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INTRODUCAO

Nos bancos de sangue é comum o armazenamento de bolsas de
concentrados de hemacias (CHs), entretanto durante esse periodo
ocorrem alteracoes celulares, denominadas de lesdes de
estocagem. Essas lesdes sao caracterizadas por desde alteracoes
bioquimicas e biofisicas celulares até alteracdes morfologicas,
ocasionando, por exemplo, mudancas no potencial zeta e na
elasticidade eritrocitaria, as quais podem levar a diminuicdo do
rendimento transfusional (SILVA et al., 2012). Dentre as lesoes de
estocagem, aquelas que estao diretamente relacionadas a gradual
oxidacdo das proteinas ou lipidios de membrana, tem potencial
para serem evitadas através do uso de substancias antioxidantes
(RACEK et al. 1997). Sendo assim, o uso dessas substancias em CHs
pode ajudar a aumentar o rendimento transfusional por diminuir as
lesoes de estoque.

A vitamina E é um antioxidante lipossoluvel, com comprovada acao
em lipidios por diminuir a peroxidagdo dos acidos graxos, como
aqueles presentes na membrana celular (RACEK et al. 1997). Alguns
estudos ja demonstraram que a vitamina E utilizada como
suplemento pode melhorar sintomas clinicos de individuos com
anemias hereditarias ou aqueles que apresentam aumento do
estresse oxidativo, como os portadores da anemia falciforme
(CHAN et al., 1999). Além disso, ja é reportado que a concentrac&o
de vitamina E presente na membrana protege as hemacias contra
lise (MAY, 1998). Recentemente também foi reportado que
nanoemulsdes de vitamina E podem diminuir a produgao de espécie
reativas de oxigénio em CHs (SILVA et al., 2017).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar parametros
biofisico-quimicos apds adicdo de nanoemulsdo de vitamina E,
como possivel agente antioxidante em CHs de CPD/SAG-M. Foram
analisados os seguintes parametros: a fragilidade osmotica, a
composicao de fosfolipideos totais e a dosagem de colesterol da
membrana eritrocitaria, no primeiro e apos 42 dias de estocagem.

MATERIAIS E METODOS

Preparacao das Formulacoes

Devido a sua natureza hidrofébica, a vitamina E (Sigma Aldrich) foi
dispersa em meio aquoso em forma de nanoemulsao, como descrito
previamente em Silva et al. 2017. Em forma de emulsdo a
interac ao da vitamina E com as hemacias dos CHs, torna-se possi
vel. A preparacao dessas nanoemulsdes envolveu a combinacao de
3 componentes: SAG-M (50 mL - Fresenius Kabi), 6leo (160 mg de
vitamina E) e tensoativos (265 mg de Tween 20 e 265 mg de Tween
80 - Sigma Aldrich). A formulacao foi preparada de forma a atingir

uma concentragao de 0,2 mg/mL no CH. As nanoemulsoes
apresentaram um tamanho de aproximadamente 20 nm, avaliado
por espalhamento dindmico de luz (Zetasizer Nano ZS 90, Malvern
Instruments).

Amostra de Hemdcias

As hemacias para analise foram obtidas a partir de segmentos de
CHs de CPD/SAG-M  estocadas no  HEMOPE (CAEE
41109115.6.3001.5195). Cada bolsa foi dividida em duas unidades.
Uma das unidades recebeu a formulacao da vitamina E, conforme
descrito na secdo anterior (teste). A outra unidade recebeu a
mesma quantidade do solvente (sem vitamina) e foi considerada
como controle. As formulagdes foram adicionadas as bolsas de
sangue de forma asséptica e, em seguida, os CHs foram
armazenados a 4 °C. Foram avaliados cinco CHs. Apos teste de
normalidade por Shapiro-Wilk, foi identificado que as amostras nao
seguiam distribuicdo normal, assim as diferencas e similaridades
estatisticas apresentadas entre grupos controle e teste foram
avaliadas estatisticamente pelo teste de Wilcoxon, com nivel de
significancia de 0,05.

Fragilidade Osmética

A fragilidade osmotica das hemacias, estocadas a curto (primeiro
dia) e longo prazo (42 dias), das amostras tratadas ou nao com
vitamina E foi avaliada tal como descrito por Moore e co-autores
(MOORE, 1968), com modificacdes. Diluiu-se as células a serem
testadas de 1:100 com soluc ao salina. A seguir, adicionou-se 0,3
mL da soluc ao acima em 4,5 mL de solucdes salinas (nas
concentracées de 0,9 a 0,3%, com intervalos de 0,1) misturando
rapidamente e leu-se a densidade oOptica a 675 nm apds 60
segundos, para cada tubo. A partir da densidade 6ptica, encontrou-
se o percentual de hemolise para as diversas concentracoes.

Composicdo de Lipideos Totais da Membrana de Hemdcias

Os lipideos foram extraidos a partir da membrana de hemacias,
estocadas a curto e longo prazo, como descrito por Folch e
colaboradores (1957). A extracao lipidica foi realizada adicionando-
se vagarosamente 0,5 mL de suspensao de hemacias a um tubo
contendo 7,0 mL de metanol sob agitacdo constante, logo apos se
acrescentou 14,0 mL de cloroférmio. Filtrou-se a solucao final e
completou-se com uma solucao de cloroférmio/metanol (2:1 v/v)
para um volume final de 40 mL. Em seguida, foram adicionados 8,0
mL de KCL.

