vém sendo adotadas por
alguns paises afins de melhor gerenciar o tempo de estocagem das bolsas de eritrdcitos,
por exemplo: o Japao desde 1995 adotou o tempo maximo de permanéncia das bolsas
em estoque de 21 dias precavendo-se de contaminagao bacteriana’’. O Reino Unido e a
Holanda restringiram para 35 dias o tempo maximo de estoque do concentrado de
hemadcias, apesar de serem conservados em solucOes aditivas que garantam sua

viabilidade por até 42 dias*'.

J. D. Roback colaboradores®, realizaram uma pesquisa com os participantes da
reunido anual da Associacdo Americana de Banco de Sangue (AABB). A pesquisa
compreendeu perguntas destinadas a reunir informacdes sobre as opinides maxima
duracdo do armazenamento do concentrado de hemadcias (dentre outras perguntas).
Quase todos os participantes (96,9%) concordaram que ha necessidade de minimizar ou
reverter as mudangas que ocorrem ao longo do tempo em bolsas de sangue armazenadas
(lesdo de estoque), No entanto, 79,7% também concordaram que a pesquisa ndo
demonstra consistentemente que as transfusdes de sangue com maior tempo de
armazenamento conduzam a piores resultados quando comparados com o sangue mais
novo. Embora 65,1% dos entrevistados concordaram que a duracdo do armazenamento
de sangue antes do uso é uma preocupagdo maior entre os profissionais médicos

especialistas da medicina de transfusdo, 81,3 % concordaram que a maioria das
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instituicdes ndo estd buscando medidas para reduzir a idade do sangue armazenado no

momento da transfusao.

Klein e colaboradores®, realizaram um estudo em dois grupos de cdes com
pneumonia induzida, em um grupo administraram transfusdo de sangue com até cinco
dias de coleta (sangue novo) e em outro grupo sangue com 42 dias de armazenamento
(sangue velho), observou-se que nos animais que receberam transfusdo com sangue
velho a taxa de mortalidade foi maior que no outro grupo, esses dados corroboram com
estudos de meta analises realizados em pacientes humanos, no entanto, por for¢a de
ética ndo € possivel realizar estudos desse porte com paciente sem expor a vida humana.
Toda via, é de fundamental importancia compreender e prevenir possiveis danos aos

pacientes que utilizam de terapéutica transfusional.

1.15 CONTROLE DE QUALIDADE NOS CONCENTRADOS DE HEMACIAS

Como j4 foi debatida anteriormente, a coleta das bolsas de sangue em todo o
mundo € padronizada a fim de manter a qualidade, porém ao contrario de um produto
quimico farmacéutico, no qual todas as matérias-primas e formulacdes sdo definidas
com precisdo, na coleta do sangue ndo € possivel alcancar esse mesmo nivel de
acuricia. Considerando que a variagdo de lote a lote do produto quimico € minima,
cada doador de sangue é biologicamente unico. Além disso, ao contrario da industria
farmacéutica, em que cada lote de farmaco € testado antes da liberacdo, isso ndo ocorre
com os componentes sanguineos. Mesmo assim, com a tranquilidade proporcionada
pelo rigoroso controle regulatério da producdo de componentes sanguineos, houve uma
tendéncia para ignorar o possivel impacto da variabilidade dos componentes gerados da

doacgdo de sangue e nos resultados de transfusao.
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O processamento e armazenamento das bolsas de sangue sdo regulados para
garantir a qualidade do produto, assim como a seguranca do paciente. As especificacoes
dos produtos sdo definidas por agéncias governamentais %13 No Brasil a agéncia
regulamentadora € a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria ANVISA. Definindo as
normas através da portaria 158 que determina que os servicos de hemoterapia realizem
o controle de qualidade sistematicamente em 1% ou dez unidades (o que for maior)
mensalmente nos concentrados de hemadcias que produzem, cujo indice de
conformidade minimo aceitdvel de 75% das amostras testadas'®. Os testes e valores
esperados para o controle de qualidade do concentrado de hemécias sdo mostrados na

tabela O1.

Tabela 1 Parametros para Controle de Qualidade no Concentrado de Hemacia

Andlises Valores esperados

Teor de hemoglobina maior que 45g/unidade

Hematdcrito 50a80% *

Grau de hemdlise menor que 0,8% da massa eritrocitédria (no

ultimo dia de armazenamento)
Microbiolégica Negativa
* O hematdcrito esperado depende do tipo de solugdo preservativa utilizada na bolsa,
sendo de 50 a 70% para os concentrados de hemdcias com solugdes aditivas e de 65 a
80% para com CPDA-1.
OBS.: deve ser realizado controle de qualidade em, pelo menos, 1% da produgdo

ou 10 unidades por més (o que for maior).

Fonte: Portaria 158, de 04 de Fevereiro de 2016.
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O laboratorio de controle de qualidade de hemocomponentes realiza diariamente
testes nos concentrados de hemacias totalizando 40 unidades mensalmente. Os testes

sdo realizados apenas nas bolsas que ainda ndo foram distribuidas.

2 JUSTIFICATIVA

Devido a portaria solicitar apenas a realizacdo de inspecdo visual nas bolsas
devolvidas € no ano de 2015 8,3% das bolsas coletadas foram devolvidas. Observamos
a necessidade de analisar o impacto causado aos eritrocitos das bolsas de CH, pois em
sua grande maioria sdo reintegradas ao estoque e reenviadas para outras agéncias
transfusionais, considerando que as hemdcias ja sofrem lesdo permanecendo em
ambiente controlado, levantamos a hipdtese de que nas bolsas devolvidas devido ao seu
constante deslocamento a lesdo deve ser maior. Embora ji esteja bem descrita na
literatura as lesoes causada as hemacias estocadas, ainda ndo foi realizado trabalhos
nesta Fundagdo que corroborem com o descrito. Para tanto, avaliaremos a morfologia
celular uma vez que as hemdcias saudaveis apresentam-se na forma de disco biconcavo
e quando armazenadas adquirem forma de espiculas prejudicando sua maleabilidade
limitando o fornecimento de oxigénio aos tecidos. Dosaremos o potdssio, pois quanto
mais tempo as hemdcias permanecem a baixas temperaturas acontece o extravasamento
deste ion para o meio externo podendo prejudicar o paciente que porventura receberd
esta transfusdo, da mesma forma € necessario dosar o célcio, pois o excesso deste ion na
c€lula torna sua membrana mais rigida. As enzimas envolvidas no estresse oxidativo
catalase, Glutationas S-transferase, superdxido dismutase, devido a reducdo de sua

atividade pode potencializar a lesdo celular nas hemdcias em condi¢des de
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armazenamento e levando em consideracdo que ndo sabemos o perfil genético dos
nossos doadores de sangue no que se refere a essas enzimas optamos por realizar testes
de biologia molecular desta forma poderemos observar se hd polimorfismos e
consequentemente verificar se nestes doadores ha um percentual maior de lesdo em suas
hemadcias. Com o resultado deste trabalho poderemos contribuir com a seguranca
transfusional validando a reintegracdo das bolsas e sua eventual disponibilidade para
outra agéncia ou declarando essas bolsas inaptas para a reintegracao baseada nas lesdes
verificadas nas bolsas evitando assim maiores consequéncias para os pacientes e

eventuais custos com sua permanéncia hospitalizados.
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3. OBJETIVO GERAL

Identificar as alteragdes bioquimicas, hematoldgicas e morfolégicas e interpretar o perfil
molecular de marcadores indicativos de estresse oxidativos importantes em Bolsas de
Concentrado de Hemdécias doadas e devolvidas para Fundagdo Hospitalar de

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas.

3.1 OBJETIVO ESPECIFICO

* Descrever as alteracdes nos valores e indices hematoldgicos e bioquimicos nas

Bolsas de Concentrados de hemacias;

e Verificar o perfil antioxidante/oxidante plasmético e correlacionar com

marcadores para estresse oxidativo.

* Determinar a frequéncia dos polimorfismos nos genes P1 rs1695 (Ilel05Val) e
rs1871042 (442-16C>T), CAT rs1001179 (C-262T) and SOD rs4880

(Alal6Val);
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4. METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDO

Esta pesquisa € um estudo de natureza descritiva com grupos comparativos. As
mostras foram coletas no periodo de janeiro a junho de 2017 no laboratério de
controle de qualidade do hemocentro do Amazonas e realizados os testes
hematoldgicos, as técnicas de biologia molecular foram desenvolvidas no
Laboratério de Analises Especializadas em hematologia e Biologia Molecular
(LAEBM), os testes bioquimicos foram realizados no laboratério de atividade

bioldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UFAM.

4.2 POPULACAO DE REFERENCIA

Foram selecionadas bolsas de concentrado de hemdcias doadas e estocadas no
HEMOAM, assim como bolsas devolvidas das agéncias transfusionais e um grupo
de sangue total de doadores.

A populacio de estudo foi dividida em trés grupos da seguinte forma: Grupo 1
de bolsas estocadas por 42 dias no HEMOAM, grupo 2 bolsas que foram enviadas
as agéncias transfusionais e monitoradas, grupo 3 (SAG-M) e 4 (CPDA!) bolsas

devolvidas das agéncias,.
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4.4  CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

4.4.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram consideradas aptas a inclusdo as bolsas de concentrados de hemécias
coletadas de doadores que passaram na entrevista clinica, e cujo tempo de coleta ndo
excedeu 12 minutos sendo o volume coletado de 450 + 50 mL, as bolsas foram
processadas no mesmo dias, e apresentaram resultados sorolégicos negativos, assim

como para hemoglobina S, as bolsas devolvidas estavam dentro do prazo de validade.

4.4.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidas bolsas violadas, hemolisadas, irradiadas, lavadas e com

resultado de microbiologia positivo e bolsas RhD — negativos.

4.5 INFORMACOES ETICAS E FINANCIAMENTO

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundacio de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, conforme protocolo CAAE n°
67130417.0.0000.0009.

Este projeto recebeu recursos da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Amazonas
(FAPEAM), assim como recursos proprios e dos projetos ao qual este Programa de

Pés-Graduagao se inclui.
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4.6 AMOSTRAS

As bolsas do grupo 1 foram selecionadas aleatoriamente no setor de
processamento do sangue e posteriormente armazenadas em temperatura de 2 a 4 °C
durante 42 dias, no decorrer dos dias 0, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 foi retirada uma aliquota
de 30 mL através do aparelho de conexao estéril.

Grupo 2 as bolsas foram selecionadas aleatoriamente no setor de rotulagem
(bolsas com testes imuno-hematoldgicos, sorologia liberados) foi realizada a coleta de
30 mL, as mesmas foram distribuidas (enviadas) para trés agéncias transfusionais sendo
cinco bolsas para Manaus outras cinco para Manacapuru e cinco enviadas a Sao Gabriel
da Cachoeira. As bolsas permaneceram nessas agéncias por 20 dias e retornaram para o
HEMOAM, ao chegar, realizamos novamente a coleta de 30 mL de amostras.

As bolsas devolvidas para 0 HEMOAM ficaram distribuidas em dois grupos:
grupo 3 (bolsas com SAG-M), grupo 4 (bolsas com CPDA!), o processo de coleta foi

efetuado até 24 horas apds a devolugao através do aparelho de conexao estéril.

4.7 METODOS LABORATORIAIS

47.1 ANALISE MICROBIOLOGICA

Foi realizado através do Sistema de Deteccdo Microbiana BacT/ALERT® 3D,
sistema capaz de incubar, agitar e monitorar de forma continua os meios, cujos frascos
de cultura sdo descartdveis e contém um sensor que detecta di6xido de carbono (CO2)
como um indicador do crescimento de micro-organismos. Nas bolsas que

permaneceram no HEMOAM foi coletada amostra no dia 0 e 42, nos CH devolvidos a
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coleta foi realizada no dia da devolugdo. Nas bolsas do grupo 3, a coleta foi realizada
antes do envio e apds a devolucdo. A retirada 8 mL de amostra da bolsa de transferéncia
foi efetuadas em capela de fluxo e inoculadas no frasco de cultura, permanecendo no
aparelho por sete (07) dias afim de detectar se positivo ou negativo, em caso positivo, o
frasco foi encaminhada ao setor de microbiologia do HEMOAM para identificacdo do

microrganismo.

4.7.2 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Para andlise do hemograma foi retirado 2 ml de amostra da bolsa de
transferéncia e processado no aparelho eletronico (ABX MICROS 60) que conta com a
tecnologia de impedancia e fotometria para quantificar e diferenciar as classes celulares
no sangue total. Esse forneceu os valores de Hematécrito (HT), Hemoglobina (HB),
Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM),
Concentra¢do de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), Amplitude de distribui¢ao

dos Eritrécitos (RDW) assim como a contagem de plaquetas e leucocitos.

4.7.3 ENSAIOS BIOQUIMICOS

Foi retirado no tubo Falcon 15 ml de sangue da bolsa de transferéncia e
centrifugado a 3500 rpm’s por 10 minutos, apds a centrifugacdo o sobrenadante foi
devidamente separado (através de pipetas semiautomaticas) para um tudo de hemolise
previamente identificado com o ndmero da bolsa, e encaminhado para o setor de

bioquimica do HEMOAM que através do aparelho BIOCLIN 300, cujo principio das
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andlises € por colorimetria, Turbidez, método ISE. Realizou os testes listados abaixo

conforme quadro O1.

Tabela 2 Parametros bioquimicos testados nas bolsas de CH

Analises Bioquimicas

Glicose Sédio
Lactato Desidrogenase Potéssio
Fosforo Calcio
Albumina Magnésio
Fosfatase Alcalina Proteinas Totais
Ureia Creatinina
Amilase pH

4.7.4 DETERMINACOES DA HEMOGLOBINA LIVRE

De posse do sobrenadante do tubo Falcon (14.7.3). Foi realizado a leitura no
espectrofotometro tendo como branco dgua destilada e a primeira absorbancia (abs) a
ser verificada foi a de 415 nn quando a leitura era menor que 1,5 realizamos as leituras
nas absorbancias de 370, 510 nn. Quando a leitura da abs 415 nn era maior que 1,5
utilizamos as abs de 510, 577 e 600 nn.

Em pregamos a férmula de nimero 1 para a leitura em que a absorbancia de 415
nm foi < 1,5. A férmula de nimero 2 para os casos em que a absorbancia de 415 nn foi

maior que 1,5. 14

Férmula 1:
X= abs510 + (abS37() - abs510) X 0,68
Y = abs510 -X

Hbl=_y x 16125
113,22 D
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Férmula 2:
X = absggg + ( abssig — absggg) x 0,26
Y =abss;7— X
Hbl=__Y x _ 16125
13,64 D

4.7.5 DETERMINACOES DO PERCENTUAL DE HEMOLISE

A determinacdo do percentual de hemolise, dos CH foi realizada através da

. . fe 13
seguinte formula matematica: 3

% hemolise =(100 — Ht) x Hbl
Hb

Onde:

Ht = hematdcrito (%)

Hbl = hemoglobina livre (g/dl)
Hb = hemoglobina total (g/dl)

4.7.6 QUANTIFICACAO DO TBARS

A lipoperoxidacdo foi determinada pelo método de TBARS criado por ohkawa
et al., (1979), modificado por Draper & Hadley, (1990). O MDA ¢ um produto final da
lipoperoxidagdo, que em contato com o acido tiobarbiturico (TBA) forma um cromoéforo
de coloragdo rosado, sendo determinado através de espectrofotometro. Adicionou-se
100 puL da amostra (Plasma) a 1 ml de solucdo contendo 400 pL. de tampdo 4cido
acético 1,3 M em HCI a 0,27 M, pH 3,4; 400ul TBA 0,8% e 200 ul de SDS 8,1%. A
mistura foi em cubada em banho Maria a 95 °C por 60 minutos. Apds a incubagdo,

medimos a absorbancia em 535 nm. A concentracio de MDA total das amostras do



41

tecido foi determinada mediante utilizacdo de uma equagdo da curva do padrao de MDA

com 5 dilui¢des (0,25; 0,5; 1; 2; 4 pmol/L).

4.7.7 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (CAT)

Para esses testes seguimos o protocolo de Erel (2005) preparando uma solugdo
de ABTS (4cido 2,2'-azino-bis [3-etilbenzotiazolino-6-sulfdnico]) em dgua deionizada,
seguida da adicdo de Persulfato de potdssio SmM que permaneceu em repouso no
escuro a temperatura ambiente durante 12-16 h antes da utilizacdo. Em microplacas de
96 pocos de fundo chato, serdo adicionados 300 pl. do ABTS diluido e 10 pL de soro
para se calcular a concentracdo de CAT usando como padrdo solu¢do de 1mmol/L de

Trolox® (4cido 2-carboxilico-6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcromano).

4.7.8 DETERMINACAO DA CAPACIDADE OXIDANTE TOTAL (COT)

Esta determinacgdo serd realizada conforme o protocolo descrito por Erel (2005)
e realizado em microplacas. Serdo adicionados 35 pL de soro cuja presenca dessas
moléculas oxidaram o ferro presente em 11 pl. de solucdo reagente de H2SO4 25mM
contendo: o-dianisidina dicloridrato 10mM + sulfato ferroso 5 mM, na presenca de 225
pL solugdo de H2SO4 25mM contendo: xilenol laranja 150 puM, NaCl 140 mM +
glicerol 1,35M, pH 1,75. Apés 4 minutos de incubagdo a 39°C, a leitura da absorbancia
ocorrerd no comprimento de onda de 560 nm em leitor de Elisa (DTX 800 Multimode
Detector, Beckman Couter). A concentracdo serd calculada com base na curva padrio
tracada com solucao padrao de H202 e os resultados do ensaio serdo expressos em

termos de pmol H202 Equivalente/L.



42

4.8 ENSAIOS MOLECULARES

4.8.1 EXTRACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

O DNA gendmico foi extraido a partir de 300uL. de sangue, utilizando o kit
comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit, conforme instru¢gdes do fabricante.
Ap6s a extracdo, o DNA foi armazenado a -70 °C para as posteriores andlises

moleculares.

4.8.2 GENOTIPAGEM

A determinacdo dos SNPs pela técnica qPCR foi realizada com o sistema
TagMan® e analisados através da plataforma StepOnePlus™ v. 2.0 (Applied
Biosystems).

. A reagdo de amplificacdo foi realizada para um volume final de 10ul/reacdo,
contendo Sul de 2x TagMan Universal Master Mix, 0,200uL. de 20x SNP Genotyping
Assay, 2,800uL. de dgua esterilizada, com 2 uL. de DNA da amostra.

A tecnologia se baseia na medicdo da fluorescéncia durante as ciclagens,
emitidas através de sondas especificas para cada gendtipo. A quantidade de
fluorescéncia emitida é proporcional a quantidade do produto da PCR e permite a
monitorizagdo da reacdo. A curva de PCR resultante € usada para definir a fase
exponencial da reacdo, que é condicdo prévia para o cdlculo do nimero de cOpias

produzidas (KLEIN, 2002).
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Tabela 3 . Sondas utilizadas para determinacio dos SNP

Gene (polimorfismo) Ref. SNP ID
GSTP1 (Ile105Val) rs1695
GSTP1 (442-16C> T) rs1871042
CAT (C-262T) rs1001179
SOD (Alal6Val) rs4880

5 ANALISE ESTATISTICA

Os softwares utilizados para as andlises estatisticas foram: IBM SPSS Statistics para
Windows, Versdo 22.0.; GraphPad Prism versao 5.00 para Windows e Epi Info™

7.1.5.2.

5.1 DISTRIBUICAO DAS VARIAVEIS

A andlise de normalidade da distribui¢do das varidveis foi realizada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. A partir desta informacdo foram utilizados os testes
paramétricos ANOVA ou ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. O teste paramétrico
ANOVA foi utilizado para a anélise da distribuicdo de médias de varidveis quantitativas
ou numéricas, com distribuicdo normal dentro de categorias. Além disso, foi verificado
a diferenca entre as médias dos valores e foram observadas diferencas significativas
conduzidas de multiplas comparacdes de médias através do teste de Bonferroni (ou
post-hoc). O teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis foi utilizado para as distribui¢des

fora do normal.
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5.2 ANALISE DE VARIAVEIS QUALITATIVAS OU CATEGORICAS

A andlise de varidveis qualitativas ou categéricas de trés ou mais grupos foi
realizada pelo teste ndo paramétrico do Qui-quadrado (X2), corrigido pelos testes de
Mantel-Haenszel e Yates. Nas analises de valores inferiores a 4, estas foram realizadas
pelo teste exato de Fisher. Foram calculadas os intervalos de confianga em 95% e a
razdo de prevaléncia dessas varidveis.

Os testes de Mann-Whitney e o teste T independente foram utilizados para a
andlise de duas varidveis numéricas, na comparacao de dois grupos de valores dentro de
uma mesma varidvel, levando-se em consideragdo a distribui¢ao de cada varidvel.

A estatistica descritiva foi aplicada para analisar as principais caracteristicas
clinicas e demograficas das amostras avaliadas.

A partir dos resultados de genotipagem dos SNP investigados, as frequéncias
alélicas e genotipicas dos SNPs observados foram calculadas por contagem direta e
analisados pelo Teste y* para andlise de associacdo das varidveis (pacientes com LES x
controles). A razdo de chances (OR) foi calculada para estimar o risco, € o intervalo de
confian¢a adotado foi de 95%. Valores de OR<1 determinam protecdo, enquanto que
valores OR>1 determinaram risco associado. Valores de P<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Red blood cells (RBC) are subject to oxidative stress by reactive
oxygen species during refrigerated storage. Molecular characterizations of oxidative
stress have few data in red blood cells (RBCs) stored. In many blood transfusions can
occur by for a longer duration after your collect. The purpose of this preliminary study
was to compare in during 42 days of the oxidative stress levels by SNPs genotyping.

STUDY DESIGN AND METHODS:

We conduzide a study in forty five blood storage of healthy volunteers recruited from
Fundagcdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, Manaus, AM.
Oxidative stress markers were measured in plasma from blood storage for 42 days.
Hemogram, biochemical data and oxidative stress markers were measured every seven
days until complete 42 days of storage. GSTMI1 and GSTT1 were determined by
multiplex-PCR, while P1 rs1695 and rs1871042, CAT rs1001179 and SOD rs4880 by
real Time PCR.

RESULTS: A directly proportional relationship was found in all seven days to ROS,
TIOIS e TBARS (p<.001). As expected, all level was indirectly proportional to ABTS
(p< .001). Plasma blood concentration of TBARS was associated with GSTP1 rs1695
(Ile105Val) and rs1871042 (442-16C>T), and SOD rs4880 (Alal6Val) genotypes. SNPs
in the gene CAT rs1001179 (C-262T) was not associated with TBARS. Oxidative
markers ROS and ABTS were not associated with none SNPs examined (GSTP1, SOD,
CAT).

CONCLUSION: Prolonged storage may result in the onset of erythrocyte deterioration.
This clearly indicates that the erythrocytes are capable of attenuating ROS with 2 weeks
of storage. In conclusion, we found that oxidative stress may be associated by elevation
of TBARS as a result of lipid peroxidation, being influenced by the presence of
heterozygosis as highest association strength for homozygotes in the SNPs rs1695
(lle105Val) and rs1871042 (442-16C> T) for the gene GSTP1 and SOD rs4880
(Alal6Val). Understanding of the factors both endogenous and exogenous which impact
oxidative status, as well as genetics factores can be important to understanding
oxidation in blood storage in order to improve the clinical results in blood transfusions.

Key Words: GSTP1 rs1695; GSTP1 rs1871042; SOD rs4880; Lipid Peroxidation;

Blood Storage.
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INTRODUCTION

Availability of storage in blood bank have a problem about how long blood
products can and be stored, and how long they are safe and effective. Stored in optimum
conditions must be occur without compromising the efficacy of red blood cells [1].

Currently, several surveys renewed interest in studies of red blood cells during
refrigerated storage to improve stability and their transfusion efficacy and safety after
long storage (i.e. up to 42 days) [2].

In fact, many studies, principally the retrospective have demonstrated multiple
complications associated transfusion of “old” red blood cells (e.g. greater than 28 days
of storage) as compared with the transfusion of “fresh” red blood cells (e.g. less than 14
days of storage). Among the symptoms, include pneumonia, sepsis, multi-organ failure,
heart syntomes acute renal failure, thrombosis, and mortality [3].

Some of these studies failed to explainplausible pathophysiological mechanism,
and their conclusions are subject to much controversies and discussions. In addition, the
some findings have often low association. In the most widely discussed study,
demonstrated that patients receiving transfusions of “old” red blood cells, this
statistically-significant increase is only from 1.7 to 2.8% [4].

Any researches about any mechanism(s) have to explain these relatively subtle
variance in the incidence of these types of complications. Finally, several aleatory trials
are now underway to address this issue (e.g. the Red Cell Storage Duration Study
[RECESS], the Age of Blood Evaluation [ABLE] study, and the Age of Red Blood
Cells in Premature Infants [ARIPI] study) [5-7]. However, these are not to describe
especial or particular pathophysiological mechanisms, will only help to provide very

useful information.
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Several researchers agree that if negative consequences happen, these are
derived from the transfusion of older, then these result from a series of biochemical
changes within the stored red blood cells, defined as storage lesion [8].

Tinmouth e col (2006) [9] evidenced various changes to erythrocytes during
storage, including changes in yuor shape, mainly decreased membrane deformability
and increased aggregability and intracellular viscosity. membrane loss, lysis, reduced
glutathione and nitric oxide, and increased oxidation of cellular lipids and proteins,
increases in extracellular hemoglobin, potassium and lactate dehydrogenase and
decreases in extracellular pH. The red cell storage lesion and time limit over which the
red cells can be stored not are fully defined. These lesions improven in reduced survival
after transfusion and lowered efficacy in terms of reduced O2 delivery capacity
immediately after transfusion [10].

Several inquiry turned their attention to oxidative stress damages as factor of the
storage lesion, since the red cell is fully susceptible to oxidative stress. Some of the
storage lesions, as the loss of membrane, are attributed at least in part to lipid
peroxidation to membrane lipids and cytoskeletal proteins [11,12].

Previous studies to reduce oxidative damage have included storage under carbon
monoxide to stabilize haemoglobin and prevention of oxygen diffusion into the bag
during storage, however, this one did not result in acceptable red cell recovery on
reinfusion [13,14].

Plasma antioxidant levels and RBCs’ antioxidant enzymes deplet gradually
depending on the days of storage, inducing RBC membrane proteins suffer progressive
pathological alterations during storage [15].

Glutathione S-transferase (GST) are a superfamily of phase II enzymes that act

catalyzing the detoxification of hydrophobic and electrophilic compounds with reduced
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glutathione [16]. The GSTP1 has several polymorphic sites, however, functionally, the
single nucleotide polymorphism (SNP) caused by the transition A> G in exon 5 leads to
change of isoleucine aminoacid (Ile) for valine (Val) (Ilel05Val), which expresses a
protein with altered thermal instability and catalytic activity [17].

SOD along with CAT comprise the primary enzyme system defense against
reactive oxygen species (ROS) [18]. Whereas mitochondrial superoxide dismutase
(SODy) acts in the conversion of O2- anion to the less toxic hydrogen peroxide (H,O,)
and then catalase catalyzes the conversion of H,O, into water and oxygen [19]. The
SOD2 Alal6Val SNP alters the structure of the enzyme, decreasing the efficiency of
entry into the mitochondrial matrix and consequently decreases the production of H202
and dismutation. Catalase is expressed in all tissue types, predominantly in the liver,
kidney and erythrocytes [20]. The CAT C-262T SNP is found in the promoter region of
the gene and is associated with low enzyme activity [21].

The hemoglobin content and oxidative status of the erythrocyte as a function of
the storage period remain unclear. Therefore this study is towards identifying oxidative
changes that may compromise physiological functions ofthe erythrocytes in stored
blood and their antioxidant defenses.

Studies have demonstrated the involvement of polymorphisms in several genes
that contribute to improve ou descrease oxidative status. The aim of our study was to
investigate if polymorphisms of glutathione s-transferases (P1 Ile105Val and P1 442-
16C>T), superoxide dismutase (Alal6Val), catalase (C-262T) can modify the levels of
oxidative stress markers correlating with antioxidant status in erythrocytes of stored

blood.
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MATERIALS AND METHODS

Experimental design
The analyses were conducted in forty five blood bag back of healthy volunteers
recruited from Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas,

Manaus, AM (age: 35.4 + 15.11 years; 36 males and 09 females).

Blood Sampling
We studied a total of 40 RBC units over the course of 07 different days. Every 07 days,

plasma aliquots were removed for analysis of oxidative stress.

ABTS Antioxidant Assay

ABTS was determined by the method of Erel, O (2004) [22]. Briefly, this method each
assay was performed in 96-well test plates. Each well was charged plasma sample ans
ABTS Solution. After addition, the plate was allowed to stand at room temperature and
ambient light for 15 min, then a final reading (Abs2) was performed at 714 nm on a test

plate reader (TP-Reader, Thermoplate, Italy).

Lipid Peroxidation Assay (TBARS)

A product of TBARS was determined according to the method of ohkawa et al., (1979)
[26] adpated by Draper & Hadley, (1990) [27]. In brief, the sample was added to 8.1%
SDS, vortexed and incubated at room temperature. This was followed by the addition of
20% acetic acid and 0.6% thiobarbituric acid, and placed in boiling water bath. The
samples were allowed to cool and butanol-pyridine was added and centrifuged.

Absorbance of the colored layer was measured at 532 nm.
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SNPs genotyping

The DNA was extracted from leukocytes using Brazol® technique according to the
manufacturer's instructions. SNPs Genotyping was conducted using TagMan® SNP
Genotyping Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA) on a StepOnePlus™ Real-
Time PCR system (Applied Biosystems). The probes used were: P1 rs1695 (Ile105Val)
and rs1871042 (442-16C>T), CAT rs1001179 (C-262T) and SOD rs4880 (Alal6Val).
The genotypic frequencies for polymorphisms were analyzed according to the expected

by Hardy-Weinberg equilibrium.

Statistical analysis

Statistical analysis softwares used were: IBM SPSS Statistics, Version 19.0. and
GraphPad Prism version 5.0. Analysis of the distribution of variables was performed
using the Kolmogorov-Smirnov test. The ANOVA parametric test was used to analyze
the distribution of the means of quantitative variables with normal distribution within
categories. The non-parametric Kruskal-Wallis test was used for the off-normal

distributions.
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RESULTS AND DISCUSSION

Demographic characteristics of the participants are presented in Table 1. Male
volunterrs was most frequent gender (80%) and O most frequent blood group.

No one women were in postmenopausal, never used of hormone replacement
therapy, no smokers, current drinkers and non-users of aspirin.

Table 2 shows the averages and standard deviation of the haematological and
biochemical data of the volunteer’s on day 1 of the collection. Hematological,
biochemical and oxidative stress analyzes were performed after the blood bags were
centrifuged, including the first day analysis. The correlation of the data did not
demonstrate significant correlation. In this way, all posterior analyzes were performed
without distinction of gender.

An overview of world blood donors shows that the distribution of women and
men donors is identical around the world, with a average frequency of women donors
less than 35% [28,29].

As expected, an increase in TBARS levels, a lipid peroxidation indicator was
directly proportional the days of blood storage observed in Day-1 compared to Day-42
thus confirming the increased exposure to oxidative stress. The higher the number of
days storageds, the greater the lipid peroxidation (Pearson correlation: r=.739; p-value
<.001) (Figure 1).

Additionally, in this study, a relationship has been observed between decreased
levels of ABTS (Figure 2) and the increased oxidative stress (ROS) (Figure 3). This
relationship show an decrease antioxidant capacity. Thus, the decrease in ABTS also
reflects a greater susceptibility to the oxidation and lipidic pedoxidation.

Blood storage induce a hemolysis, releasing free alpha chains and a release of

intra-erythrocytic heme which triggers a hemoglobin oxidation pathway, thus causing
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damage to the RBC. This auto-oxidation reflects the formation of superoxide radicals
(O2-) and hydrogen peroxide(H202) resulting in oxidative stress [30].

There are limited studies about assessment of plasma total antioxidant capacity
in blood storage. Some autors showed the depletion of antioxidants in hemolitcs
diseases as alpha and bheta thalassemia, with a significant decrease of Total Antioxidant
Capacity in thalassemic patients was reported compared to controls [31-33].

The genotypic frequencies of polymorphisms of the genotypes 41.7% to
GSTP1Ile/Val and 18.3% to GSTP1Val/Val; 26.7% to GSTP1C/T and 5.0% to
GSTPIT/T; 48.3% to SODAla/Val and 30.0% to SODVal/Val; 21.7% to CAT C/T and
5.0% to CAT T/T.

The polymorphisms of GST are distributed heterogeneously in different
populations around the world [35,35]. The distribution of Ile105Val variants of GSTP1
shows similar data to a study conducted among indigenous populations of Amazonas,
wild type, heterozygous and homozygous frequency were 40, 41 and 18%, respectively
[36,37]. The genotypic frequencies of SOD and CAT are also in accordance with data
found in different Brazilian populations [38]. Taufer et al. (2005) demonstrated an
approximated frequency to our study of the Ala/Val and Val/Val genotypes of SOD2,
60,6% and 24.4% respectively and it was a mixed ethinicity population, like our study
[39].

Plasma blood concentration of TBARS was associated with GSTP1 rs1695
(Ile105Val) and rs1871042 (442-16C>T), and SOD rs4880 (Alal6Val) genotypes
(Figures 4-7). SNPs in the genes CAT rs1001179 (C-262T) was not associated with
TBARS. Oxidative markers ROS and ABTS were not associated with none SNPs

examined (GSTP1, SOD, CAT).
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For the first time, we describe the GSTP1 variant associated with increased
TBARS levels, videlicet, increased lipid peroxidation in Blood Storage (Figures 4-6).

We noticed a increase of TBARS with the increase of time "days" stored. We we
found the highest levels of TBARS in Heterozygous (Ile/Val) (P=.032) and principally
in the Homozygous (Val/Val) genotypes (p<.001) (Figure 4-6).

The GSTP regulat the activity of glutathione peroxidase VI (Prdx6) by initial
heterodimerization and subsequent S-glutathionylation. Prdx6 is a dual-functioning
antioxidant enzyme that acts to protect biological membranes against damage caused by
lipid peroxidation [40,41].

We believed que GSTP1 mediate activation of Prdx6 peroxidase providing
power to imply that contingent upon their GSTP genotype. Individuals mutants to
GSTP1 will have significant differences an antioxidant response, particularly impacting
protection of cell membranes against lipid peroxidation.

Moreover, previous studies have suggested that GSTP1 polymorphisms are
associated with cancer risk. Such differences will be of importance in the analysis of
epidemiological data studying differences in population sensitivities to oxidant-stress
involving long blood storage [42,43].

Our study found that genetic variation in SOD Val is associated with increase
lipid peroxidation and can be a molecular marker of oxidative stress in blood storage
(figure 7).

MnSOD is located in the mitochondria, converting the superoxide anion radical
resulting from the electron transport chain into oxygen and H202 [44]. It has been
hypothesized that the Val SNP variant does not propitiate easier transport of the

MnSOD precursor into the mitochondria [45], resulting in lower basal activity of the
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enzyme. This Val SNP might become partially arrested within the inner mitochondria
membrane impairing its function [46].

However, Bastaki et al (2006) showed that homozygous Ala/Ala have lower
enzyme activity compared to those with ALa/Val or Val/Val genotypes [12]. Our results
suggest that heterozygous Ala/Val individuals have the greatest ability to cope with
oxidative stress; those with the Val/Val genotype the lowest [47].

We found two SNPs (GSTP1 and SOD) associated to hight level with on lipid
peroxidation. We believe that could be that other genetic variants in the same genes or
other related genes are causally associated increase of oxigens reactives species or the
TBARS. We know there are a big complexity in the processes to maintain oxidative
balance, and our study just address few part of that process.

Our project included a large blood storage sample size (n = 45) which allowed
us to examine subgroups defined by outhrs variables as gender, age, anemia,
leukocitosis and other factors. Next exploration of these variables will can to associate
in other samples would be important in determining the cause/efect consistency of the
association. We consider our study does have any important strengths.

In conclusion, we found that oxidative stress may be associated by elevation of
TBARS as a result of lipid peroxidation, being influenced by the presence of
heterozygosis as highest association strength for homozygotes in the SNPs rs1695
(lle105Val) and rs1871042 (442-16C> T) for the gene GSTP1 and SOD rs4880
(Alal6Val).

Understanding of the factors both endogenous and exogenous which impact
oxidative status, as well as genetics factores can be important to understanding
oxidation in blood storage in order to improve the clinical results in blood transfusions.
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Table 1: Demographic characteristics of the volunteers.

60

GENDER AGE ABO BLOOD GROUP
() (%) (%)
16a19 04 (11.12) A 10 (27.78)
20a29 10 (27.77) B 07 (19.44)
Mé:;;E 30a39 17 (47.23) AB 01 (2.78)
40 a 49 03 (8.33) O 18 (50.0)
50e 52 02 (5.55)
20a29 03 (33,33) A 03 (33.33)
FEMALE 30a39 05 (55,56) B 01 (11.11)
(09) 42 01 (11.11) O 05 (55.56)
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Table 2. Hematological and Biochemistry data from blood storage of volunteers.

Hematological and Biochemistry Male Female p-value
Variables Mean * SD

RBC, X10°/mm’ 6.28 +0.73 6.09 +0.72 402
Hemoglobin, g/dL. 17.2£2.10 17.09 £ 2.2 301
Hematocrit, % 53.890 £2.24 53.84+2.4 956
Mean Cell Volume, fL. 88.03 £2.58 85.72 £2.12 126
Mean Cell Hemoglobin, pg 29.21 +0.63 28.27 £0.65 445
Red Cell Distribution Width 13.01 £ 0,57 13.57 = ,055 117
Leukocyte Count X 10°/L 3.75 +0.57 3.45+0.63 .356
Platelet Count, X 10°/L 56.57 £ 18.34 26.65+11.94 Sl11
Lactate dehydrogenase,U/L 155.04 £48.21 | 163.45 £49.48 465
Total protein, g/dL 2.29+£0.18 2.37+042 .593
Albumin, g/dL 1.37+£0.11 1.35+0.31 .826
Globulin, g/dL. 091 £0.11 1.02£0.15 .268
Urea nitrogen, mg/dL 17.30 £ 4.88 15.68 £3.19 436
Creatinine, mg/dL 0.63 £0.06 0.57 +£0.04 110
Amylase (units/L) 243 +4.41 24.1 £3.56 940
Phosphorus (mg/dL) 29.21 +5.89 22.72 £ 4.31 447
Calcium, total (mg/dL) 2.12+£2.25 2.29+041 326
Magnesium (mg/dL) 0.81 £0.16 091 £0.29 409
Sodium (mEq/L) 146.11 £ 0.89 145.95 +0.93 155
pH (venous) 7.33+0.112 7.40 £ 0.068 263
Chloride (mEq/L) 105.90 £ 1.24 104.90 £ 4.54 492
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Figure 1: Evoluation of TBARS levels from RBC Plasma 1-to 42-days stored.
Positive correlations between days analysed are demonstrated.
*Statistically significant difference (* P< .05; ** P< .01; *** P<.001)
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Figure 2: Evaluation of ABTS levels from RBC Plasma 1-to 42-days stored.

Positive correlations between days analysed are demonstrated.
*Statistically significant difference (* P< .05; ** P< .01; *** P<.001)
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Figure 3: Evoluation of ROS levels from RBC Plasma 1-to 42-days stored.
Positive correlations between days analysed are demonstrated.
*Statistically significant difference (* P< .05; ** P< .01; *** P<.001)
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Figure 4. Evoluation of TBARS levels by GSTP1 Ile105Val polymorphism. Genotypes
modify of TBARS concentration between differents days stored. Figure 4A shows of
TBARS levels by wild Type (Ile/Ile), Heterozygous (Ile/Val) and Homozygous
(Val/Val) genotypes. Figure 4B shows of TBARS levels by wild Type (Ile/lle) vs
mutants genotypes (Heterozygous (Ile/Val) plus Homozygous (Val/Val).

Positive correlations between days analysed vs genotypes are demonstrated.
*Statistically significant difference (* P<.05; ** P<.01; *** P<.001)
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Figure 5. Evoluation of TBARS levels by GSTP1 442-16C>T polymorphisms.
Genotypes modufy of TBARS concentration between differents days stored. Lower
levels of TBARS are presents in wild Type (CC) gentotypes.

Positive correlations between days analysed vs genotypes are demonstrated.
*Statistically significant difference (* P< .05; ** P< .01; *** P<.001)
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Figure 6. Synergism among GSTP1 polymorphisms Ile105Val and 442-16 C/T in the
modulation the concentration of TBARS levels between different stored days. Lower
levels of TBARS are present in wild type gentotypes (Ile / C).

Positive correlations between days analysed vs genotypes are demonstrated.
*Statistically significant difference (* P< .05; ** P< .01; *** P<.001)
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Figure 7. Evoluation of TBARS levels by SOD Alal6Val polymorphism. Genotypes
modify of TBARS concentration between differents days stored. It is demonstrated
TBARS lower levels in wild Type (Ala/All) in comparison Heterozygous (Ala/Val) and
Homozygous (Val/Val) genotypes.

Positive correlations between days analysed vs genotypes are demonstrated.
*Statistically significant difference (* P<.05; ** P<.01; *** P<.001)
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Resumo

INTRODUCAO: A Fundagio Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
- HEMOAM- coleta aproximadamente 60.000 bolsas de sangue por ano com as quais
abastece todo o Estado do Amazonas. A bolsa de concentrados de hemacias (CH) é o
componente sanguineo mais utilizado no mundo. Dependendo do anticoagulante e
solugdo aditiva, tem validade de até 42 dias quando armazenada 4+20C. Todavia, os
eritrocitos continuam seu metabolismo de forma lenta, sofrendo neste ambiente adverso,
danos em sua morfologia e produ¢do de energia, podendo desencadear o processo de
Lesdao Celular. OBJETIVO. O objetivo do estudo foi descrever as alteracdes
hematoldgicas e bioquimicas ocorridas nas bolsas de sangue de voluntdrios sadios
armazenadas entre 1 e 42 dias no hemocentro do Amazonas e das bolsas devolvidas das
agéncias transfusionais. RESULTADOS: Do total de 60 bolsas analisadas, 48 (80%)
foram do sexo masculino. A idade média dos voluntérios para o sexo masculino foi de
34+11,35 e 32+10,23 anos para o feminino. O grupo sanguineo mais frequente em
ambos os géneros foi o “O” RhD positivo, acima de 48%. Apesar de ndo encontramos
diferencgas significativas, as bolsas de sangue devolvidas ao hemocentro apresentam
aumento dos niveis dos marcadores do estresse oxidativo e hemolise, além de outras
variacdes nos parametros hematoldgicos e bioquimicos em comparagdo com as bolsas
que foram estocadas na FHEMOAM. Como era de se esperar, os dados hematolégicos,
apesar da leve diminui¢do nos valores, diferencas significativas ndo foram
demonstradas nas andlises do 1o até o 420 dia. Valores séricos para glicose e Sddio,
apresentaram diminuicdo significativa (p<0,001; P=0.023, respectivamente), enquanto
para sédio, magnésio e LDH, aumento significativo (p<0,017; p=0,029; p<0,001,
respectivamente). Todos os marcadores para o estresse oxidativo apresentaram
diferencas significativas ao longo de cada andlise, com aumento para capacidade
oxidante (ROS), peroxidagdo lipidica’/hemolise (TBARS), enquanto diminui¢do para
capacidade antioxidante (ABTS) (todos com p<.001). CONCLUSAO. As diferencas
encontradas nos parametros analisados entre as bolsas da FHEMOAM e as devolvidas
de outros centros podem ser explicadas pelo transporte e/ou acondicionamento fora da
temperatura ideal, o que resultou no aumento das lesdes eritrocitdrias. Poucas variagcoes
foram demonstradas com significancia estatistica entre os 14 primeiros dias, indicando
talvez que os eritrdcitos sdo capazes de atenuar o aumento do estresse oxidativo neste
periodo.

Palavra chave: Estresse oxidativo; Bolsa de Sangue, Dados Hematologicos; Niveis
Bioquimicos
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Introducao

O estado do Amazonas possui 1.559.146,876km2, sendo o maior estado do
Brasil, além de ter uma rica fauna e flora com drea territorial ocupada principalmente
por rios e florestas. A diversidade no desenvolvimento industrial, associada ao baixo
desenvolvimento econdmico da regido, dificulta a logistica de abastecimento de sangue
a todos os municipios do Estado. Neste, ha apenas um tnico hemocentro localizado na
cidade de Manaus-AM, que coleta anualmente cerca de 60.000 bolsas de sangue e é
responsavel por abastecer toda hemorrede da regiao.

No Brasil os procedimentos técnicos de hemoterapia sdo definidos pela Portaria
158 de fevereiro de 2016, que determina o tempo maximo de estoque das bolsas de
concentrados de hemacias (CH) em 42 dias se coletados com solugdo preservantes
devendo ser acondicionadas 2 temperatura de 2 a 6°C o que é considerado seguro'?. No
entanto, o armazenamento por longos periodos que as bolsas sdo sujeitas e as condi¢des
extremas tém sido associadas a alteracdes no metabolismo, morfologia das hemécias
tornando-as disformes comprometendo a distribui¢do de oxigénio para os tecidos,
fragilizadas podem sofrer processo de hemdlise **°.
Os concentrados de hemdcias em condi¢cdes de armazenamento sdo mais suscetiveis a
danos oxidativo, pois eles contém altas concentracdes de oxigé€nio intracelular e
comumente produz espécies reativas de oxigénio, e a eficdcia dos seus mecanismos
antioxidantes diminui a medida que as reservas de energia da célula diminuem durante o
armazenamento *’. Os ROS podem danificar as hemdcias prejudicando sua funcao. Para
minimizar o efeito dessas ROS e o stress oxidativo resultante, essas células contam com
um amplo sistema antioxidante *°. Esses efeitos sofridos pelos eritrécitos sio chamados
de “Lesdo de Estoque” ',
Todos esses fendmenos t€ém levado perguntas na comunidade médica/académica
relacionada a viabilidade dos eritrécitos armazenados, serd que estas células desformes
prejudicam o fluxo sanguineo e a oxigenagdo dos tecidos durante ou apds a transfusio
de sangue 1213
Os efeitos fisiologicos da exposi¢do e as mudangas bioquimicas que ocorrem em um
concentrado de hemadcia armazenado podem ser muito diferentes e dependendo da
patologia do receptor da transfusdo podem causar prejuizos ao paciente. (por exemplo,

pacientes atendidos em urgéncia, pacientes com doenca falciforme, pacientes internados

na unidade de terapia intensiva, os pacientes submetidos 2 cirurgia cardiaca)'.
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Klein e colaboradores realizaram um estudo em dois grupos de cdes com pneumonia
induzida, em um grupo administraram transfusdo de sangue com até cinco dias de coleta
(sangue novo) e em outro grupo sangue com 42 dias de armazenamento (sangue velho),
observou-se que nos animais que receberam transfusdo com sangue velho a taxa de
mortalidade foi maior que no outro grupo, esses dados corroboram com estudos de meta
analises realizados em pacientes humanos, no entanto, por forca de ética nao € possivel

. . . 15
realizar estudos desse porte com paciente sem expor a vida humana .

Toda via, o hemocentro realiza a distribuicao dos concentrados de hemadcias para
as agéncias transfusionais que podem utiliza-lo ou nao ficando estocados na prépria
agéncia transfusional (AT’s), porém, quando o CH esta proximo da data de vencimento
as agéncias devolvem-nas para o hemocentro que os reintegra ao estoque se esta
atender os critérios de aceitacdo definidos pela portaria 158 Art. 189 “Os componentes
liberados para transfusdo, mas ndo utilizados, podem ser reintegrados ao estoque se as
condicdes de transporte e armazenamento forem conhecidas e adequadas, sendo que tais
componentes devem ser submetidos a inspecdo visual antes da reintegracdo” [2]. Essas
bolsas reintegradas sdo encaminhadas geralmente para grandes centros expondo os

pacientes poli traumatizados a transfusdo de sangue mais velho.

Diante do exposto nosso trabalho tem como objetivo comparar os concentrados de
hemadcias que permaneceram estocados no hemocentro com os CH devolvidos para

reintegracdo do estoque mediante as analise hematologias e bioquimicas.

Material e método

Populacio de estudo

Foram selecionadas aleatoriamente 60 bolsas de concentrados e hemaécias, obtidas
através de doagdo voluntaria no HEMOAM no periodo de outubro de 2016 a fevereiro
de 2017, conforme aprovado pelo comité de Etica da Fundacio de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas n° 67130417.0.0000.0009, essas bolsas foram divididas em

quatro grupos contendo 15 unidades em cada.
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Divisdo dos grupos: o grupo 1 as bolsas permaneceram estocadas no Hemoam, o
segundo as bolsas foram testadas no dia 7 e enviadas cinco bolsas a trés agéncias
(Capital, Regido metropolitana, Interior) permanecendo por 20 dias, apds esse periodo
as bolsas foram encaminhadas ao hemocentro para novas analises. O grupo 3 (SAG-M)
e grupo 4 (CPDAY!), foram de bolsa oriundas (devolvidas) das agé€ncias transfusional da

capital.

Analises hematologicas - E, Hct, Hb, VCM, HCM, CHCM, RDW — Foram realizada nos
CH, em contador automatizado (ABX Micros 60®).

Determinacoes bioquimicas - glicose, LDH, Fésforo, Albumina, Fosfatose Alcalina
Ureia, Creatinina, Sédio, Potdssio, Calcio, Magnésio, Proteinas Totais foram realizados
através do aparelho BIOCLIN 300, cujo principio das andlises € por colorimetria,

Turbidez, método ISE.

Quantificagdo do TBARS - A lipoperoxidagdo foi determinada pelo método de TBARS
criado por ohkawa et al., (1979), modificado por Draper & Hadley, (1990). Adicionou-
se 100 pL. da amostra (Plasma) a 1 ml de solucdo contendo 400 puL de tampao 4cido
acético 1,3 M em HCI a 0,27 M, pH 3,4; 400ul TBA 0,8% e 200 ul de SDS 8,1%. A
mistura foi em cubada em banho Maria a 95 °C por 60 minutos. Apds a incubagdo,
medimos a absorbancia em 535 nm. A concentracio de MDA total das amostras foi
determinado mediante utilizagdo de uma equagdo da curva do padrao de MDA com 5

diluicdes (0,25; 0,5; 1; 2; 4 pmol/L)

Determinacdo da capacidade antioxidante total (CAT) - Para esse testes seguimos o
protocolo de Erel (2004) preparando uma solucdo de ABTS (4cido 2,2'-azino-bis[3-
etilbenzotiazolino-6-sulfénico]) em dgua deionizada, seguida da adi¢ao de Persulfato de
potdssio SmM que permaneceu em repouso no escuro a temperatura ambiente durante
12-16 h antes da utilizagdo. Em microplacas de 96 pocos de fundo chato, sendo
adicionados 300 pL. do ABTS diluido e 10 pL de soro para se calcular a concentragao
de CAT usando como padrao solu¢do de Immol/L de Trolox® (4cido 2-carboxilico-6-

hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano).
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Determinacdo da capacidade oxidante total (COT) - determinamos conforme o
protocolo descrito por Erel (2005) em microplacas. Foi adicionados 35 pL de soro cuja
presenca dessas moléculas oxidaram o ferro presente em 11 pLL de solug¢do reagente de
H2S04 25mM contendo: o-dianisidina dicloridrato 10mM + sulfato ferroso 5 mM, na
presenca de 225 pL solucdo de H2SO4 25mM contendo: xilenol laranja 150 uM, NaCl
140 mM + glicerol 1,35M, pH 1,75. Ap6s 4 minutos de incubagdo a 390C, a leitura da
absorbancia no comprimento de onda de 560 mm em leitor de Elisa (DTX 800
Multimode Detector, Beckman Couter). A concentragdo serd calculada com base na
curva padrdo tracada com solucdo padrao de H202 e os resultados do ensaio serdao

expressos em termos de umol H202 Equivalente/L.

Analise estatistica

O software de analise estatistica utilizado foi: IBM SPSS Statistics, Versdo 22.0 .;

A andlise da distribuicdo das varidveis foi realizada utilizando o teste de Kolmogorov-
Smirnov. O teste paramétrico ANOVA foi utilizado para analisar a distribui¢do dos
meios de varidveis quantitativas com distribuicdo normal em categorias. O teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado para distribui¢des fora de normalidade.

A andlise de varidveis qualitativas ou categoricas de trés ou mais grupos foi realizada
pelo qui-quadrado ndo paramétrico (y2), corrigido pelo teste Mantel-Haenszel e Yates.
Os valores de anélise inferiores a 4, estes foram realizados pelo teste exato de Fisher. As
frequéncias de alelos e gendtipos dos SNP observados foram calculadas por contagem
direta e analisadas pelo teste x2 para andlise de associagcdo das varidveis (controles SLE
x). O odds ratio (OR) foi calculado para estimar o risco e o intervalo de confianca

adotado foi de 95%.
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Resultados

Nosso estudo analisou quatro (04) grupos de bolsas de sangue. O primeiro grupo
as bolsas permaneceram estocadas por 42 dias e foram testadas nos dias 0, 7, 14, 21,
28,e 42. O segundo realizamos testes no dia sete (07) e enviamos as bolsas para
ageéncias transfusionais do interior do Estado recomendando a ndo manipulacdo das
mesmas durante o estoque, apds 20 dias foram devolvidas ao hemocentro e realizado
novas analises. O terceiro (SAG-M) e quarto (CPDA!) foram de bolsas devolvidas
espontaneamente das agéncias transfusionais de Manaus.

O total de 60 bolsas de concentrados de hemdcias foi analisado, sendo 48 (80%)
do sexo masculino com idade média de 34+11,35 e do sexo feminino 32+10,23 anos. O
grupo sanguinea mais frequente em ambos os géneros foi O RhD positivo 47,9% e
41,7%, respectivamente.

A figura 1. Contagem de global de heméacias demostra ndo haver diferenca
significativa entre os grupos.

A figura 2. Determinacdo do hematdcrito ndo apresenta diferenca entre os
grupos testados

Figura 3. Determina¢do da hemoglobina acompanhou os mesmos resultados que
os demais testes ndo apresentando diferencga estatisticamente significante.

Da mesma forma o VCM na figura 4. Nao apresenta alteragdes entre os grupos.

A figura 5. Apresentou nos dias 21 e 28 a diminuic@o dos niveis de glicose (p<
,000) nos grupos 3 e 2 respectivamente.

A figura 6. Apresenta a diminui¢do significativa (p< ,000) do potdssio no dia 35
no grupo 3.

Figura 7. O pH nao apresentou alteraciao durante o periodo de analise.

Figura 8. A dosagem de Lactato desidrogenase apresentou diminui¢do
significativa (p< ,000) no dia 35 para o grupo 3.

Figura 9. Apresentou aumento (p<,000) no dia 21 para o grupo 3 e 4.

Figura 10. O grupo 3 apresentou niveis baixos de TBARS (MDA) nos dias 21,
28 e 35 (p<,000).

Figura 11. A dosagem de COT apresentou alteragdes no grupo 3 no dia 21.

Figura 12. O CAT (ABTS) ndo apresentou alteracdo significativa entre os

grupos.
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Discussao

O processo de les@o das hemdcias estocadas em bancos de sangue ja esta bem

. 23
descrital” =

. Nosso trabalho primou em descrever as alteragdes hematoldgicas e
bioquimicas encontradas nas bolsas que ficaram estocadas no hemocentro (grupo 1) e as
bolsas que foram devolvidas de varias agéncias transfusionais durante o estudo (grupos
3, 4), salientamos que o armazenamento e transportes dos concentrados de hemécias sao
de responsabilidade das AT’s devendo seguir todas as normas e resolugdes referentes
aos componentes sanguineos.

Durante os ensaios observamos o0s grupos apresentaram alteragdes
hematoldgicas e bioquimicas. Ao comparamos o hematdcrito observamos que todos os
grupos firam com médias préoximas durante todo o periodo de estoque, diferentes de
outros estudos'® que demonstraram aumento significativo do Hct, enqualnto15 corroborou
com os nossos resultados, o aumento Hct foi atribuido a mudanca morfolégica dos
eritrécitos durante o armazenamento.

. 16,17
A dosagem da hemoglobina corrobora com estudos'®

ndo apresentando
aumento significativo. O volume corpuscular médio (VCM) segundo estudos'®
apresentou aumento durante o armazenamento sendo diferente de nossos dados que
apresentaram o VCM sem alteragéom.

O nivel de potassio medido em nosso trabalho apresentou aumento gradual
durante o armazenamento (17,07 mmol/L - D 7 e no dia 35 30,39 mmol/L),
corroborando com os relatos'”*°.

Entre nossos grupos os valores medidos de potédssio foram diferentes. O dia 28
(todos foram dosados) hd aumento nos grupos 2 e 3 comparados com o grupo 1 e o
grupo 4 apresentou queda. O aumento do nivel de potdssio no sobrenadante das bolsas
de sangue pode contribuir para o risco de hipercalemia, apds a transfusdao, uma carga
adicional de potéssio pode ser administrada a circulacdo do paciente devido a lise de das
hemadcias transfundidas (particularmente as mais velhas), a hipercalemia pode ocasionar
complicagcdes cardiacas principalmente em neonatos ou pacientes que necessitam de
transfusoes macigasl’g’lg’zo.

O consumo de glicose durante o armazenamento ficou evidente corroborando

com vérios trabalho ?+?
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Novamente utilizando a dosagem do dia 28 como comparativo o grupo 1 a
presentou a média (292,88 SD 13) os demais ficaram abaixo dessa média,
possivelmente ficarem expostas a temperaturas mais elevadas' do que as que
permaneceram em no hemocentro promovendo o consumo exacerbado de glicose,
sugerindo que podemos ter problemas no transporte ou no acondicionamento das bolsas
nas agéncias transfusionais da Capital.

O Lactato desidrogenase € um marcador de dano celular’. O grupo 1 apresentou
aumento do LDH no decorrer do estoque, esses achados ja foram descritos

anteriormente em outros trabalhos "'®

, no entanto bolsas do grupo 1 foram as que
exibiram maior concentracdo de LDH em comparacdo com os demais grupos embora
tenham sidos submetidos ao estoques controlado.

A analises do pH no grupo 1 apresentou queda de 7,2 a 7,0 conforme a

literatura.?!*%,

Os demais grupos nao apresentaram resultados fora da média do
primeiro.

A Capacidade Oxidante Total (COT) dosada no grupo 1 apresentou aumento
gradual no decorrer do armazenamento''’, porém, comparando o grupo 1 com os
demais observou-se o COT aumentado nas bolsas devolvidas caracterizando o aumento

de oxidantes nessas bolsas.

A dosagem do CAT no grupo 1 apresentou decaimento'® em quanto os demais
nido apresentaram o mesmo perfil sugerindo a diminuicdo de protecdo contras os
oxidantes existentes no plasma.

A dosagem de MDA no grupo 1 apresentou crescimento durante o

armazenamentomz

os demais grupos ficaram com a média abaixo, o MDA € um
marcador de peroxidacdo lipidica seu aumento nas bolsas de sangue pode contribuir

para hemolise no decorrer da transfusdo acarretando em danos ao paciente.
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Conclusao

Nosso estou demostrou que as bolsas de sangue devolvidas quando comparadas
com bolsas de sangue que permaneceram estocadas (sem manipulagdo/transporte ou
mudanca do ambiente de estocagem) apresentaram maior variagdo nos resultados das
analises hematoldgicas e bioquimicas. Levantando questdes sobre o armazenamento
das AT’s o transporte € manuseio. Portanto, € necessdrio mais estudos para elucidacdo
desta questdo, contudo, é sensato a nao reintegracao dessas bolsas ao estoque prezando

a qualidade transfusional.
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Figura 1. Contagem global do numero de hemadcias por grupos analisados durante os
dias 7 ao 35 de estocagem.
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Figura 3. Dosagem da hemoglobina durante o periodo de estudo.
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e devolvidas.
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ANEXO 01

CONSENTIMENTO POS-INFORMACIONAL
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa “AVALIACAO
LABORATORIAL, ENZIMATICA E MOLECULAR DE CONCENTRADO DE
HEMACIAS DEVOLVIDAS A FUNDACAO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIA E
HEMOTERAPIA DO AMAZONAS”

Estamos realizando uma pesquisa para conhecermos melhor as causas das lesoes
celulares o corridas nas bolsas de concentrados de hemadcias estocadas e distribuidas
pelo HEMOAM, bem como baseados nestas informacdes poder melhorar o
gerenciamento de distribuicao e aceitagdo de devolugdo das bolsas.

Hoje € possivel identificar varias lesdes que ocorrem nas hemaécias estocas em
condig¢des de resfriamento, como alteracdo na morfologia eritrocitaria, diminui¢ao do
2,3DPG, aumento do potassio extracelular e diminuicao da atividade antioxidante.
Todos os testes que realizaremos no projeto sao ligados a lesao celular e poderao
colaborar com o médico solicitante da transfusdo de concentrado de hemacias, de forma
que o0 mesmo possa solicitar uma bolsa com maior ou menor tempo de estoque. Nosso
projeto analisard a parte morfoldgica, bioquimica e molecular dos concentrados de
hemécias do HEMOAM.

E de grande importancia que vocé entenda os principios gerais que se seguem e que
serdo aplicados a todos os participantes do nosso estudo:

A) Sua participacgdo € totalmente voluntéria;

B) Vocé poderd interromper sua participac@o antes ou em qualquer momento do
estudo. Sua recusa em participar ndo envolverd qualquer prejuizo para seu atendimento
no servigo caso nao queira participar da pesquisa;
©) Depois de lidas as explicac¢des, voc€ pode fazer qualquer pergunta necessdria ao
seu entendimento.

EXPLICACAO BREVE SOBRE O PROJETO

Se vocé quiser participar, serd colhida uma amostra de sangue da veia do brago (mais ou
menos uma colher de chd) com seringa e agulha. Durante a coleta de sangue vocé
podera sentir leve dor ou apresentar pequenas manchas roxas no local da picada apds a
coleta. Para amenizar estes possiveis desconfortos a coleta de sangue serd realizada por
pessoal treinado.

Todas as amostras de sangue que forem utilizadas neste projeto, voce terd acesso total
aos resultados, sendo estes enviados para o seu enderego pelos correios ou entregues
pessoalmente pelo pesquisador deste projeto.

Também serdo anexados ao projeto sem necessidade de nova entrevista, dados da sua
clinica obtidos do seu cadastro quando realizou a entrevista, bem como dados
hematolégicos e bioquimicos de possiveis recoletas de sangue que realizara.

BENEFICIOS
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Um beneficio de sua participacdo neste estudo € a contribui¢do para o conhecimento
cientifico na drea da sadde.

Além disso, voce podera se beneficiar do diagndstico, do aconselhamento e orientagao
sobre a doenca genéticas.
Tenha certeza sua participacao e das demais pessoas serdo de muita importancia para
um melhor acompanhamento e entendimento de possiveis distirbios genéticos com a
lesdo celular.

COMPROMISSO COM A CONFIDENCIALIDADE DA IDENTIDADE DO
VOLUNTARIO

Todas as informacdes coletadas serdo mantidas confidencialmente. Os seus dados serdo
armazenados em um computador e seu nome ndo aparecerd em nenhuma publicacdo,
apresentacdo ou documento. Deste modo vocé tem garantia de que este estudo esta
sendo realizado sob rigorosos principios cientificos e éticos. Os registros da sua
participacao no estudo serao mantidos confidencialmente, sendo do conhecimento dos
participantes do projeto.

ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

O material coletado (amostra de sangue) serd armazenado por até 10 anos somente se o
Sr(a) autorizar. Sua amostra poderd ser utilizado em estudos posteriores desde que
autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas ou, caso necessario, a Comissao Nacional de Etica em
Pesquisa e pelo responsdvel por esta pesquisa atual.

Por isso, pedimos que o Sr(a). se manifeste abaixo sobre o armazenamento € uso da sua
amostra de sangue em estudos posteriores.

( ) Nao, a minha amostra ndo devera ser armazenada.

() Sim, concordo que a minha amostra seja armazenada e utilizada em estudos
posteriores. Se concordar com o armazenamento da amostra de sangue, pedimos que se
manifeste abaixo sobre a necessidade de ser consultado para cada nova pesquisa com a

sua amostra e seus dados:

() Nao quero ser consultado, mesmo sabendo que assim nao terei 0s possiveis

beneficios dos resultados do novo projeto de pesquisa.
( ) Sim, exijo ser consultado para autorizar o uso de minha amostra no novo projeto de
pesquisa.

Também em caso de concordar com o armazenamento da sua amostra de sangue, € nao
exigir ser consultado em estudos posteriores € possivel ainda que sua identidade seja
desvinculada dos seus dados e da amostra de sangue, sendo substituido por cédigos, o
que aumentaria a seguranc¢a de seu anonimato. Porém, a decisdo de desvincular a sua
identidade da amostra significa que em todos os estudos posteriores onde a sua amostra
serd utilizada ndo serd possivel relacionar os resultados a sua pessoa e assim o Sr.(a) ndo
teria os possiveis beneficios dos resultados do novo projeto de pesquisa.
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Assim, pedimos que se manifeste sobre a desvinculacio de sua identidade da amostra de
sangue e dados:

() Nao, a minha identidade nao pode ser desvinculada da amostra e dados
() Sim, concordo que minha identidade seja desvinculada da amostra e dados,
mesmo sabendo que assim nao terei os possiveis beneficios dos resultados do novo

projeto de pesquisa.

O pesquisador responsdvel por este estudo, Prof. Dr. JOSE PEREIRA DE MOURA
NETO, estd a sua disposi¢ao e com ele vocé pode esclarecer qualquer divida que surja
sobre o referido estudo. Vocé receberd uma via deste TCLE, que serd assinada pela
pesquisador e pelo Sr(a) em todas as paginas.

Vocé também pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas localizado no HMOAM -
Bloco A - Sala - Av. Constantino Nery, 4397 — Chapada — Manaus — AM- Fone: (92)
3655-0100 Ramal 0123. O Comité de Etica em Pesquisa - CEP - é um colegiado
independente existe nas instituicdes que realizam pesquisa envolvendo seres humanos
no Brasil. Ele foi criado para defender os interesses dos sujeitos da pesquisa em sua
integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de
padrdes éticos (Resolucao n® 466/12 Conselho Nacional de Satude). As atribui¢des do
CEP sao de papel consultivo e educativo, visando contribuir para a qualidade das
pesquisas, bem como a valorizacdo do pesquisador, que recebe o reconhecimento de que
sua proposta € eticamente adequada.

O CEP/HEMOAM ¢ uma comissao constituida por treze membros das varias areas do

conhecimento, e um representante dos usudrios, que tem por finalidade a avaliacdo da

pesquisa com seres humanos em nossa Institui¢do, em conformidade com a legislacao
brasileira regulamentada pela CONEP.

Por favor, entre em contato com uma das pessoas abaixo caso vocé necessite de maiores
esclarecimentos.

Dr. José Pereira de Mouro Neto - Coordenador do projeto - Laboratério de Andlises
Especializadas em Biologia Molecular — Rua Alexandre Amorim N: 330 - Bairro
Aparecida - Manaus/AM - Contato: (92) 3305-000 — (92) 98187-0920.

Marcelo Reis do Nascimento - Biomédico do HEMOAM - Fundacdo Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - Endereco: R. Cananoré, N°110 — Chapada
— Manaus/AM - Contato: (92) 3655-0111 - (92) 99155-3788.
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Caso vocé nao tenha entendido alguma parte deste documento/explicac¢do, pergunte ao
investigador antes de assinar.

Eu aceito
participar da pesquisa “AVALIACAO LABORATORIAL, ENZIMATICA E
MOLECULAR DE CONCENTRADO DE HEMACIAS DEVOLVIDAS A
FUNDACAO HOSPITALAR DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DO
AMAZONAS . Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi
que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “ndo” e
desistir que ninguém vai ficar furioso. Os pesquisadores tiraram minhas ddvidas e
conversaram com 0S meus responsaveis.

Li este termo de assentimento e concordo em participar da pesquisa Assinei duas vias,
uma que vai ficar comigo e outra que serd guardada pelo pesquisador.

Local, Data (dia/més/ano)

Assinatura do participante do Estudo

Assinatura do pesquisador(a)

Impressao Datiloscopica:

Nome do Coordenador da pesquisa: José Pereira de Moura Neto

Assinatura do Coordenador da pesquisa:



