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RESUMO

BRANTE MORI, Aleteia. ANALISE DA ERIPTOSE E CONCENTRACAO
EXTRACELULAR DO POTASSIO NAS HEMACIAS IRRADIADAS COM
DIFERENTES TAXAS DE DOSE. 88 f. Dissertagdo — O Programa de Pés-Graduagao
em Engenharia Elétrica e Informatica Industrial, Universidade Tecnolégica Federal do
Parana. Curitiba, 2019.

A irradiacao de sangue pode ser feita através de raios X produzidos por um acelerador
linear ou através de um aparelho especifico de irradiacdo de sangue com material
radioativo (Ce-137 ou Co-60) em seu interior que, através do decaimento radioativo destes
elementos, emitem os raios gama. A irradiacdo de sangue é um procedimento de extrema
importancia na prevengao da Doenga do Enxerto Contra Hospedeiro Transfusional
(DECHT) inativando os linfocitos T. Essa doenga é uma sindrome rara e fatal, pois
os linfocitos transfundidos de um doador de sangue atacam as células do receptor sendo a
irradiagao de componentes celulares (hemécias, plaquetas e granuldcitos), a unica forma
de se prevenir a DECHT. Este estudo consistiu em utilizar diferentes taxas de dose na
irradiacao de sangue utilizando o irradiador especifico de sangue Gammacell 1000 e um
acelerador linear com energias de fotons de 662 keV e nominal de 6MV, respectivamente.
Foram avaliadas como estas diferentes taxas influenciaram as estruturas eritrocitarias,
que sao responsaveis pelo transporte do oxigénio do nosso organismo. A dose total de
25 Gy foi administrada por ambos métodos de irradiagao para se inativar os linfécitos T
evitando a doenca do enxerto contra hospedeiro transfusional. O objetivo principal deste
projeto foi verificar o grau de eriptose e concentragao de potassio extracelular das hemacias
irradiadas com diferentes taxas de dose, armazenadas durante 35 dias que é o tempo de
validade das bolsas de CPDA-1, mas apds a irradiacao a validade passa a ser de 28 dias
devido a danos celulares produzidos por esse procedimento. A metodologia consistiu em
utilizar 10 bolsas de concentrados de hemacias de doadores voluntarios do Biobanco do
Hospital de Clinicas. Cada bolsa de concentrado de hemacias foi fracionada em trés outras
totalizando 30 bolsas para o estudo. Essas bolsas foram irradiadas em quatro taxas de dose
pelo acelerador linear, pelo irradiador especifico e controle (sem irradiagdo). De cada bolsa
foram realizadas 5 medidas totalizando 150 amostras. As irradiagoes foram realizadas com
dose total de 25 Gy no plano médio das bolsas em diferentes taxas de dose no acelerador
linear para avaliar os danos causados a célula como eriptose (morte das hemadcias) e as
concentragoes de potéssio extracelular obtidas. Como resultado foi verificado que com o
aumento da taxa de dose os danos celulares foram maiores, foram obtidas respostas muito
proximas comparando a taxa de dose do Gammacell com o acelerador linear. Ocorreu
aumento do nivel de potassio apds a utilizagdo da irradiacao nas amostras em estudo
como era esperado, sendo que com o aumento da taxa utilizada aumenta a quantidade de
potassio extracelular e a eriptose.

Palavras-chave: Irradiacao de sangue. Doenga do enxerto contra hospedeiro. Radiacao
gama. Eriptose.



ABSTRACT

BRANTE MORI, Aleteia. ANALYSIS OF ERYPTOSIS AND EXTRACELLULAR
POTASSIUM CONCENTRATION IN IRRADIATED RED BLOOD CELLS WITH
DIFFERENT DOSE RATES. 88 f. Dissertagio — O Programa de Pdés-Graduagao
em Engenharia Elétrica e Informatica Industrial, Universidade Tecnolégica Federal do
Parana. Curitiba, 2019.

The blood irradiation can be performed with X-rays produced by an accelerator, or
by a specific equipment for irradiating blood with radioactive material (Ce-137 or Co-
60) in its interior that, through the radioactive decay of these elements, emits gamma
rays. Blood irradiation is a very important procedure in the prevention of Transfusional
Host Graft Disease (DECHT) by inactivating T lymphocytes. This disease is a rare
and fatal syndrome because the transfused lymphocytes of a blood donor attack the
cells of the receptor. Thus, the irradiation of cellular components (red blood cells,
platelets and granulocytes) is the only way to prevent DECHT. This study consisted
of using different dose rates in blood irradiation using the Gammacell 1000 blood specific
irradiator, combined with a linear accelerator of 662 keV of photon energy, and 6MV
of nominal energy. We evaluated how these different rates influenced the erythrocyte
structures, which are responsible for the oxygen transport in our organism. The total
dose of 25 Gy was administered by both irradiation methods in order to inactivate the
lymphocytes by the graft versus transfusional host disease. The main goal of this project
was to verify the eriptosis and the concentration of extracellular potassium of the red blood
cells in the irradiated blood samples with different dose rates. The samples were stored
during the validity period of the CPDA-1 bags, which is of 35 days, but after irradiation
this period decerases to 28 days due to the cellular damage produced by this procedure.
The methodology consisted in using 10 bags of red blood cells from voluntary donors from
the Biobank of Hospital de Clinicas. Each bag of red blood cells was fractionated in three
other bags with smaller volumes, totalizing 30 bags for the study. These samples were
irradiated with four dose rates by the linear accelerator, by the specific irraditerator and
without radiation (control samples). From each bag, 5 measurements were carried out
totalizing 150 samples. The irradiations were performed with a total dose of 25 Gy in
the median plane of the bags, and at different dose rates using the linear accelerator to
evaluate cell damage, such as eryptosis (erythrocyte death) and extracellular potassium
concentration. As a result, it was verified that the cellulaar damage inceases with the dose
rate, and very close results were obtained comparing the Gammacell dose rate with the
linear accelerator. Moreover, the extracellular potassium concentration increased after
the use of the irradiation in the study samples, as expected. In addition, the quantity of
extracellular potassium and eryptosis also increased with the dose rate.

Keywords: Blood irradiation. Graft versus host disease. Gamma radiation. Eryptosis.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, com a evolugao da medicina diagnéstica, terapéutica e transfusional,
o uso dos raios X trouxe incontaveis vantagens possibilitando o diagnostico de fraturas e
doencas através das imagens radioldgicas, tratamentos de radioterapia para pacientes com
cancer e seu uso como meio profilatico na transfusao de sangue. A pratica de transfusao
sanguinea tem aumentado, de forma a atender os pacientes que sofrem de traumas, seja
pelo aumento da violéncia ou acidentes de transito, ou para manutencao da vida como no
caso de doengas em que sdo necessarias varias transfusoes, como a anemia falciforme e a
talassemia, por exemplo (OLIVEIRA et al., 2013). Por isso, a importancia de se fornecer

um sangue seguro e de qualidade a essas pessoas, seguindo normas rigorosas descritas pelo

Ministério da Satde (SOARES et al., 1998).

A medicina transfusional encontrou nas fontes radioativas (emissdo gama) e nos
aceleradores lineares (raios X) uma forma de prevencao extremamente efetiva contra a
DECHT que é uma Reacao Transfusional (RT) tardia, grave e rara, mas extremamente
fatal, ou seja, a doenca pode se desenvolver uma a duas semanas apos a transfusao,
é grave pois provoca disfungao hepdtica, diarreia e aplasia da medula 6ssea (ASAI
et al., 2000). A mortalidade é muito alta entre 90% a 100% dos casos (LANDI,;
OLIVEIRA, 1999). Em 1965, a DECHT foi reconhecida nos seres humanos apds a
transfusao de sangue fresco em criangas imunodeficientes, pacientes com cancer, pacientes
submetidos a transplantes de medula dssea, criangas que receberam transfusao intra-itero
e em pacientes considerados imunocompetentes, sendo as manifestagoes dessa RT: febre,
erupcao cuténea, doenga hepética, diarreia e pancitopenia (LANDI; OLIVEIRA, 1999;
ASAI et al., 2000; PODGORSAK, 2005; BASHIR et al., 2011; CHAPMAN et al., 1996).

A irradiacdo do sangue causa alguns danos biolégicos, afetando o acido
desoxirribonucleico (DNA) celular. Ao sofrer a agdo direta da radiagao ionizante é possivel
causar dois tipos de danos: mutagoes genéticas e quebras da molécula. As quebras
no DNA prejudicam o processo de duplicacdo e impedem que as células se reproduzam
(NOUAILHETAS et al., 2008). No sangue, a célula que mais sofre o efeito da irradiacao
é a célula nucleada chamada linfécito. As hemacias podem sofrer hemolise, liberagao
de potéassio do meio intracelular para o plasma, deformabilidade e diminuicdo da sua
viabilidade (REVERBERI et al., 2007; ERKAL et al., 2009; PINTO, 2008; BARRBOSA,
2008).

A irradiagao de sangue é a tnica forma segura e eficaz de se prevenir o surgimento
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da DECHT no sangue a ser transfundido, pois inativa o linfécito do doador, evitando sua
proliferagdo no paciente transfundido (LANDI; OLIVEIRA, 1999). No Brasil, segundo
relatérios da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria (BR), 2015), desde 2007
até os dias atuais, nao constam ocorréncias da DECHT. No Reino Unido, de acordo com
o Annual SHOT Report de 2011, nenhum caso dessa RT foi registrado no periodo de
2001 a 2011 (BOLTON-MAGGS, 2012). No Japao, pais considerado de alta prevaléncia
para essa RT, nenhum caso ocorreu desde 2000, segundo dados de 2008, publicados pela
Safety Vigilance Division (Japanese Red Cross Society, 2013). O controle para esta RT
foi atribuida ao inicio da irradiacdo de hemocomponentes entre 1998 e 1999, e assim, com
esses relatorios, fica demonstrado a importancia da irradiagdo de sangue (OLIVO et al.,
2015).

Para irradiacdo de sangue sao utilizados irradiadores constituidos de fontes de
137Cs ou de %°Co, com atividade variando entre 600 a 2400 Ci (Curie). Os irradiadores
podem apresentar um sistema constituido por um recipiente chamado canister ou cacapa,
um rotor e blindagem com abertura e fechamento de forma segura aos operadores. Para
este sistema, é necessario a presenca de um fisico médico e supervisor de radioprotecao
no setor, para que se tenha um controle dosimétrico da irradiacdo. O aparelho deve
estar calibrado para fornecer 25 Gy (Gray) no plano médio da bolsa a ser irradiada, dose
necessaria para inativar os linfécitos do sangue (Brasil, 2016). Na falta do irradiador
especifico de sangue sugere-se o uso de um Acelerador Linear (AL) por ser um sistema de
menor custo (Brasil, 2016; DODD; VETTER, 2009).

Como existem diversos modelos de AL, com diferentes energias e diversas taxas
de dose possiveis a serem aplicadas na irradiacao de sangue, ¢ interessante estudar os
possiveis danos ocorridos nas células, com o uso de diferentes taxas de dose, e avaliar
a melhor forma de se garantir um sangue com melhor qualidade, possibilitando assim,
uma maior sobrevida aos pacientes transfundidos, pois, a irradiacao de sangue aumenta
os danos as células, sendo umas mais radiossensiveis do que outras (HALL; GIACCIA,
2002) .

O equipamento Gammacell 1000 (aparelho de irradiagdo de sangue), utilizado
neste trabalho, estd em funcionamento desde 1986, ele é constituido de uma fonte de
137Cs, 1158 Curies, sendo a taxa de dose de 448 c¢Gy/min. O tempo de 6,3 minutos foi
calculado, pelo fisico médico responsavel, para a irradiacao das heméacias afim de fornecer
25 Gy no plano médio da bolsa. O Instituto de Oncologia e Radioterapia de Curitiba
(RADION) possui um Acelerador Linear da marca Elektra Sinergy Full 7.7 Multileaf
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Agility, com duas diferentes energias nominais de fétons de Raios X (6,0 MV e 10,0MV).
O campo de radiacao méaximo no AL é de 40,0 cm X 40,0 cm e distancia de isocentro de

1 m.

Este trabalho visa utilizar diferentes taxas de dose na irradiagdo de hemécias
para se verificar a eriptose e concentracao de potdssio extracelular nas amostras de
sangue. A irradiacao de sangue inativa os linfécitos, mas é pouco sabido a respeito do
quanto a irradiagao afeta as outras estruturas celulares com o uso de diferentes taxas de
dose. Portanto, é importante saber a qualidade do sangue que esta sendo oferecido para

transfusao, pois provera uma melhor sobrevida ao paciente.



19

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo avaliar a resposta das hemécias ao serem
submetidas a diferentes taxas de dose de irradiacdo, porém com a mesma dose total
de 25 Gy.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O objetivo deste trabalho foi atingido de forma gradativa ao se concluir cada um

dos objetivos especificos abaixo:

e irradiacao das bolsas de concentrados de hemécias (CH) (135¢Gy/min, 456 cGy/min
e 545 ¢Gy/min) no Acelerador Linear e 448 ¢Gy/min no Gammacell 1000, com dose
total de 25Gy;

e determinacdo da concentracdo de potassio extracelular para cada taxa de dose

utilizada, no dia da irradiacao e a cada 7 dias até o 28° dia;

e andlises de eriptose (morte das hemécias) através da citometria de fluxo, no dia da

irradiacao e a cada 7 dias até o 28° dia;

e correlacdo estatistica entre as informacoes sobre concentracao extracelular de

potassio, eriptose das hemacias durante o periodo e as taxas de dose.
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3 REFERENCIAL TEORICO

A irradiagao de sangue, atualmente, é a tnica forma de se prevenir a Doenca do
Enxerto Contra Hospedeiro Transfusional, pois esse procedimento inativa o linfécito que
desencadeia essa doenca. A DECHT é uma reacao transfusional rara, mas extremamente
fatal, com mortalidade entre 90% a 100% dos casos (LANDI; OLIVEIRA, 1999). A
irradiacdo nao danifica apenas o linfocito, mas também outras células sanguineas sao
afetadas, e a proporcao desse dano vai depender da maneira como essa irradiagao vai
ser realizada, ou seja, vai depender da dose, taxa de dose, fracionamento, tipo de célula
irradiada (HALL; GIACCIA, 2002; AMANCIO, 1998). Dessa forma, ¢ importante utilizar
parametros de irradiacao que a danifique menos as estruturas celulares do sangue, para
que possa ser oferecido um sangue de melhor qualidade, oferecendo ao paciente uma
melhor sobrevida (MENDONCA et al., 2013).

3.1 O SANGUE

O sangue é formado por globulos vermelhos (hemécias ou eritrdcitos), glébulos
brancos (leuccitos) e plaquetas (trombdcitos) imersos em um liquido chamado de plasma.
O plasma é formado por dgua, sais minerais, vitaminas, proteinas, glicidios e lipidios. O
volume sanguineo no homem varia de 3600 a 5800 mL e na mulher varia de 2900 a 4400
mL (VERRASTRO et al., 2005).

3.1.1 HeméAcias

As hemadcias sdo células que nao apresentam nucleo, sdo constituidas de
membrana plasmatica e citoplasma. Os eritrécitos sofrem maturacao através de um
processo denominado eritropoiese, na medula 6ssea, perdendo organelos, ribossomas e
o nucleo que é responsavel por todas as fungoes celulares (SKUTELSKY, 1970). O tempo
de vida no organismo ¢é de 120 dias e tem como principal funcao o transporte de oxigénio
e 0 gas carbonico no organismo. A hemoglobina, que d4d a pigmentagao vermelha ao
sangue, constitui 95% das proteinas das hemédcias, e é a responsédvel por essas fungoes. A
quantidade de hemécias variam, em homens, de 4,5 a 6,5 milhdes por ul, e de 3,9 a 5,6

milhoes por pL. em mulheres (ZAGO et al., 2013).

A hemacia tem a forma de um disco biconcavo, quando vista por sua lateral, e
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uma forma circular regular, quando vista numa lamina de frente, como mostra a figura 1

(ZAGO et al., 2013).

Figura 1 — Hemacias normais - Possuem o formato de um disco bicéncavo.
Fonte: (ZAGO et al., 2013).

As hemacias por serem células anucleadas e nao estarem em constante reproducao,
como os leucécitos, acabam sendo mais radiorresistentes (ERKAL et al., 2009). A
irradiacdo torna seu tempo de vida mais curto e ocorre a hemolise, liberacao do potassio
extracelular, deformabilidade além de diminui¢ao da viabilidade (REVERBERI et al.,
2007).

3.1.1.1 Membrana Eritrocitaria

A membrana plasmatica engloba e define os limites eritrocitarios, mantém as
diferengas essenciais do meio intra e extracelular. A composicdo da membrana de uma
hemacia é de 39,5% de proteinas, 35,1 % de lipideos e 5,8% de carboidratos e é formada
por uma bicamada lipidica, responsavel pela estrutura fluida e serve como barreira
impermedvel as moléculas hidrossoliveis. A membrana atua no transporte de moléculas
especificas e também ligando estruturas que conectam o citoesqueleto, tanto a matriz
celular quanto as células adjacentes, servindo como receptores para detectar e e realizar
a transdugao do sinal (OLIVEIRA et al., 2013).

A estrutura bilaminar da membrana é chamada de fosfolipidio. As proteinas

da membrana sao aquelas que se estendem da superficie externa e atravessam toda a
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membrana até a parte interna do eritrocito. Na parte abaixo da camada bilipidica existem
as chamadas proteinas periféricas, formando o cito-esqueleto eritrocitario. A composi¢ao
quimica normal, a disposi¢ao das estruturas e interagoes moleculares sao importantes para
a sobrevida da hemacia no periodo de 120 dias, e possui importante papel na capacidade
da deformacao e permeabilidade da célula (HARMENING, 2006).

A membrana do eritrocito é permedavel a agua e aos anions e impermeavel aos
cations, com meia-vida de troca de sédio (Na™) e potdssio (K1) de 30 horas. O eritrécito
mantém seu volume através do controle das concentragoes de dentro da célula de sédio
e potéssio. Essa regulacao é feita através de bombas de cations que transportam o sédio
para fora e o potassio para dentro da célula. Essas propriedades de permeabilidade celular
servem para evitar a morte celular e controlar o volume eritrocitario. Sendo que qualquer
anormalidade ocorrida na membrana pode levar a diminui¢do da sobrevida dos glébulos
vermelhos do sangue (HARMENING, 2006).

A medida que o tempo de armazenamento das heméacias aumenta, sua viabilidade
diminui. Isto ocorre devido a "lesdo de armazenamento'devido a alguns fatores como:
aumento de pH, aumento de acido latico, diminui¢ao do consumo de glicose, redugao nos
niveis de ATP, entre outros. Sendo que a viabilidade se deve ao nivel de ATP do eritrocito

e das condigbes de integridade da membrana(QU; TRIULZI, 2015).

A eriptose é uma das formas de se medir as alteragdbes na membrana
(fosfatidilserina) que leva a avaliar o grau de morte celular, ou seja, a porcentagem de

células mortas ou a processo de morte celular.

Os conservadores utilizados nas bolsas de sangue (ACD e o CPD) séao utilizados
para manter a viabilidade das células sanguineas, mas em agosto de 1978, foi aprovado
pela Food and Drug Adminstration, a adi¢do da Adenina no composto formando o CPDA-
1, que aumentou os niveis de ATP, dessa forma a viabilidade das hemécias aumentaram,
podendo ser armazenadas por 35 dias (HARMENING, 2006).

3.1.2 Leucécitos

Os glébulos brancos realizam a defesa do organismo e estruturam o sistema
imunoldgico, sao formados pelos: neutroéfilos, mondcitos, eosinédfilos, basofilos e linfécitos.
Os neutrofilos sao capazes de englobar particulas estranhas de dimensoes pequenas como
as bactérias, por exemplo. Os mondcitos tem dimensdes maiores e por isso tendem a

combater particulas vivas ou inertes maiores. Os eosinéfilos e baséfilos atuam mais nas
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reacoes alérgicas e imunoldgicas.

Os primeiros compostos de linfécitos, plasmécitos e os mondcitos, possuem nicleo
unico e uniforme. Os ultimos, por possuirem granulos no citoplasma, sdo conhecidos
como granulécitos e incluem os neutroéfilos, eosinéfilos e baséfilos e possuem um nticleo
multiforme e segmentado. Um dos leucécitos levados em consideragdao na irradiagdo de
sangue é o linfocito T, sendo responsavel pela Doenca do Enxerto Contra Hospedeiro
Transfusional (DECHT). Os linfécitos sao células pequenas em torno de 6 a 15 pum, tem
formatos regulares e arredondadas, conforme mostra a figura 2. Existem pelo menos trés
tipos de linfocitos: os linfécitos T, que correspondem de 65 a 80 %, linfécitos B e linf6citos
NK (ZAGO et al., 2013).

Figura 2 — Exemplo de leucécitos - Possuem formatos regulares e arredondados.
Fonte: (ZAGO et al., 2013).

3.2 MEDICINA TRANSFUSIONAL

A medicina transfusional atual utiliza um componente sanguineo especifico
indicado para tratar uma deficiéncia apresentada pelo paciente, nao mais o sangue total,
podendo ser: concentrado de hemdcias (CH), concentrado de plaquetas (CP), concentrado
de granulécitos (CG) e o plasma (PL). Esta pratica é possivel desde 1960, devido ao uso de
anticoagulantes como CPDA-1, a base de citrato de sédio (SAKUMA et al., 2011). Esses
componentes sanguineos sao conhecidos como hemocomponentes e sao obtidos através da

centrifugacao de uma unidade de Sangue Total (ST). A separacao dos hemocomponentes
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é obtida pelas diferencas de densidades e tamanhos das células sanguineas. O tempo de
validade para preservacao do sangue total e dos concentrados de hemacias estd relacionada
com o tipo da solucdo anticoagulante e preservadora utilizada. O uso da solucao de Acido
Citrico, Citrato de Sédio, Fosfato de S6dio, Dextrose e Adenina (CPDA-1) permite uma
conservacao sanguinea por um periodo de até 35 dias. Enquanto que, a utilizacdo do Acido
Citrico, Citrato de Sédio, Dextrose (ACD), ou Acido Citrico, Citrato de Sédio, Fosfato
de Sédio, Dextrose (CPD) ou Citrato, Fosfato e Dextrose-Dextrose (CP2D) permite tal
conservagao por até 21 dias. Caso sejam utilizados aditivos nas solugoes, tais como SAG
Manitol, a estabilidade do CH ficard maior se estendendo para 42 dias (SAKUMA et al.,
2011).

Em escala industrial temos os hemoderivados, que sao obtidos por processos
fisico-quimicos através do fracionamento do plasma, tais como: albumina humana,

imunoglobulina, fator VIII e fator IX (VERRASTRO et al., 2005).

3.3 PREPARACAO DO SANGUE

O sangue ¢ dividido em hemocomponentes e hemoderivados. Hemocomponente
é o produto obtido da centrifugagdo do sangue total. A separagdo dos componentes
sanguineos ocorre devido a diferenca de densidades e tamanho das células, sendo eles:
os concentrados de hemaécias, concentrados de plaquetas, crioprecipitado e o plasma
fresco congelado. Hemoderivado é o produto do fracionamento do plasma através de
processos fisico-quimicos sendo produzidos industrialmente, sao eles: albumina humana,
imunoglobulina endovenosa sérica, fator VIII liofilizado e fator IX liofilizado (SAKUMA
et al., 2011).

Para se obter cada componente sanguineo ¢ realizado um procedimento especifico,
os concentrados de hemacias sao obtidos pela remocao de parte do plasma através da
centrifugacdo do sangue total, apds este processo eles devem ser armazenados a uma
temperatura de 2°C a 6°C e sua validade varia de 21 a 42 dias dependendo da solugao
conservadora utilizada. Este hemocomponente pode receber diferentes tratamentos
dependendo da necessidade do paciente e servem para tratar ou prevenir a falta de
liberagao de oxigénio aos tecidos, como no caso de pacientes com hemorragias agudas

ou anemia. Alguns casos necessitam que o sangue a ser transfundido seja irradiado, para

se evitar a DECHT (Brasil. Ministério da Satde, 2010).
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3.3.1 Sangue Total

O sangue total é coletado de um doador de sangue em bolsas plasticas e estéreis
contendo uma solugao de preservadora anticoagulante. As solugoes utilizadas sao: CPDA-
1, ACD, CPD, CP2D e solugao aditiva SAG-Manitol (Soro fisiologico, Adenina, Glicose
e Manitol). A tabela 1 mostra a data de validade da bolsa de sangue conforme solugao
utilizada e a figura 3 demonstra como é o processo de preparagao dos hemocomponentes

e hemoderivados do sangue.

Tabela 1 — TEMPO DE VALIDADE DA BOLSA DE SANGUE
Solugao  Tempo de validade

CPDA-1 35 dias
CPD 21 dias
CP2D 21 dias

SAG-M 42 dias

Fonte: (Brasil. Ministério da Satade, 2010).

Sangue Total (ST)

Hemocomponentes |
[ |
Plasma Rico em Concentrado
Plaquetas (PRF) de Hemdcias
Plasma
oncentrado Fre Plasma de
de plaguetas r”'sw 24 horas
Congelado

| Hemoderivados

Crinprecipitado
{CRIO)

Fatores de Globulinas  Albumina

Coagulacdo

Figura 3 — Preparacao dos Hemocomponentes - Esquema descritivo de como é o
processo de preparagao dos hemocomponentes e hemoderivados do sangue.

Fonte: (SAKUMA et al., 2011).
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3.3.2 Concentrado de Heméacias

Para se obter o CH, é necessaria a centrifugacao da bolsa de ST para separa-la em
camadas distintas: as hemadcias e o plasma rico em plaquetas. As hemaécias se depositam

no fundo, plaquetas e leucécitos no meio e o plasma rico em plaquetas fica na parte

superior da bolsa (Brasil. Ministério da Satde, 2010), conforme mostrado na figura 4.

= ® A

plasma

leucécitos e plaquetas

hemécias

Figura 4 — Sangue total centrifugado - O CH fica no fundo da bolsa e o PL na parte
superior.

Fonte: A autora.

O concentrado de hemacias é produzido através da remocao de parte desse plasma

através do extrator de plasma automatico, conforme mostra a figura 5.

Figura 5 — Extrator automatico de plasma - Plasma rico em plaquetas é removido
da bolsa.

Fonte: A autora.
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Dessa forma o CH permanece na bolsa original e o plasma rico em plaquetas é

removido para uma bolsa satélite, conforme figura 6.

Figura 6 — Concentrado de hemacias - As hemacias permanecem na bolsa original.

Fonte: A autora.

A bolsa de CH deve ser armazenada em geladeira, na temperatura entre 4°C a
6°C, e a data de validade varia conforme a solucao anticoagulante preservadora utilizada
(Brasil, 2016).

A transfusao de CH serve para o tratamento ou prevencao da falta de oxigenacao
dos tecidos. Alguns casos de anemia e hemorragias agudas sdo exemplos de casos que

necessitam dessa transfusao (Brasil. Ministério da Saude, 2010).

3.4 REACOES TRANSFUSIONAIS - RT

Uma reacao transfusional é definida como tudo aquilo que ocorre de forma
indesejavel, durante ou apds, uma transfusao de sangue ou de seus componentes. As
reacoes sao divididas em reacgoes agudas nao imunoldgicas (sobrecarga circulatoria,
reagoes hemoliticas, alteragoes metabdlicas e contaminagao bacteriana), reagoes agudas
imunolégicas (reagdo hemolitica aguda, reagao febril nao hemolitica, edema pulmonar nao
cardiogénico, reacao alérgica e anafilitica), reagoes tardias nao imunolégicas (doengas
transmissiveis por virus, doencas transmissiveis por espiroquetas, doengas transmissiveis
por protozoarios) e reagoes tardias imunolégicas (reagao hemolitica tardia, pirpura pds-
transfusional, rea¢do do enxerto contra hospedeiro transfusional) (VERRASTRO et al.,
2005).
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3.4.1 Reagoes Agudas Nao Imunolédgicas
3.4.1.1 Alteragoes Metabdlicas

As principais alteragbes que ocorrem no sangue armazenado referem-se ao
potassio e ao citrato.  Deve-se precaver pacientes com problemas nefrologicos e
hipercalémicos. Pois, com o armazenamento das bolsas, estes metabdlicos tendem
a aumentar a concentracao de potassio, sendo que a irradiacao tende a aumentar
ainda mais estes niveis. Com relacao ao citrato que atua como anticoagulante deve-
se cuidar com pacientes que recebem transfusdes macigas (acima de 100 mL de
sangue total/min) podendo provocar tremores musculares, nduseas, vomitos e alteragoes

cardiacas (VERRASTRO et al., 2005).

3.4.2 Reacgoes Tardia Imunologica
3.4.2.1 Doenca do Enxerto contra Hospedeiro Transfusional - DECHT

Para se entender sobre a DECHT, primeiramente, precisamos entender um
pouco sobre o sistema Antigeno Leucocitdrio Humano (HLA), que é um sistema
de histocompatibilidade em nosso organismo. Os loci genéticos envolvidos na
rejeicao de oOrgaos e tecidos estranhos sao conhecidos como o principal complexo de
histocompatibilidade (MHC), moléculas de superficie celular altamente polimérficas
sdo codificadas pelo MHC. O MHC humano é chamado de sistema HLA (Antigeno
Leucocitdrio Humano) porque esses antigenos foram inicialmente identificados e
caracterizados usando aloanticorpos contra leucécitos (TERASAKI, 1990). O papel
biolégico primario das moléculas de HLA esta na regulacao da resposta imune, ajudando
o sistema imunologico a distinguir as proteinas do proprio corpo das proteinas produzidas
corpos estranhos, como virus e bactérias (BJORKMAN et al., 1987). Zinkernagel e
Dougherty demonstraram em 1974 que os linfécitos T devem ter as mesmas moléculas
do MHC que a célula apresentadora de antigenos para induzir a resposta imune
(ZINKERNAGEL et al., 1974). A compatibilidade do HLA entre doador e receptor
e, especificamente, a homozigose de um doador para um haplétipo HLA no qual o
receptor é heterozigoto é uma provavel explicagao para os casos de DECH transfusional
nos casos envolvendo doadores aparentados (SHIVDASANT et al., 1993; VOGELSANG,
1990; ANDERSON; WEINSTEIN, 1990; PERKINS, 1992). Por isso, recomenda-

se irradiar componentes sanguineos de doadores aparentados ou HLA compativeis
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antes das transfusdes (SHIVDASANT et al., 1993; VOGELSANG, 1990; ANDERSON;
WEINSTEIN, 1990; PERKINS, 1992).

De acordo com (LANDI; OLIVEIRA, 1999; Brasil, 2016), para se evitar essa

reacao transfusional deve-se irradiar o sangue nas seguintes indicacoes:

e transfusdo entre familiares, pois o sistema HLA pode nao reconhecer o linfécito

como estranho e desenvolver a DECHT;
e pacientes de transplante de medula dssea;
e transplante de 6rgaos solidos;
e pacientes com sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS);
e portadores da doenga de Hodgkin (cancer do sistema linfatico);
e doencas neoplasicas;
e transfusoes intra-utero;

e cirurgia cardiaca, entre outros.

A doenca do enxerto contra hospedeiro transfusional foi reconhecida em 1965
em humanos, apds transfusao de sangue em criancas (AZEVEDO, 2010). Essa doenga
pode se desenvolver em transplantes de medula 6éssea, transplantes de 6rgaos soélidos
que contenham muito tecido linfoide e em transfusdées de hemocomponentes. Tem como
sintomas caracteristicos: febre, erupgdes na pele, vomitos, diarreia, perda de apetite e
disfuncao hepatica. O diagnéstico da DECH é obtido pelo quadro clinico associado ao
exame de bi6psia da pele. O tratamento mais empregado é o uso de corticoesteroides
em altas doses, mas nao é totalmente eficaz. A resposta ao tratamento é muito baixo e
a mortalidade alta (LANDI; OLIVEIRA, 1999; VASSELAI, 2008; BASHIR et al., 2011,
AZEVEDO, 2010).

Quando a doenca é desenvolvida pela transfusao é chamada Doenca do Enxerto
Contra Hospedeiro Transfusional e nesse caso ocorre a hipoplasia ou aplasia da medula
6ssea seguido da ocorréncia da diminuicdo dos elementos do sangue (pancitopenia)
causando baixa resposta a tratamentos e alta mortalidade (90 a 100%) (LANDI;
OLIVEIRA, 1999; CHAPMAN et al., 1996).

Portanto, a tnica forma segura de se prevenir a doenca é através da irradiacao

dos hemocomponentes, por raios X ou raios gama, afim de inativar os linfécitos T, pois a
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radiagao danifica o DNA desses linfocitos, que sao extremamente radiossensiveis, evitando
assim que eles se reproduzam e repliquem no organismo do receptor do sangue (LANDI;
OLIVEIRA, 1999; VASSELALI, 2008; BASHIR et al., 2011; AZEVEDO, 2010).

3.5 POTASSIO EXTRACELULAR

O potassio é um importante regulador dos fluidos corporais e estd presente
na atuacao dos impulsos nervosos e contragdes musculares. Os niveis de potédssio sao
importantes, pois influenciam na pressao de nosso organismo (PINTO, 2008). Cerca
de 95% do potdssio existente no corpo humano se encontra no meio intracelular, e
o mecanismo que regula a quantidade de sddio fora das células e a de potassio para
dentro é chamada bomba de sédio/potéssio. Um dos fatores que podem reduzir os
niveis do potassio plasmatico é a hipotermia causando a alcalose metabdlica, assim
como a utilizacdo de diuréticos causa grande eliminacao de liquidos e de eletrélitos,
principalmente o potdssio. A concentragdo elevada de potdssio, acima de 6 mEq/l,
pode produzir bradicardia ou bloqueio atrioventricular e dificultar a saida de perfusao.
Estas alteracoes da frequéncia cardiaca sao tratadas pelo emprego do marca-passo externo
temporario. A hiperpotassemia (hipercalemia) pode produzir bradicardia e/ou bloqueio
atrio-ventricular. A hipocalemia ou baixa de potassio no organismo pode predispor
ao desenvolvimento de arritmias atriais e ventriculares e deve ser tratada. Por isso a
importancia da concentragao de potassio em nosso organismo estar sempre equilibrada

(SOUZA; ELIAS, 2006; WINTER et al., 2015).

3.6 IRRADIACAO DE SANGUE

O artigo 114 da Portaria n.158 de 4 de fevereiro de 2016 (Brasil, 2016) que
redefine o regulamento técnico de procedimentos hemoterapicos cita que a irradiacao de
sangue deve ser realizada através de irradiador especifico de sangue, podendo ser utilizado
acelerador linear. A dose estipulada é de 25 Gy (2500 ¢Gy) no plano médio da bolsa. A
dose recebida na bolsa irradiada nao deve ser menor que 15 Gy nem maior que 50 Gy,
em qualquer ponto da bolsa. Com essa dose, inativa-se o linfécito prevenindo assim a
DECHT. Toda bolsa apos ter passado pelo processo de irradiagao deve ser validada e
rotulada como irradiada. Devido a lesdo de membrana o sangue deve ser produzido (CH,
CP, PL) até 14 dias apds coleta e armazenado até no méximo 28 dias apés procedimento

de irradiagao. Caso exista necessidade justificada para utilizagdo do sangue com mais de
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14 dias de producao, deve ser utilizado dentro de 48 horas. Para o uso de transfusoes
intrauterinas e para neonatos nas transfusdes macigas deve ser utilizado bolsas até 24
horas da irradiacao e 5 dias da coleta. Os concentrados de plaquetas e granuldcitos

mantém suas datas de validade apds a irradiagao (Brasil, 2016).

3.7 INTERACAO DA RADIACAO COM A MATERIA

Radiagao ionizante é qualquer radiacao que pode remover elétrons de atomos e

moléculas.

Os raios X sdo radiagoes eletromagnéticas que se originam de desexcitagoes do
nicleo do dtomo (raios X caracteristicos) ou através da desaceleragdo das particulas
carregadas (efeito Bremsstrahlung). Raios gama ocorrem quando a radiagdo se origina
da desexcitacao nuclear ou foétons de aniquilagdo quando originados na aniquilacao de
particula e anti-particula (OKUNO; YOSHIMURA, 2010).

A probabilidade para que aconteca, ou nao, uma interacao da radiacao que inclui o
raio X e a radiagao gama com a matéria depende da energia do fé6ton e do ntimero atémico
Z do meio atenuador (PODGORSAK, 2005). Nas baixas energias é mais provavel ocorrer
os efeitos coerentes e fotoelétricos (BERG et al., 2016).

3.8 ESPALHAMENTO COERENTE

Espalhamento coerente é a absor¢ao ou re emissao da radiacdo pelo atomo e a
dire¢ao de espalhamento é diferente (YOSHIMURA, 2009). Geralmente, o dngulo médio
de espalhamento diminui a medida que a energia dos raios X aumenta. Esta interacao
ocorre principalmente com raios X de baixa energia, como as utilizadas em mamografia
(de 15 a 30 keV). Na imaginologia médica, no tecido mole, o espalhamento de Rayleigh,
ou coerente, é responsavel por menos de 5% das interacoes de raios X acima de 70 keV e,

no maximo, representa apenas 10% das interagoes a 30 keV (BERG et al., 2016).

3.9 EFEITO FOTOELETRICO

No efeito fotoelétrico, um féton é totalmente absorvido por um atomo e no seu
lugar, um fotoelétron rapido é ejetado do d&tomo. A interacdo nao pode ocorrer com

elétrons livres, uma vez que um elétron livre ndo pode absorver um féton sem o momento
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nao seja conservado (TAUHATA, Luiz; SALATI, Ivan; PRINZIO, Renato Di; PRINZIO,
2013).

O efeito fotoelétrico é predominante em baixas energias e para elementos quimicos
de niimeros atémicos (Z) elevados. A probabilidade de ocorréncia aumenta com Z* e
decresce com o aumento da energia (TAUHATA, Luiz; SALATI, Ivan; PRINZIO, Renato
Di; PRINZIO, 2013).

A interacao cria um fon excitado no material absorvedor com uma vacancia em
uma de suas camadas, que em geral, é rapidamente preenchida com a captura de um
elétron livre do meio e/ou por rearranjo de outros elétrons do dtomo. Dessa forma, podem
ser produzidos um ou mais fétons de raios X caracteristicos. Na maioria dos casos, os

fétons de raios X sdo reabsorvidos pelo meio (KNOLL, 2000).

A probabilidade de produzir um fotoelétron quando atinge um atomo ¢é fortemente
dependente de numero atémico (Z) e da energia dos fétons. E mais provavel ocorrer
com elétrons de camadas internas, com elétrons fortemente ligados ao ntcleo ou quando
a energia do féton incidente é superior a energia de ligagao eletronica (YOSHIMURA,
2009).

3.10 EFEITO COMPTON

O efeito Compton representa a interacdo entre um féton com um elétron orbital
essencialmente "livre e estacionario”. A energia do féton incidente é muito maior que a
energia de ligacao do elétron orbital. O féton perde parte de sua energia para o elétron

(Compton) e é espalhado através de um angulo de dispersao (PODGORSAK, 2005).

Este efeito é predominante de raios X e gama na faixa de energia diagnostica
acima de 26 keV em tecidos moles e para além das energias de diagnéstico para
aproximadamente 30 MeV. E mais provavel de ocorrer entre fétons e elétrons externos
(da camada de valéncia), o elétron é ejetado do atomo e o féton espalhado perde energia,
como o momento e a energia das interagoes devem ser conservados a energia do foton
incidente (Eg) é igual a soma da energia do féton espalhado(Egc) e da energia cinética
do elétron ejetado (Ee¢ )(YOSHIMURA, 2009).
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3.11 PRODUCAO DE PARES

A produgao de par elétron-pésitron é uma das formas predominantes de absorcao
da radiacao eletromagnética de alta energia. Este efeito ocorre quando fétons de energia
(superior a 1,022 MeV) passam perto de niicleos de niimero atomico elevado, interagindo
com o forte campo elétrico nuclear. Nesta interacao, a radiacdo desaparece e da origem
a um par elétron-positron. As duas particulas transferem a sua energia cinética para o
meio material, sendo que o poésitron volta a se combinar com um elétron do meio e dé
origem a 2 fétons, cada um com energia de 511 keV (TAUHATA, Luiz; SALATI, Ivan;
PRINZIO, Renato Di; PRINZIO, 2013).

3.12 REACOES FOTONUCLEARES

Reagoes fotonucleares ocorrem quando o ntcleo absorve o féton com energia
maior que a energia de ligacdo de nucleons, liberando um préton ou um néutron com

energia cinética suficiente para ser ejetado do niicleo e formar outro elemento nuclear

(YOSHIMURA, 2009).

A probabilidade de ocorréncia de reacoes fotonucleares é da ordem de magnitude
menor que as probabilidades combinadas do efeito Fotoelétrico, efeito Compton e
producao de pares. O limiar para uma reacao fotonuclear particular depende da reacao
e do nucleo. A energia para esse processo é da ordem de 10 MeV ou superior para a
maioria dos nicleos, exceto para os niicleos atémicos do deutério (2H) e do berilio (9Be),
nos quais o limiar é da ordem de 2 MeV (PODGORSAK, 2005).

3.13 PRODUCAO DE RADIACAO ELETROMAGNETICA IONIZANTE

3.13.1 Raios X

Foi o fisico alemao Wilhelm Conrad Rontgen quem detectou pela primeira vez
os raios X, estudando o fenémeno da luminescéncia produzida por raios catdédicos num
tubo de Crookes. Através de varias experiéncias, ele conseguiu uma foto que revelou a
estrutura dssea interna da mao humana, sendo entao a primeira radiografia da histéria

em 8 de novembro de 1895 (OKUNO; YOSHIMURA, 2010).

Somente em 1912, Max Von Laue, estabeleceu que o raios X é uma onda

eletromagnética de comprimento de onda muito menor que o da luz. Em 1920, descobriu-
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se que os raios gama e raios X sao de igual natureza fisica, isto é, os dois sdo ondas
eletromagnéticas de frequéncia maior que a radiagdo ultravioleta e se diferem apenas
na origem: os raios X originam-se fora do niicleo dos atomos, enquanto os raios gama

originam-se no nucleo e da aniquila¢do de particulas (OKUNO; YOSHIMURA, 2010).

A produgao de raios X ocorre quando elétrons produzidos pelo aquecimento do
filamento (catodo) sao acelerados, devido a diferenga de potencial elétrico existente entre
um catodo e o anodo, e atingem o alvo metalico (anodo)(OKUNO; YOSHIMURA, 2010).

Os raios X sao radiacoes eletromagnéticas de alta energia originadas de transicoes
eletronicas de niveis e subniveis mais internos no atomo, podendo ser de dois tipos: por
captura ou expulsao de elétrons da camada interna pelo radionuclideo, gerando um orbital
vazio e quando é preenchido por um elétron de uma camada mais externa gera uma

diferenca de energia entre os orbitais que é emitida na forma de raios X ou por freamento
(LIMA et al., 2009).

Os raios X de freamento sao produzidos por interacoes de particulas carregadas
(preferencialmente elétrons) com o campo elétrico de nicleos ou com a eletrosfera de
atomos de elevado ntimero atomico. Com a interacao, ocorre redugao da energia cinética
e mudanca da trajetoria, e a diferenca de energia produzida é emitida na forma de raios
X (LIMA et al., 2009).

3.13.2 Radioisétopos

Radioisétopos sao isotopos radioativos que apresentam um nucleo atoémico
instavel e se transforma num isétopo estavel quando emite energia podendo ser: alfa,
beta ou gama. A maioria dos radioisétopos utilizados na medicina atual sdo produzidos
em reatores de fissao ou aceleradores ciclotrons. O radioisétopo utilizado neste trabalho
foi o Césio 137, que tem uma meia vida fisica de 30 anos. Ter uma meia vida de 30 anos
significa que passado 30 anos o niimero de radionuclideos serd metade, e passado mais 30
anos sera de um quarto do que existia originalmente (OKUNO; YOSHIMURA, 2010).

3.13.3 Desintegracao

Em 1900, foi identificado um novo tipo de radiacao por Paul Villard e em trés
anos depois, Rutherford a nomeou como radiagdo gama, que nao sofre deflexdo com o
campo magnético. Rutherford estabeleceu também que a radiacdo gama é da mesmo
natureza que os raios X (OKUNO; YOSHIMURA, 2010).
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A equagdo (1) mostra o decaimento radioativo:
N = Nge™, (1)

sendo N o ntimero de nucleos radioativos remanescentes ap6s um tempo t, Ng o nimero

de niicleos radioativos, na amostra em um tempo t =0 e A\ a constante de desintegracgao.

A equacao (2) do tempo de meia vida, é o tempo necessario para que a atividade

e o numero de nucleos radioativos caiam para metade do seu valor inicial:

In2

3.13.4 Decaimento gama

O decaimento gama ocorre quando ha emissao de um féton (gama) pelo niicleo
excitado apos decaimento alfa ou beta. Sua energia sera a diferenca entre os dois niveis

de energia nuclear. A reacao tipica do decaimento gama é mostrada na equagao (3):
A A
(X*)3 = XP+7, 3)

sendo * o nucleo no seu estado excitado.

137 bode ser via By para o estado do 56Ba'®” fundamental,

13Tm

O decaimento do Ce
mas também pode decair por via 3] para o estado de 56Ba excitado para depois decair

com emissdao de um raio gama para o estado fundamental (OKUNO; YOSHIMURA, 2010).

3.14 GRANDEZAS FISICAS

Com o surgimento das radia¢oes ionizantes apareceram os métodos de producao,
caracterizacdo e medicao da radiacdo, bem como de definicio de grandezas que
expressassem a sua interagao com o tecido humano com o objetivo de estabelecer a
correlacao dos valores de tais grandezas, entre si e com os riscos de detrimento. Muitas
grandezas diferentes possuem a mesma unidade. Por exemplo, a Dose Absorvida e o
Kerma sao medidos em gray (Gy), a Dose Equivalente, Dose Efetiva sdo avaliadas em
sievert (Sv). Isto se deve ao fato das diferengas entre elas serem constituidas por fatores
de conversao adimensionais, envolverem estimativas de exposi¢oes externas e internas ou

avaliarem fragoes de energia absorvidas ou transferidas (D’ERRICO, 2006).

As principais grandezas a serem abordadas sao: exposicao, dose absorvida, dose
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equivalente e kerma.

3.14.1  Exposicao

Exposi¢ao é simbolizada por X é definida apenas para f6tons (raios X ou gama)
interagindo no ar. E a medida da capacidade dos fétons ionizarem o ar. E dada pela
equagao (4): 40

X = I’ (4)
onde d@ é o valor absoluto da carga total de ions de mesmo sinal produzidos no ar e dm
é o volume de ar, ou seja, exposicao é a carga elétrica liberada em um volume especifico

de ar dividido pela massa desse ar. Originalmente a unidade utilizada era o Roentgen,

substituida atualmente no Sistema Internacional pelo C/Kg. Sendo 1 Roentgen é igual a
0.000238C (OKUNO; YOSHIMURA, 2010).

3.14.2 Dose absorvida

A dose absorvida esta relacionada com a energia da radiagao absorvida e por isso
reflete nos danos biolégicos. E definida pela equacéo (5):

dE,
dm

, (5)

onde D ¢é a dose absovida, dE,;, é a energia média depositada pela radiacdo e dm é o
volume de massa. Originalmente a unidade utilizada era o rad, sendo 1rad = 1072J /kg.

Atualmente o rad foi substituido pelo Gray (Gy) no Sistema Internacional sendo 1Gy =
100rad = 1J/kg (OKUNO; YOSHIMURA, 2010).

3.14.3  Dose equivalente

A dose equivalente no tecido ou no érgao (Hr) é definida para qualquer tipo de

radiacao utilizada no tecido ou érgao.

E obtida através da dose absorvida média no tecido ou 6rgao exposto a radiacao

do tipo R, através da equacao (6):

HT:U)R~DT~R. (6)

Na equacao wpg é o fator de ponderacao da radiagao R, que assume valor 1 para
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fotons de todas as energias. Essa grandeza serve para limitar a exposicao do cristalino,
pele, maos e para o calculo de dose efetiva. Sua unidade no Sistema Internacional é o

Sievert (Sv).

3.144 Kerma

O Kerma (Kinetic Energy Released per unit of MAss) é definido como a soma das
energias cinéticas iniciais de todas particulas carregadas liberadas por radiagdo ionizante
indireta, ou seja, por fétons e néutrons dividida pela massa da amostra. E dada pela
equagcao (7):

_dEy,

K=-"1, (7)

onde K é Kerma, dEy. é a energia transferia ao meio e dm é o volume de massa. A

unidade utilizada é o Gy(Joule/Kg).

Em baixas energias (valores menores que 1 MeV) o valor de Kerma é considerado
muito préximo ao da dose absorvida (OKUNO; YOSHIMURA, 2010).

3.15  RADIOBIOLOGIA

A radiossensibilidade pode ser descrita como uma caracteristica inerente, que
estd associada a um efeito decorrente da exposicdo a radiagdo ionizante pelo corpo
humano. Através da observagao dos efeitos danosos ocorridos nas pessoas expostas a
irradiacado ionizante, houve a correlacao entre exposicao a radiacao e os efeitos bioldgicos
que ele produz. Verificou-se que esses danos biologicos produzidos dependiam muito da
quantidade, forma e tempo de exposicao (TWARDELLA; CHANG-CLAUDE, 2002).

A resposta no corpo humano ou células do corpo humano a radiagao recebida vai
depender se essa radiacao foi recebida de forma tunica ou fracionada, ou periddica. Para

uma certa quantidade de radiacao, os efeitos biologicos serao mais danosos se for recebida

de forma tnica ao invés de fracionada (HALL; GIACCIA, 2002).

3.15.1 Danos Celulares

O processo de ionizacao ao alterar os atomos, pode alterar a estrutura molecular.
Se a energia de excitagao for maior que a energia de ligacao entre os &tomos, pode ocorrer

quebra das ligacoes quimicas e consequentes mudancas moleculares. Se as moléculas
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alteradas compoem uma célula, esta pode sofrer as consequéncias de suas alteracoes,
direta ou indiretamente, com a producao de radicais livres, ions e elétrons. Os efeitos
da radiagdo dependem da dose, taxa de dose, do fracionamento, do tipo de radiagao, do
tipo de célula ou tecido. Nem sempre as alteracoes sao nocivas ao organismo humano.
Se a substancia alterada possui um papel fundamental para o funcionamento da célula,
pode resultar na morte da célula. Em muitos 6rgaos e tecidos o processo de perda e
reposi¢ao celular é normal. Quando a mudanga tem carater prejudicial, ela significa um
dano (SCHONKEN, 1991).

3.15.2 Morte Celular

O DNA ¢é o principal alvo para os efeitos biolégicos da radiacao, incluindo
morte celular, carcinogénese e mutagao. Portanto, é consideravel verificar que os efeitos
biologicos da radiagdo comeca com o grau de ruptura no DNA causada pela radiagao

recebida.

A apoptose é derivada da palavra grega que significa “cair”, como em pétalas de
flores ou folhas das arvores e foi descrita pela primeira vez por Kerr e colegas como um
conjunto de mudangas no nivel microscépico associado a morte celular (STEVENSON;
KERR, 1967). Apoptose, ou morte celular programada, é comum no desenvolvimento
embrionario em que alguns tecidos tornam-se obsoletos. Quando a dose de radiagao ¢
elevada, alto Gy, muitas células de tecido atingidas podem nao suportarem e morrerem,
apés tentar se dividir. A perda de células em quantidade consideravel, pode causar
prejuizos detectaveis no funcionamento do tecido ou orgao. A severidade do dano
caracteriza o denominado efeito deterministico. As células mais radiosensiveis sdo as

integrantes do ovario, dos testiculos, da medula dssea e do cristalino (SCHONKEN;, 1991).

3.15.3 Efeitos Bioldgicos

As alteragoes quimicas provocadas pela radiagdo podem afetar uma célula de
varias maneiras, resultando em: morte prematura, impedimento ou retardo de divisao
celular ou modificacao permanente. Quando a quantidade de efeitos biologicos é pequena,
o organismo pode se recuperar. Por exemplo, numa exposicao a radiagdo X ou gama,
pode ocorrer uma reducao de leucocitos, hemécias e plaquetas e, apos algumas semanas,

a contagem destes elementos no sangue voltam ao normal (SCHONKEN, 1991).

Para o raio X ou gama a taxa de dose é um dos principais fatores que determina o
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grau de dano bioldgico da dose recebida. Se a taxa de dose é baixa e com tempo longo de
exposicao, o efeito biolégico da dose fornecida geralmente é reduzido (HALL; GIACCIA,
2002). O efeito cldssico da taxa de dose, que é muito importante em radioterapia,

resulta do reparo do dano sub letal que ocorre durante a longa exposicao a radiacao
(TWARDELLA; CHANG-CLAUDE, 2002).

3.15.4 Radiosensibilidade nos Tecidos

A influéncia da qualidade de radiacdo nos sistemas biologicos pode ser
quantificada utilizando a Efetividade Biolégica Relativa (RBE). A RBE ¢é definida pela
relagdo adimensional (8):

RBB(A) = por i) ®

onde Dose(ref) é a dose da radiagao de referéncia necessaria para produzir um especifico
nivel de resposta e Dose(radA) é a dose da radiacdo A necessaria para produzir igual

resposta.

Para superar possiveis indeterminacoes, utiliza-se a razao entre as inclina¢oes das
partes que podem ser consideradas lineares, das curvas de Dose x Efeito, para as radiacoes
em estudo A e de referéncia. Esta razao podera representar o valor maximo de RBE, ou
seja, a RBEM.

A rigor, a RBE para uma determinada radiacao nao é somente dependente do
LET, mas também da dose, da taxa de dose, do fracionamento da dose e até da idade da
pessoa exposta. Seus valores dependem: da natureza e condi¢cao do material biolégico, do
estado fisiol6gico, temperatura, concentragao de oxigénio, condi¢oes de nutrigdo e estagio

do ciclo celular.

Os linfocitos sao células muito radiossensiveis (LLOYD et al., 2001) e as hemécias
podem sofrer hemolise, liberagdo do potassio extracelular, deformabilidade além de
diminuigdo da viabilidade (REVERBERI et al., 2007). Em relacao ao potéssio, ocorre
alteracao na atividade de Na, K-ATPase, uma enzima presente na membrana plasmatica
responsavel pelo balango de potassio. Ocorre uma abertura dos canais de potassio por
efeitos oxidativos da irradiagdo gama e por causa desses efeitos a validade do CH é reduzida

para 28 dias apés a irradiagao, menos que os 35 dias de validade normal do CH padrao

(OLIVO et al., 2015).
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3.15.5 Transferéncia Linear de Energia

O conceito de transferéncia linear de energia (LET), provém da simplificacao do
Poder de Freamento de Colisao Linear, como sendo a perda média de energia, por colisao,
de uma particula carregada por unidade de comprimento. O poder de freamento (stopping
power) expressa o efeito do meio material na particula, enquanto que o LET expressa o
efeito da particula no meio, normalmente o tecido humano (TAUHATA, Luiz; SALATI,
Ivan; PRINZIO, Renato Di; PRINZIO, 2013).

As radiacoes eletromagnéticas, como os raios X e gama, sao radiagoes de baixo
LET, ou seja, de baixa transferéncia linear de energia. LET é a quantidade de energia
depositada ou transferida por unidade de comprimento do trajeto percorrido em um
material absorvedor, é expresso por keV por micron de unidade de densidade (HALL;
GIACCIA, 2002).

A taxa a qual a LET baixa (raios X ou gama) ¢ administrada, afeta o grau de lesao
biolégica para diversos parametros bioldgicos, incluindo aberragoes cromossoémicas, falha

reprodutiva e morte. Geralmente, altas taxas de dose produzem maior lesao biologica do
que baixas taxas feito de taxa de dose (HALL; GIACCIA, 2002).
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4 METODOLOGIA
4.1 CENARIO E PARTICIPANTES DA PESQUISA

Este trabalho foi realizado no Banco de Sangue e Radioterapia do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parand (UFPR) e no setor de Radioterapia da
clinica RADION, na cidade de Curitiba, sendo utilizados concentrados de hemaécias de 10

doadores voluntarios de sangue do Biobanco do Hospital de Clinicas.

Os doadores assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), o
termo consta no Apéndice B, concordando em participar dessa pesquisa. Todos doadores
estavam dentro das especificacoes do Ministério da Satide para doar sangue e permitiram
que o sangue doado, que nao fosse utilizado para o experimento, como concentrado de

plaquetas e o plasma, fossem utilizados na transfusao de pacientes.

Esta instalado no HC, desde 1986, o irradiador especifico de sangue modelo
Gammacell 1000, dotado de fonte de Césio-137. No Apéndice C, consta o termo de
autorizacao para divulgacao de informacoes do HC. O fisico médico responsavel pelo setor,
realizou as medidas e calculos necessarios ao trabalho e demonstrou através de relatérios,
que constam no Apéndice D, que o equipamento estava operando com taxa de dose de
448 ¢Gy /min, sendo necessario 6,3 minutos de exposi¢ao do material a ser irradiado, para

se obter 25 Gy de dose de irradiacao no plano médio da bolsa.

A irradiacao com acelerador linear foi realizado na clinica Radion, em Curitiba,
usando o modelo Elektra Sinergy Full 7.7 Multileaf Agility, com energia de fé6tons nominal
de Raios X de 6,0 MV. A geometria utilizada na realizacao do experimento foi campo de

irradiacao 13,0 cm X 12,0 ¢cm, com distancia de isocentro de um metro.

No HC foram realizadas: a coleta de sangue total de voluntarios através do
Biobanco, a preparacdo dos concentrados de hemacias, o fracionamento das bolsas em
capela de fluxo laminar vertical para totalizar as 30 bolsas necessarias para o trabalho,
identificagdo e pesagem de cada bolsa fracionada, a realizacdo da irradiacao de 5 bolsas
de CH com o Gammacell 1000, utilizando tempo de 6,3 minutos para atingir 25 Gy na

taxa de 448 cGy/min.

No Instituto Radion foi realizado o planejamento da irradiacdo com um tomografo
do modelo Siemens Emotion e irradia¢ao de 5 bolsas de CH com taxa de 135 ¢Gy/min, 5

bolsas de CH com taxa de 456 ¢Gy/min e 5 bolsas de CH com taxa de 545 ¢cGy/min na
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dose de 25 Gy.

Depois de terminadas as irradiagoes, as amostras de sangue foram encaminhadas
ao Nucleo de Tecnologia Celular, da Pontificia Universidade Catélica do Parand, para
andlise de eriptose através da citometria de fluxo e ao Laboratoério de Analises Clinicas de
Curitiba (LANAC) para analise de concentragao de potassio extracelular através do ISE
indereto (Eletrodo ION Seletivo).

4.2 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas, sendo o
nimero do parecer 2.595.160 aceito em 12 de abril de 2018. O parecer aceito pelo comité

de ética consta no anexo A.

4.3 COLETA DE DADOS

A tabela 2 mostra o cronograma utilizado no trabalho.

Tabela 2 —- CRONOGRAMA DO PROJETO - Sendo G1 o primeiro grupo e G2 o

segundo grupo de cinco voluntarios.

LOCAL ANALISES TOTAL AMOSTRAS TOTAL AMOSTRAS
IRRADIAGCAO ERIPTOSE E POTASSIO ANALISADAS PUC ANALISADAS LANAC

DATA GRUPOS

?;NX’]‘;}I{?L; 1 RADION E HC DIA 1 G1 15 15
S(}il\l/{/?ﬁgf GleG2 RADION N 15 15
TN G - -
SRR e
O ECTT e
o T S

Fonte: A autora.

Apos a aprovacao do projeto pelo comité de ética do HC, verificou-se que o estoque
de sangue do Biobanco estava baixo e por esse motivo a coleta foi dividida em dois grupos
(G1 e G2). No dia 26/04/2018, foram coletados os ST de cinco doadores voluntarios
(G1) e no dia 03/05/2018, dos outros cinco (G2). Apds as coletas eram realizadas as

preparagoes e fracionamento dos concentrado de hemaécias no banco de sangue do HC
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para totalizar 30 bolsas para o estudo. As irradiagoes foram realizadas no dia seguinte a

coleta e as andlises seguiram as datas conforme consta no cronograma.

4.3.1 Preparacao e Fracionamento das Bolsas de Concentrados de Hemaécias

Apods a doacao do sangue total, as bolsas ficaram em repouso por duas horas a
temperatura de 20°C a 24°C. Passado este periodo, elas foram colocadas na centrifuga,
conforme mostrado na figura 7 (A), sendo 7 (B) como foram distribuidas dentro do
aparelho e 7 (C) a centrifuga utilizada. Apds a centrifugacdo, a bolsa de sangue total
ficou separada em camadas: os concentrados de hemaécias no fundo da bolsa por serem

mais pesadas, no meio a camada leucoplaquetaria e em cima o plasma.

Figura 7 — Centrifugacao da bolsa de sangue total - A figura (A) mostra as bolsas de
ST no recipiente da centrifuga, sendo (B) a centrifuga e (C) disposi¢ao das bolsas.

Fonte: A autora.

As bolsas de sangue foram colocadas, em seguida, no extrator automatico
conforme figura 8 (A), em 8 (B) é demonstrado a extracao do plasma para a bolsa satélite,
separando o concentrado de hemacias do plasma rico em plaquetas conforme mostra a
figura 8 (C), dessa forma o concentrado de hemécias permanece na bolsa original e o
plasma rico em plaquetas vai para uma bolsa satélite para posterior centrifugacao para
se obter o plasma e o concentrado de plaquetas. Dessa forma, obtemos as bolsas de

concentrados de hemacias para o estudo.
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Figura 8 — Processo de extracao do plasma - As bolsas de sangue foram colocadas
no extrator automatico conforme figura (A), em (B) é demonstrado a extragao do
plasma para a bolsa satélite, separando o concentrado de heméacias do plasma rico
em plaquetas e na figura (C), mostra o concentrado de hemacias que permanece na
bolsa original.

Fonte: A autora.

4.4 FRACIONAMENTO DAS BOLSAS DE CONCENTRADO DE HEMACIAS

Foram utilizadas bolsas de transferéncia neonatal, conforme mostra figura 9, para

obtenc¢ao das 30 bolsas para o estudo.

Figura 9 — Bolsas de transferéncia neonatal - Bolsas de volume maximo de 100 mL
utilizadas para dividir o contetido da bolsa de CH.

Fonte: A autora.

O procedimento foi realizado em ambiente estéril, com uso de luvas descartaveis,

avental, e com uso do fluxo laminar vertical para se evitar contamina¢ao do material.

O volume obtido no CH do doador foi distribuido em iguais volumes em outras

trés bolsas, ficando em média 80 mL de CH em cada bolsa de transferéncia, conforme
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mostrado na figura 10. Cada bolsa de CH foi devidamente identificada de forma a conter
informagao da taxa de dose a ser utilizada e com os cddigos numéricos correspondentes

ao tubo de coleta.

Figura 10 — Fracionamento de bolsas de concentrado de hemacias - Modo como foi
realizado o fracionamento em capela de fluxo laminar vertical.

Fonte: A autora.

O fracionamento foi realizado em capela de fluxo laminar vertical, garantindo
seguranca na manipulagdo de material biolégico, as bolsas foram fracionadas de forma
a distribuir o mesmo volume de sangue, obtendo-se assim, as 30 bolsas para estudo,

conforme mostra a figura 11.

Figura 11 — Distribuicao do volume igual nas bolsas - Balanga utilizada para medir
e distribuir volume igual as bolsas fracionadas.

Fonte: A autora.
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No primeiro dia de irradiagao (27/04/2017), as bolsas foram divididas em: cinco
controles (nao receberam irradiagao), outras cinco receberam irradiagao no irradiador
especifico na taxa de 448 ¢Gy/min e outras cinco foram irradiadas no RADION com o

acelerador linear na taxa de 135 ¢Gy/min (minima).

Na semana seguinte, no dia 03/05/2018, foram coletados sangue de mais cinco
doadores. E os mesmos procedimentos descritos anteriormente foram reproduzidos, para
se obter as bolsas controles e as bolsas para se irradiar no acelerador linear, nas taxas de

456 ¢Gy/min e 545 cGy/min.

4.4.1 Trradiagdo dos Concentrados de Hemécias

As irradiagdes foram realizadas no acelerador linear, com dose de 25 Gy no plano
médio das bolsas, em diferentes taxas (135 ¢Gy/min, 456 ¢Gy/min, 545 ¢Gy/min) e no
Gammacell 1000 com taxa de dose de 448 cGy/min.

Os valores das taxas de dose utilizados foram escolhidos de acordo com a
capacidade do aparelho, ou seja, 135 ¢Gy/min foi a minima taxa de dose possivel aplicavel,
para a dose de 25 Gy, na energia nominal dos f6tons de 6 MV e 545 ¢Gy/min foi a maxima,
taxa de dose possivel, sendo a taxa de 456 ¢cGy/min a taxa de dose intermedidria mais
proxima do Gammacell 1000, de forma a comparar uma metodologia da outra (raios X e

raios gama,).

Cada bolsa teve uma fita de controle de irradiacao de 25 Gy, conforme mostrado
na figura 12, o centro da fita recebe a coloracao conforme a dose recebida e todas

corresponderam a 25 Gy.

Figura 12 — Fita de controle de irradiacao de 25 Gy - A coloragdo no centro
corresponde a dose de 25 Gy apés irradiagao.

Fonte: A autora.
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4.4.1.1 TIrradiacdo dos Concentrados de Hemacias no Acelerador Linear

Para realizar a irradiacao no acelerador linear foi fabricada uma caixa de acrilico
nas dimensoes de 13 cm de comprimento, 12 cm largura e 12 cm de altura com 1 cm de
espessura. As bolsas de CH foram armazenadas lado a lado, durante a irradiacao, para

se obter uma distribuicao homogénea de dose.

Para o planejamento dosimétrico foi realizada uma tomografia, mostrado na
figura 13, onde figura 13 (A) mostra a realizagdo da tomografia e figura 13 (B) a imagem
obtida.

Figura 13 — Planejamento na tomografia computadorizada - Na figura (A) mostra
a realizacdo da tomografia para obtencdao da imagem e em (B) a imagem obtida.

Fonte: A autora.

O tomografo utilizado foi da marca Siemens Emotion e os parametros de controle
utilizados para obtencao das imagens tomograficas foram: FOV de 200 mm, pitch de 2

mm e slice de 6 mm.

Apos as obtengoes das imagens foi realizado o planejamento dosimétrico pelo fisico
médico, e entao, os hemocomponentes foram encaminhados para sala de radioterapia para

as irradiacoes das bolsas.

A figura 14 demonstra, através da coloracao vermelha em 14 (A) a dose distribuida
na caixa, sendo a tonalidade vermelha mais clara referente ao valor de 25 Gy, 14 (B)
a disposigdo das bolsas de concentrados de hemdcias na caixa de irradiacao e 14 (C) o
momento da irradiagao em um dos planos, da esquerda para direita, sendo que a irradiacao

foi realizada em dois planos paralelos e opostos.
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Figura 14 — Irradiacao no acelerador linear - Demonstra, através da coloragao
vermelha em (A) a dose distribuida na caixa, sendo o tom vermelho claro 25 Gy,
(B) a disposicao das bolsas de concentrados de hemécias na caixa e (C) irradiacao
em um dos planos, da esquerda para direita.

Fonte: A autora.

A irradiagdo na taxa de 135 ¢Gy/min durou 10,2 minutos em cada campo
totalizando 20,4 minutos, a taxa de 456 c¢Gy/min durou 2,9 minutos em cada campo
de irradiagao totalizando 5,8 minutos e a taxa de 545 ¢Gy/min durou 2,5 minutos em
cada campo totalizando 5 minutos. Na taxa de 448 ¢Gy/min durou 6,3 minutos por

bolsa.

No dia 27/05/2018 foram irradiadas cinco bolsas na taxa de 135 ¢cGy/min. No dia
04/05/2018 foram irradiadas cinco bolsas de CH na taxa de 456 ¢Gy/min e cinco bolsas
de CH na taxa de 545 ¢Gy/min. As figuras 15 e 16 demonstram que 98% do volume das

bolsas receberam a dose de 25 Gy.

Figura 15 — Curva de dose acelerador linear - Demonstra, através da curva de
isodose, que 98% do volume das bolsas receberam a dose de 25 Gy.

Fonte: A autora.
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Figura 16 — Curva de dose ampliada no acelerador linear - Demonstra, que 98% do
volume das bolsas receberam a dose de 25 Gy.

Fonte: A autora.

4.4.2 Irradiagdo com o Gammacell 1000

O Gammacell 1000 possui uma fonte de Césio-137 em seu interior e de acordo com
o calculo de sua atividade, realizado pelo fisico médico, 6,3 min foi o tempo determinado
para as irradiacoes das bolsas de CH a fim de receberem a dose de 25 Gy. Este calculo,

consta no Apéndice D.

No dia 27/05/2018, foram irradiadas cinco bolsas de CH, uma por vez, por 6,3
min. A figura 17 (A) monstra o Gammacell 1000, em 17 (B) mostra a cagapa onde foram
colocados os CH e em 17 (C) mostra como a bolsa ficou armazenada. O recipiente que

armazena as bolsas pode ser chamado de cacapa ou canister.

Figura 17 — Irradiagdo com irradiador especifico de sangue - Em (A) monstra o
Gammacell 1000, em (B) mostra o recipiente onde foram colocados os CH e em (C)
mostra como as bolsas ficaram armazenadas e entao colocadas no irradiador.

Fonte: A autora.
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Para se dar inicio a irradiagao é programado o tempo de 6,3 min e sao apertados
os botoes lateral e start simultaneamente. Passado este periodo, o aparelho devolve o
hemocomponente, para a posicao load, de forma que o CH possa ser retirado da cacapa
ou canister. Esta bolsa é entdo identificada com uma etiqueta "Irradiado". Todas as

bolsas receberam a dose de 25 Gy garantida pela etiqueta de controle de irradiagao.

A figura 18, mostra como ¢ o interior do Gammacell 1000 através de uma vista
superior e outra lateral. E demonstrado a existéncia um prato giratério, esta rotagio
constante serve para manter uma homogeneizacao da dose distribuida no interior da
cacapa. No momento da irradiagao, a cagapa é levada para dentro do aparelho em frente

a fonte selada. Terminado o tempo de 6,3 min a cagapa retorna a posicao inicial.

Figura 18 — Esquema de funcionamento aparelho Gammacell 1000 -mostra como
é o funcionamento do gammacell 1000 em seu interior tendo uma vista superior e
outra lateral.

Fonte: Adaptado de (AECLINDUSTRIAL, 1987).

A figura 19 mostra o mapa de isodose, as curvas mostram que o centro do

recipiente recebe 25 Gy.



51

Figura 19 — Mapa de isodose do aparelho Gammacell 1000 - Demonstra a forma
como ¢ distribuida a dose na bolsa dentro do canister. Sendo a dose de 25 Gy no
centro do canister

Fonte: (AECLINDUSTRIAL, 1987).

4.5 ANALISE DAS BOLSAS DE CONCENTRADO DE HEMACIAS

Cada bolsa foi homogeneizada dez vezes antes da coleta das amostras, as agulhas
para coleta tinham calibre de 40 x 1,2 mm. Para concentracao de potassio extracelular
foram utilizados tubos com gel e ativador de coagulo e para a andlise da eriptose foram
utilizados tubos de citometria (5 mL) 12 x 75 mm. Cada tubo foi identificado com a taxa
de dose recebida e um cédigo numérico, as coletas foram realizadas em capela de fluxo

laminar vertical.

As coletas foram realizadas nos dias ( dia 1, dia 7, dia 14, dia 21 e dia 28) apés
a irradiagdo. As amostras foram enviadas ao laboratério LANAC, para realizar a analise
da concentracao de potassio extracelular, pelo método de ISE indireto e ao Ntcleo de
Tecnologia Celular da PUC-PR, para a analise da eriptose, através da citometria de fluxo.
As amostras eram transportadas em caixas de isopor com gelo, com a temperatura para
transporte controlada e as bolsas ficaram armazenadas em geladeira, com temperatura

também controlada.

A data de validade de uma bolsa de sangue é de 35 dias devido as solugoes
anticoagulantes preservadoras CPDA-1 (Acido citrico Citrato de sédio Fosfato de Sédio
Dextrose e Adenina), porém, com a irradiacao a data diminui para 28 dias (Brasil, 2016)

motivo pelo qual foi escolhido o 28° como tltimo dia da anélise da amostra.
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4.6 POTASSIO EXTRACELULAR POR METODO ISE INDIRETO

O eletrodo ion seletivo (ISE) efetua medidas de um sinal elétrico gerado por
um sistema eletroquimico dentro de uma célula eletroquimica, por potenciometria,
amperometria ou coulometria. A amostra é diluida com diluente em diferentes propor¢oes,
dependendo do analisador. Eles sao padronizados usando-se concentragoes normais de
sélidos na proporc¢ao de 0,07 Kg/L do volume total do plasma ou de soro (SA et al.,
2012).

Atualmente, os analisadores clinicos utilizam o ISE-K baseado em valinomicina e
matriz de PVC. O método ISE, ou método dos eletrodos ion-seletivos (ISEs) para potassio

tem grande seletividade para este ion (CESAR et al., 2001).

O modulo ISE para K+ integra elétrodos de membrana éter-coroa para sédio e
potassio e uma membrana de PVC orientada a nivel molecular para o cloreto, especificos
para cada fon de interesse na amostra. E desenvolvido um potencial elétrico de acordo
com a Equagdo de Nernst para o ion especifico. Quando comparado com uma Soluc¢ao
de Referéncia Interna, este potencial elétrico é convertido em voltagem e, em seguida, na

concentragao de fons da amostra. A equagdo (9) de Nerst:

RT
E:EO—ﬁJogQ, (9)

onde: E° é a forca eletromotriz ou potencial normal da pilha correspondente (que se
obtém a partir dos potenciais normais dos eletrodos); R é a constante universal dos gases;
T é a temperatura em escala absoluta; [ é a carga elétrica de um mol de elétrons; n
é o ntimero de mols de elétrons transferidos; @) é o quociente de reacao (produto das
concentragoes das espécies ativas do segundo membro da reagao de oxi-reducao, elevadas
a seus respectivos coeficientes estequiométricos), e seu denominador é o produto anélogo

das concentragoes dos reagentes (SA et al., 2012).

A bula do reagente utilizado, assim como método ISE indireto consta no Apéndice

F deste trabalho.

A figura 20, mostra de forma resumida, o que acontece no processo de Eletrodo

fon Seletivo (ISE indireto).
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Figura 20 — Esquema resumido ISE indireto - Mostra de forma resumida, como
ocorre o processo de medida da concentragao extracelular do potassio através do
ISE indireto.

Fonte: A autora.

4.7 ENSAIO DA ERIPTOSE

A Anexina V se liga a FOSFATIDILSERINA (fosfolipideo presente na camada
interna da membrana), de forma que, com a eriptose essa camada interna se transloca
para o meio externo, e assim, é possivel quantificar e identificar as células em eriptose. A
figura 21, mostra um esquema resumido de como ¢ realizado a medida da eriptose através

do citometro de fluxo.

Figura 21 — Esquema resumido da citometria - Mostra de forma resumida, como
ocorre o processo de medida da eriptose através do uso da citometria de fluxo
laminar.

Fonte: A autora.
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Para a andlise da eriptose foi coletado 1 mL de sangue de cada amostra que foi

transferido para um tubo de citometria (BD Falcon, Bergen, USA).

As amostras foram centrifugadas a 1800 g por 15 min, a 4°C. O plasma e as
células brancas foram removidas. Em seguida, 3 mL de tampao salina fosfatado (PBS)
gelado foram adicionados. As amostras foram centrifugadas a 400 g por 10 min, a 4°C.
Apos, o sobrenadante foi removido e adicionou-se 3 mL PBS gelado. As amostras foram
centrifugadas a 400 g por 10 min, a 4°C e o sobrenadante foi removido. Entao, 2,5 uLL das
células homogeneizadas foram transferidas para um tubo de citometria contendo tampéao
Binding (BD Pharmingen™, San Diego, USA). Adicionou-se 5 L de Anexina V PE (BD
Pharmingen™ San Diego, USA). As amostras foram incubadas por 15 min, a 37°C, na
auséncia de luz. Colocou-se 1 mL de PBS nas amostras que foram centrifugadas a 400
g por 10 min, a T.A. Anticorpos isotipicos de camundongo IgG1 foram utilizados como
controle. Aproximadamente 100.000 células marcadas foram adquiridas pelo citometro de

fluxo FACS Calibur e foram analisadas por meio do software FlowJo.

4.8 METODOLOGIA ESTATISTICA

Nas analises realizadas foram utilizados testes nao paramétricos, considerando
que as suposicoes de normalidade, exigidas para os testes classicos de estatistica, nao
foram satisfeitas para as amostras em estudo. Para os testes de correlagao, utilizou-se o
teste nao paramétrico de Spearman. Para a comparagao estatistica dos grupos em estudo,
foram utilizados os testes nao paramétricos de Wilcoxon e o teste de Mann-Whitney. O
teste de Wilcoxon foi utilizado quando o objetivo era o de comparar grupos dependentes,
ou seja, quando as informacoes coletadas correspondiam ao mesmo individuo. J& o teste de
Mann-Whitney foi utilizado quando o objetivo era o de comparar grupos independentes,
isto é, observagoes de individuos distintos (Chow S, Shao J, 2008; NIKOLAEV, 2013).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A transfusao de sangue tem muitos efeitos benéficos, porém, os mesmos podem
causar reacoes transfusionais, cada qual tem seus efeitos no paciente e tratamentos
especificos (Brasil. Ministério da Satde, 2010). Através da irradiagdo de sangue, evita-se
a RT chamada de Doenca do Enxerto contra Hospedeiro Transfusional, que produz uma
reacao inflamatéria produzida por citocinas liberadas pelos linfécitos presentes nos CH
e que pode levar a uma taxa de mortalidade de 90 a 100% (LANDI; OLIVEIRA, 1999;
ZAGO et al., 2013).

A DECHT ataca tecidos como figado, medula déssea, trato gastrointestinal e pele
prejudicando a funcionalidade destes érgaos (ASAI et al., 2000; SIX et al., 2012). No
paciente imunossuprimido, onde os linfécitos do doador nao sao destruidos pelo receptor,
acabam proliferando e produzindo citocinas que causarao a resposta inflamatéria da
DECHT, portanto estes pacientes devem receber CH irradiados como prevencao a esta
reagao transfusional (LANDI; OLIVEIRA, 1999; Brasil. Ministério da Saide, 2010; ASAT
et al., 2000).

Para realizar a irradiacdo de sangue deve-se utilizar irradiador especifico
de sangue, mas devido ao alto custo deste procedimento (DODD; VETTER, 2009;
TADOKORO et al., 2010) é aceitavel o uso do acelerador linear (Brasil, 2016;
TADOKORO et al., 2010). Para o uso de irradiador gama é necessario uma licenga para,
materiais radioativos, um fisico responsavel pela de seguranca de radiacdo, treinamento
especial e monitoramentos e manutencao sao frequentemente necessarios tornando este
método mais oneroso em relacdo ao acelerador linear (JANATPOUR et al., 2005).
Portanto, o menor custo inicial de uma unidade de irradiagao de raios X em comparacao
com um irradiador gama apresenta outra vantagem do primeiro. Neste trabalho foi

utilizado ambos aparelhos: o Gammacell 1000 e o Acelerador Linear da marca Elektra.

A determinacao da dose de 25 Gy de irradiacdo foi de acordo com os dados
disponiveis na literatura e principalmente com a Portaria n.158 de 4 de fevereiro de 2016
que redefine o regulamento técnico de procedimentos hemoterédpicos (Brasil, 2016; Brasil.
Ministério da Satde, 2010).

A irradiagdo do sangue provoca danos nas células sanguineas, esses danos
vao ocorrer com maior ou menor intensidade, dependendo: da dose, taxa de dose,

fracionamento dos campos de irradiagao, tipo de radiacao utilizada e tipo da célula
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irradiada (BASHIR et al., 2011; ERKAL et al., 2009), por esse motivo, nesse trabalho
foi estudado estes efeitos utilizando 25 Gy de dose, taxas de 135 ¢Gy/min, 456 c¢Gy/min,
448 ¢Gy/min e 545 ¢Gy/min, dois campos de irradiacao, duas fontes de radiagao (raios

gama e raios X) e a célula foi a hemécia.

Em geral, altas taxas de dose sdo mais eficazes na producao de danos biologicos
do que baixas taxas de dose. A principal explicacao para este efeito é a diminuicao do
potencial de reparo de danos por radiacao. As células tém uma maior oportunidade de
reparar danos sub-letais em baixas taxas de dose do que em doses mais altas, reduzindo a
quantidade de dano e aumentando a fracao de sobrevivéncia (BERG et al., 2016; HALL;
GIACCIA, 2002; SINCLAIR, 2011), sendo observado esta afirmagao neste trabalho.

Uma das formas de proporcionar ao paciente melhor sobrevida é oferecendo
hemocomponentes de melhor qualidade, de forma a inibir a proliferacao dos linfécitos e se
danificar o menos possivel as hemacias, pensando nisso, no presente trabalho foi avaliado
o dano ocasionado na hemacia através de dois parametros: eriptose e concentracao de
potassio extracelular. Foram utilizados diferentes taxas de dose para se avaliar qual seria

a melhor a ser utilizada.

A analise de concentracao de potassio extracelular foi realizada por meio da
técnica de ISE indireto (SA et al., 2012) pois a irradiacdo promove o aumento da
concentragao deste eletrdlito no sangue (MATHAI 2005; RAN et al., 2011; BARRBOSA,
2008; ASAI et al., 2000; LANDI; OLIVEIRA, 1999; ZAGO et al., 2013).

A andlise da eriptose foi realizada por meio de citometria por fluxo laminar,
pois a irradiagdo também promove a morte celular (MATHAI, 2005; RAN et al,
2011; BARRBOSA, 2008; ASAI et al., 2000; LANDI; OLIVEIRA, 1999). Nao existe,
atualmente, nenhuma norma regulamentar referente ao valor maximo de eriptose para
as bolsas de transfusdo. Para células mononucleares utilizadas nos transplantes, seja
proveniente de medula 6ssea ou de cordio, a viabilidade acima de 70% é aceitdvel, e nao
causa nenhuma preocupacao, sendo que cada centro transfusional tem o seu limite, mas

a maioria utiliza este valor (TESHIMA et al., 2014).

Parece que nao héa diferenca entre o uso dos raios X ou gama para a
irradiacdo de sangue, pois é demonstrado que as diferencas com o uso de um ou
outro equipamento nao sao clinicamente importantes no uso dos hemocomponentes para

transfusao (JANATPOUR et al., 2005; BASHIR et al., 2011; SINCLAIR, 2011) assim

como neste trabalho.
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Para melhor discutir os resultados obtidos as analises foram divididas em relacao

aos dias de observacao e quanto as taxas utilizadas.

5.1 CONCENTRACAO DE POTASSIO EM RELACAO AOS DIAS

Os valores das concentragoes de potdssio nas amostras controle variaram de (5,33
até 75,16) mEq/l. Nas amostras irradiadas com 135 ¢Gy/min, 448 ¢Gy/min, 456 ¢cGy/min
e 545 ¢Gy/min, os valores variaram de (5,92 até 50,61) mEq/1, de (7,82 até 57,47) mEq/I,
de (6,75 até 80,73) mEq/1 e de (6,58 até 73,17) mEq/], respectivamente. A tabela 3

mostra os valores absolutos obtidos das amostras e consta no Apéndice E.

Tabela 3 — VALORES ABSOLUTOS DA CONCENTRACAO DE POTASSIO
EXTRACELULAR

DOADOR cGy/min

K+(mEq/L) K+(mEq/L) K+(mEq/L) K+(mEq/L) K+(mEq/L)

DIA 1 DIA 7 DIA 14 DIA 21 DIA 28

545 7.33 61,67 57,22 47,61 71,69

1 456 7.31 68,22 61,01 58,39 66,95
CTLE 6,59 29,88 39,28 38,12 58,42

545 21,71 69,29 60,23 47,25 73,17

2 456 21,11 76,04 69,15 49,79 80,73
CTLE 21,82 61,09 66,80 47,57 75,16

545 6,94 52,24 52,12 47,43 68,33

3 456 7.11 48,37 55,12 48,36 71,81
CTLE 6,46 25,91 34,80 36,70 53,11

545 6,78 51,78 55,35 44,21 52,99

4 456 6,92 41,87 48,12 43,04 62,05
CTLE 6,4 28,21 34,02 36,47 54,26

545 6,58 54,21 56,77 51,03 69,81

5 456 6,75 53,27 63,98 45,99 57,09
CTLE 6,15 28,17 35,48 35,22 51,83

135 7,74 47,14 62,79 67,07 50,61

6 448 10,28 50,65 61,74 62,63 55,43
CTLE 7,74 33,32 42,21 47,91 43,11

135 5,92 16,32 54,99 62,08 44,65

7 448 7.82 45,76 54,68 57,61 57,47
CTLE 5,33 24,02 35,80 36,51 43,33

135 6,12 19,33 57,51 59,88 48,57

8 448 8,53 47,41 59,85 63,74 44,85
CTLE 5,81 31,08 39,22 42,79 48,17

135 8.4 56,09 60,39 71,37 49,25

9 448 10,72 52,65 57,39 60,17 51,27
CTLE 7,67 31,92 41,26 44,61 40,25

135 6,75 49,01 70,65 66,04 44,48

10 448 8,94 51,13 74,92 55,74 47,03
CTLE 6,31 29,19 38,93 42,88 49,38

Fonte: A autora.

Foi realizada uma analise relativa, dividindo a concentracao de potassio

extracelular da amostra irradiada pelo seu controle do mesmo individuo, e entao feita
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uma média para os cinco valores obtidos em cada taxa. O valor do controle portanto é
um e valores das médias relativas das respectivas taxas constam na tabela 4 e a figura 22

monstra um grafico da concentracao relativa do potassio extracelular em relagdo aos dias.

Tabela 4 — CONCENTRACAO RELATIVA DE POTASSIO EXTRACELULAR
- Para cada valor foi dividido a concentracao de potassio extracelular da amostra
pelo controle do mesmo individuo e entao realizado uma média destes cinco valores.
Sendo valor do controle igual a 1.

Dias 135 ¢cGy/min 448 cGy/min 456 cGy/min 545 ¢Gy/min

1 1,07 1,42 1,07 1,06
7 1,67 1,67 1,75 1,79
14 1,56 1,57 1,48 1,42
21 1,54 1,40 1,28 1,24
28 1,07 1,15 1,16 1,16

Fonte: A autora.
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Figura 22 — Grafico da concentragio relativa de potéssio extracelular - 1) Todas
amostras irradiadas mostraram valores maiores que o controle; 2) No dia 1 valor do
Gammacell 1000 foi maior que o AL; 3) Em todas taxas aplicadas houve um aumento
da concentragao de potassio extracelular e apés este periodo todos tenderam a se
aproximar do valor de controle; 4) Maior dano observado foi na taxa de 545 cGy/min
e 5) Menor dano observado foi na taxa de 135 cGy/min.

Fonte: A autora.
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Este grafico mostra que:

1. As concentragoes de potassio extracelular nas amostras de hemadcias apds a
irradiacdo, em todas as taxas aplicadas, foram maiores que as nao irradiadas
(controle) (MATHAI, 2005; RAN et al., 2011; BARRBOSA, 2008; ASAI et al.,
2000; LANDI; OLIVEIRA, 1999).

2. Existem alteracoes estaticamente relevantes observadas nas amostras irradiadas pelo
Gammacell 1000 no dia 1, obtendo maior valor em relacao aos demais, porém nos
dias seguintes de andlise respondeu conforme as demais taxas. Uma hipotese para
esta diferenca, pode ter sido pelas diferentes energias de fétons utilizadas, sendo
a energia nominal de 6 MV no acelerador linear e 662 keV no Gammacell 1000
(YOSHIMURA, 2009).

3. As concentracoes relativas de potdssio aumentaram do dia 1 para o dia 7, e no
dia 28 todas as taxas utilizadas tenderam a retornar ao valor préximo do controle,
mostrando uma tendéncia ao reparo celular. Segundo Olivo et al.(2015), a explica¢ao
pelo aumento da concentragao do potassio extracelular, no dia 7, deve-se ao aumento
da permeabilidade da membrana plasmatica ao ion (MOREIRA et al., 2008). Para
o pico de valor no sétimo dia sugere-se hipotese de ser o periodo onde as células sao
mais radiossensiveis: fase G2 e mitose do ciclo celular (TAUHATA, Luiz; SALATI,
Ivan; PRINZIO, Renato Di; PRINZIO, 2013).

4. Em relacao a taxa mais alta foi observado um dano maior no sétimo dia, mas depois
o efeito se aproximou ao efeito do Gammacell 1000 e da taxa de 456 cGy/min. A
taxa mais alta produziu maior dano celular neste dia, 79 % em relacao ao controle,

confirmando que se for utilizada uma taxa de dose maior, o dano na célula também

serd maior (BERG et al., 2016; HALL; GIACCIA, 2002; SINCLAIR, 2011).

5. A taxa mais baixa teve menor concentracao relativa de potassio extracelular no
inicio das medidas e no dia 28 foi o que mais se aproximou do valor de controle,
confirmando que se for utilizada uma taxa de dose menor, o dano a célula também
serd menor, uma vez que, se foi obtido menor valor de concentragao relativa

de potassio extracelular, menor foi o dano causado & membrana celular (HALL;
GIACCIA, 2002; SINCLAIR, 2011; BERG et al., 2016; ZAGO et al., 2013).

Foi realizado teste de correlacao entre a concentracao de potassio extracelular em

relagdo aos dias. O teste de correlagdo de Spearman apresentou um p-valor de (0,18) e
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coeficiente de correlacao de (-0,108184), nao rejeitando a hipétese de que nao ha correlagao
entre os dias e a concentragao de potassio extracelular, ou seja, nao existe uma correlacao
significativa entre as varidveis estudadas. Mas removendo o Dia 1 (que foi o dia em que
as amostras foram irradiadas), para verificar se existe correlagdo entre os demais dias e
a quantidade de potassio, obtemos através do teste de correlagao de Spearman um p-
valor significativo (<0,01) e coeficiente de correlacao de (-0,3894), ou seja, do dia 7 em
diante, observa-se que existe uma correlagao entre os dias e a concentragao de potassio
extracelular e, por ser uma correlagdo negativa (-0,3894), indica que a concentragao de
potassio extracelular vai reduzindo no sangue dos amostras com o passar dos dias se

aproximando do valor de controle, sugerindo a hipotese de um reparo celular.

5.2 CONCENTRACAO DE POTASSIO EM RELACAO AS TAXAS APLICADAS

A figura 23 monstra um grafico da concentragao relativa do potassio extracelular

em relacao as taxas aplicadas.
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Figura 23 — Grafico da concentragao relativa de potassio extracelular por taxa de
irradiagdo - 1) Aumentando a taxa de dose aumenta a concentragdo de potéssio
extracelular; 2) O dia 7 teve maior valor de concentracio extracelular de potassio
para todas taxas de dose e 3) A maior taxa de dose teve maior valor no dia 7.

Fonte: A autora.
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Este grafico mostra que:

1. Com o aumento da taxa de irradiagao aumenta-se a concentragao relativa de potassio
extracelular. O teste estatistico de correlacdo nao paramétrico de Spearman,
apresentou um p-value significativo de (0,025) e coeficiente de correlagao de (0,44),
ou seja, existe uma correlagao entre as variaveis estudadas, e por ser uma correlagao
positiva (0,44), indica que aumentando a taxa de incidéncia de irradiacdo nas
bolsas de CH aumenta a concentragao média de potassio extracelular no sangue das
amostras, confirmando que quanto maior a taxa utilizada maior é o dano ocasionado
na célula (HALL; GIACCIA, 2002; SINCLAIR, 2011; BERG et al., 2016; ZAGO et
al., 2013).

2. O dia 7 mostrou ter havido maior valor de concentracao relativa de potéassio
extracelular para todas taxas utilizadas, sugerindo a hipotese de ter sido o periodo
onde as células eram mais radiossensiveis (fase G2 e mitose do ciclo celular)
(TAUHATA, Luiz; SALATI, Ivan; PRINZIO, Renato Di; PRINZIO, 2013). Mas,
segundo Olivo et al.(2015), o aumento da permeabilidade da membrana plasmética

ao fon pode ser maior neste periodo (MOREIRA et al.,2008).

3. A taxa de 545 ¢Gy/min apresentou, no dia 7, maior valor no dano celular, cerca de
79% a mais que o controle, confirmando que, a taxa maior aplicada danifica mais
a célula (HALL; GIACCIA, 2002; SINCLAIR, 2011; BERG et al., 2016; ZAGO et
al., 2013).

53 GAMMACELL 1000 X ACELERADOR LINEAR EM RELACAO A
CONCENTRACAO DE POTASSIO EXTRACELULAR

Utilizando os dois métodos para a irradiagdo de sangue: Gammacell 1000 com
taxa de 448 ¢Gy/min e o acelerador linear com taxa de 456 ¢Gy/min, apesar do gréfico da
figura 23 mostrar que o Gammacell 1000, nos dias 1, 14 e 21, apresentou valores maiores
para a concentracao relativa de potassio extracelular, foi verificado, através do teste de
Mann-Whitney (p-valor=0,09939), que eles ndo possuem diferenca significativa entre os

dois métodos utilizados de irradiacgao.

E mesmo que estatisticamente nao se tenha mostrado diferenga entre eles, no
grafico é constatado que o comportamento nao foi parecido, isso pode ser explicado por

ter sido usado energias de fétons diferentes, sendo energia nominal de 6 MV no acelerador
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linear e 662 keV no Gammacell 1000. Sendo que, neste trabalho, nao foi levado em

consideragao as energias utilizadas, e sim as diferentes taxas de dose.

5.4 ERIPTOSE EM RELACAO AOS DIAS

Os valores de eriptose nas amostras controle variaram de (1,18 até 6,62)%. Nas
amostras irradiadas com 135 ¢Gy/min, 448 c¢Gy/min, 456 c¢Gy/min e 545 ¢Gy/min, os
valores variaram de (2,59 até 4,23)%, de (2,76 até 5,92)%, de (2,87 até 6,8) % e de (2,01
até 5,83)%, respectivamente. A tabela 5 mostra valores absolutos obtidos das amostras,

em porcentagem de eriptose e consta também no Apéndice E.

Tabela 5 — VALORES ABSOLUTOS EM PORCENTAGEM DE ERIPTOSE
DOADOR Gy /min ERIPTOSE (%) ERIPTOSE (%) ERIPTOSE (%) ERIPTOSE (%) ERIPTOSE (%)

DIA 1 DIA 7 DIA 14 DIA 21 DIA 28
545 3,56 1,94 3,07 3,05 5,7
1 456 4,32 6,8 3,05 2,87 3,8
CTLE 2,67 4,57 2,95 1,38 6,62
545 3,89 135 3,04 2,78 5,17
2 456 3,99 5,89 4,35 3,10 5,24
CTLE 2,94 4,79 4,70 1,18 6,08
545 2,01 3,54 2,59 2.32 1,19
3 456 3,68 5,3 3,99 3,84 4,18
CTLE 2,90 3,28 3,70 2,80 5,66
545 121 4,14 3,21 2,51 4,56
4 456 3,63 4,82 4,38 3,59 4,49
CTLE 3,10 3,58 3,73 3,04 4,78
545 4,25 5,83 3,69 3,54 55
5 456 3,43 4,92 3,52 3,36 4,96
CTLE 4,65 4,60 3,93 4,12 4,64
135 2,98 3,07 2,91 2,73 1,17
6 448 3,89 445 4,02 3,99 4,39
CTLE 3,84 4,68 3,6 3,04 3,47
135 3,08 3,72 3,35 2,68 3,59
7 448 3,38 3,08 3,88 3,11 3,18
CTLE 3,77 4,09 3,65 3,22 3,83
135 3,35 3,30 2,95 2,59 1,23
8 448 3,84 5,92 4,99 4,26 4,88
CTLE 4,4 5,66 3,88 3,38 3,57
135 3,14 3,3 3,00 2,94 3,63
9 448 4,37 5,08 4,47 3,55 4,18
CTLE 4,38 4,89 5,81 3,3 3,53
135 3,29 3,43 3,24 3,10 3,52
10 448 2,76 3,95 3,55 2,80 3,53
CTLE 3,56 3,83 3,80 3,11 3,27

Fonte: A autora.

Foi realizada uma analise relativa, dividindo o valor da eriptose da amostra
irradiada pelo seu controle do mesmo individuo e feito uma média dos cinco valores.
O valor de controle portanto é um. Os valores das médias relativas das respectivas taxas

constam na tabela 6.
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Tabela 6 — PORCENTAGEM RELATIVA MEDIA DE ERIPTOSE - Para cada
valor foi dividido o valor da eriptose da amostra pelo controle do mesmo individuo
e realizado uma média destes cinco valores. Sendo valor do controle igual a um.

Dias 135 ¢cGy/min 448 cGy/min 456 cGy/min 545 ¢Gy/min

1 0,80 0,01 1,23 112
7 0,76 1,01 1,35 1,12
14 0,77 1,03 1,02 0,90
21 0,38 1,10 1,61 1,42
28 1,09 1,15 0,84 0,92

Fonte: A autora.

A figura 24 monstra um gréafico da concentracao relativa média da porcentagem

de eriptose em relagao aos dias.
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Figura 24 — Grafico da porcentagem relativa média de eriptose em relagao aos dias
- 1) A maijor alteragdo observada foi na amostra irradiada na taxa de 456 cGy/min
no dia 21, seguido da taxa alta no mesmo dia; 2) As menores alteragées observadas
foram nas amostras irradiadas pelo AL na taxa de 135 cGy/min nos dias 1, 7, 14
e 21; 3) Taxas de dose menores que um determinado limiar, de aproximadamente
450 cGy/min tendem a ter inicialmente menor dano as hemadcias, porém durante
o periodo de 28 dias esse dano vai aumentando gradativamente e 4) As amostras
submetidas taxas de dose acima do limiar apresentaram oscilagbes em relagao ao
valor médio de eriptose, porém apds 28 apresentaram valores bem mais baixos que
o inicial.

Fonte: A autora.
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Este grafico mostra que:

1. A maior alteracdo observada foi na amostra irradiada pelo AL, na taxa de 456
¢Gy/min, no dia 21 (61% maior de eriptose em relagdo ao controle), seguido da taxa
de dose mais alta no mesmo dia (42% maior em relagao ao controle), porém, quando
se utiliza o teste de Wilcoxon entre estas taxas de dose com relacao a eriptose, é
constatado um p-valor de 0,07548, nao rejeitando a hipétese de igualdade entre esses
dois grupos ao nivel de 5 % de significancia. Dessa forma, pode-se dizer que as taxas
de dose nao possuem diferenca estatistica entre elas, sendo assim, as maiores taxas
de dose forneceram maiores danos as hemacias (HALL; GIACCIA, 2002; SINCLAIR,
2011; BERG et al., 2016; ZAGO et al., 2013).

2. As menores alteragoes observadas foram nas amostras irradiadas pelo AL na taxa
de 135 ¢Gy/min nos dias 1, 7, 14 e 21, sendo valores abaixo do controle, mostrando
que a menor taxa danificou menos a célula (HALL; GIACCIA, 2002; SINCLAIR,
2011; BERG et al., 2016; ZAGO et al., 2013).

3. Taxas de dose menores que um determinado limiar, de aproximadamente 450
c¢Gy/min tendem a ter inicialmente menor dano as hemédcias, porém, durante o
periodo de 28 dias esse dano vai aumentando gradativamente chegando a valores

até 1,2 vezes os iniciais.

4. As amostras submetidas a taxas de dose acima de 450 cGy/min apresentaram
comportamento oposto, tendo oscilagoes em relacao ao valor médio de eriptose,
porém, apods 28 dias apresentaram valores bem mais baixos que o inicial.
Considerando apenas esse fator, esse comportamento sugere que as amostras de
CH irradiadas com maiores taxas de dose poderiam ser utilizadas por periodos
superiores aquelas irradiadas com menores taxas. Além disso, reforca a ideia de
que quanto maior a dose maior a magnitude do reparo celular (TAUHATA, Luiz;
SALATI, Ivan; PRINZIO, Renato Di; PRINZIO, 2013).

Foram realizados testes estatisticos de comparacao entre as taxas de dose dois a
dois: teste estatistico de wilcoxon (p-valor<0,01) para taxa de 135 ¢cGy/min e 448 cGy/;
teste de Mann-Whitney (p-valor=0,0189) para taxa de 135 ¢Gy/min e 545 ¢Gy/min; teste
de Mann-Whitney (p-valor= 0,0002405) para taxa de 135 ¢Gy/min e taxa de 456 cGy/min.
Esses testes mostraram que foram apresentados diferencas significativas, rejeitando a

hipétese de igualdade entre os grupos analisados ao nivel de 5% de significAncia.
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Foi realizado, também, o teste de Kruskal-Wallis (p-valor= 0,00066) comparando
todas as taxas simultaneamente e se rejeitou a hipotese de igualdade entre os grupos
ao nivel de significincia de 5%. As maiores alteragoes observadas foram nas amostras
irradiadas com acelerador linear, na taxa de 456 ¢Gy/min, mas como no teste comparativo
de Wilcoxon (p-valor= 0,07548) entre a taxa de 456 cGy/min e a de 545 ¢Gy/min , ndo se
rejeitou a hipétese de igualdade entre os grupos ao nivel de 5% de significdncia podemos
dizer que as taxas mais elevadas danificaram mais a hemécia (HALL; GIACCIA, 2002;
SINCLAIR, 2011; BERG et al., 2016; ZAGO et al., 2013).

5.5 ERIPTOSE EM RELACAO AS TAXAS APLICADAS

A figura 25 mostra o grafico de porcentagem relativa média das hemadcias por

taxa de irradiacao.
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Figura 25 — Grafico da porcentagem relativa da eriptose por taxa de irradiacao -
1) Aumentando a taxa de irradiagdo aumenta-se também a eriptose; 2) Na taxa de
dose do Gammacell 1000 a eriptose ocorreu de forma gradativa ao longo dos dias;
3) O maior dano nas células ocorreram nas taxas mais elevadas e 4) A taxa de 135
cGy/min forneceu menores danos as hemadacias na maioria dos dias analisados.

Fonte: A autora.



66

Este grafico mostra que:

1. Com o aumento da taxa de irradiagdo aumenta-se também a eriptose, isso foi
confirmado através do teste de correlacao nao paramétrico de Spearman que
apresentou um p-valor significativo de 0,041, rejeitando a hipdétese de que nao ha
correlagao entre as taxas de irradiagao utilizada e o dano ocasionado nas hemacias.
Por ser uma correlacido positiva (0,4134), indica que com o aumento da taxa
de irradiacao utilizada aumenta também o dano nas membranas das hemacias,
aumentando a porcentagem de eriptose, confirmando que quanto maior a taxa
utilizada maior é o dano ocasionado na célula (HALL; GIACCIA, 2002; SINCLAIR,
2011; BERG et al., 2016; ZAGO et al., 2013).

2. Foi observado que com o Gammacell 1000 a eriptose ocorreu de forma gradativa
ao longo dos dias, o que nao aconteceu com o AL, uma hipdtese é que com
o uso de um aparelho especifico para irradiacdo de sangue, é possivel ter uma
reprodutibilidade melhor dos parametros aplicados na irradiacao, ou seja, é aplicado
o mesmo tempo, mesma distancia de irradiacao, além de que, dependendo do
AL utilizado é necessario um tempo mais longo para se atingir a dose de 25 Gy
comparado ao tempo que se levaria no irradiador com Césio-137. E assim, podem
ocorrer possiveis variagoes de temperatura nas bolsas devido ao longo tempo de
irradiacdo. A uniformidade do campo de radiacao diferentes também fazem com

que o irradiador seja a escolha mais aceitdvel (MERGEN et al., 2016).

3. O maior dano nas células foram observadas nas taxas mais elevadas sendo de 61%
a mais de eriptose em relagdo ao controle, no dia 21, pela taxa de 456 cGy/min
e de 42% a mais de eriptose em relagao ao controle, no mesmo dia, pela taxa de
545 ¢Gy/min, mas, como nao hé diferenca entre as duas taxas, estatisticamente,
é possivel afirmar que as maiores taxas proveram maiores danos a celula (HALL;
GIACCIA, 2002; SINCLAIR, 2011; BERG et al., 2016; ZAGO et al., 2013).

4. A taxa de 135 c¢Gy/min forneceu menores danos as hemdcias na maioria dos
dias analisados, afirmando qua a menor taxa provocou menor dano nas hemaécias
analisadas (HALL; GIACCIA, 2002; SINCLAIR, 2011; BERG et al., 2016; ZAGO
et al., 2013).

Com relagao ao teste estatistico realizado na eriptose celular comparando as taxas

de irradiacao duas a duas, as diferencas significativas observadas foram entre as seguintes
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taxas: 135 ¢Gy/min e 448 cGy/min, 135 ¢Gy/min e 456 ¢cGy/min e 135 ¢Gy/min e 545
c¢Gy/min. Mas comparando as taxas de 448 c¢Gy/min com 456 cGy/min e a taxa de
448 ¢Gy/min com 545 ¢Gy/min utilizando o teste de Mann-Whitney obteve-se p-valor de
(0,1888 e 0,6721) respectivamente, nao rejeitando a hipdtese de igualdade entre os grupos
ao nivel de 5% de significAncia e comparando simultaneamente todas taxas aplicadas
o teste de Kruskal-Wallis apresentou um p-valor significativo de 0,00066, rejeitando a

hipétese de igualdade entre eles ao nivel de 5% de significancia.

5.6 GAMMACELL 1000 X ACELERADOR LINEAR COM RELACAO A ERIPTOSE

Comparando o Gammacell 1000 (448 ¢Gy/min) com o acelerador linear (456
c¢Gy/min) o irradiador especifico de sangue apresentou valores menores de eriptose nos
dias 1, 7 e 21, porém utilizando o teste de Mann-Whitney (p-valor=0,1888), nao rejeitou
a hipotese de igualdade entre os grupos ao nivel de 5 % de significAncia, ou seja, eles nao
possuem diferencga significativa entre os dois métodos utilizados de irradiagao (irradiagao

gama ou X) com relagao a eriptose.
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6 CONCLUSAO

As hemacias, ao serem submetidas a irradiagao com dose total de 25 Gy e com
diferentes taxas de dose (135 ¢Gy/min, 448 c¢Gy/min, 456 c¢Gy/min e 545 ¢Gy/min),
apresentaram danos biolégicos. Isto foi evidenciado devido a concentracao relativa de
potassio extracelular ter sido maior nas amostras de sangue irradiadas do que as nao

irradiadas.

Foram alcancados todos objetivos especificados através da irradiacao das bolsas
de concentrados de hemaécias em todas taxas de dose mencionadas. Foram realizadas as

analises das concentracoes de potdssio extracelular e eriptose das amostras.

Com o aumento da taxa de dose na irradiacao das bolsas de CH, aumenta-se a
concentracao relativa de potassio extracelular e eriptose no sangue analisado, confirmando

que quanto maior a taxa de dose utilizada maior é o dano ocasionado na célula.

Os resultados obtidos entre as taxas de 448 ¢Gy/min no Gammacell 1000 e 456
c¢Gy/min no acelerador linear, ndo tiveram diferencas significantes, para a concentragao
relativa do potéassio extracelular e a eriptose, nas taxas de dose e metodologia utilizadas

neste trabalho.

Portanto, foi possivel avaliar que aumentando a taxa de dose utilizada na
irradiacdo de sangue, aumenta-se também o dano na hemaécia, pois aumenta a eriptose
relativa e a concentracao relativa do potassio extracelular. O ideal na transfusdao de
sangue, seria utilizar o concentrado de hemacias irradiado com uma taxa de dose mais
baixa, por ocasionar menor dano as hemacias. Mas, ainda é possivel utilizar a taxa
mais alta, pois, as células mononucleares utilizadas nos transplantes, seja proveniente de
medula 6ssea ou de cordao é aceito com a viabilidade acima de 70% e ndo causa nenhuma
preocupacao. Logo, o maior valor de eriptose, obtido neste trabalho, foi de 6,8 % em uma

taxa de dose alta, portanto, a viabilidade esta acima deste limite.
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APENDICE B - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nés, Aleteia Brante Mori, André Luiz Coelho Conceigdo e Jaqueline
Kappke, pesquisadores da Universidade Tecnolégica Federal do Parana,
estamos convidando (o Senhor, a Senhora) doador voluntario de sangue do
Biobanco a participar de um estudo “Comparagéo Entre Os Danos Causados A
Célula Pela Irradiagdo De Hemacias Com A Utilizagao De Irradiador Especifico
Gammacell 1000 E Com Acelerador Linear” que visa verificar o que acontece
com o sangue quando se submete ao processo de irradiagdo em diferentes
taxas de dose e avaliar qual método utilizado prejudica menos a célula
sanguinea, visto que, o sangue doado é também utilizado em pessoas
imunodeprimidas e quanto melhor a qualidade do sangue, melhor para a
recuperagdo do paciente. O sangue doado geralmente passa pela irradiagdo
para evitar uma doenga grave e fatal chamada doenga do enxerto contra
hospedeiro transfusional, e existem determinados pacientes que s6 podem

receber o sangue irradiado. =

O objetivo desta pesquisa é irradiar o sangue doado com diferentes
taxas de dose através de um aparelho de Radioterapia de pacientes e com um
iradiador de “sangue e verificar o que acontece as hemacias e com a
concentragdo de potassio nesses diferentes métodos, visando verificar qual
método prejudica menos os gldbulos vermelhos do sangue que tem como

objetivo transportar o oxigénio pelo corpo.

Caso (o Senhor, a Senhora) participe da pesquisa, sera necessario
apenas assinar este termo de consentimento e doar seu sangue de forma
voluntaria para esta pesquisa, ndo sera utilizado nenhum dado pessoal, as
bolsas seréo identificadas por cédigos, de forma anénima e o senhor ou
senhora também NAO precisara ser convocado para retornar para uma nova

coleta. Sendo esta uma tnica doagéo.

Rubricas:

Participante da Pesquisa e /ou responsavel legal W W

Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE A MARIA ) é MUCEUN
Membro do Comité de Etica em Pesquisa

s Y em Seres Humanos do HC/UFPR
Matricula 7462



Sera utilizado na pesquisa apenas uma parte do sangue, os
concentrados de hemacias, a parte de plaquetas e o plasma poderéo ser
doados ao Banco de Sangue do Hospital de Clinicas caso (o Senhor, a
Senhora) permita a doagéo e esta esteja dentro dos critérios estabelecidos pelo
Ministério da Saude, podendo assim, ser utilizadas pela Unidade Transfusional,
caso contrario o plasma e a plaqueta sera descartado de forma adequada pelo
PGRSS - Programa de Gerenciamento de Residuos dos Servigos de Satde do

Hospital de Clinicas.

E possivel que (o Senhor, a Senhora) experimente algum desconforto
como algum mal-estar devido a doagdo sanguinea como palidez, transpiragéo,

tontura e estes podem progredir para hematomas entre outros.

Os riscos relacionado ao estudo ocorre apenas com relagdo a doagéo de

sangue, o estudo néo influenciara em nada o doador de sangue.

Os beneficios esperados com essa pesquisa é poder entender se existe
algum método utilizado de irradiagdo que possa prejudicar menos as hemacias
do sangue, embora nem sempre (o Senhor, a Senhora) seja diretamente

beneficiado(a) por sua participagéo neste estudo.

Os pesquisadores Aleteia Brante Mori, André Luiz Coelho Conceigéao e
Jaqueline Kappke, responsaveis por este estudo, poderado ser localizados para
esclarecer eventuais duvidas que (o Senhor, a Senhora) possa ter e fornecer-
lhe as informagdes que queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo
por e-mail, telefone em horario comercial das 8:00 as 17:00 horas de segunda
a sexta. Em situagdes de emergéncia ou urgéncia, relacionadas a pesquisa, os
mesmos poderdo ser contatados pelo telefone (041) 999697220, com acesso

direto com a pesquisadora envolvida Aleteia Brante Mori.

Rubricas:

Participante da Pesquisa e /ou responsével legal WA/

MARIA 108E MOCELIN

\ / Membro do Comité e Etica em Pesquisa
Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE L em Seres Humanos do HC/UFPR

4 Matricula 7462
/; /



Se (o Senhor, a Senhora) tiver dividas sobre seus direitos como
participante de pesquisa, podera contatar o Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos — CEP/HC/UPFR pelo Telefone 3360-1041 das 08:00 horas as
14:00 horas de segunda a sexta-feira. O CEP trata-se de um grupo de
individuos com conhecimento cientificos e ndo cientificos que realizam a
revis&o ética inicial e continuada do estudo de pesquisa para manté-lo seguro e
proteger seus direitos.

As informagdes relacionadas ao estudo poderdo conhecidas por
pessoas autorizadas André Luiz Coelho Conceigdo e Jaqueline Kappke,
orientador e co-orientadora do projeto, dra.Alexandra Cristina Senegaglia,
dra.Lidiane Maria Boldrini Leite e dra Alessandra Ferreira Kozlowski que
realizardo as medidas das amostras de sangue, Aleteia Brante Mori,
pesquisadora principal, Guadalupe Cardoso farmacéutica do Banco de Sangue.
No entanto, se qualquer informagéo for divulgada em relatério ou publicagéo,
sera feito sob forma codificada, para que a sua identidade seja preservada e
seja mantida a confidencialidade.

O material obtido das amostras de concentrado de hemécias serdo
utilizados unicamente para esta pesquisa e sera destruido ou descartado
através do programa utilizado pelo hospital para o lixo hospitalar logo termine
de realizar as medidas das amostras da bolsa de concentrado de hemacias
doadas, que leva em torno de 35 dias apds a doagao, e 28 dias apos a bolsa
ser irradiada. Ja o concentrado de plaquetas, plasma e crioprecipitado poderdo
ser utilizados por pacientes que necessitem desse tipo de doagéo caso haja
aceite por parte (do senhor, da senhora) e do Biobanco, caso contrario sera
descartado pelo PGRSS - Programa de Gerenciamento de Residuos dos
Servicos de Salde do Hospital de Clinicas para dar o fim adequado ao
material. As despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa como
material de coleta do sangue ndo s&o de sua responsabilidade e (o Senhor, a
Senhora) n&o recebera qualquer valor em dinheiro pela sua participaggo.

Rubricas:
Participante da Pesquisa e /ou responsdvel legal r\—\,\,;% ‘Y\ML ~—
Pesquisador Responsével ou quem aplicou o TCLE ‘ /L\ Mem}}l;émsi !v‘“.u(almePL;‘q\{m

FPAR
em Seres Humanos do HCN
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Quando os resultados forem publicados, néo aparecera seu nome, e sim
um cadigo.

Eu, i esse Termo de

Consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual
concordei em participar. A explicagdo que recebi menciona os riscos e
beneficios. Eu entendi que farei uma doagéo Unica e voluntaria do meu sangue
para utilizagdo nesta pesquisa. Eu entendi que n&o precisarei retornar para
futura doag&o para esta pesquisa e que néo serei prejudicado por participar. Eu
entendi que uma parte do sangue sera utilizada para pesquisa que é a parte
das hemacias e outra parte como a plaqueta e o plasma poderéo ser utilizados
pela Unidade Transfusional caso a doagdo ocorra dentro dos critérios
estabelecidos pelo Ministério da Salde, caso contrario sera descartado de

forma adequada. Por isso é de meu desejo:

D doar as plaquetas e demais componentes que ndo serdo utilizados na
pesquisa para o Biobanco.

D descartar as plaquetas e demais componentes que nio serdo utilizados na
pesquisa.
Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Nome completo, legivel do Participante e/ou Responséavel Legal

Assinatura do Participante e/ou Responséavel Legal

ALETEIA BRANTE  MOR)
Nome completo do Pesquisador e/ou quem aplicou o TCLE

e ) VW’MW
AL tou b fuoud MARIA JSE MOCELIN

— 7 = it de Eiica em Pesquisa
Assinatura do Pesguisador e/ou quem aplicou o TCLE Menkro ;gw;:nzsdnHC}UFPﬂ

Matricula 7462




(Somente para o responsével do projeto)

Declaro que obtive, de forma apropriada e voluntaria, o Consentimento Livre e
Esclarecido deste participante ou seu representante legal para a participagdo neste

estudo.
ALETE 1A PRANTE  MOR)
Nome completo do Pesquisador e/ou quem aplicou o TCLE
Sg\(ft‘a\b\. ﬁ /,»c “w
Assinatura do Pegquisador e/ou quem aplicou o TCLE
Curitiba, _ /_/
- MARIX JOSE MOCELIN
) Membro do Comité de Etica em Pesquisa

em Seres Humanos do HCUFPR
Matricula 7462
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APENDICE C - TERMO DE AUTORIZACAO PARA DIVULGACAO DE
INFORMACOES DO COMPLEXO HOSPITAL DE
CLINICAS - UFPR - EBSERH

Ministério da Educagéo

Universidade Tecnolégica Federal do Parana
Pré-Reitoria de Graduagéo e Educagéo Profissional
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagéo

I0LOGIC, A . e
e e Sistema de Bibliotecas

TERMO DE AUTORIZAGCAO PARA DIVULGAGAO DE INFORMAGOES DE EMPRESAS

Empresa: [P,w\nb)w M%{f\u@j ot . //xm _UrPR - ERSEAH
onps: 5. 0‘35 679 /oc!:o] 20 Inscrigéo Estadual; ___——
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APENDICE D - CALCULO DO TEMPO DE IRRADIACAO DO
IRRADIADOR DE SANGUE GAMMACELL 1000
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APENDICE E - TABELA DE VALORES ABSOLUTOS DA ERIPTOSE E
CONCENTRACAO DE POTASSIO EXTRACELULAR

Doador cGy/min | Erip(%) | Pot (mEq/L | Erip(%) | Pot (mEg/L | Erip(%:) | Pot (mEg/L | Erip(%) | Pot (mEg/L | Erip(%) | Pot (mEg/L

545 3,56 7,33 4,94 61,67 3,97 57,22 3,05 47,61 5.7 71,69

1 456 4,32 7,31 6,8 68,22 3,05 61,01 2,87 58,39 3,8 66,95
CTLE 2,67 6,59 4,57 29,88 2,95 39,28 1,38 38,12 6,62 58,42

545 3,89 21,71 4,85 69,29 3,04 60,23 2,78 47,25 517 73,17

2 456 3,99 21,11 5,89 76,04 4,35 69,15 3.1 49,79 5,24 80,73
CTLE 2,94 21,82 4,79 61,09 47 66,8 1,18 47,57 6,08 75,16

545 2,01 6,94 3,54 52,24 2,59 52,12 2,32 47,43 4,19 68,33

3 456 3,68 7,11 5,3 48,37 3,99 55,12 3,84 48,36 4,18 71,81
CTLE 2,9 6,46 3.28 2591 37 348 2,8 36,7 5,66 53,11

545 4,21 6,78 4,14 51,78 3,21 55,35 2,51 44,21 4,56 52,99

4 456 3,63 6,92 4,82 41,87 4,38 48,12 3,59 43,04 4,49 62,05
CTLE 3.1 6.4 3,58 28,21 3,73 34,02 3,04 36,47 4,78 54,26

545 4,25 6,58 5,83 54,21 3,69 56,77 3,54 51,03 5,5 69,81

5 456 3,43 6,75 4,92 53,27 3,52 63,98 3,36 45,99 4,96 57,09
CTLE 4,65 6,15 46 28,17 3,93 35,48 412 35,22 4,64 51,83

135 2,98 7,74 3,07 47,14 2,91 62,79 2,73 67,97 4,17 50,61

6 448 3,89 10,28 4,45 50,65 4,02 61,74 3,99 62,63 4,39 55,43
CTLE 3.84 7,74 4,68 33,32 3.6 42,21 3,04 47,91 3.47 43,11

135 3,08 592 3,72 46,32 3,35 54,99 2,68 62,08 3,59 44,65

7 448 3,38 7,82 3,98 45,76 3,88 54,68 3,11 57,61 3,18 57,47
CTLE 3.77 5,33 4,09 24,02 3,65 358 3,22 36,51 3.83 43,33

135 3,35 6,12 3,8 49,33 2,95 57,51 2,59 59,88 4,23 48,57

8 448 3,84 8,53 5,92 47,41 4,99 59,85 4,26 63,74 4,88 44,85
CTLE 44 5,81 5,66 31,08 3,88 39,22 3,38 42,79 3,57 48,17

135 3,14 84 3,3 56,09 3,09 60,89 2,94 71,37 3,63 49,25

9 448 4,37 10,72 5,08 52,65 4,47 57,39 3,55 60,17 4,18 51,27
CTLE 4,38 7.67 4,89 31,92 5,81 41,26 33 44,61 3,53 40,25

135 3,29 6,75 3,43 49,01 3,24 70,65 3,1 66,94 3,52 44,48

10 448 2,76 8,94 3,95 51,13 3,55 74,92 2,8 55,74 3,53 47,03
CTLE 3.56 6,31 3.83 29.19 3.8 38,93 3.11 42,88 3.27 49.38
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APENDICE F — METODO ISE INDIRETO PARA POTASSIO

~4 BECKMAN
COULTER.

REAGENTES ISE
AUH1011 Buffer 4 x 2000 mL
AUH1012 Mid-Standard 4 x2000 mL
AUH1013 Reference 4x1000mL
AUH1014 Low Serum Std. 4 x 100 mL
AUH1015 High Serum Std. 4 x100 mL
AUH1016 High/Low Urine Std. 4 x 100 mL
AUH1017 Internal Ref. Sol. 2x25mL
AUH1018 Na’/K* Selectivity Check Sol. 2x25mL

Fim a que se destina
Reagente para a determinagéo quantitativa de concentragdes de sédio, potassio e cloreto no soro e na urina humanos nos médulos ISE da
Beckman Coulter.

Resumo

Os eletrdlitos afetam a maioria dos processos metabdlicos. Servem para manter a pressao osmética e a hidratagéo de varios compartimentos de
fluidos corporais, pH adequado do organismo e regulagéo das fungdes cardiaca e muscular apropriadas. Os eletrélitos também se encontram
envolvidos nas reagdes oxidagao-redugao e participam como partes essenciais ou, cofatores, nas reagdes enzimaticas.'

Metodologia

A determinagao de eletrélitos € uma das fungdes mais importantes no laboratdrio clinico. Os métodos para a determinagéo de eletrélitos incluem
espectrometria de emiss&o, espectrometria de chama, andlise de ativagéo de neutrdes, espectroscopia de absorgéo atémica e elétrodos seletivos
de ides. O médulo ISE para Na“, K* e CI' integra elétrodos de membrana éter-coroa para sddio e potassio e uma membrana de PVC orientada a
nivel molecular para o cloreto, especificos para cada ido de interesse na amostra. E desenvolvido um potencial elétrico de acordo com a Equagéo
de Nernst para um ido especifico. Quando comparado com uma Solugéo de Referéncia Interna, este potencial elétrico é convertido em voltagem e,
em seguida, na concentragéo de ides da amostra.'

Informacéo do sistema
Para analisadores AU400/400°/480, AU600/640/640°/680, AU2700/5400 e AU5800 da Beckman Coulter.

Conteudo, reagentes/padrées

Concentragéo de ingredientes ativos:

ISE Low Serum Standard ISE Mid-Standard ISE High Serum Standard
Na* 130 mmol/L Na* 4,3 mmol/L Na* 160 mmol/L
K 3,5 mmol/L K 0,13 mmol/L K 6 mmol/L
cr 85 mmol/L cr 3,1 mmol/L cr 120 mmol/L
Conservantes Conservantes Conservantes
ISE Buffer ISE Reference ISE Na' Selectivity Check
Trietanolamina 0,1 mol/L Cloreto de potassio 1,00 mol/L Na* 150 mmol/L
Conservantes Conservantes [
ISE Low/High Urine Standard ISE Internal Reference ISE K’ Selectivity Check
Na" (Baixo) 50 mmol/L Cloreto de potassio 3,3 mol/L K 5 mmol/L
(Alto) 200 mmol/L Cloreto de prata | Saturado Conservantes |
K (Baixo) 10 mmol/L
(Alto) 100 mmol/L
CI (Baixo) 50 mmol/L
(Alto) 180 mmol/L
Conservantes
Precaugdes

1. Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.

2. Nao ingerir. Nocivo se ingerido.

3. ISE Buffer, ISE Mid Standard: Irritante. Contém formaldeido. Pode causar sensibilizagdo em contacto com a pele. Evitar o contacto com a pele.
Usar luvas adequadas. Este produto e o seu recipiente devem ser eliminados como residuos perigosos.

4. Elimine todos os residuos em conformidade com as orientagdes locais.

5. Consulte as Folhas de Dados de Seguranga para mais informagdes

Preparacgéo dos reagentes
Os reagentes estdo prontos a utilizar. Nao é necessaria qualquer preparagéo.

PT.01 BAAUH1011.05 ISE
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Reagentes ISE

Armazenamento e estabilidade

1. Os reagentes permanecem estaveis enquanto ndo forem abertos até a data de validade mencionada no rétulo, se armazenados entre 2°C e
25°C. O AUH1017 é armazenado entre 15°C e 25°C.

2. Depois de abertos, os reagentes AUH1011, AUH1012 e AUH1013 permanecem estaveis durante 90 dias, se armazenados no compartimento
de reagentes ISE do analisador.

3. Apos a abertura, os reagentes AUH1014, AUH1015, AUH1016 e AUH1018 podem ser armazenados entre 2°C e 25°C até um maximo de 90
dias, desde que a tampa seja colocada imediatamente apos cada utilizagdo. Apos a abertura, o reagente AUH1017 pode ser armazenado entre
15°C e 25°C até um maximo de 90 dias.

Indicagdes de deterioragao
A existéncia de turvagao ou de precipitagao nos liquidos e reagentes de trabalho fechados pode indicar decomposigédo e sdo motivo para
interromper a utilizagdo. Consulte a secgdo ISE do manual do utilizador do respetivo analisador AU para obter mais informagdes.

Colheita e preparacdo de amostras
A amostra recomendada é soro sem hemodlise.

Estabilidade da amostra

Separe o soro das células sanguineas logo que possivel. Evite a hemdlise porque pode originar valores K" falsamente elevados. Se tiver de utilizar
plasma, os anticoagulantes recomendados séo heparina de litio e heparina de amoénio. As amostras de urina devem ser recolhidas num recipiente
limpo, a prova de fugas, e

n&o devem ser acidificadas. Se o transporte se atrasar, as amostras devem ser mantidas refrigeradas entre 2°C e 8°C. Os tempos de colheita
recomendados para as amostras de urina, para determinagéo do analito de interesse, sdo os indicados a seguir.2

Sadio: colheita de 24 horas
Potassio: colheita de 24 horas
Cloreto: colheita de 24 horas

Armazenamento da amostra

O sdédio e o potassio permanecem estaveis no soro durante, pelo menos, uma semana, se armazenados entre 2°C e 8°C. O cloreto permanece
estavel no soro durante uma semana, se armazenado entre 2°C e 30°C. Conserve a amostra num tubo com tampa, se a andlise estiver atrasada.
As amostras de urina devem ser armazenadas entre 2°C e 8°C.

2

Substancias interferentes

Determinados anticoagulantes, conservantes, farmacos e compostos organofilicos podem afetar as determinagdes de eletrdlitos. Para mais
informacgdes sobre as substancias interferentes, consulte Young3 para obter uma compilacao de interferéncias relatadas para este teste. As
amostras de urina visualmente turvas devem ser centrifugadas antes da analise.” As amostras altamente lipémicas podem apresentar uma
diminuigéo inapropriada dos resultados do sédio, potassio e cloreto devido a deslocagao do volume. Estas amostras devem ser ultracentrifugadas e
a analise realizada no infranadante (camada transparente média).

E preciso ter cuidado aquando da interpretagdo de resultados de doentes com hiperlipidemia e hiperproteinemia decorrente do efeito de exclusdo
de electrolitos.

Procedimento

Materiais fornecidos

ISE Buffer, Mid-Standard, Reference, High Serum Standard, Low Serum Standard, High/Low Urine Standard, Internal Reference Solution e Na'/K"
Selectivity Check Solution.

Parametros analiticos sugeridos
Consulte na secgéo ISE no manual do utilizador do respetivo analisador AU uma lista completa de parametros e procedimentos do ensaio.

Estabilidade da mistura de reagao final
O analisador AU da Beckman Coulter calcula automaticamente cada determinagdo com o mesmo intervalo a 37°C.

Calibragao
Consulte a seccéo ISE do manual do utilizador do respetivo analisador AU para uma lista completa dos procedimentos de calibragao
recomendados. Este procedimento deve ser utilizado para a calibragéo diaria.

Controlo de qualidade

Durante o funcionamento do analisador AU da Beckman Coulter devem ser testados, pelo menos, dois niveis de um material de controlo de
qualidade apropriado, no minimo uma vez por dia. Além disso, devem ser efetuados controlos apds a calibragdo com cada lote novo de reagente e a
seguir aos procedimentos especificos de manutengao ou de resolugdo de problemas, descritos no manual do utilizador do respetivo analisador AU
da Beckman Coulter. Os testes de controlo de qualidade devem ser realizados de acordo com os requisitos regulamentares e de acordo com o
procedimento padrdo de cada laboratério.

Devem ser usados controlos qualificados da urina durante a analise da urina.

Resultados
Os resultados sdo automaticamente impressos para cada amostra em mEg/L.

Amplitude dinamica

Os procedimentos do Médulo ISE sé&o lineares nas amostras de soro, plasma ou urina, como indicado a seguir:

ISE BAAUH1011.05 PT.01
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Soro
Na*
K
cr

50 — 200 mEq/L
1,0 — 10,0 mEg/L
50 — 200 mEq/L
As amostras superiores ao intervalo dinamico do ensaio devem ser diluidas com agua desionizada e analisadas novamente. Os resultados obtidos

Urina
Na"

K

Ccr

10 — 400 mEq/L
2,0 - 200,0 mEq/L
15 — 400 mEq/L

devem ser multiplicados pelo fator de diluigao para obter a concentragdo correta para a amostra nao diluida.

Valores de referéncia’

Soro:
Urina:

Os valores de referéncia podem variar em fungéo da idade, sexo, dieta e localizagé@o geografica. As boas praticas laboratoriais ditam que cada

136 — 145 mEq/L
40 — 220 mEq/dia

K* 3,5-5,1 mEq/L
K* 25 - 125 mEq/dia

laboratério determine os seus préprios valores de referéncia.

Caracteristicas de desempenho especifico

Os dados seguintes foram obtidos com os reagentes ISE nos médulos ISE dos analisadores AU segundo os procedimentos estabelecidos. Os

resultados obtidos nos laboratérios individuais podem ser diferentes.

Preciséo’

As estimativas de precisdo para o soro, com base nas recomendagdes do CLSI*, sdo compativeis com o desempenho tipico. A precisdo no teste é
inferior a CV 3% e a precisao total ¢ inferior a CV 5%. Foram realizados ensaios de amostras de controlo de soros e de urina combinados e os

CI' 98 — 107 mEq/L

CI' 110 - 250 mEg/dia

dados foram processados de acordo com as diretrizes do CLSI mencionadas anteriormente.

Urina
N =100 No teste
Média DP CV%
Na’ K Cl” Na* K Cl” Na’ K Cl-
Nivel 1 88 32,1 111,3 0,6 0,3 0,7 0,7 0,8 0,6
Nivel 2 182,3 85,8 238,8 0,7 0,5 0.9 04 0,6 04
N =100 Total
Média DP CV%
Na’ K* Cl- Na' K" Cl~ Na’ K* Cl-
Nivel 1 88 32,1 111,3 0,8 0,3 0,9 0,9 1,0 0,8
Nivel 2 182,3 85,8 238,8 1,5 0,9 1,4 0,8 1.1 0,6
Soro*
N =80 No teste
Média DP CV%
Na® K" cl- Na’ K' Cl Na’ K" Cl-
Nivel 1 127 3,1 83 0,8 0,03 0,6 0,6 0,9 0,7
Nivel 2 153 6,1 115 0,9 0,04 0,8 0,6 0,6 0,7
N =80 Total
Média DP CV%
Na’ Cl- Na’ K Cl- Na’ K" Cl”
Nivel 1 127 3,1 83 1,08 0,03 0,8 0,9 1.1 0,9
Nivel 2 153 6,1 115 1,14 0,05 0,9 0,7 0,8 0,8

Comparagao de métodos®
Foi realizada uma comparagéo entre os mddulos ISE dos analisadores AU da Beckman Coulter com amostras de soro de doentes. A tabela abaixo

demonstra o desempenho representativo nos analisadores AU.

Comparacgéo de soro

AU640/640° vs. AU600
Na" d cl-
N 230 230 230
r 0,998 0,999 0,999
inclinacédo 1,01 0,99 1,01
intersecé@o 0,3 0,12 0,7
AU5800 vs. AU680
Na’ K Cl-
N 200 199 199
r 0,9987 0,9995 0,9993
inclinacao 0,984 0,990 1,003
intersecdo 3,24 0,075 0,29
PT.01 BAAUH1011.05
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Reagentes ISE

Comparagéo de urina

As comparagdes da Beckman Coulter foram realizadas utilizando amostras de urina de doentes. A tabela abaixo demonstra o desempenho

representativo nos analisadores AU.

AU640/640°/680 vs. AU600
Na’ cl-
N 184 184 184
r 0,999 0,999 0,999
Inclinagéo 1,01 0,99 0,99
Intersecédo 1,5 4,7 -0,4

Referéncias
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Comparacéo Entre Os Danos Causados A Célula Pela Irradiagdo De Heméacias Com A
Utilizag&o De Irradiador Especifico Gammacell 1000 E Com Acelerador Linear

Pesquisador: ALETEIA BRANTE MORI

Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 85057318.0.0000.0096

Instituigcdo Proponente: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
Patrocinador Principal: UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 2.595.160

Apresentagéo do Projeto:

Projeto elaborado para obtengéo de grau de mestre, da aluna Aletéia Brante Mori no programa de P6s
Graduacéo de Engenharia Elétrica e Informatica na Universidade Tecnolégica da UFPR. Sendo o orientador
Dr. André Luiz Coelho Conceicéo e co-orientagdo da Dra. Jaqueline Kappke. Serdo necessarios para essa
pesquisa 10 doadores voluntérios de sangue, as doacdes serdo obtidas através do Biobanco do Hospital de
Clinicas com autorizagdo dos doadores através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Cada
bolsa de concentrados de hemécias serdo fracionadas em trés bolsas de transferéncia com igual volume
totalizando 30 bolsas para o estudo. As bolsas seréo irradiadas com dose total de 25 Gy, e serdo utilizados
5 concentrados de hemécias irradiadas no irradiador especifico de sangue GAMMACELL 1000 com Césio-
137 (raios gama)situado no setor de Radioterapia do Hospital de Clinicas, 5 bolsas irradiadas no acelerador
linear (raios-X) do RADION - Instituto de Oncologia e Radioterapia de Curitiba com mesma taxa de dose (ou
bem préxima), 5 irradiadas no acelerador linear do RADION com uma taxa de dose maior, 5 irradiadas no
acelerador linear do RADION com uma taxa de dose menor e as Ultimas 10 para serem utilizadas como
controle e ndo seréo irradiadas por nenhum processo. Apoés efetuadas as irradiagdes das bolsas de
heméacias com o acelerador linear e com o aparelho especifico Gammacell 1000, as bolsas serdo
armazenadas no banco de sangue do Hospital de Clinicas durante o periodo de 28 dias, que é a data de
validade de uma bolsa de hemécia irradiada, para a
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