A partir dos extratos lipidicos foram realizadas as dosagens qui
micas dos fosfolipidios totais (FLT), (método de Bartlett, 1959) e

© 2018 CC BY-NC-ND LICENSE

ANAIS: ENCONTRO ANUAL DA BIOFISICA (2018): 111-113
BIOFISICA E RADIOBIOLOGIA, BIOCIENCIAS, UFPE

05 E 06 DE FEVEREIRO, RECIFE, PERNAMBUCO, BRASIL
ISSN: 2526-6071

DOI: 10.5151/biofisica2018-038



DOI: 10.5151/biofisica2018-038

de colesterol pelo kit enzimatico (Labtest Sistemas Diagnosticos
Ltda) (BARTLET, 1959).

0 objetivo principal desse estudo biofisico-quimico com a vitamina
E foi verificar se a reducdo de espécies reativas reportada por Silva
et al. 2017 poderia ter correlacdo com a composicdo lipidica da
membrana eritrocitaria e a resisténcia a variagcdes osmoticas. Para
estes estudos, escolheu-se realizar analises nos extremos do peri
odo de armazenamento a fim de detectar variagbes mais
significativas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fragilidade Osmética

Os resultados da fragilidade osmética para CHs contendo ou nao a
vitamina E, estdao apresentados na Figura 1. Os resultados
demonstram que a percentagem de hemolise de todas as amostras
no final da estocagem foi significativamente maior quando
comparada ao inicio (p = 0,03). Foi constatado, ainda, que quando
as hemacias estocadas foram incubadas com as nanoemulsées com
vitamina E, nao houve diferenca em relagao ao grupo controle (p =
0,5).

Estes resultados sao corroborados pela literatura que constata que
as hemacias, durante o periodo de estocagem, perdem a resisté
ncia a hemdlise em meios hipoténicos (RAVAL et al., 2013;
ALMIZRAQ et al., 2013). Varios estudos vém sendo realizados para
estabelecer uma correlagao entre o aumento da fragilidade osmo
tica e o estresse oxidativo (SROUR, et al., 2000; RINALDUCCI et al.,
2011; D’ALESSANDRO et al., 2012; GRAZZINI e VAGLIO, 2012). No
entanto, o estresse oxidativo relacionado as proteinas, e nao aos
lipideos, tem sido apontado como o fator mais critico para o
comportamento reoldgico, incluindo a fragilidade osmotica e a
elasticidade (SROUR, et al., 2000; KRIEBARDIS et al., 2007; HALE et
al., 2011, SILVA et al. 2017). Dessa forma, sugere-se que a
vitamina E ndo modificou a resisténcia a hemolise, pois atua
principalmente prevenindo a lipoperoxidacao.
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Figura 1. Fragilidade osmotica eritrocitaria em funcao de concentracées de NaCl, com e
sem a emulsao de vitamina E.

Composicdo de Lipideos Totais de Membrana de Hemdcias

Os valores de colesterol e fosfolipideos obtidos para as membranas
das hemacias dos CHs estdo apresentados nas Figuras 2 e 3. Os
nossos resultados indicaram que a dosagem de fosfolipideos totais
reduziu, cerca de 15%, no ultimo dia em relacdo ao primeiro em
ambas as amostras (p = 0,04) com ou sem vitamina E. No entanto,
nao houve diferenca entre as amostras controles e testes (p = 0,2).
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Figura 2. Médias das concentracdes de fosfolipideos totais de membranas de hemacias
estocadas a curto e longo prazo, com e sem vitamina E.

A dosagem de colesterol (Figura 3) demonstrou uma reducao em
torno de 8% do primeiro dia para o ultimo dia de estocagem das
amostras (p = 0,04). Entretanto, nao houve diferencas significativas
entre a concentracdo de colesterol de membranas de hemacias
provindos de CHs com e sem nanoemulsao de vitamina E para curto
e longo prazo (p = 0,2).
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Figura 3. Médias das dosagens de colesterol de membranas de hemacias estocadas a
curto e longo prazo, com e sem vitamina E.

Os valores de fosfolipideos e colesterol, encontrados neste estudo,
bem como a sua reducao em funcao do armazenamento, estao de
acordo com dados relatados na literatura, embora tenham sido
realizados com bolsas estocadas em outras solucdes aditivas e/ou
lecorreduzidas (WAGNER et al., 1987; GREENWALT et al., 1990;
DRAPER et al., 2002; ALMIZRAQ, et al., 2013).

A perda lipidica ao longo do armazenamento esta relacionada a
formacdo de microvesiculas que se desprendem da membrana
eritrocitaria (WILLEKENS et al., 2008). Adicionalmente, Wagner e
co-autores relataram que a oxidacdo da proteina espectrina esta
correlacionada com essa vesiculacao (WAGNER et al., 1987). Assim,
mais uma vez reforca-se a hipotese de que a utilizacdo de
antioxidantes que tenham acdo em proteinas combinados a
vitamina E, podem ser mais eficientes nas lesdes de estoque do
que os que atuam apenas em lipideos, como também sugerido por
Silva et al., 2017.

CONCLUSOES
As analises biofisico-quimicas indicaram que as hemacias de CHs
apos 42 dias de estocagem perdem a resisténcia a perturbacoes
osmoticas, tendem a hemolisar e perdem lipideos e colesterol de
membrana durante a estocagem em bolsas de CPD/SAG-M. A
nanoemulsao de vitamina E nao interferiu nessas alteracdes,
provavelmente pelo fato desta substancia ser um antioxidante lipi
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dico e, tais mudancas estarem relacionadas com as proteinas
membranares, como também ja sugerido pela literatura. Assim
mais estudos com antioxidantes proteicos (combinados ou nao com
vitamina E) também merecem atencdo, visando uma melhor
preservacao das propriedades eritrocitarias durante
armazenamento.
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