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Sumario: Durante o armazenamento em bancos de sangue, 0s eritrocitos sofrem
progressiva deterioracdo, 0 que pode comprometer a integridade pos-transfusional das
hemécias na circulacdo sanguinea. Muitas destas lesbes de armazenagem sdo causadas por
danos oxidativos nessas células. Alguns estudos relataram que a vitamina E € um dos
antioxidantes mais importantes que pode atuar sobre os lipidios das membranas celulares.
Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar se as propriedades antioxidantes da
vitamina E sdo capazes de melhorar as condi¢fes de armazenamento de concentrados de
hemécias (CHs). Devido a sua natureza hidrofdbica, foram preparadas emulsGes de vitamina
E. As caracterizacbes das emulsdes mostraram a presenca de particulas na escala
nanomeétrica e confirmaram a presenca de vitamina E nas formulaces preparadas. Apos
essa etapa, os CHs foram divididos em duas unidades. Uma delas recebeu as emulsdes e a
outra foi usada como controle. As formulagGes foram adicionadas as bolsas de sangue de
forma asséptica e, em seguida, os CHs foram armazenados a 4°C. As analises de controle de
qualidade realizadas no 35° dia de armazenamento mostraram que nio houve diferenca
significativa entre as bolsas que continham ou ndo a formulacdo de vitamina E. Os
resultados de avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) com o sistema
com a vitamina E em SAG-M apresentou diminuicdo relativa na producdo de ROS de pelo
menos 35% durante o armazenamento. A elasticidade das hemacias para o sistema com
SAG-M foi entdo medida usando uma pinca Optica. Os resultados mostraram que a
capacidade de deformacdo dessas hemacias ndo diferiu significativamente do controle
durante todo o0 armazenamento.
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INTRODUCAO

A deformabilidade celular é uma propriedade critica para as hemécias na
microcirculacdo, pois para transportar oxigénio dos pulmdes para os tecidos, as mesmas
precisam passar por vasos bem menores que o seu tamanho, portanto se as hemacias nao
forem deformaveis, ndo conseguirdo desempenhar bem essa funcdo. As hemacias séo
células essenciais para a manutencdo do organismo humano por promover as trocas gasosas.
Como essas células sdo ricas em oxigénio, tornam-se também alvos da acdo de espécies
reativas que se originam a partir desse gas. Quando as hemacias estdo presentes na
circulacdo sanguinea normal, elas dispdem de um sistema antioxidante natural que minimiza
ou elimina esses radicais [1]. Entretanto, para a obtencdo de concentrados de hemacias
(CHs) utilizados para fins transfusionais € necessario se remover aproximadamente 80% do
plasma de uma unidade de sangue total e, com isso, perde-se grande parte da capacidade
antioxidante nativa associada a esse fluido bioldgico. Assim, ao longo do periodo de
armazenamento (35 ou 42 dias dependendo da solugdo preservante) essas células ficam
susceptiveis aos danos oxidativos que podem levar as chamadas “lesdes de estoque”.
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Dentre as lesdes de estoque podemos destacar a perda da deformabilidade eritrocitaria
[2]. Uma possibilidade de melhor se preservar as caracteristicas funcionais dessas hemacias
estocadas, na perspectiva de também ampliar o seu periodo de armazenamento, é atraves da
utilizacdo de antioxidantes. Ao longo dos anos, trabalhos demonstraram que a acdo
antioxidante da vitamina E esta principalmente relacionada ao bloqueio da peroxidacao dos
acidos graxos poli-insaturados das membranas e algumas vezes nas lipoproteinas [3]. Neste
contexto, considerando-se que muitas das lesbes de estoque estdo relacionadas com a
peroxidacao dos lipidios de membrana das hemécias dos CHSs, o presente trabalho teve por
objetivo realizar um estudo comparativo entre os concentrados que receberam adicdo da
emuls&o da vitamina E e os que ndo receberam, fornecendo assim a possibilidade de avaliar
acOes da vitamina E como possivel antioxidante em CHs. Para isso, foi necessario: preparar
e caracterizar nanoemulsdes de vitamina E, avaliar os danos oxidativos nas células atraves
de medidas de espécies reativas de oxigénio (ROS) e avaliar a acdo desses sistemas
antioxidantes na deformabilidade de hemacias estocadas através das pingas opticas.

MATERIAIS E METODOS

1. Emuls6es de Vitamina E: Devido a sua natureza hidrofobica, a vitamina E precisa ser
solubilizada em meio aquoso. Utilizamos dois meios aquosos: solucéo salina 0,9% ou SAG-
M (solucdo aditiva ja utilizada em CHs contendo: salina, adenina, glicose e manitol). A
formulacdo dessas emulsdes envolveu a combinacdo de 3 componentes: meio aquoso (50
mL de salina ou 50 mL de SAG-M), 6leo (160 mg de vitamina E) e os tensoativos (Tween
20, 265 mg e Tween 80, 265 mg). Essa emulsdo é importante para veicular substancias
lipofilicas no organismo [4] e nesse caso € importante para melhorar a interacéo da vitamina
E com os eritrécitos nos CHs. A caracterizagdo das emulsdes foi realizada pelo
espalhamento dinamico de luz (DLS, Zetasizer Nano, Malvern).

2. Amostras de Eritrdcitos: As hemécias foram obtidas a partir de segmentos de CHs de
CPD/SAG-M estocadas no HEMOPE (Parecer n°. 003/09). Cada bolsa avaliada foi dividida
em duas unidades de 160 mL de volume total. Uma delas recebeu 10 mL da nanoemulséo de
vitamina E (ou em solucdo salina ou em SAG-M). A outra unidade recebeu a mesma
quantidade do solvente respectivo (sem a emulséo) e foi considerada como controle. As
formulacGes foram adicionadas as bolsas de sangue de forma asséptica e, em seguida, 0s
CHs foram armazenados a 4°C.

3. Avaliacdo de ROS: Para avaliar os danos oxidativos causados nas células pelo ROS
(principalmente H,0,), foi realizada a marcacdo das hemécias com o diacetato de 2',7'-
diclorofluoresceina (DCFH-DA) nas unidades de CHs (trés para cada tipo de solvente,
SAG-M ou solucéo salina). Para cada unidade e para cada dia (8, 21 e 35), as analises foram
realizadas em duplicata. Para isso 50 uL de cada amostra (com e sem a vitamina E) foi
lavada 3 vezes por centrifugacdo. Posteriormente as células foram incubadas com 0,5 pL de
DCFH-DA por 30 minutos. Depois disso, as amostras foram lavadas novamente 2 vezes por
centrifugacdo e foram avaliadas por citometria de fluxo (FACSCalibur System, Becton
Dickinson). Também foi realizada a avaliacdo de um controle positivo usando 1 pL de
peréxido de hidrogénio diluido em 100 puL ou 50 uL de salina. A citometria de fluxo
identifica a conversdo do DCFH-DA em 2°,7’- diclorofluoresceina (DCF). O DCFH-DA é
convertido em DCF (um composto fluorescente) pela presenca de ROS no interior celular,
assim quanto maior for a fluorescéncia detectada, maior é a quantidade de ROS produzida
pela célula. Foram aqui avaliadas 3 bolsas de CHs.

4. Avaliacdo da Deformabilidade: A deformabilidade foi avaliada usando uma pinca
optica. O sistema de pincas Opticas consiste de um feixe de laser infravermelho (IPG
Photonics) focalizado no material de analise por uma objetiva de 100x de um microscépio
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(Olympus). O sistema possui captura de imagem acoplado e uma platina motorizada
controlada por computador (Prior Scientific), com o qual é possivel se movimentar as
células. As hemacias foram capturadas pelo laser e arrastadas com velocidades controladas e
distancia constante através do soro sanguineo, o que promoveu a deformacdo das mesmas
nesse fluido. Ao se correlacionar a elongacdo das células com as velocidades determina-se
entdo a constante elastica, a qual chamamos elasticidade [2]. Quanto maior o valor da
elasticidade, menos deformavel € a célula, assim como se aplica para a constante de mola. A
mensuracao da elasticidade também foi feita nos dias 8, 21, 35 de armazenamento. Para
cada bolsa (com e sem vitamina E) foram analisadas 20 células aproximadamente. Aqui
foram também avaliadas 3 bolsas de CHs.

RESULTADOS

1. Emulsdes de Vitamina E — Caracterizacdo: As andlises pelo DLS foram realizadas um
dia por semana durante 1 més. As goticulas da formulacdo com salina e com SAG-M
mostraram tamanhos nanométricos (tamanhos medios de aproximadamente 30 e 22 nm,
respectivamente). As particulas da emulsdo com salina aumentaram 6% durante esse
periodo. A emulsdo em SAG-M apresentou um aumento de 3,7%, indicando que as
formulacGes das emulsdes de vitamina E se mantiveram estaveis em fungdo do tempo.

2. Avaliacdo de ROS: A Tabela 1 mostra as percentagens (com 0s respectivos desvios-
padrdo) da redugdo/aumento relativo de ROS em funcdo do dia de armazenamento. Apos
cada analise, n6s comparamos as amostras com e sem a emulsdo de vitamina E, e
verificamos o aumento/diminuicdo relativa da producdo de ROS (os valores negativos
representam a porcentagem de diminuicdo ROS e o0s valores percentuais positivos
representam o aumento). A emulsdo com solugédo salina ndo produziu qualquer reducao
significativa ou aumento de ROS para qualquer dia de medicdes. Por outro lado, as amostras
incubadas com as emulsbes preparadas com a solugdo conservante ja usada em
concentrados de hemaécias, 0 SAG-M, apresentaram uma reducdo eficaz de ROS de pelo
menos 35% em todos os dias de armazenamento analisados.

Tabela 1 — Diminuicdo/Aumento relativo de ROS em funcdo do dia de armazenamento.
Dias Vitamina E em Emulsdo com Salina Vitamina E em Emulsdo com SAG-M
ROS (%) ROS (%)
8 4,0+10 -355+4
21 -46+11 -52,7+ 10
35 6,5+12 -36,0+9

3. Avaliacdo da Elasticidade: A Tabela 2 mostra os valores encontrados para a
elasticidade. N&o existiu diferenga significativa entre o controle e as amostras com vitamina
E nos trés dias de medidas p> 0,2.

Tabela 2 —Elasticidade dos eritrocitos em funcdo do armazenamento. Controle (apenas SAG-M)
e Teste (emulsdo de vitamina E com SAG-M).
Dias Elasticiq?dt_a Controle EIastic_idqde Teste
(x 10 dina/cm) (x 10™ dina/cm)

8 47+0.4 46+0.3

21 49+05 45+0.5

35 59+04 6,1+04

DISCUSSAO

Os resultados para a avaliacdo de ROS estdo em concordancia com outros trabalhos
(realizados in vivo e in vitro) que mostraram a atividade antioxidante da vitamina E em
hemécias em outras condi¢Bes [5, 6]. Os resultados para a mensuracdo da elasticidade
mostraram que ndo existiu diferenca significativa entre o controle e as amostras com
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vitamina E nos trés dias de medidas. A constante elastica das células, em funcdo do
armazenamento, diminuiu um pouco quando comparado com outros trabalhos [2],
provavelmente porque foi adicionada uma quantidade extra de 10 mL de SAG-M nas bolsas
(para ambas amostras), o que acaba melhorando a suplementacdo de ATP para as células.
Esses resultados estdo de acordo com alguns estudos na literatura, 0s quais sugerem que a
perda da deformabilidade pode estar mais relacionada a oxidacdo de proteinas e que essas
biomoléculas sofrem oxidacdo com niveis baixos de radicais livres. Dessa maneira, como a
capacidade antioxidante da vitamina E estd mais focada nos fosfolipidios [7] e alguns
trabalhos mostraram um relacionamento mais direto entre a rigidez dos eritrocitos e a
oxidacdo de proteinas [7, 8], se faz relevante o estudo da atividade de antioxidantes agindo
nas proteinas da membrana na tentativa de uma melhor preservacdo da deformabilidade das
heméacias em CHs. Outra hip6tese que pode justificar os resultados encontrados para
elasticidade pode estar relacionada a formulacdo de vitamina E, feita com surfactantes, que
de certa forma poderia acabar sendo um pouco prejudicial por atuar nas membranas das
hemaécias, apesar de nenhum sinal de hemdlise adicional ter sido observado. A acédo positiva
da vitamina E pode estar sendo compensada por uma acdo negativa dos surfactantes. Por
essa razdo estamos iniciando testes para a veiculacao da vitamina E a partir de lipossomas.

CONCLUSOES

Nossos resultados indicaram que a formulagdo da vitamina E em SAG-M diminuiu
pelo menos 35% de ROS ao longo do periodo de estocagem, mas ndo melhorou a
deformabilidade dos eritrocitos. Temos duas hipdteses para esse fato: ele pode estar
relacionado com a presenca dos surfactantes na emulsao, onde a acdo positiva da vitamina E
pode estar sendo compensada por uma acdo negativa dos surfactantes. Outra hip6tese que
pode justificar os dados encontrados € que a deformabilidade eritrocitaria pode estar mais
relacionada com a oxidacdo das proteinas da membrana e a vitamina E tem acdo
antioxidante mais relacionada aos fosfolipidios. Dessa forma, é importante o estudo de
novas formas de veiculacdo da vitamina E, tais como as formulagdes lipossomais e também
0 estudo de outras substancias antioxidantes com acdo mais direta nas proteinas de
membrana.
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