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Resumo

Biagini S. Validagdo de um modelo experimental de transfusdo de glébulos
vermelhos estocados homélogos em suinos e avaliacdo de seus efeitos
cardiorrespiratorios e inflamatorios na hemorragia aguda [Tese]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2015.

Objetivos: Transfusdo de sangue é fundamental para a sobrevida de
pacientes selecionados, porém € associada a complicacdes. A literatura &
controversa em relacdo aos efeitos pulmonares, hemodinamicos e
inflamatorios da transfusao de globulos vermelhos (GV). Este estudo teve dois
objetivos principais: 1- validar um modelo de transfusdo homologa de GV
estocados em suinos com hipovolemia aguda por hemorragia controlada; 2-
avaliar os efeitos agudos da transfusdo de GV nas trocas gasosas, mecanica
respiratéria, hemodinamica e na resposta inflamatéria pulmonar e sistémica.

Métodos: Este estudo foi dividido em duas etapas: 1.Coleta, processamento e
estocagem por 14 dias de GV provenientes de um suino Agroceres® avaliado
antes (in vitro) e apos (in vivo — marcacdo com cromato de sddio radioativo) a
sua transfusdo em suinos sadios , um autélogo e quatro homologos (n=cinco);
2. Outro grupo de suinos foi submetido a hemorragia aguda controlada (25%
de sua volemia) e entdo dividido em dois grupos: grupo transfusdo (n= oito)
recebeu duas unidades de GV e solucdo de ringer lactato (RL) para
restabelecer a volemia; grupo controle (n=oito) que recebeu somente RL.
Ambos os grupos foram seguidos até 6horas apds o final da ressuscitacao
volémica. Dados hemodinamicos e respiratorios foram coletados a cada hora
ap6s o inicio do estudo. Mediadores inflamatorios e expressdao de

RNAmensageiro(RNAm) foram medidos no plasma e no tecido pulmonar.

Resultados: Houve recuperacdo de 97,5%+19% dos GV marcados com
cromato de sédio radioativo 24 horas ap6s a transfusdo. Houve aumento
significativo da saturagdo venosa mista, contetudo arterial de oxigénio e dos
niveis de hemoglobina e hematdcrito no grupo transfundido comparado ao
controle. Os parametros medidos para a avaliagdo da microcirculacdo e as
trocas gasosas foram similares em ambos os grupos. Observou-se um
aumento significativo na energia gasta na histerese pulmonar no grupo controle

guando comparado ao grupo transfundido (p=0,002), bem como uma tendéncia
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a4 diminuicdo da energia inspiratéria no grupo transfusdo. As concentracfes
plasmaticas das diversas citocinas avaliadas antes e apos a transfusdo de GV
mostraram-se abaixo dos limites de deteccdo do teste ELISA na maioria dos
animais estudados em ambos os grupos; ndo houve diferenca significativa nas
concentracdes de nitrato no plasma e no tecido pulmonar. Observou-se uma
diferenca discreta, porem estatisticamente significativa, entre oS grupos na
quantificacdo do RNAm da oxido nitrico sintetase induzida (iNOS) e da IL-21
no tecido pulmonar (aumento de 50% na INOS e decréscimo de 50% na IL-21
no grupo transfundido comparado com o controle).

Conclusdo: Demonstramos a viabilidade ‘in vitro” e “in vivo” de GV suinos,
estocados por até 14 dias. A transfusdo de GV homdlogos ndo causou
alteracdes significativas na hemodinamica, funcdo pulmonar e resposta

inflamatdria nas primeiras 6 horas apos a transfuséo.

Descritores: eritrgcitos; transfusdo de sangue; hipovolemia; inflamacéao,

estudos de validacéo; suinos; hemorragia.
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Abstract

Biagini S. Validation of homologous stored red blood cell transfusion in swine
and evaluation of cardiorespiratory and inflammatory effects in acute
hemorrhage [Thesis]. Sdo Paulo: "Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo”; 2015.

Objectives: Blood transfusion is critical to the survival of selected patients, but
may be associated with complications. Previous data related to pulmonary,
hemodynamic and inflammatory effects of red blood cells (RBC) are still
controversial. This study has two main objectives: 1- Validate a homologous
stored red blood cell transfusion model in swine with acute hypovolemia by
controlled bleeding; 2- Assess the acute effects of RBC transfusion on gas
exchange, respiratory mechanics and hemodynamics, pulmonary and systemic
inflammatory response.

Methods: This study was divided into two phases: 1. Collection, processing
and storing RBC from Agroceres® swines for 14 days and evaluation before (in
vitro) and after (in vivo - labelling with radioactive sodium chromate) transfusion
in one autologous and four homologous healthy swines (n = five); 2. Controlled
acute hemorrhage (25% of blood volume) of sixteen pigs and then allocation in
two groups: transfusion group (n = eight) received two units of RBC and
Lactaded Ringer’s solution (RL) to restore blood volume; control group (n =
eight) that received only LR. Both groups were followed up to 6 hours after the
end of resuscitation. Hemodynamic and respiratory data were collected hourly
after the start of the study. Inflammatory mediators and messenger
RNA(MRNA) expression were measured in plasma and lung tissue.

Results: The 24-hour recovery of RBC labeled with radioactive sodium
chromate was 97.5% * 19%. We found significant increase of mixed venous
oxygen saturation, oxygen arterial content, and hemoglobin and hematocrit
levels in the transfused group compared to control. There were no significant
differences between the two groups in microcirculation and gas exchange.
There was a significant increase in the energy spent in lung hysteresis in the
control group compared to the transfused group (p=0,002), as well as a
tendency to decrease inspiratory energy in the transfusion group. The

concentrations of the various cytokines evaluated before and after RBC
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transfusions were below the ELISA detection limit in most animals studied,
there were no significative difference in nitrate concentrations in plasma and
lung tissue. There was a statistically significant difference between groups in
the quantification of mMRNA induced nitric oxide synthase (iINOS) and IL-21 in
lung tissue (increase in INOS 50% and 50% decrease in IL-21 in the transfused
group as compared to control).

Conclusion: We demonstrated in this study the viability of 14-days stored
swines RBC ‘in vitro” and ‘in vivo”. Homologous stored red blood cell
transfusion in swine did not cause significant hemodynamic changes in the
pulmonary function and inflammatory response within the first six hours after

transfusion.

Descriptors: erythrocytes; blood transfusion; hypovolemia; inflammation;

validation studies; swine; hemorrhage.



1. Introducao







Introdugdo 3

A transfusao de glébulos vermelhos (GV) € uma das mais frequentes e
antigas terapias celulares utilizadas na pratica médica, assumindo um papel
inconteste na manutencdo da vida de muitos pacientes graves. A despeito do
avanco em diferentes técnicas de ressuscitacao volémica, a transfusdo de GV
ainda permanece como terapia de escolha em grupos especificos de pacientes,
particularmente naqueles com trauma e cirurgias de grande porte'®**° Ainda
hoje, ao redor de 30% dos pacientes de terapia intensiva e 50% dos pacientes
submetidos a cirurgia cardiaca, recebem transfusdo de GV durante sua
permanéncia no hospital®®* % 2°2, Estima-se que 85 milhdes de unidades de
GV sejam transfundidas anualmente em todo o mundo®” *’%; n&o obstante, sua
utilizacdo ndo estd completamente estabelecida no que se refere a indicacdo
precisa, dose, frequéncia, beneficios e riscos®°63:142:203.64

Apesar da crescente seguranca transfusional, a pratica da transfusdo
ainda estd associada a uma série de eventos adversos, por vezes graves,
usualmente classificados como infeciosos e nao infeciosos. A busca pela
seguranga transfusional determina altos custos pela tecnologia
empregada™®*%? bem como na limitacdo de estoque®**?®®. Os avancos na
triagem sorolégica de doadores nos ultimos 20 a 30 anos levaram a uma
sensivel reducdo na transmissdo de patdégenos (viral, bacteriano e outros
agentes) por transfusdo®. A despeito deste sucesso persistem os eventos nao
infecciosos, denominados imuno-inflamatoérios associados as transfusdes. Tais
eventos sao responsaveis por significativa morbimortalidade em receptores de
sangue e representam um grande desafio para melhora na terapia

transfuSiona|70,191,201,190,209



Introducéo 4

Nas ultimas duas décadas, evidéncias crescentes na literatura vém
alertando que a transfusdo, mais especificamente de GV, pode estar associada
a complicacdes clinicas importantes, tais como: lesdo pulmonar®®26:134220.27.185.
aumento de tempo de ventilagdo mecanica®® , aumento da permanéncia
hospitalar; elevacdo da taxa de infeccdo poés-operatoria e sindrome de

126

disfuncdo de mdltiplos 6rgdos (SDMO)**® maior mortalidade®, principalmente

70,201,29

em pacientes criticos , na sepse'® polittauma, poés-operatério de

48.66.137 & oncolégicos'®.

cirurgias cardiacas

Cumpre salientar, contudo, que os pacientes com as condi¢cdes acima
descritas geralmente apresentam também um maior risco de SDMO,
dificultando desta maneira a correta interpretacéo dos resultados®®1%°. Além
disto, varios fatores relacionados as unidades de GV transfundidos, tais como
diferentes solucdes, métodos de processamento tempos de estocagem,
namero de unidades transfundidas e utilizacdo de filtros para reducdo de
leucécitos (leucorreducao) também dificultam a interpretacédo destes estudos.

Os efeitos adversos, pro-inflamatérios e/ou imunossupressores vém
sendo atribuidos a uma agao “imunomodulatéria” da transfusdo conhecida
como Sindrome da Imunomodulacdo Relacionada a Transfusdo (Transfusion
Related Immunomodulation - TRIM)***4%,

A evidéncia clinica da existéncia da imunomodulacgdo foi inicialmente
descrita em 1973 com a melhora da sobrevida de enxertos renais em pacientes
que haviam recebido transfusdo de sangue prévia ao transplante; tal melhora
ocorreu de forma dose dependente'®. Na década de 1980, inimeros estudos
relataram associacao da transfusdo com aumento de recorréncia de tumores

54,14,17

em pacientes transfundidos durante as cirurgias oncologicas , aumento na
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incidéncia de infeccdo no perioperatério’’®, decréscimo de aborto espontaneo
de repeticdo®® e diminuicdo de sintomatologia em algumas doencas

inflamatorias®?%1%,

Uma explicacdo biolégica plausivel para justificar a pior evolucdo
destes pacientes fundamenta-se na conhecida ocorréncia de um conjunto de
alteracdes bioquimicas, metabdlicas e estruturais nas unidades de GV
decorrentes de sua estocagem “ex- vivo”, denominada “lesdo de estocagem,”
que pode comprometer a seguranca e a eficcia transfusional**>*%%2%_ pyrante
a estocagem ocorre queda dos niveis de 2,3 difosfoglicerato, de ATP,
diminuicdo progressiva do pH, producdo de lactato, consumo de glicose,
aumento dos niveis de potassio e hemoglobina livre no plasma e vesiculacéo
da membrana eritrocitaria, além de alteracbes morfologicas e reoldgicas
incluindo adeséo dos GV ao endotélio. Estas alteracfes levariam a um prejuizo
da funcdo dos GV “in vivo” e menor sobrevida dos GV transfundidos®®®.

Evidéncias crescentes na literatura demonstraram ainda a ativacéo de
neutréfilos e presenca de substéncias bioreativas acumuladas no plasma

durante o periodo de estocagem®®"®8:217.75.73

. Tais processos podem também
estar implicados nas alteragbes imuno-inflamatérias observadas apds a
transfusdo. Muitas destas substancias bioreativas, Interleucina-13 (IL-1p),
Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-10 (IL- 10), Interleucina-21 (IL-21) e fator de
necrose tumoral (TNF) s&@o provenientes dos leucécitos presentes nos
concentrados de globulos vermelhos. A remocgao parcial de leucocitos, atraves
da utilizacdo de um filtro especifico, reduz o acumulo destes mediadores

V157,218,217,13,69,3,87

bioreativos nas unidades de G No entanto, pacientes

recebendo GV leucorreduzidos ainda continuam a apresentar efeitos adversos,
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sugerindo a presenca de outros fatores relacionados a
imunomodulacao®®®#4®1%! Qutra variavel que vem sendo associada a pior
evolucdo clinica de pacientes transfundidos € o tempo de estocagem dos

7

GV119,143,218,134,105,75,142,99,49,164,55,89,183,184 tal hipétese é,

controve rsa194,208,144,197,211,202,221,108,183,198,212,210,103,47,206,169.

Mais recentemente estas alteracfes inflamatdrias vém sendo atribuidas
a presenca de hemoglobina livre, ferro, lipidios e fragmentos de membrana
celular, acumuladas no plasma durante a estocagem®>3"?9791.76.77.78110.166
(Quadro 1) .

Os GV estocados por maior tempo sdo mais susceptiveis a hemdlise

“in vivo” apés a transfusdo®9%107,

A hemoglobina livre no plasma e a
encapsulada em microparticulas, provenientes da hemolise durante a
estocagem, tém uma avidez pelo oxido nitrico (NO) muito superior a da
hemoglobina encapsulada em eritrécitos intactos®” !, Tal caracteristica seria
responsavel pela diminuicdo da biodisponibilidade do 6xido nitrico (insufficient
nitric oxide bioavailability - INOBA), que poderia explicar a ocorréncia de
vasoconstricdo microvascular, atividade inflamatéria pré-oxidante e ativacdo
plaquetaria descrita em pacientes transfundidos'®’. Reducdo similar da

biodisponibilidade do NO devido ao aumento de concentracdo de hemoglobina

no plasma tem sido relatado em pacientes com doencgas hemoliticas como

1 214,151

anemia falciforme'®* e maléaria . De fato, outros estudos corroboram a
hipotese de que a presenca da hemoglobina livre no plasma pode ser
responsavel pela alteracdo da homeostasia vascular secundaria a atividade
ligante do NO%®'. Todavia, ainda ha davidas se esta alteragéo per si tem

traducdo clinica ou se ocorreria apenas em efeito sinérgico a outros fatores de
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risco inerentes ao receptor (diabetes, dieta rica em gordura e choque
hemorragico)*®!%’. Esta avidez aumentada da hemoglobina livre pelo NO vem
sendo largamente responsabilizada pela hipertensdo, aumento da resisténcia
vascular sistémica e pulmonar e consequente morbimortalidade associada a
administracdo de carreadores artificiais de oxigénio compostos de moléculas

de hemoglobina®"®2°.

Uma série de estudos em modelos experimentais avaliou o papel do
NO nos eventos adversos relacionados a transfusdo de GV estocados. Estudo
em ovinos de transfusdo de GV autélogo estocado demonstrou aumento
transitorio das pressdes de artéria pulmonar e resisténcia vascular pulmonar
indexada, atenuado pela inalacdo de NO e potencializado pela inibicdo da
oxido nitrico sintetase (NOS)® . Outro estudo publicado recentemente, em
modelo suino de circulacdo extracorpérea, demonstrou associacdo entre
transfusdo de GV estocados e alteragdo significativa da funcéo renal e da
resposta inflamatéria’*®. No entanto, estes autores utilizaram um tempo de
armazenamento do GV muito longo; de acordo com a literatura, os GV suinos
transfundidos tem vida média menor quando comparada ao dos humanos**.
Além disso, expectativa de vida média dos GV suinos € menor do que 0s
humanos (86 vs 120 dias)*®, o que sugere que os efeitos observados neste
estudo podem ter sido superestimados. O mesmo grupo, em estudo posterior
com suinos, demonstrou diminuicdo significativa na complacéncia pulmonar 1,5
e 24 horas ap6s a transfusdo de GV homologos com 14 e 42 dias de
estocagem e evidéncias histologicas de lesdo pulmonar aguda; tais efeitos

foram exacerbados apds circulagdo extracorpérea™.
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Em outros estudos, a transfusdo também ¢é avaliada como um
“segundo evento”, uma vez que o0s animais estudados tenham sofrido um

186,185 ou choque hipovolémico'®”*°. Estudo

“‘insulto” inicial para lesdao pulmonar
em modelo “ex-vivo” de anéis adrticos de ratos publicado em novembro de
2013 postulou que a transfusdo de GV estocados tem atividade vasoinibidora
através de outro mecanismo além do proposto anteriormente, que nao envolve
a retirada do NO pela hemoglobina livre®. Ainda nesta linha de raciocinio, um
estudo em modelo murino demonstrou que fatores de risco conhecidos para
disfuncdo vasomotora, incluindo diabetes e dieta rica em gordura®®,
amplificaram o efeito adverso da estocagem de GV nestes animais. Seja qual
for o mecanismo dominante, muitas linhas diferentes de investigacdo
relacionam a hemolise do sangue armazenado como responsavel, em ultima
analise, pelas complicacdes observadas apds transfusdo de GV estocados’*®
Na prética clinica, estes estudos corroboram os achados de pior evolugao em
pacientes com fatores de risco preexistentes para doenca cardiovascular
quando transfundidos. Esta hipétese também explicaria porque estudos com
transfusdo de GV estocados em voluntarios sadios ndo ocasionaram alteracao

vascular aparente®®*2,

Tamanho numero de possibilidades etiol6gicas talvez possa ser
explicado pela variacdo dos métodos de coleta, processamento e estocagem
de GV utilizados nos diversos estudos experimentais em relacao aos realizados

em humanos, dificultando desta maneira a comparacéo dos dados>®2°>18>21¢,
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Quadro 1- Lesao de Estocagem

Alteracdes durante a estocagem

Consequéncias

Decréscimo do 2,3-DPG, Acidose

Deplecédo do ATP

T Afinidade da Hemoglobina pelo O,

Alteragdes formato, aumento fragilidade

osmotica e decréscimo da deformabilidade

eritrocitaria.
Microvesiculacdo e perda de o o _ o
- Decréscimo da viabilidade eritrocitaria
lipides da membrana

e Dano e morte celular
Peroxidacao lipidica

_ o RFNH, Recrutamento de neutrofilos,
Geracao de substancias bioativas: o ) .
o o ativagdo endotelial, lesdo celular, TRALI,
citocinas, lipidios, etc.
IMOS?

Deplecéo do S-nitroso

_ Vasoconstri¢éo, inflamagéo e trombose.
hemoglobina (SNO)

TRALI = Transfusion Related Acute Lung Injury
IMOS = Insuficiéncia de Multiplos Orgaos
RFNH = Reac¢é&o Febril ndo Hemolitica

Por outro lado, os efeitos benéficos primordialmente associados a

transfusao de GV tém sido cada vez mais

questionados’0118:156:66.200.79,209.80.149.64 " n1)itos estudos clinicos que avaliam a
eficacia da transfusdo de glébulos vermelhos utilizam marcadores indiretos ou
desfechos substitutos para avaliar a oxigenagdo tecidual e o consumo de
oxigénio tissular tais como a tonometria, dosagem de lactato sérico ou

117,208152  §tros estudos

saturacdo venosa da hemoglobina pelo oxigénio
avaliam dados mais gerais e indiretos como mortalidade, morbidade ou tempo

de internag&o®%118:27:66:200.79.80.209137.176 " 15 s40 mais propensos a erros de
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conclusao devido a dependéncia destes marcadores a inUmeras variaveis nao
controladas, portanto dificultando ainda mais a interpretacdo critica dos
resultados®*20-81,

Sabe-se que a oxigenacéo tecidual pode ser mantida mesmo com uma
grande variabilidade do nivel de hemoglobina através de varios mecanismos
fisiolégicos compensatdrios como 0 aumento do débito cardiaco e da extracao

138,156

tecidual de oxigénio Estudos realizados em pacientes com choque

11245 observaram auséncia de melhora na oferta de

hipovolémico®® e séptico
oxigénio apos a transfusao de globulos vermelhos com elevacdo dos niveis de

hemoglobina para valores acima de 10 g/dL.

Pouco se sabe também sobre as mudancas da mecanica respiratoria,
apos a transfusao de globulos vermelhos. Estudo realizado em recém-nascidos
(RN) pré-termo identificou importantes alteraces da mecéanica respiratoria,
com reducao da complacéncia e aumento da resisténcia do sistema respiratério
e do trabalho respiratério apés transfusdo. Os autores sugerem que estas
alteracdes podem ser devidas ao aumento da volemia, decorrente do aumento
do hematdcrito e consequente elevacdo da pressdo hidrostatica na
microvasculatura pulmonar™®. Do mesmo modo, um estudo realizado com a
finalidade de avaliar o aumento do consumo de oxigénio apds transfusdo de
glébulos vermelhos em pacientes sépticos também demonstrou aumento
significativo da resisténcia do sistema respiratério quando comparado a infuséo

de albumina®.

Dentre as complicacfes relacionadas a transfusao, aquelas envolvendo

O sistema respiratorio estdo entre as principais causas de
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morbimortalidade®>**®’.

Entretanto a literatura € pobre em dados sobre a
resposta inflamatéria e  mecéanica  pulmonar apdés transfusdo
sanguinea®?68522662.220 Eqtdo realizado em RN prematuros sob ventilagéo
mecanica® observou uma correlacdo entre o volume de sangue transfundido e
0 pico de malondialdeido (MDA), marcador inespecifico de estresse oxidativo,
no lavado bronco-alveolar (LBA). O aumento do MDA foi observado logo apos
a primeira hora da transfusdo com posterior queda e novo aumento apés a
segunda transfusdo, sendo este comportamento entdo consistente com uma
relacdo causal entre transfusdo e producdo de MDA. Outro estudo®® no qual
foram comparadas as concentracdes de interleucina 6 (IL-6) no soro e no LBA
de criancas submetidas a cirurgia cardiaca identificou uma correlacéo entre o
aumento da IL-6 com o volume de sangue transfundido no intraoperatorio, uso
de inotrépicos, ventilacdo mecanica e tempo de internacao na terapia intensiva.
Estudo recente em pacientes de terapia intensiva em ventilagdo mecanica, nao
encontrou diferenca na funcdo pulmonar, assim como no status inflamatério e
na coagulagdo até 2 horas apoés transfusdo de uma unidade de GV fresco ou
estocado'®.

Desde meados de 1970, h& relatos na literatura associando a
transfusdo de sangue em pacientes vitimas de trauma ao desenvolvimento da
lesdo pulmonar e insuficiéncia respiratéria aguda, chamada nesta época de

"1811  Estudos mais atuais tém demonstrado

“Sindrome do Pulm&o Branco
também uma piora da funcéo pulmonar em pacientes com SDRA (sindrome do
desconforto respiratorio agudo) ja instaladas que sado submetidos a transfuséo

de sangue, independente da pratica ou ndo de leucorreducdo. Aumento da

presséo hidrostética capilar pulmonar, mas principalmente lesdo endotelial com
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aumento ainda maior da permeabilidade capilar pulmonar devem estar
implicados no efeito deletério da funcao pulmonar de portadores de SDRA apés
transfusdo. Adicionalmente os glébulos vermelhos estocados parecem ser
menos deformaveis, podendo impactar na microcirculacdo dificultando a
circulagdo pulmonar e sistémica™**9 .

A partir de 1980 foi reconhecida a presenca de edema agudo
pulmonar ndo cardiogénico relacionado temporalmente a transfusdo de
sangue, sindrome esta batizada como TRALI (Transfusion Related Acute Lung

9861181 " Inicialmente considerado um fendmeno essencialmente

Injury)
imunologico, atualmente o TRALI também pode ser explicado através da
interacdo entre condicdes inflamatdrias prévias do receptor e/ou liberacdo de
substancia biologicamente ativas acumuladas na unidade de sangue durante a
estocagem’®***°. TRALI, semelhante & SDRA, foi definido por uma conferéncia
de consenso como hipoxemia (PaO,/FiO, <300 mm Hg) de inicio agudo,
infiltrado pulmonar bilateral a radiografia toracica, pressédo de artéria pulmonar
ocluida menor que 18mm Hg e clara relacdo temporal com a transfusao (até 6
horas)®®!,

Varios estudos em pacientes criticos demonstraram a associacédo de
transfusdo de GV e lesdo pulmonar aguda de forma dose dependente, porém
sem a referida e necessaria relacdo temporal. Desta forma, tem ocorrido
grande dificuldade préatica na demonstracao dos critérios estabelecidos para o
diagnéstico conclusivo de TRALI®##20184103 = Gutros demonstraram que a
transfusdo de GV resulta em lesdo pulmonar moderada, ndo preenchendo os

181,27
1

critérios estabelecidos para TRALI na referida conferéncia de consenso e

ndo sdo portanto diagnosticadas e tratadas como tal**. Duas outras reacdes
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adversas a transfusdo com predominio de envolvimento pulmonar séao
sobrecarga circulatéria associada a transfusao (Transfusion acute circulatory
overload - TACO), definida por edema agudo pulmonar hidrostatico até 6 horas
apos a transfusdo®, e a dispneia associada & transfusdo (transfused acute
dyspnea - TAD) caracterizada por desconforto respiratério que ocorre nas
primeiras 24h apdés a transfusédo, que nao preenchem os critérios para TRALI e
TACO'. Desta forma, podemos entdo observar que a real incidéncia de
morbidade pulmonar associada a transfuséo é ainda incerta'® é provavelmente
subestimada.

Um estudo em modelo experimental demonstrou associacdo entre
transfusdo de GV estocados e inflamacdo pulmonar®®. J& um estudo realizado
em humanos sadios demonstrou que a transfusdo de GV autdlogos, causa
disfuncdo pulmonar sudbita, evidenciada por piora das trocas gasosas,
independente de condi¢cOes previas do receptor e do tempo de estocagem do
sangue?'?. Por outro lado, estudos clinicos para avaliar o papel da transfusdo

homoéloga, isoladamente, em voluntarios saudaveis seriam eticamente

inaceitaveis.

Podemos assim dizer que os estudos, na sua maioria observacional,
tém demonstrado uma possivel associacdo entre transfusdo e pior evolugao
clinica, incluindo lesdo pulmonar, disfuncdo de 6rgdos e maior mortalidade,
apesar de varios outros estudos questionarem estes achados!3223184156.36 - p
despeito do uso de varias técnicas estatisticas, para analise dos dados
disponiveis nos estudos clinicos, varios sao os “fatores de confusdo” como, por

exemplo: numero de unidades transfundidas, diferentes estratégias

transfusionais, diferentes tempos de estocagem, cuidados especiais com 0
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sangue (ex.: leucorreducédo) e comorbidades associadas (ex.: sepse, trauma,
pos-operatorio, uso de circulacdo extracorpérea e cancer), dificultando o
estabelecimento de um papel independente da transfusdo na pior evolucéo dos
pacientes. Estudos recentes sugerem que as caracteristicas do doador também
possam estar relacionadas a possiveis efeitos deletérios da transfusdo de
GV25'222.

A literatura cientifica € ainda mais pobre em relacdo a transfusdo

sanguinea em suinos®”.

Relatos anedoticos na literatura demonstraram a
importancia de realizar transfusdo compativel no sistema AO para evitar
reacdes adversas quando utilizadas transfusées de sangue total®***®. Hoje sdo
reconhecidos 16 grupos sanguineos em suinos e sabe-se que 0s anticorpos

162 0 antigeno A suino é

naturais pertencem ao grupo sanguineo (A-O)
encontrado primariamente no plasma e posteriormente é absorvido pelas
hemécias. Portanto a possibilidade de hemdlise (A-O) ndo parece ser
importante nos suino devido a baixa densidade de antigenos nas hemacias. As
reacoes adversas mais comumente observadas sdo hipertensdo pulmonar e
coagulacéo intravascular disseminada, quando utilizada transfusdo de sangue
total. