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RESUMO

Durante 0 armazenamento em bancos de sangue, 0s eritrocitos sofrem progressiva
deterioracdo, o que pode comprometer a integridade pés-transfusional de hemacias
na circulagcdo sanguinea. Muitas destas lesdes de armazenagem podem ser
causadas por danos oxidativos nas membranas das hemacias. Alguns estudos
relataram que a vitamina E é 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¢cbes de armazenamento de concentrados de hemacias (CHSs).
Devido a sua natureza hidrofébica, foram preparadas emulsdes de vitamina E com
tensoativos em diferentes solventes (tampédo fosfato salino 1X - PBS, 0,9% de
solugdo salina ou Sagmanitol - SAG-M). As caracterizacdes das emulsbes
mostraram a presenca de particulas na escala nanométrica e confirmaram a
presenca de vitamina E nas formulagdes preparadas. Apds essa etapa, os CHs
foram divididos em duas unidades. Uma delas recebeu as emulsdes e a outra foi
usada como controle. As formulacdes 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
emulsdes de vitamina E em PBS levavam a hemolise. Os resultados de producédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) ndo mostraram nenhuma diferenca entre o
sistema com salina e vitamina E quando comparado ao controle. No entanto, o
sistema com a vitamina E e SAG-M apresentou diminuicao relativa na producéo de
ROS de pelo menos 35% durante o armazenamento. A elasticidade das hemacias
para o sistema com SAG-M foi entdo medida usando uma pinga Optica e o0s
resultados mostraram que a capacidade de deformacdo dessas hemacias nao diferiu
significativamente do controle durante todo o armazenamento. Assim, concluimos
que a solubilizacdo da vitamina E em meio aquoso foi eficaz, formando emulsbes
com goticulas em escala manométrica e mantendo a integridade da vitamina.
Quando a emulsdo foi formulada em SAG-M houve redugcdo significativa da
producdo de ROS, mas nao houve alteracdo nas propriedades elasticas das
hemacias, provavelmente por a vitamina E atuar como antioxidante principalmente
sobre apenas um dos componentes da membrana eritrocitaria, os lipideos.
Palavras-Chaves: Vitamina E, Eritrécitos, Concentrados de Hemacias, Oxidacéo.
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ABSTRACT

During the storage in blood banks, erythrocytes suffer progressive deterioration,
which can compromise the post-transfusion red blood cells (RBCs) integrity in blood
circulation. Many of these storage lesions can be caused by oxidative damages on
the RBCs membranes. Some studies have reported that vitamin E is one of the most
important antioxidant acting on lipids of cellular membranes. Thus, the present study
aimed to evaluate if the vitamin E antioxidant properties are able to improve the
storage conditions of RBCs units. Due to their hydrophobic nature, we prepared
vitamin E emulsions with Tweens 20 and 80 in different solvents (Phosphate Buffer
Saline 1X - PBS, 0.9% saline or Sagmanitol — SAG-M). The emulsion
characterizations showed the presence of particles in nanometer range and
confirmed the presence of vitamin E in the formulations prepared. After, RBCs units
from healthy donors were divided into two units. One of them received the emulsions
and the other was used as control. Freshly prepared formulations were added to
blood components aseptically and then the RBCs units were stored at 4°C. Quiality
control analyses performed at 35" day of storage showed that vitamin E emulsions in
PBS leads to hemolysis. Results for the saline vitamin E formulation showed no
difference in reactive oxygen species (ROS) production when compared to the
control. However, the system with SAG-M vitamin E presented an average relative
ROS production decay of at least 35% during storage. RBCs elasticity for SAG-M
systems was then measured by using an optical tweezers. Results showed that the
deformability for samples with SAG-M vitamin E emulsion did not differ significantly
from control during the storage. Thus, we conclude that the solubilization of vitamin E
was effective in aqueous medium and form emulsions with droplets in nanometer
scale gauge, maintaining the integrity of the vitamin. When the emulsion was
formulated in SAG-M, the ROS production was significantly reduced, but there was
no change in the elastic properties of erythrocytes, probably because the vitamin E
acts as antioxidant mainly on only one component of the erythrocyte membrane,
lipids.

Keywords: Vitamin E, Erythrocytes, RBCs Units, Oxidation.
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1. INTRODUCAO:

As hemacias sao células essenciais para a manutencdo do organismo humano
por promoverem as trocas gasosas. O transporte bem sucedido de O, por essas
células depende, por exemplo, do seu conteldo energético e da sua elasticidade
celular (SHONAT & JOHNSON, 1997). Como essas células sdo ricas em oxigénio,
tornam-se alvos da acdo de espécies reativas que se originam a partir do oxigénio
molecular. Quando estdo na circulacdo sanguinea normal, as hemacias dispdem de
um sistema antioxidante natural que minimiza ou elimina os radicais livres
(TEDESCO et al., 2000). Entretanto, para a obtencédo de concentrados de hemacias
(CHSs) utilizados para fins transfusionais é necessario se remover aproximadamente
80% do plasma de uma unidade de sangue total e, com isso, perde-se grande parte
do suprimento energético e da capacidade antioxidante nativa associada a esse

fluido bioldgico.

As solucdes aditivas atuais de CHs, tais como CPDA; (Citrato-Fosfato-Dextrose-
Adenina) e CPD/SAG-M (Citrato-Fosfato-Dextrose e Salina-Adenina-Glicose-Manitol)
suprem apenas as necessidades energéticas garantindo a producdo de ATP. Com
sua capacidade antioxidante diminuida, os eritrécitos de CHs ficam em condicfes
muito diferentes da circulacdo sanguinea e, ao longo do periodo de armazenamento
(35 ou 42 dias dependendo da solugdo preservante), essas células ficam entédo
susceptiveis aos danos oxidativos que podem levar as chamadas ‘lesdes de
estoque”. As lesbes de estoque se referem a um conjunto de alteragcdes que
ocorrem nas hemacias durante sua preservacdo, que podem gerar danos
irreversiveis e reduzir a sobrevida pos-transfusional (CHIN-YEE, ARYA E
D’ALMEIDA, 1997).

Dentre as lesdes de estoque podemos destacar a perda da elasticidade
eritrocitaria e a diminuicdo da carga elétrica da membrana celular, avaliada pela
mensuracdo do potencial zeta (FONTES et al.,, 2008; WOLFE et al.,, 1985). A
deformabilidade é uma propriedade mecanica fundamental para as hemacias, pois
permite que elas atravessem capilares e sinusdides esplénicos com diametros

menores que seu tamanho. Recentemente foi demonstrado que o0 armazenamento
1



de CHs leva ndo somente a diminuicdo da elasticidade, como também a diminuicédo
do potencial zeta, devido a perda de acido sidlico (SILVA et al., 2010). Essas e
outras lesbes de estoque estdo diretamente relacionadas a gradual oxidacdo e a
perda dos componentes celulares, como a peroxidacao lipidica e a oxidacdo de
proteinas (SILVA et al, 2012). Poucos trabalhos tém estudado os danos
eritrocitarios relacionados ao armazenamento de CHs para fins transfusionais. Um
melhor conhecimento nesta area podera ajudar no desenvolvimento de novas
solu¢cbes conservantes de CHs, o que podera proporcionar uma melhor maneira de
manter a viabilidade celular, isto €, a integridade fisica e funcional na circulacéo

sanguinea do receptor e um melhor rendimento transfusional.

Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos, a vitamina E (tocoferol) vem ganhando
destaque. Ao longo dos anos, estudos demonstraram que a acao antioxidante da
vitamina E estd principalmente relacionada com sua atividade biol6gica sobre a
oxidacao dos lipideos, atuando no bloqueio da peroxidacdo dos &cidos graxos poli-
insaturados das membranas (KAY et al.,, 1986). A vitamina E intercepta o radical
hidroxila (HO’) resultando na formacao do radical tocoferila que pode ser inclusive
regenerado pela vitamina C (RUCKER et al., 2001; RENDON-RAMIREZ et al.,
2007). Alguns estudos demonstraram que a suplementacdo com vitamina E pode
melhorar os sintomas clinicos de individuos portadores de anemias hereditarias, que
apresentam aumento do estresse oxidativo, como a anemia falciforme (CHAN et al.,
1999). Outros estudos mostraram que a concentracdo de vitamina E presente na

membrana protege a célula contra hemadlise (MAY, 1998).

Considerando-se que muitas das lesbes de estoque estdo relacionadas com a
peroxidacéo dos lipidios de membrana das hemacias dos CHSs, esta dissertacao teve

entdo o objetivo de avaliar a acao da vitamina E como possivel antioxidante de CHs.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS ERITROCITOS HUMANOS

O sangue pode ser considerado um tecido liquido vermelho complexo com
células em suspensédo. A parte liqguida do sangue é o plasma, constituido de agua,
proteinas, lipidios, glicidios e sais minerais. Dentre as células em suspenséo
destacam-se as da linhagem eritrocitica, conhecidas como eritrocitos, hemacias ou
células vermelhas (STEPHEN et al., 1989; FRIED, 2009).

Os eritrocitos humanos s&o produzidos na medula éssea por fatores
estimuladores e reguladores da eritropoiese [eritropoietina (EPO), interleucina 3 (IL-
3), fator estimulador de colbénias granulociticas e monociticas (GM-CSF),
testosterona, hormdnios tireoidianos e hipofisarios], além de fatores nutricionais
como: vitaminas B12 (cobalamina), acido félico (folato), ferro e a vitamina B6
(piridoxina) (STEPHEN et al., 1989; KOURY& PONKA, 2004; FRIED, 2009).

O principal fator estimulador e regulador é a eritropoietina, que é produzida
pelos rins (aproximadamente 90%) e pelo figado (aproximadamente 10%). A
vitamina B12 e o acido folico séo utilizados na sintese da timidina, constituinte do
DNA. O ferro é necessario a sintese da hemoglobina, enquanto que a vitamina B6 &
utilizada na sintese do grupo heme hemoglobinico (STEPHEN et al., 1989; OGAWA,
1993; KOURY& PONKA, 2004; FRIED, 2009).

Figura 1. Representacdo  esquematica da  eritropoiese  (adaptado  de
http://www.biomedicinapadrao.com, 2010).
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Sob a acgdo desses fatores, células tronco pluripotentes sofrem divisdes e

diferenciacbes sequenciadas (assim como mostra a Figura 1) resultando em células
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anucleadas, com forma de disco bicéncavo, de diametro entre 7 e 9 um, altura entre
1,5 e 2,5 um, volume com + 90 fL (1fL = 10*° L), os eritrécitos ( SCHWABBAUER,
1998; DACIE & LEWIS, 1995).

Estas células sdo as mais abundantes e especializadas do organismo
humano. Estima-se que num adulto normal sejam produzidas diariamente
aproximadamente 2,5 bilhdes delas. Elas sdo compostas de agua (721 mg/mL do
eritrocito), proteinas (321 mg/mL do eritrgcito), lipidios (5,1 mg/mL do eritrécito) e
carboidratos (80 mg/mL do eritrocito) (YOSHIHI, 2003).

Elas ndo sdo capazes de se dividir, sintetizar proteinas e promover reacdes
oxidativas mitocondriais pelo fato de serem desprovidas de nucleo, ribossomos e
mitocondrias. Dessa forma, essas células que na normalidade tem uma sobrevida
meédia de 120 dias, necessitam ser renovadas constantemente no organismo
(DACIE & LEWIS, 1995; CIMEN, 2008).

A principal funcdo do eritrocito é transportar e manter a integridade de um
pigmento respiratério de cor vermelha, chamado hemoglobina (Hb), que é
responsavel por carrear oxigénio (Oz) dos pulmbes para os tecidos, e di6xido de
carbono (CO,) dos tecidos para os pulmdes (Figura 2). A eficacia desse transporte
depende ndo s6 da hemoglobina, mas também da deformabilidade da membrana e
cistoesqueleto celular e do seu contetdo energético (SHONAT & JOHNSON, 1997).

A hemoglobina corresponde a cerca de 95% do conteudo citoplasmatico do
eritrécito. Essa proteina mantém o ferro no seu estado reduzido Fe?*, o que permite
a ligacao reversivel do O, ao grupo heme, além de facilitar a troca do CO» produzido

pelos tecidos com os pulmdes (C IMEN, 2008).



Figura 2. llustracdo de uma hemoglobina carreando moléculas de oxigénio dentro da
hemécia (adaptado de http://forum.netxplica.com, 2009).
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2.2 MEMBRANA E CITOESQUELETO DOS ERITROCITOS

A membrana dos eritrécitos é composta por 19,5% (peso/peso) de agua,
39,6% de proteinas, 35,1% de lipidios e 5,8% de carboidratos (YOSHIHI, 2003). A
bicamada lipidica dos eritrécitos é composta por aproximadamente 60% de
fosfolipidios, 30% de colesterol e 10% de glicolipidios (YOSHIHI, 2003). No que diz
respeito aos fosfolipidios, sabe-se que os eritrocitos possuem na porcéo externa da
membrana principalmente a fosfatidilcolina e a esfingomielina, enquanto que na
porcao interna predominam a fosfatidilserina e a fosfotidiletanolamina (YOSHIHI,

2003).

Essa bicamada é toda atravessada por proteinas integrais inseridas na
membrana através dos dominios hidrofébicos de suas sequéncias de aminoacidos
(Figura 3). Exemplos tipicos desse grupo sdo as proteinas banda 3 e as glicoforinas.
As proteinas da membrana dos eritrécitos podem ser encontradas também na
periferia da membrana ajudando a formar o citoesqueleto, entre as quais estdo as
espectrinas (cadeias a e B), as proteinas banda 4.1 e a actina. Estas proteinas se
associam especificamente entre si para formar um citoesqueleto localizado
diretamente abaixo da bicamada lipidica. As proteinas ancoradas sdo formadas por
proteinas que se conectam com as proteinas integrais e com as proteinas do
citoesqueleto. Os exemplos mais representativos deste grupo sdo a anquirina e a
banda 4.2 (YOSHIHI, 2003; CIMEN, 2008). Como veremos mais adiante, tanto o

citoesqueleto eritrocitario como a sua membrana S80 essenciais na manutengao



tanto da deformabilidade, quanto da forma normal do eritrécito, sendo vital para a

permanéncia dessas células na circulacéo.
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Figura 3. Representacdo da Membrana Plasmética de eritrécito (MURADOR, 2007).

2.3 A DEFORMABILIDADE DOS ERITROCITOS

Ao longo do sistema circulatorio, os eritrocitos necessitam atravessar vasos e
capilares estreitos, muitas vezes menores que sua propria circunferéncia, mantendo
sua integridade estrutural (podendo se alongar até 230% da sua dimensao original).
Isso pode ser exemplificado na passagem dessas células pelos capilares e orificios
sinusoidais do bacgo (3 a 5 um de diametro), 6rgéo responsavel pelo sequestro de
células velhas, danificadas e menos deformaveis (SHOHET & MOHANDAS, 1988).
Desta forma, a organizacdo estrutural e as propriedades elasticas da membrana
celular e do citoesqueleto dos eritrocitos devem conferir-lhes grande capacidade de
deformabilidade para garantir que essas células alcancem os tecidos e 6rgaos, onde
exercem sua funcdo, prevenindo a retirada prematura da circulacdo e,

consequentemente, a diminuicdo da oferta de oxigénio aos tecidos.

Diversos fatores influenciam a elasticidade celular, entre eles a razdo area
superficial/volume celular. Quanto maior for esta razdo, maior sera a capacidade da
célula se alongar e se deformar. Assim, heméacias maiores devem se deformar mais
para transpor vasos pequenos. A membrana também influencia a deformabilidade
dos eritrGcitos, pois a distribuicdo regular dos lipideos e a integridade de proteinas
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periféricas e de componentes do citoesqueleto garantem uma maior fluidez. Por
exemplo, a densidade de proteinas estruturais, como a espectrina, é diretamente
proporcional a rigidez da membrana. Mudancas na organizacdo do citoesqueleto
podem levar a alteracdes na forma dos eritrécitos, interferindo na deformabilidade.
Sabe-se também que um conteudo aumentado de colesterol ou diminuido de

fosfatidilcolina torna a membrana mais rigida (NASH, 1993).

2.4 A MORFOL OGIA DOS ERITROCITOS

Como visto, o eritrécito saudavel possui uma sobrevida em torno de 120 dias.
E durante esse ciclo de vida, essas células passam por uma série de modificagbes
morfologicas decorrentes do envelhecimento. As formas mais comuns assumidas
pelos eritrocitos sado: discocito, equindcito ou estomatdcito e esferécito. O controle
da forma eritrocitaria € dependente de energia das proteinas da membrana, da
bicamada lipidica e de suas interacbes (ELGSAETER & MIKKELSEN, 1991).

A forma de discécito € a ideal porque apresenta a melhor proporcao
superficie/volume. Isto possibilita um melhor rendimento nas trocas gasosas porque
garante uma excelente deformabilidade, essencial para a passagem por pequenos
capilares (Figura 4A).

O equindcito ou estomatocito se forma a partir da diminuicdo de ATP no meio,
num processo conhecido como deplecdo metabdlica, ou a partir do excesso de Ca?
no meio, ou ainda por agentes quimicos (FEO & MOHANDAS, 1977). Este tipo de
morfologia também pode ser resultado da expansao da por¢cédo externa ou da porcao
interna da bicamada. Esta forma pode se reverter a forma de discocito, desde que
ndo haja perda de fragmentos da membrana (Figura 4 B) (CHAILLEY et al., 1973)
através da adicdo de concentracbes adequadas de ATP ou da fosforilacdo dos

fosfolipideos (FERRELL & HUESTIS, 1982).

Quando h& perda de fragmentos de membrana pela continuidade das lesbes
causadas pela deplecdo metabdlica, excesso de Ca?* ou agentes quimicos aumenta-

se a viscosidade e rigidez do eritrocito. Assim, da-se origem a outra forma



eritrocitaria, o esferdcito (Figura 4C). Este é irreversivel e susceptivel a degradacao

por hemalise.

A deplecédo metabdlica resulta em algumas consequéncias importantes como
a polimerizacdo do complexo espectrina na face interna da membrana celular
(SHEETZ & SINGER, 1977); assim também como a falta de manutencdo da
fosforilagdo pelas quinases, devida a continua agdo de fosfatases (GRATZER,1984).
A bomba de Na'/K*, uma ATPase, perde a eficiéncia na deplecdo metabdlica.
Assim, a membrana celular ndo consegue realizar trocas de ions entre o eritrocito e
0 meio extracelular, comprometendo também a expulsdo de moléculas de H»O, que

é realizada em conjunto com sua propriedade osmotica (KLEIN et al. 2007).

Figura 4. Representacdo das formas que o eritrécito pode assumir: (A) Discocitos, (B)
Equindcitos, caracteristica da precipitagcdo de espectrina em hemacias envelhecidas e (C)
Esferécitos (adaptado de GALVEZ et al, 2006).
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2.5 0 METABOLISMO ENERGETICO E OXIDATIVO NOS ERITROCITOS

Como visto, as células vermelhas maduras precisam de energia para
desempenhar bem sua funcédo de transporte de gases e manter sua integridade
fisica. Além disso, a energia também é necesséria na defesa contra a oxidacdo de
suas biomoléculas. Isso porque, devido a pressao osmética dos eritrécitos ser maior
gue a do plasma, a integridade da membrana € mantida por uma intensa troca de
ions sodio e potassio, num transporte ativo (dependente de ATP) realizado pela
bomba de sddio-potassio (NAKAO, 1960). A glicose atravessa com facilidade a

membrana plasmatica e, portanto, é a principal fonte energética dos eritrocitos.

O metabolismo energético dos eritrécitos depende da glicélise conhecida no
caso dessas células como via de Embden-Meyerhof, do tipo ndo-oxidativa e que
interliga trés vias menores: a via Fosfogluconato (ou via das pentoses) do tipo

oxidativa; via de Metahemoglobina Redutase; e avia de Rapoport-Luebering
(RAPOPORT, HEINRICH & RAPOPORT, 1976; MULQUINEY, 1999; WIBACK,
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2002). Sabe-se que em condi¢cdes normais, 90% da glicose que entra na célula sao
metabolizados pela glicilise e o restante pela via das pentoses. Entretanto, em

situacdes de estresse oxidativo, a situacdo metabdlica é invertida (LEE et al., 1999).

O catabolismo da glicose depende do funcionamento de um sistema
enzimatico para producdo de trés produtos importantes para o eritrocito: duas
moléculas de ATP, duas moléculas de nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido
(NADH) e 2,3 bisfosfoglicerato (2,3-BPG), através do desvio de Rapoport-
Luebering (HAMASAKI & YAMAMOTO, 2000). O ATP é utilizado na ativagdo da
bomba de cations que manttm a forma e a capacidade de deformacdo da
membrana por fosforilagcdo da espectrina, além de modular a quantidade de 2,3-BPG
gerada (STIENE-MARTIN et al.,1998). O NADH atua como co-fator enzimatico em
algumas etapas da glicolise. Atua também na reagdo de conversdo da meta-
hemoglobina a hemoglobina, que é util na prevencdo da oxidacdo do ferro dos
grupamentos heme, num processo mediado pela enzima meta-hemoglobina
redutase (MeSH) (KLINKEN, 2002 ; RAPOPORT, HEINRICH & RAPOPORT, 1976).

O sistema enzimatico que regula a glicolise parece ser constituido por trés
enzimas principais: a hexoquinase (HX), a fosfofrutoquinase (PFK) e a piruvato
quinase (PK). A regulacdo da HX é realizada por seu produto, a glicose-6-fosfato
(G6-P), que inibe a acdo da enzima, e pelo substrato, o ATP-Mg, que estimula a
reacdo (KLINKEN, 2002). Esta etapa da via € irreversivel, pois mantém a glicose
aprisionada no interior da célula ja que ao adicionar um grupo fosfato a glicose,
transforma-a numa molécula carregada negativamente, impedindo-a de atravessar
passivamente a membrana celular (SHONAT & JOHNSON, 1997). A PFK é afetada
pelo pH, cujo pH 6timo € 8,0. A atividade desta enzima tende a aumentar com a
elevacdo do pH e a diminuir com a queda deste. A regulacdo da PK é realizada
também por seu produto, o ATP (GRIMES, 1980).

Durante a via de Embden-Meyerhof sdo consumidos dois mols de ATP para
cada mol de glicose a ser catabolizado e quatro mols de ATP sdo gerados. Assim,
ha o rendimento de dois mols de ATP por mol de glicose. Além da reserva
energética, metabdlitos essenciais a hemacia sdo gerados por vias assessorias a via
principal (RAPOPORT, HEINRICH & RAPOPORT, 1976).
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Pela via do Fosfogluconato, ou via das pentoses fosfato, a enzima glicose-6-
fosfato desidrogenase (G-6-PD), converte glicose-6-fosfato (glicose 6-P) a 6-
fosfogluconato (6-PG), com producédo de nicotinamida-adeninadinucleotideo-fosfato
reduzido (NADPH) e glutationa reduzida (GSH). O NADPH é gerado como processo
final da transformacdo do glutationa peroxidase (GPx) em GSH, agentes protetores
de processos oxidativos (Figura 5) (RAPOPORT, HEINRICH & RAPOPORT, 1976).
Dessa forma, a importancia de NADPH no meio estd na manutencdo dos niveis de
GSH no eritrocito, que é uma das principais fontes de defesa contra o ataque
oxidativo (STIENE-MARTIN et al.,1998).

A via de Rapoport-Luebering € uma via alternativa entre o 1,3-DPG e o 3-
PG, que apesar de diminuir o rendimento de producdo de ATP, gera 2,3-BPG, um
metabdlito essencial ao mecanismo de liberagdo de oxigénio fixado a hemoglobina.
Pela acdo de uma fosfatase, o 2,3-BPG € modificado a 3-Fosfoglicerato que pode,
portanto, dar continuidade as etapas subsequentes da via principal (Figura 5).
Estima-se que em condicbes de estresse oxidativo até cerca de 90% da glicose
consumida, no metabolismo eritrocitario, pode ser destinada a producao de 2,3-BPG
(RAPOPORT, HEINRICH & RAPOPORT, 1976; LEE, 1999).

Figura 5. Representacao esquemética da Via glicolitica principal do metabolismo energético
eritrocitério (via de Embde-Meyerhof) e suas vias acessorias (via do Fosfogluconato ou ciclo
das pentoses e via de  Rapoport-Luebering, produtora de 2,3-BPG
(adaptado de http://www.med-ed.virginia.edu/courses/path/innes/nh/energy.cfm).
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O 2,3-BPG se liga reversivelmente a hemoglobina entre as duas globinas
betas. A remocdo do 2,3-BPG permite a fixacdo e transporte do oxigénio pela
hemoglobina. Quando o oxigénio € liberado no tecido a ser oxigenado o 2,3-BPG
torna a se ligar a hemoglobina, num equilibrio controlado pela pressédo de oxigénio
na corrente sanguinea (assim como mostra a Figura 6) (MULQUINEY, 1999;
WIBACK, 2002).

Figura 6. Representacdo esquematica da sequéncia dos estdgios da oxigenacdo da
hemoglobina. (A) Hb desoxigenada; (B) e (C) fixacdo de O, por globinas alfa; (D) e (E)
fixacdo de O, por globinas betas e deslocamento de 2,3-BPG (adaptado de
http://www.hemoglobinopatias.com.br/hemoglobina/fisio-oxi.htm).
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2.6 ESTRESSE OXIDATIVO NOS ERITROCITOS
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O oxigénio pode dar origem a diversas espécies reativas, seja por absorcado
de energia ou por transferéncia de elétrons. Entre as principais espécies reativas de
oxigénio (ROS) estdo: o peréxido de hidrogénio H,O,, o anion radical superéxido
(0,"), o radical hidroxila (HO"), os radicais peroxila (RO, e além do 6xido nitrico
(NO) (CIMEN et al., 2008).

Os eritrocitos humanos, como sdo células aerdbicas transportadoras de
oxigénio, sdo alvo da formacdo de ROS ou radicais livres. Essas espécies séo
continuamente formadas em pequenas quantidades pelo processo metabdlico
normal. Entretanto, quando em grandes quantidades, elas podem interagir com
diversas biomoléculas, lesando diferentes estruturas celulares (NEPOMUCENO et
al.,, 1997; CURTIS et al., 1984), inclusive as membranas. Os danos as membranas

estdo relacionados com a peroxidacao lipidica e oxidacéo e inativacdo de proteinas
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[enzimas ou mesmo proteinas da membrana celular ao oxidar seus grupos sulfidrilas
(-SH) elou as pontes dissulfeto (-SS-)] (TEDESCO et al., 2000; MONTINE et al.,
2004). Além de causar danos as proprias células vermelhas grandes quantidades de
ROS provenientes dos eritrocitos podem causar danos a outros componentes do
sangue (CIMEN et al., 2008). Nos eritrocitos a principal fonte de radicais livres € a
propria proteina carreadora de oxigénio, a hemoglobina. Ao se auto-oxidar, esta
proteina pode produzir anion radical superéxido (O, ), e essa reacdo €
acompanhada da oxidacdo da Hb para metaHb (na qual o estado de oxidacdo do

ferro é o Fe®"), uma proteina que n&o liga ou transporta O, (CIMEN et al., 2008).

Uma via de formacdo de ROS com grande importancia biolégica para os
eritrocitos € a que consiste na reducdo do oxigénio a agua. Nesta via ha a entrada
de 4 elétrons na molécula de oxigénio promovendo o aparecimento do O;", H,O5 ¢
HO", intermediarios parcialmente reduzidos do oxigénio molecular, conforme o

esquema mostrado na equacgéo abaixo:
0; —» O — H0, — HO™ — H,0.

A dismutacdo do O, gera quantidades excessivas de H,O, (HEBBEL et al.,
1982). O principal problema é que enquanto o radical O," precisa passar pelos
canais idnicos, o H,O, pode atravessar a membrana com a mesma facilidade da
agua e ao receber mais um elétron, normalmente proveniente do ferro da Hb, origina

o radical hidroxila, como descrito pela reacédo de Fenton:

Fe*" +H,0, — Fe®* + OH + OH’

Resultante da reacdo de Fenton, o OH’, é considerado a ROS mais reativa
em sistemas biolégicos, pois necessita apenas de mais um elétron para se
estabilizar. Para que este tipo de ROS possa se estabilizar, necessita doar ou
receber elétrons de uma outra molécula, assim acontecendo esta Ultima molécula
resultara também em um radical. (NEPOMUCENO et al., 1997; TEDESCO et al.,
2000; LIMA & ABDALLA, 2001).

A teoria de oxidacdo de acidos graxos polinsaturados aceita pela literatura
sugere que esse processo ocorre como uma cadeia de reagdes, que possuem pelo
menos trés fases: (i) iniciacdo, (ii) propagacao, e (iii) terminacdo (conforme mostra a
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Figura 7). Nesse processo, os lipidios sdo atacados com energia suficiente para
formar radicais organicos que reagem com o O; e resultam no radical peroxil. A
consequéncia disto sdo danos aos fosfolipidios de membranas celulares (AFAF
KAMAL-ELDIN, 2003).

Figura 7. Representacdo esquemaética da cadeia de reacbes que levam a peroxidacéo
lipidica (adaptada de Lipid Oxidation Pathways, KAMAL-ELDIN, 2003).
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A maioria das metodologias utilizadas para avaliar a peroxidacao lipidica
mede a formacao de produtos gerados durante as diferentes fases desse processo
oxidativo. Um dos métodos mais eficientes para se avaliar a oxidacao lipidica é a
verificacdo da formagcdo do H»O, pela da marcagcdo com o diacetato de 2',7'-
diclorofluoresceina (DCFH-DA). A citometria de fluxo identifica a conversdo do
DCFH-DA em 2’,7’- diclorofluoresceina (DCF). Essa conversdo ocorre em VArios
passos. Primeiro o DCFH-DA é transportado atravées da membrana da célula, é
desacetilado por esterases e forma um composto ndo fluorescente, o DCFH. Esse
composto, ja no interior das células, € entdo convertido em DCF pela presenca de
peroxido de hidrogénio (RIPLER et al., 2002)

2.7 SISTEMA ANTIOXIDANTE NATURAL DO SANGUE

Quando o nivel de oxidacdo ultrapassa o limite aceitavel, os organismos vivos
lancam mao de moléculas antioxidantes que limitam o estresse oxidativo promovido
pelas ROS. Com o auxilio de antioxidantes é possivel minimizar os danos causados

a macromoléculas, combatendo os radicais livres presentes no microambiente antes
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mesmo que estes possam causar uma lesdo, ou bloqueando a formacdo dos
mesmos. E este mecanismo de defesa antioxidante que permite ao eritrocito resistir
aos ataques oxidativos, impedindo a peroxidacéao lipidica acelerada e outros danos

celulares, tais como a inativacao proteica (TEDESCO et al., 2000)

No sangue ha dois sistemas antioxidantes classificados em enzimatico e nao
enzimatico. O sistema antioxidante enzimatico é representado, principalmente, pelas
enzimas antioxidantes: a superéxido dismutase (SOD) que catalisa a dismutacdo do

anion radical superéxido (O,") a peréxido de hidrogénio (H,0,) e O,:
0" + O 2H" 22, H,0, + O
Jé a catalase (CAT) atua na decomposic¢do de H,0, a O, e H,0:
HO; + H:0p, AT, H,0 + H,0 + O

Ainda h&a a Glutationa Peroxidase (GPx) que junto com a glutationa (GSH) atuam

sobre os peroxidos em geral (CIMEN et al., 2008)
GSH + GSH + H,0, S, H,0 + H,O +GSSG,
sendo a GSSG a glutationa oxidada (MENDANHA-NETO, 2010).

O sistema antioxidante ndo enzimatico consiste dentre outros, na GSH que é
o principal antioxidante intracelular, na vitamina E, a qual atua bloqueando a etapa
de propagacdo da peroxidacdo lipidica principalmente dos acidos graxos
polinsaturados das membranas e na vitamina C, a qual atua diretamente como
antioxidante sobre ROS no ambiente aquoso, impedindo a iniciagdo da peroxidacao

lipidica ou indiretamente por regenerar a vitamina E (VASCONCELOS et al., 2007).

Ha também outros antioxidantes do sistema ndo enzimatico que se pode
citar: o acido urico, o acido tanico, o p-caroteno, além de proteinas de transporte de
ions de metais de transicdo, como a transferrina (transporte do ferro) e a
ceruloplasmina (VASCONCELOS et al., 2007).

O sistema antioxidante enzimatico e a glutationa agem predominantemente
no meio intracelular, enquanto que o sistema nao enzimatico predomina no meio
extracelular, o plasma, evidenciando o importante papel desse meio na prevencao

do estresse oxidativo dos eritrocitos.
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2.8 O CONCENTRADO DE HEMACIAS

O concentrado de hemacias (CHs) é um hemocomponente amplamente
utilizado nas praticas clinicas. E uma suspens&o de eritrocitos obtida a partir de uma
unidade de sangue total (ST) da qual grande parte do plasma, aproximadamente
80%, é retirado. Como a maior parte desse plasma é retirado, perde-se ndo somente
grande parte do fornecimento energético como também das substancias atuantes no
mecanismo anti-oxidativo presentes nele. Atualmente, os CHs dispdem apenas do
suprimento energético para as células, que se da por uma solucdo aditiva
preservadora (GRIMES, 1980).

H& pelo menos duas formas de obtencdo de CHSs, a forma convencional e a
forma denominada buffy-coat, ambas baseadas na técnica de centrifugacao
refrigerada do sangue total em funcdo da diferenca de tamanho e densidade dos
seus elementos. O concentrado de hemacias por ser a porcdo mais densa se
deposita no fundo da bolsa de sangue centrifugada (conforme mostra a Figura 8 A).
Na técnica convencional, a técnica mais utilizada nos bancos de sangue, o plasma
rico em plaquetas é extraido e novamente centrifugado numa rotacdo mais pesada
para a obtencdo do Concentrado de Plaguetas e Plasma Pobre em Plaguetas, ou
Plasma Fresco (Figura 8 B). Na outra técnica, uma camada leuco-plaquetaria (buffy-
coat) se forma sobre as hemacias e o plasma sobrenadante pobre em plaguetas é
extraido para uma bolsa satélite (Figura 8) (CAIRUTAS, 1985). Oito unidades de
bolsas com a camada leuco-plaquetaria sdo unidas para obtencdo de concentrado
de plaquetas. Obtido os CHSs, este é armazenado em camara fria a mais ou menos
4°C por um tempo varidvel, de acordo com a solugdo empregada (SHI & NESS,
1999).

A decisdo de transfundir eritrocitos deve ser baseada em uma avaliagdo dos
riscos da anemia contra os riscos da transfusdo (POLK et al., 1995). A transfusdo de
CHs é indicada no tratamento de casos de hipovolemia e anemia. Como na maioria
dos casos de anemia, os tratamentos medicamentosos controlam a situacéo,
apenas nos casos com valores de hemoglobina muito baixos o CH devera ser
indicado (LEE et al., 1999)
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O desenvolvimento dos hemocomponentes tem limitado o uso de sangue total
a poucas condi¢des clinicas. O uso de sangue total fresco ndo é mais aceito,
devendo ser evitado na hemoterapia atual. Ele apenas devera ser usado nos casos
em que tenha ocorrido perda superior a 30% da wvolemia. Todavia, essas
hemorragias também poderao ser repostas com a transfuséo de globulos vermelhos

e solucdes eletroliticas e/ou coloidais (MURPHY, et al., 2001; RAZOUK, et al., 2004).

Entre as vantagens dos CHs frente ao sangue total tem-se a mesma
capacidade de oxigenacao tecidual com metade do volume transfundido e reducéao
da concentracdo de isoaglutininas (Anti-A e Anti-B) (RAZOUK, 2004). Os CHs para
transfusdo deveriam, preferencialmente, estar livres de plaguetas ou leucécitos
funcionais. As reacdes clinicas adversas do uso do CH sao: reacdes febris, urticaria
e outras reacdes cutaneas, aloimunizacdo, reacdes hemoliticas, injuria pulmonar
aguda relacionada a transfuséo (TRALI), contaminacédo por agentes biologicos, entre
outras (KLEIN et al., 2007).

As bolsas utilizadas na coleta e obtencdo dos hemocomponentes sé&o
confeccionadas em policloreto de vinila (PVC) e plastificantes que permitem troca

gasosa entre o interior da bolsa e o meio externo (PIERRE, 1981).

Figura 8. (A) Bolsa de Sangue ap06s primeira centrifugacdo, com separacao das fases de
hemocomponentes. (B) extracdo do plasma sobrenadante para bolsa satélite (adaptado de
http://intranet.hemobras.gov.br/).

plasma
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2.9 SOLUCOES PRESERVANTES

Muitos foram os avangos nos estudos de preservacéo de eritrocitos para fins
transfusionais visando estabelecer uma melhor maneira de garantir um bom
rendimento com menores efeitos colaterais, isto &, garantir a integridade fisica e
funcional na circulacdo sanguinea do receptor. Um dos primeiros passos na
preservacdo do sangue foi o armazenamento em condicdo hipotérmica, em
temperatura abaixo da fisioldgica e mais alta que a do ponto de congelamento
(GAMBERO et al. 2004). Nestas condi¢fes, sdo inibidos processos metabdlicos
dependentes de temperatura, que esgotariam metabolitos celulares criticos e

acumulariam danos as células (HOGMAN et al.,1991).

Com a descoberta do citrato de s6dio como um anticoagulante em 1914 por
Hustin, e glicose como um conservante em 1916 por Rous e Turner, as primeiras
solugbes conservantes utlizadas continham elevada concentracdo desses
elementos (MOLLISON et al., 2000; LOUTIT & MOLLISON 1943). A primeira
solucdo preservante padrdo continha acido citrico, citrato de sédio e glicose e era
conhecida por ACD (GAMBERO et al., 2004).

Com a adicdo do ion fosfato, substrato para sintese de ATP e 2,3-BPG,
gerou-se um efeito tamponante, retardando a acidificacdo do meio. O fosfato
também é constituinte dos fosfolipidios da membrana celular. Hemacias estocadas
em CPD (solucéo citrato-fosfato-dextrose) sao viaveis por até 28 dias. Com a adicéo
do ACD ou CPD, o tempo de preservacdo ndao melhorou, mas assegurou uma
sobrevida pos-transfusional melhor aceitavel para os eritrocitos até 21 dias de
preservacao (MOORE et al., 1987). Entretanto, solugdes como ACD e CPD néao
eram empregadas rotineiramente, sendo preteridas pelo sangue total para preservar
a viscosidade e outras propriedades do sangue total, adequadas para transfuséao
(GRIMES, 1980). Entretanto, uma década mais tarde, com a separacdo do sangue
total em hemocomponentes, passou-se a armazenar 0s eritrocitos em concentrados
de hemacias, com hematdcrito entre 50 e 80% (HOGMAN & MERYMAN, 2006).

Posteriormente, adicionou-se a adenina a composi¢cao da solucdo, que se
mostrou benéfico a manutencdo dos niveis de ATP. As solu¢des do tipo CPDA;

(solucéo citrato-fosfato-dextrose-adenina) aumentaram em até 7 dias a viabilidade
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celular, se comparadas com CPD, e estdo entre as formulagdes preservantes mais
utiizadas em servicos de hemoterapia (GIBSON, 1957; GREENWALT,
1990;NAKAO, 1960). A solucdo aditiva mais utiizada, o SAG-M, (HESS &
GREENWALT, 2002), contém solucdo de cloreto de sodio, adenina, glicose, manitol.
A adenina aumenta a concentracdo de adenilatos e muda as condi¢des de equilibrio
em direcdo a producdo de ATP, sendo que a energia para a primeira metade da via
glicolitica e a integridade da membrana sdo mantidas. A glicose é fonte de nutriente,
enguanto que o manitol e o citrato sdo estabilizadores da membrana (HOGMAN,
1987). O fosfato inorganico atua corrigindo o pH, continuamente decrescente, e
como substrato para a sintese de 2,3-BPG. Essa solugdo trouxe a vantagem de
manter o CH por até 42 dias.

A Tabela 1 relaciona as principais solugfes utilizadas na preservacao de
hemocomponentes, com suas composi¢cdes e respectivos prazos de validade para
CHs.

Tabela 1. Tipos de Solugdes preservantes: Composicdo e perspectivas de validade da
estocagem de CHs.

Solugbes Componentes Validade (dias)
ACD acido citrico, citrato, dextrose 21
CPD citrato, fosfato, dextrose 28
CPDA; citrato, fosfato, dextrose, adenina 35
SAG-Manitol cloreto de sddio, adenina, glicose, manitol 42

210 METABOLISMO ERITROCITARIO E LESOES DE ESTOQUE NO
ARMAZENAMENTO

Ao longo do armazenamento, a cerca de 4°C, os eritrocitos sofrem algumas
alteracbes, que podem eventualmente gerar danos irreversiveis e reduzir a
18



sobrevida pos-transfusional (SPT). Essas células quando estocadas se encontram
em condi¢cbes bastante diferentes da circulacdo sanguinea normal. O metabolismo
dessas células, nessas condices, esta relacionado a temperatura e as solucdes
anticoagulantes e aditivas (HOGMAN & MERYMAN, 2006, LIUMBRUNO; JAMES;
AUBUCHON, 2010; KIM-SHAPIRO; LEE; GLADWIN, 2011; GRAZZINI; VAGLIO,
2012).

Ao longo desse periodo, o eritrocito estimula a glicélise para a producédo de
ATP. Com o consumo e consequente decréscimo na quantidade de glicose na
solucdo preservante, ocorre uma crise de ATP, num processo conhecido como
deplecdo metabdlica (Tabela 2). Isso resulta no acumulo de lactato produzido pela
via glicolitica e consequentemente na reducéo gradativa do pH do meio (Tabela 2) e
dessa forma, muitas enzimas reduzem suas atuacdes nos processos metabdlicos
(HESS & GREENWALT, 2002; LIUMBRUNO; JAMES; AUBUCHON, 2010; KIM-
SHAPIRO; LEE; GLADWIN, 2011; GRAZZINI; VAGLIO, 2012).

Como vimos anteriormente, a manutencéo da forma discoide e da integridade
da membrana também dependente de energia. Dessa forma, com a reducdo do ATP
nas solucdes preservantes, ao final do periodo de estocagem, os eritrécitos tendem
a se apresentar na forma de esferocito e rompem a membrana, liberando seu
conteudo e elevando a concentragdo de hemoglobina extracelular (LEONART,
1994).

A redugdo nos niveis de ATP compromete a deformabilidade celular
(LACROIX; TUCCI, 2011; EDGREEN et al., 2010; D’ALESSANDRO et al., 2012;
GRAZZINI; VAGLIO, 2012). A deficiéncia das ATPases e a queda exponencial de
ATP promovem faléncia da bomba de sédio e potassio, provocando perda da
resisténcia osmética e a inversdo na concentracdo de potassio intracelular e sédio
extracelular, resultando na elevacdo do grau de hemdlise. Ainda, por caréncia de
ATP, a faléncia da bomba Ca?'/Mg?*- ATPase resulta no actimulo de fons célcio,
tendo como consequéncia a desestabilizacdo da estrutura fosfolipidica da
membrana celular (WOLFE,1985).

Ocorre também, durante o periodo de armazenamento de CHs, uma rapida

reducdo nas concentracbes de 2,3-BPG por supressdo da via de Rapoport-
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Luebering, para um aumento do rendimento da via principal de producdo de ATP,
na tentativa de manter as fungdes biolégicas dependentes de energia (Tabela 2)
(LIUMBRUNO; JAMES; AUBUCHON, 2010; GRAZZINI; VAGLIO, 2012).

A propria diminuicdo dos niveis de 2,3-BPG contribui para a deficiéncia de
ATP, ja que em pH acido este fixa-se preferencialmente a hemoglobina ndo ligada
ao 2,3-BPG e diminuindo a quantidade de ATP disponivel para as bombas de
membrana e manutencdo da via energética principal (VALTIS, 1954; DERN, 1967,
RAAT, 2005). Essa redugdo dos niveis de 2,3-BPG aumenta a afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio, de tal forma que dificulta sua liberacdo e oxigenacao dos
tecidos apés a transfusdo (CAIRUTAS, 1985, LIUMBRUNO; JAMES; AUBUCHON,
2010; GRAZZINI; VAGLIO, 2012).

Tabela 2. Alteracdes observadas em diferentes parametros dos CHs com o estoque
prolongado de 42 dias (adaptado de ZUBAIR, 2010).

Constituintes 42 dias de Estocagem
Pré Poés
pH 6.8 6.4
ATP (mmol/g Hb) 4.1 2.9
2,3-BPG (mmol/g Hb) 9 0.3
K+ (mEg/L) 24 63
Hb livre (mg/dL) 9 372
Hemolise (%) 0 0.61

Além da deplecdo metabdlica, essas alteracbes podem ser promovidas pelos
processos oxidativos. Um dos motivos provaveis para o desenvolvimento e
acumulacdes de lesdes oxidativas em CHs € a reducdo da atividade do sistema de

defesa antioxidante, ja que grande parte desse sistema € perdida com a extracao do
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plasma, deixando os eritrocitos mais vulneraveis aos ataques. Alguns autores
afirmam que o estresse oxidativo € acompanhado de desestabilizacdo da membrana
celular resultando numa reducédo da sua capacidade de deformabilidade, aumento
da fragilidade osmotica e predisposicdo para mudangas de forma e fragmentagéo
(JOHNSON et al., 1994, EDGREEN et al.,, 2010; LACROIX; TUCCI, 2011;
RINALDUCCI et al.,, 2011; D’ALESSANDRO et al.,, 2012; GRAZZINI; VAGLIO,
2012).

Das lesbes de estoque, algumas chamam a atengédo: a diminuicdo dessa
deformabilidade celular de membrana, o aumento do volume celular, a perda da
morfologia bicbncava, a hemdlise e a diminuicdo do potencial zeta (SILVA et al.,
2010). A reducéo da capacidade das hemacias se deformarem e tendéncias a maior
agregabilidade celular sdo consequéncias da perda dessas propriedades
eritrocitarias (SILVA et al., 2010, LACROIX; TUCCI, 2011; EDGREEN et al., 2010;
D’ALESSANDRO et al., 2012; GRAZZINI; VAGLIO, 2012).

Estudos recentes sugerem que a transfuséo de globulos vermelhos com mais
de duas semanas de armazenamento estd associada a maiores riscos de
complicacdo pos-operatdria e maior taxa de mortalidade, o que reacendeu uma
antiga discussao sobre o impacto clinico das lesbes de armazenamento nos
procedimentos transfusionais (ZUBAIR, 2010; LEE; GLADWIN, 2010; RINALDUCCI
etal., 2011; KIM-SHAPIRO; LEE; GLADWIN, 2011; GRAZZINI; VAGLIO, 2012).

2.11 CONTROLE DE QUALIDADE DOS ERITROCITOS EM BANCOS DE
SANGUE

Para que a transfusdo sanguinea seja realizada com seguranca e eficacia, os
CHs devem estar enquadrados nos critérios avaliativos de controle de qualidade
(LACROIX; TUCCI, 2011). Este controle, no Brasil, deve-se seguir as especificacbes
contidas na resolugédo de diretoria colegiada (RDC) N° 57 de 2010. Os fatores a
serem avaliados e seus respectivos parametros aceitaveis, de acordo com a RDC,
estdo representados na Tabela 3 e inclui volume, hematdcrito, teor de hemoglobina,
grau de hemdlise e teste microbiolégico (RESOLUCAO RDC n° 57, 2010) .
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Tabela 3. Especificacdes para a garantia da qualidade de unidades de eritrécitos do
ministério da saude: RDC n° 57 de 2010.

Controle de Qualidade de Concentrados de hemacias

Valores Padréao

Volume 27050 ml

Hemoglobina > 45 g/unidade
Hematocrito 50 a 80%

Grau de hemdlise < 0,8 da massa eritrocitaria (no

ultimo dia de armazenamento)

Esterilidade Estério (microbiolégico negativo)

2.12 VITAMINA E

A vitamina E foi descoberta em 1922 por Evans & Bishop quando estudaram
a infertiidade em ratas com uma dieta deficiente dessa vitamina (TRABER, 1994).
Vitamina E € um nome genérico de oito compostos lipossoluveis (a, B, y, & tocoferois
e q, B, y, 0 tocotriendis). Cada um desses compostos pode apresentar a mesma ou
diferentes atividades bioldgicas, entretanto, com especificidade. A atividade biologica
dessa vitamina, relacionada a acao antioxidante, tem chamado atencdo em diversos
estudos envolvendo o retardamento do envelhecimento ou a protegcdo contra
doencas crénicas nao transmissiveis, como; Parkinson, Alzheimer, cancer e doencas
cardiovasculares (BRIGELIUS et al., 2002). Essa vitamina tem sido empregada pela
indUstria farmacéutica em varias aplicagdes como um antioxidante natural, pois além
dessa funcdo, é também um componente essencial ao organismo humano
(BUCKLEY etal., 1995).

Estudos tem demonstrado que o a-tocoferol natural é a forma da vitamina E
com maior poténcia antioxidante. Ele é constituido por um Unico esteroisdbmero,
sendo denominado D-a-tocoferol ou RRR-o-tocoferol. J& a forma sintética,
designada por DL-o-tocoferol ou all-rac-a-tocoferol, trata-se de uma mistura

equimolar de 8 esteroisdmeros, sendo apenas um idéntico ao natural. O que difere
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na isomeria desses 8 compostos é a cadeia lateral que possui centros quirais que
podem apresentar configuracdo R, para direita, ou S, para esquerda (HOPE et al.,
2000; BURTON et al., 1998). Os esteroisdmeros encontrados na forma sintética séo:
RRR-, RRS-, RSS-, SRR-, SRS-, SSR-, SSS- (BIANCHINI & PENTEADO, 2003).

No sangue, 0s niveis plasmaticos de vitamina E dependem da ingestdo de
alimentos ricos dessa vitamina, ou de alimentos fortificados e até de suplementos de
vitamina E e C (KANG et al., 2004). No estresse oxidativo, as membranas celulares
sdo as estruturas mais afetadas pela peroxidacao lipidica que provoca alteracdes
estruturais e perdas da seletividade na troca i6nica, com liberacdo de compostos
citoplasméticos e formacéo de produtos téxicos. A vitamina E, por ser lipossolivel e
também compor as membranas celulares, é capaz de impedir ou minimizar a
lipoperoxidagdo, devido a sua capacidade antioxidante. A sua presengca na
membrana € de extrema importancia pois exerce um efeito protetor contra a
peroxidacao lipidica. Essa capacidade antioxidante depende da sua concentracédo

no tecido.

Considerado um potente antioxidante, podendo reagir cerca de 200 vezes
mais rapido contra radicais peroxila, quando comparado a antioxidantes sintéticos, a

vitamina E protege as células do processo de oxidagdo contra agentes Oxido-
redutores.

Alguns estudos concluiram que a suplementacdo da vitamina E associada a
vitamina C protegeu a membrana dos eritrocitos contra a deterioracdo oxidativa em
paciente diabéticos (SHINDE et al., 2011). Além disso, a suplementacdo de vitamina
E pode melhorar os sintomas clinicos de individuos portadores de anemias
hereditarias, que apresentam aumento do estresse oxidativo, como a anemia
falciforme e p-Talassemia (CHAN et al., 1999, PFEIFER et al., 2008). Outros estudos
mostraram que a concentracdo de vitamina E presente na membrana protege a
célula contra hemolise (MAY, 1998). O a-tocoferol quando associado a vitamina C
pode diminuir a oxidagdo de membrana relacionada ao armazenamento (CHUNG &
BENZIE, 2000). Ainda na é&rea da Hemoterapia, estudos sugerem que a

administracdo de antioxidantes como as vitamina E e C a doadores de sangue pode
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melhorar parametros eritrocitarios importantes relacionados aos danos promovidos

pelos radicais livres durante o armazenamento (RACKEL et al., 1997).

A vitamina E atua bloqueando a etapa de propagacéo da peroxidacao lipidica
dos acidos graxos polinsaturados das membranas e lipoproteinas, interceptando o

radical peroxila, resultando com formacé&o do radical tocoferila (BUETTNER, 1993).

2.13 MICROEMULSOES

Para sua aplicacdo em CHs, a vitamina E, por ser lipossolavel, precisa ser
solubilizada em meio aquoso. Essa solubilizacdo pode ser realizada pelo
desenvolvimento de microemulsées (MEs). As MEs sao sistemas importantes para
veicular substancias lipofilicas no organismo (HO et al., 1996; Lawrence, 1996). Elas
atuam na solubilizag&o, dissolucdo e biodisponibilidade das moléculas de interesse,
permitem a liberacdo mais prolongada e aplicacdo do transporte dessas moléculas
por muitas vias, inclusive parenteral (BAKER et al., 1984; CONSTANTINIDES et al.,
1995; FORMARIZ et al., 2006; KAWAKAMI et al., 2002; KAWAKAMI et al., 2002;
SILVA et al., 2010; TENJARLA et al, 1999).

Descoberta por Hoar e Shulman, microemulsdo € um sistema
termodinamicamente estavel e isotropicamente translicido de dois liquidos
imisciveis, usualmente agua e Oleo, estabilizados por um filme interfacial de
tensoativos localizados na interface O6leo/agua (ABOOFAZELI et al., 1993;
CONSTANTINIDES et al., 1994; CONSTANTINIDES et al., 1995; HO et al., 1996).
Assim, a formulagcdo de MEs envolve a combinacdo de pelo menos trés
componentes: Oleo, &gua e tensoativo (ABOOFAZELI et al, 1993;
CONSTANTINIDES et al., 1994; HO et al., 1996; ROSANO, 1974).

A formacdo de sistemas microemulsionados se baseia em trés teorias: (1)
teoria da solubilizacdo, (2) teoria da tenséo interfacial e (3) teoria termodinamica.
Entdo a estrutura formada € determinada pelas propriedades fisico-quimicas dos

componentes utilizados e da raz&o entre 0s componentes.

A tensédo interfacial de uma ME deve ser baixa quando comparada com a
tensdo interfacial de uma emulsdo, o que leva a formacdo espontanea de MEs e,
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consequentemente, a um pequeno tamanho das goticulas (BAGWE et al., 2001,
TENJARLA et al., 1999). Também devido ao pequeno tamanho das goticulas, as
MEs sdo termodinamicamente estaveis (LANGEVIN et al.,, 1988). O tamanho da
goticula de ME é muito reduzido, podendo variar entre 10-300 nm, aproximadame nte
100 vezes menor do que o tamanho médio das goticulas de emulsbes, que é em
torno de 1-10 um (KAWAKAMI et al.,, 2002; LANGEVIN, 1988). Esse pequeno
tamanho é responsavel pela aparéncia relativamente translicidas das MEs, ou seja,
elas sdo opticamente limpidas, o que se justifica pelo fato de o didmetro médio das
goticulas ser menor do que ¥4 do comprimento de onda da luz incidente. Dessa
forma, as MEs nao espalham luz e o sistema fica transparente (LANGEVIN et al.,
1988; ROSANO etal., 1974).

A caracterizacado das MEs pode ser realizada por diversas técnicas. Dentre a
técnica mais difundida destaca-se o espalhamento dinamico de luz (DLS — Dynamic
Light Scattering) que € uma técnica para a medi¢do do tamanho das particulas, com
tamanho menor que 1 um. Apdos essas goticulas serem iluminadas por um feixe de
luz laser, ocorre o espalhamento deste, que, pode ser detectado em um angulo
determinado, o qual varia em uma taxa dependente da velocidade de difusdo da
particula, a qual, por sua vez, é baseada pelo seu tamanho (ROSSETI, 2006).
Assim, obtém-se informacdes diretas sobre o movimento translacional das goticulas,
permitindo o calculo do tamanho destas goticulas através de relacdes empiricas

adequadas.

Para aplicacdes intravenosas sao necessarias microemulsdes do tipo 6leo em
agua, pois as goticulas podem ser facilmente diluidas e difundidas pelos fluidos
fisioldgicos, tais como o sangue. Além disso, esses sistemas devem ser estéreis,
apirogénicos, isotdnicos e atéxicos que correspondem a cuidados imprescindiveis
guando se deseja a aplicacdo de qualquer sistema terapéutico atraves dessa via de

administracao.

2.14 PINCAS OPTICAS COMO FERRAMENTA DE MEDIDA DE PROPRIEDADES
BIOFISICAS DE CELULAS
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A pinca 6ptica € uma ferramenta de manipulacdo de células que consiste em
um feixe de laser no infravermelho proximo fortemente focalizado através de uma
objetiva de um microscopio (ASHKIN et al., 1986). Essa ferramenta como o proprio
nome sugere, consegue capturar uma célula sem causar danos. A captura acontece
devido a transferéncia de momento do féton para a particula capturada, que carrega
momento p = hv/c (no vacuo). Pode-se dizer que o féton € como uma particula que
ao ter sua trajetéria desviada obriga 0 objeto que a desviou a sofrer um recuo na
direcdo de F (Figura 9A). Os raios a e b da (Figura 9 B) se encontrariam no foco f se
ndo houvesse a esfera. O desvio desses raios produz os recuos na direcao F, e Fy,
e a combinacado dos dois leva ao recuo na direcdo F em 9B. O que se observa é que
o recuo F tende a obrigar o centro da esfera a coincidir com o foco do laser f, 0 que
faz com que o centro da particula se mantenha ndo sé no foco do laser, como
também acompanhando o laser. Dessa forma, tendo o centro da particula
relacionado ao foco do laser, quando se movimenta o laser, a particula acompanha
0 seu movimento tridimensionalmente. Um aspecto importante para o0
desenvolvimento da técnica é que o indice de refracdo da particula deve ser maior
gue o indice de refracdo do meio externo, pois do contrario a direcdo da forca
resultante F tenderia a afastar o centro da particula do foco do laser, expulsando-a
ao invés de aprisiona-la. O objeto também ndo pode ser refletor e ndo pode absorver
a luz do laser, pois essas situacdes tendem a expulsar e ndo capturar a particula
(FONTES, 1999; BRANDAO, 2003; FONTES, 2005).

Figura 9. Representacdo esquematica do aprisionamento através da pinga Optica,
considerando apenas dois feixes de luz, mostrando as forcas que atuam sobre a particula

para captura-la (FONTES,1999).
a b
ea

O

26



A pinca Optica €é capaz de manipular particuas com dimensdes
aproximadamente entre 50 nm a 50 um, conferindo-lhe importancia nos estudos com
células e biomoléculas. A Figura 10 exemplifica manipulacbes de hemacias
utilizando as pingas oOpticas (FONTES, 2005). A pinga Optica tem sido utilizada em
pesquisas de biofotbnica, bioengenharia e nanociéncia (DHOLAKIA et al.,, 2002;
SONI et al., 2002; BUSTAMANTE et al., 2003). Essa técnica ja foi inclusive aplicada
em pesquisas de manipulacdo de material genético em diferentes tipos celulares
(PERKINS, 2009), mensuracao do comprimento de moléculas de DNA (SAKATA et
al., 1998), deteccéo de concentragdes femtomolares (10> M) e atomolares (10718 M)
de antigenos (LALIBERTE et al, 2009), manipulagcdo de microtubulos para
montagem dirigida de biomoléculas (DINU et al., 2009), medi¢cdo de mecanismos de
adeséo leucocitaria (WANG et al., 2004), analise da motilidade de espermatozdides
(NASCIMENTO et al., 2008) e tripanossomatideos (POZZO et al., 2009) e medidas
de propriedades mecanicas e elétricas eritrocitarias (BRANDAO et al., 2009;
FONTES etal., 2008).

Figura 10. Pinca Optica Dupla (dois pontos de captura) (A) “rouleaux’ de hemécias, (B)
hemacias deslizando entre si ao terem uma das extremidades presa e a outra arrastada,
ambas pela pinga Optica, (C) maximo deslizamento entre as hemacias, mostrando uma forte
adesédo nas bordas (adaptado de FONTES, 1999).

As medidas de propriedades mecéanicas e elétricas eritrocitarias utilizando
pincas 6pticas tém sido alvo de estudos realizados pelo grupo (SILVA et al., 2012;
FONTES et al., 2008). As metodologias de avaliagdo com essa ferramenta ja foram
bem estabelecidas. Em alguns dos estudos realizados pelo nosso grupo, por
exemplo, observou-se que hemacias de pacientes com anemia falciforme tendem a
ser mais rigidas que hemacias de individuos normais. Além disso observou-se que
ha uma melhora da deformabilidade nas heméacias desses pacientes a medida que
s&o medicados com a hidroxiuréia (BRANDAO et al., 2003). Em outro estudo,

também realizado pelo grupo, observou-se que hemacias irradiadas por raios gama
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sdo cerca de 200% e 600% mais rigidas apos a estocagem por 21 dias e 28 dias,
sugerindo que os CH, apos a irradiagdo, sO sejam estocadas por até 14 dias.
(BARJAS-CASTRO et al., 2002).

Recentemente foi demonstrado que o armazenamento de CH leva nao
somente a diminuicdo da deformabilidade, como também a diminuicdo do potencial
zeta, devido a perda de acido sialico (SILVA et al., 2010). O potencial zeta € uma
caracteristica que merece destaque, pois mantém as hemacias afastadas ndo so
uma das outras impedindo assim agregacao celular, como também evita a adeséo
dessas células as superficies endoteliais. Esse potencial repulsivo é causado por
cargas elétricas negativas presentes na membrana das hemacias devido ao &cido

sialico das glicoproteinas.

A utilizacdo da pinca Optica no estudo da deformabilidade eritrocitaria
apresenta algumas vantagens, por exemplo: analisa a elasticidade da heméacia como
um todo, considerando a contribuicdo de todos os constituintes celulares (membrana
e citoesqueleto); possibilita uma analise individual ndo fornecendo somente valores
médios da elasticidade, isso permite, por exemplo, que a assinatura de uma doenca
seja observada; e por exercer forcas bem pequenas (da ordem de Piconewtons) nao
danifica as células e permite uma maior sensibilidade na deteccdo de pequenas
alteracbes sofridas pelas células (ASHKIN & DZIEDZIC, 1987; ASHKIN, 1989;
BRANDAO et al., 2003).

Na técnica utilizando a pinca 6ptica, o concentrado de hemacias € diluido em
plasma sanguineo em uma camara de Neubauer. As hemacias sao entédo
capturadas pelo laser e arrastadas contra o liguido com velocidades progressivas
constantes, assim como pode se observar na Figura 11. Quando as hemacias séo
arrastadas no plasma, elas se deformam e duas forgas atuam sobre as células: forca
hidrodinamica e forca elastica. No equilibrio, essas forcas devem ser iguais e dessa
andlise obtém-se entdo o valor da elasticidade (BRANDAO et al., 2003). E
importante esclarecer que elasticidade € uma grandeza inversamente proporcional,
onde quanto maior € seu valor, mais rigida é a célula, assim como é para a

constante elastica das molas.
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Figura 11. llustracdo da deformacdo sofrida pela hemécia presa pela pingca optica em
funcao de velocidades constantes (FONTES, 2005)

¢ oy AT i oLy -

Dessa forma, sendo a deformabilidade uma propriedade importante para o
desempenho eficaz da fungédo dos eritrdcitos, ja que a sua perda ou diminuicao pode
diminuir o rendimento transfusional, a avaliacdo desta elasticidade e da carga da
membrana eritrocitaria se torna uma forma importante de se monitorar as lesdes de
estoque.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar o papel antioxidante da vitamina E sobre os eritrécitos em bolsas de
concentrados de hemacias de CPD/SAG-M.

3.2 Objetivos Especificos:

(1) Formular e caracterizar solugdes aditivas para concentrados de hemécias de

CPD/SAG-M utilizando vitamina E em forma de emulsao;

(2) Avaliar a acdo das emulsfes de vitamina E utilizando os métodos de controle de
qualidade utilizados nos bancos de sangue (determinados pela Resolucdo RDC
153);

(3) Avaliar a acado da emulsdo de vitamina E na producdo de espécies reativas de
oxigénio nas hemacias durante a estocagem;

(4) Avaliar a acdo da emulsdo de vitamina E na deformabilidade de hemacias
estocadas atraves de pincas opticas.
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4. ARTIGO CIENTIFICO: (a ser submetido para a revista Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis - JPBA):
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ANTIOXIDANT ACTIVITY STUDIES OF VITAMIN E
EMULSIONS IN STORED RED BLOOD CELLS
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Abstract: During the storage in blood banks, erythrocytes suffer progressive deterioration,
which can compromise the post-transfusion red blood cells (RBCs) integrity in blood
circulation. Many of these storage lesions can be caused by oxidative damages on the RBCs
membranes. Some studies have reported that vitamin E is one of the most important
antioxidant acting on lipids of cellular membranes. Thus, the present study aimed to evaluate
if the vitamin E antioxidant properties are able to improve the storage conditions of RBCs
units. Due to their hydrophobic nature, we prepared vitamin E emulsions in different solvents
(Phosphate Buffer Saline 1X - PBS, 0.9% saline or Sagmanitol — SAG-M). The emulsion
characterizations showed the presence of particles in nanometer range and confirmed the

presence of vitamin E in the formulations prepared. After, RBCs units from healthy donors
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were divided into two units. One of them received the emulsions and the other was used as
control. Freshly prepared formulations were added to blood components aseptically and then
the RBCs units were stored at 4°C. Quality control analyses performed at 35" day of storage
showed that vitamin E emulsions in PBS leads to hemolysis. Results for the saline vitamin E
formulation showed no difference in reactive oxygen species (ROS) production when
compared to the control. However, the system with SAG-M vitamin E presented an average
relative ROS production decay of at least 35% during storage. RBCs elasticity for SAG-M
systems was then measured by using an optical tweezers. Results showed that the
deformability for samples with SAG-M vitamin E emulsion did not differ from control during
the storage. We believe that we did not observe changes in RBCs deformability because the
o-Tocopherol acts against lipids oxidation and, for preserving the RBCs elasticity, the protein
oxidation can be more important. Thus, we can conclude that although vitamin E has
decreased the ROS production, studies with antioxidants acting on RBCs membrane

proteins deserve attention since the gradual loss of elasticity is a relevant storage lesion.

Highlights:

- We prepared a-Tocopherol emulsions and incubated them in CPD/SAG-M bags.

- The hole of vitamin E was evaluated by quality control tests, analysis of ROS production
and measurements of RBCs elasticity.

- Vitamin E emulsions in PBS lyse RBCs units and in saline did not produce ROS decay with
the storage.

- Vitamin E SAG-M emulsions produced a ROS decrease of at least 35% during the storage,

but did not improve the RBC deformability.

Keywords: Red Blood Cells Bags, Vitamin E, Emulsion, Antioxidant, Reactive Oxygen

Species, Storage, Elasticity.
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1. Introduction

Red blood cells (RBCs) are essential to the maintenance of the human body by
transporting oxygen to the organs and tissues. As these cells are rich in oxygen, they also
become targets of reactive oxygen species (such as singlet oxygen, H,O, and OH)
originated from the molecular oxygen (ROS). When these species are present in blood flow,
the RBCs are supported by a natural antioxidant system that minimizes or eliminates these
reactive radicals [1]. However, in order to obtain RBCs units for transfusion, it is necessary to
remove approximately 80% of the plasma from the whole blood and, with this, RBCs lose
much of the energy supply and the native antioxidant capacity that are associated to this
biological fluid.

RBCs units preservative solutions such as CPDA; (Citrate Phosphate Dextrose
Adenine) and CPD/SAG-M (Citrate Phosphate Dextrose supplemented with Saline Adenine
Glucose Mannitol) only supply the energy needs to ensure the ATP production. Thus, as the
RBCs are storage (for 35 to 42 days) at different conditions of the bloodstream and with the
antioxidant capacity decreased, they are susceptible to oxidative damage. These kinds of
injuries are called storage lesions and comprise a set of changes that occur with RBCs
during the storage in blood banks that can lead to irreversible damages and reduce post-
transfusion integrity of the erythrocytes in the human body [2].

Among the most common already observed storage injuries is the loss of the cell
elasticity (1) [3, 4]. The deformability is a fundamental mechanical property of RBCs, which
allows them to pass through capillaries and spleen sinusoids with diameters smaller than
50% of the RBCs sizes (the average size of erythrocytes is from 7 to 9 um). Recently, some
of us also reported that storage can lead not only to decrease of RBCs elasticities, but also
to the decay of the zeta potential (£) due to loss of sialic acids presented in glycoproteins as
consequence of oxidative damages [5]. The { potential reflects the membrane electrical

charge and it is an important property responsible to stabilize the RBCs colloidal suspension
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preventing these cells to agglutinate among each other and/or with other cells as well as to
the capillary walls [5-9]. These and others storage injuries are directly related to the gradual
oxidation and loss of cellular components (lipid peroxidation and/or protein oxidation) [9-12].
A better knowledge in this area can help the development of new preservative solutions for
RBCs units, supplemented by antioxidant substances, which can improve RBCs biophysical
and functional integrity in the blood circulation, after larger periods of storage, yielding to a
better post-transfusion survival.

Among the non-enzymatic substances, vitamins E or o-Tocopherol is the most
popular and major lipid-soluble antioxidant. Over the years, many studies have demonstrated
the antioxidant activity of vitamin E on the lipids, acting by blocking principally the
peroxidation of poly-unsaturated fatty acids in biological membranes [11-13]. Vitamin E
intercepts the hydroxyl and peroxyl radicals, resulting in the formation of tocopheryl radical
that can even be regenerated by vitamin C [14,15]. Some studies, for example, presented
that vitamin E supplementation can improve clinical symptoms in individuals with hereditary
anemia, which have increased oxidative stress, such as sickle cell anemia and thalassemia
[16]. Other research showed that vitamin E present in the cell membranes can protect RBCs
from hemolysis [17].

In this way, considering that many of the injuries can be related to the lipid
peroxidation of erythrocyte membranes during storage, this study aimed to evaluate the
effect of vitamin E as a possible antioxidant of RBCs units. For this, we prepared o-
Tocopherol emulsions in different solvents and incubated them in CPD/SAG-M bags. The
hole of vitamin E was evaluated by quality control tests as well as by analysis of ROS
production and measurements of RBCs elasticity performed by an optical tweezers system,
in function of storage. To our knowledge, this kind of study was not yet reported in literature.

We believe that this kind of work can provide subsidies on the mechanisms and the
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consequences of the antioxidants activity and help to improve the conditions of RBCs used

for transfusion.

2. Material and Methods

2.1 Vitamin E Emulsions — Preparation and Characterization

As the a-Tocopherol is lipophilic, firstly it was necessary to solubilize the vitamin E in
aqueous media, in form of emulsion, in order to improve the interactions of this compound
with the erythrocytes. The formulations were prepared in three different media by mixing 160
mg of a-Tocopherol (Fluka), 265 mg of Tween 20 (VETEC), 265 mg of Tween 80 (VETEC)
and 50 mL (at approximately 50°C) of PBS 1X (Phosphate Saline Buffer) or saline solution at
0.9% or SAG-M (Fresenius Kabi ®), followed by 5 minutes of sonication (frequency of 25 kHz
— ultrasound bath). Once prepared, the emulsions were characterized by dynamic light
scattering (DLS — Zetasizer Nano ZS 90), electronic UV-Vis absorption spectroscopy (600
Evolution — Thermo Scientific) and by High Performance Liquid Chromatography (HPLC —
Shimadzu — Prominence).

The HPLC analysis was done only for the SAG-M sample, because this medium
absorbs in the same region than vitamin E and the electronic UV-Vis spectroscopy was not
capable to distinguish the components. The HPLC system was consisted of a diode array
detector (DAD) model SPD-20AV, quaternary pump model LC-20 AT, column oven model
CTO-20AC, auto sampler model SIL-20AC. The system was commanded by a controller
model CBM-20A and operated with LC Solution™ software (version 1.25). Elution of samples
was performed on a Spherisorb C18 150 mm x 3.2 mm 5.0 ym column (Varian) and the
samples were detected between A = 190 and 400 nm. The mobile phase used to vitamin E
separation was methanol (Merck — in HPLC grade), performed in isocratic mode. The
analysis was performed at a flow rate of 1 mL/min and at a temperature of 35°C. The total

run time was 5 min. For that, the amount of 1 mL of the admixture of SAG-M and vitamin E
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was transferred to a centrifuge tube and 4 mL of ultrapure water and 2 mL of extraction
solution (hexane-ethyl acetate 80:20 v/v) were added. The mixture was vortexed for 30 s and
sonicated for 5 min. Soon after, the sample was centrifuged at 3400 rpm for 20 min. The
upper layer was transferred to a glass tube, evaporated under nitrogen, reconstituted with
methanol and filtered in Teflon filter of 0.22 um (Millipore). An aliquot of 20 pL of the solution

was then injected into the chromatographic column.

2.2 RBCs Samples

RBC units were obtained from health blood donors at Foundation of Hematology and
Hemotherapy of Pernambuco (Fundac&o Hemope — the Ethical Committee of this Institution
approved this study). All RBC bags were collected in CPD/SAG-M (Fresenius Kabi®) and
stored at 4°C (x 2°C). Each bag was split in two portions of 160 mL. One of them received 10
mL of the vitamin E emulsions freshly prepared (formulated in PBS, saline or SAG-M). The
other unit received the same amount of the respective solvent (without emulsion) and was
considered as the control. All manipulations performed with the RBCs units were done via
sterile connecting devices. The amount of 10 mL was chose in order to achieve a
concentration of 0.2 mg/mL, which was based on the LIPIDEM 20% (a pharmaceutical lipid

complex produced by B Braun AG applied for parenteral nutrition).

2.3 RBCs Analyses
2.3.1 Quality Control

All the samples (with or without vitamin E emulsions) were evaluated by the same
quality control performed at the Hematology and Hemotherapy Centers. Analyses of

hemoglobin, hematocrit, hemolysis and microbiological tests were done on the 35" day of

storage.

2.3.2 ROS Evaluation
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The reactive oxygen species (ROS) generation for the RBCs units was monitored on
the 8", 21™ and 35" days of storage by using the DCFH-DA fluorescent label (2',7'-
dichlorofluorescein-diacetylated — Invitrogen) [15]. For this, 500 uL of each unit (with or
without vitamin E emulsion) was washed three times by centrifugation (3500 rpm for 5
minutes) and resuspended in order to obtain approximately 10° cells/mL. Subsequently, the
cells were incubated with 0.5 uL (at 10 mM) of the DCFH-DA for 30 minutes. After that, the
samples were again washed two times by centrifugation (3500 rpm for 5 minutes) and were
readily evaluated by flow cytometry (Becton Dickinson — FACSCalibur System). It was
analyzed 20,000 events for each test. The green fluorescence of DCFH-DA was measured
by the channel FL1 and was excited with a 488 nm laser.

Positive control evaluation was also done by using 1 uL of hydrogen peroxide (30%,
VETEC) diluted in 100 pL and 50 pL of saline. The amount of 10 pL of these solutions was
added to the RBCs samples (also at 10° cells/mL) and ROS species were analyzed by the

same protocol described above.

2.3.3 Elasticity Measurements

In order to evaluate the elasticity, RBCs (obtained from bags with and without vitamin
E emulsion) were analyzed by an optical tweezers system consisted of a laser beam in the
near infrared (A = 1064 nm — IPG Photonics) focused on the microscope (Axiolab, Carl Zeiss)
through an objective of 100X (NA = 1.25). For the measurements, RBCs samples (diluted in
serum AB — 1:1000 pulL) were added to a Neubauer chamber, captured by the optical
tweezers and dragged against the blood serum with six constant velocities ranging from 140
pm/s to 315 um/s by using the motorized stage (Prior Scientific — ProScan) coupled to the
microscope [4]. When RBCs are dragged in the blood serum, they are deformed and two
forces act upon the cells, a hydrodynamic force and an elastic force. Equilibrium occurs

when elastic force cancels the drag force. At equilibrium,
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L=Ly+ v (Equation 1),

where y is the overall apparent elasticity, AL = L-L, is the cell length deformation (adopting
L, as the cell length in the absence of any force), n is the blood serum viscosity and v is the
velocity. The cell is located at a distance Z; from the bottom of a Neubauer chamber and Z,
from the cover slip, 1/Z., = 1/Z,+1/Z,. Therefore, once the blood serum viscosity n, the initial
length L, and Z. are known, the measurement of the cell length as a function of the drag
velocity can be used to extract a value for .

The cell movement at different velocities was registered with a real time image
capture system integrated to a computer. The L value was measured from video snapshots
with Image Pro-Plus software (Media Cybernetics). The snapshots were obtained by using
the softwares Virtual Dub (by Avery Lee) and Paint Shop Pro (Corel Corporation). The depth
Z; was set by focusing the bottom of the Neubauer and then lowering the chamber by the
desired amount (in this case 50 um) while keeping the cell fixed with the optical tweezers. As
well as the ROS evaluation, the elasticity measurements were done on 8", 21" and 35" days
of storage. At each analysis at least 20 cells were measured by each unit (with or without
vitamin E emulsion). To examine statistical differences or similarities presented between the
groups, we use the Wilcox on rank sums test. Groups were considered significative different

for p values lower than 0.05 (for a two-tail hypothesis).

3. Results and Discussion
3.1 Quality Control

The quality control initial analyses showed that the formulations containing PBS
caused a high degree of hemolysis in RBCs units and for this reason, we did not performed
more tests with this sample. On the other hand, the results of quality control, done on 35" of
storage and presented in Table 1, show that practically there was no difference between the
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units with and without vitamin E for the formulations with saline and SAG-M (for two RBC
units analyzed). Interestingly, all samples showed values in agreement with the benchmarks
set by the RDC 57 (50 to 80% of hematocrit, hemoglobin > 45 g; degree of hemolysis < 0.8%
[19]. Microbiological tests were negative, indicating that there was no contamination in the

RBCs units by bacteria (aerobic or anaerobic) during whole process.

Table 1 - Quality control results at 35" day of storage for formulations in saline and SAG-M.

Media  Unit  Hematocrit (%) Hemoglobin (g/dl) Hemolysis (%) Microbiological Test
Sample 1 Saline Control 62.4 17.3 0.7 Neg
Vitamin E 58.0 16.0 0.7 Neg
Sample 2 Saline Control 51.3 16.7 0.6 Neg
Vitamin E 51.2 16.8 0.6 Neg
Sample 1 SAGM Control 58.2 17.8 0.6 Neg
Vitamin E 56.3 17.8 0.6 Neg
Sample 2 SAGM Control 55.2 15.9 0.6 Neg
Vitamin E 54.5 16.3 0.6 Neg

3.2 Vitamin E Emulsions Characterizations

As the formulation in PBS caused considerable lyses of RBCs, we performed the
characterizations only for emulsions using NaCl and SAG-M. The chromatogram of Figure 1
(a) shows the vitamin E separated from the other components of the emulsion (retention time
of 2.9 min). Figure 1 (b) presents the absorption spectra for vitamin E emulsion in saline
(blue) and in SAG-M (black) respectively obtained by UV-Vis and HPLC analyses, where we
can identify the typical band of the tocopheryl acetate (for both formulations) around 286 nm
(99.9% of similarity with the vitamin E standard) confirming the presence of vitamin E in the

emulsions, as expected. The data presented are an indication that the o-Tocopherol

remained active after being solubilized by surfactants in aqueous media.
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Figure 1 — (a) HPLC chromatogram for SAG-M with vitamin E emulsion and (b) Saline (in
blue) and SAG-M (in black) vitamin E emulsions absorption spectra.

The dynamic light scattering analyses were done one day per week during one month

(days 8, 15, 22 and 29). The average sizes for the emulsion of vitamin E in saline and SAG-

M are presented in Table 2. The droplets for saline formulation increased 6% during this

period, indicating that the formulation was stable presenting particles in hanometer scale.

The emulsion in SAG-M was also stable and nanometric sized particles as we can also

observe in Table 2 (size increase by 3.7%). Both saline and SAG-M emulsions did not

present visible phase separation in this period. Despite the purpose of this study was only to

use emulsions for improve the RBCs-vitamin E interactions, smaller size dispersions can be

obtained an ultrasound rod shaped.

Table 2 — Sizes in function of time for saline and SAG-M vitamin E emulsions.

Days Saline Emulsion — Sizes (nm) SAG-M Emulsion — Sizes (nm)
8 27.6+6.5 215+54
15 28.7+6.7 221+55
22 29.8+7.0 21.1+45
29 29.4+6.9 22.3+56

3.3 ROS Evaluation
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DCFH-DA fluoresces only after oxidation and the number of labeled and fluorescent
cells is proportional to the amount of ROS produced. The positive control evaluation with
hydrogen peroxide showed that 92.3% and 96.4% of cells were labeled for the
concentrations de 1:100 and 1:50, respectively, demonstrating the effectiveness of this
fluorescent ROS probe.

RBCs units (three for each kind of sample - only SAG-M, only saline, SAG-M vitamin
E emulsion and saline vitamin E emulsion) were evaluated by DCFH-DA. For each unit and
for each day (8", 21" and 35™), the analyses were done in duplicate. For all the samples, we
observed a ROS increase production with the time of storage as expected. After each
analysis we compared, for the samples with and without o-Tocopherol, the relative
increase/decrease of ROS production (where negative values represent the percentage of
ROS decrease, while positive percentage values represent ROS increase). Table 3 shows
the percentages (with the respective standard errors) for the ROS relative reduction/increase
obtained after saline and SAG-M vitamin E emulsion administration in function of the day of
storage.

Table 3 — ROS relative reduction/increase in function of the storage for saline and SAG-M
vitamin E emulsions.

Days Saline Emulsion — ROS (%) SAG-M Emulsion —ROS (%)
8 40+10 -355+4
21 —4.6+11 -52.7+10
35 6.5+12 -36.0%+9

As one can observe by the data of Table 3, the emulsion of saline did not produce
either significant ROS reduction or ROS increase for any day of measurements. On the other
hand, interestingly, samples incubated with the emulsions prepared with the preservative
solution already used in RBC bags, the SAG-M, present an effective ROS reduction of at

least 35% for all the days of storage analyzed. These studies are in agreement with other
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works (performed in vivo or in vitro) that showed an antioxidant activity of vitamin E upon
RBCs in other conditions [11-12]. For example, Chung and collaborators showed that
lipophilic a-Tocopherol was the most effective antioxidant for membrane RBCs peroxidation
after in vitro treatment with Cumene Hydroperoxide. While, Racek and co-authors showed,
by measuring the malondialdehyde, that vitamin E supplementation for blood donors, can

improve red cell storage parameters by reducing cell damage caused by free radicals.

3.4 Elasticity Measurements

Since the emulsion with Vitamin E formulated in SAG-M was effective as an
antioxidant, we proceed with studies by measuring the elasticity of RBCs using an optical
tweezers only with units with this medium. The results of elasticity and their respective
standard errors for control (only with SAG-M) and for SAG-M vitamin E emulsion incubated
units are shown in Table 4 (for the days 8, 21 and 35). This analysis was done also for two
RBCs units. There were no significant differences between the control and test samples for
the three days of measurements. These results indicate that although the formulations with
Vitamin E in SAG-M were able to decrease the production of ROS in the samples, they were
not able to improve the elasticity of the cells. Curiously, the cells for the two cases are less
rigid with storage when compared to other works [20], probably because we have added an
extra amount of 10 mL of SAG-M in the satellite bags for both samples providing extra supply

of ATPs for these cells.

Table 4 — RBCs average elasticities for control (only with SAG-M) and test (with SAG-M
vitamin E emulsion) in function of storage.

Days Control Elasticity (x 10™ dyne/cm) Test (x 10" dyne/cm)
8 5.0+£0.5 46+0.3
21 52+04 49+04
35 6.2+04 58+04
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These findings are in agreement to some other studies on the literature that have
suggested that the loss of elasticity can be more related to the oxidation of proteins and that
these biomolecules suffer oxidation with very low levels of free radicals [21-22]. Synder and
collaborators compared the deformability after treatment with carbon monoxide and BHT
(Butylated Hydroxytoluene) and showed that changes in deformability are more related to
membrane protein oxidation. The work of Kriebardis and collaborators corroborates this
study. They showed the evidence for the occurrence of oxidative damage in membrane
proteins of RBCs stored in CPDA with emphasis to the cytoskeleton components, which are
an important structure for the cell deformability. Recently some of us reported that £ potential
decays can be related to the loss of RBCs elasticity during storage and indicates that the
preservation of the glycophorins integrity can be important to maintain RBCs deformability. In

this way, as the antioxidant capacity of the a-Tocopherol is more focused on membrane

phospholipids [23] and as some works showed a direct relationship between erythrocyte
rigidity and the protein oxidation, may be it would be relevant studies on antioxidant activity

of substances acting on membrane proteins in order to better preserve RBCs deformability.

4. Conclusion

In conclusion, our results showed that vitamin E emulsions in PBS lyse RBCs units
and the vitamin E formulations in saline did not produce ROS decay with the storage. On the
other hand, vitamin E SAG-M emulsions produced a ROS decrease of at least 35% during
the storage, but did not improve the RBC deformability. Supported by other works, we
suggested that as vitamin E acts rather in membrane lipids and membrane protein oxidation
seems to be more relevant for the RBC deformability. More studies on protein antioxidants

are need since the gradual loss of elasticity is a relevant storage lesion.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

5.1 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que a vitamina E foi solubilizada eficazmente em
meio aquoso (PBS, salina 0,9%, e SAG-M) com utilizacdo de tensoativos (Tweens
20 e 80). As avaliagdes do tamanho de particula demonstraram que tanto em salina
guanto em SAG-M as goticulas se encontram em tamanho manométrico e sdo
estaveis ao longo de um més. Os resultados das analises espectroscépicas e
cromatograficas indicam que a vitamina E se mantém integra e ativa apdés a

formacédo das emulsdes.

Os resultados de controle de qualidade e marcacdo de ROS demonstraram
que as formulacdes realizadas em PBS 1x promoveram hemdlise acentuada e em

salina ndo diminuiram a producéao de ROS, e por isso foram descartadas do estudo.

Seguindo-se a pesquisa com a solucédo contendo vitamina E emulsionada em
SAG-M, observou-se que esta apresenta atividade antioxidante em CHs, reduzindo
em pelo menos 35% a producdo de ROS ao longo do periodo de estocagem.
Entretanto as avaliagcbes de elasticidade dos eritrocitos ndo apresentaram diferenca

significativa quando se comparam as amostras controle.

5.2 PERSPECTIVAS

Como primeira perspectiva pretendemos aumentar o nuimero de bolsas
estudadas para ter pelo menos cinco unidades analisadas para ROS e elasticidade.
ApoOs essa etapa, como estudos indicam que a oxidagcdo em proteinas € a maior
responsavel pela reducdo da elasticidade dos eritrécitos e que essa acontece muito
antes da lipoperoxidacdo, e como 0s processos oxidativos estdo interligados,
estudos futuros deverao ser realizados a fim de potencializar a reducdo do processo
oxidativo nas proteinas. Para isso, a acao antioxidante da vitamina E (variando ou
nao sua concentracdo) sera associada a vitamina C e/ou a outros antioxidantes afim

de avaliar a capacidade dessas formulacdes diminuirem (ou ndo) a producdo de
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ROS e manterem (ou ndo) a deformabilidade preservada dos eritrocitos de CHs
beneficiados com esses antioxidantes. Além disso, pretendemos investigar o papel
do SAG-M (que foi adicionado de forma extra nas bolsas de sangue) na
deformabilidade das hemécias. Outros métodos de deteccdo da oxidagdo também
devem ser adicionados na metodologia de avaliacdo do estresse oxidativo em CHSs,
a fim de se elucidar mais as informac¢@es obtidas. Outros danos eritrocitarios, como a
reducdo do potencial zeta, que impactam na reducdo do rendimento transfusional,
devem também ser estudados. Por fim, também pretendemos quantificar a vitamina

E (e eventualmente outras vitaminas e substancias) nas emulsdes atraves do HPLC.
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ANEXO - NORMAS DO JBPA
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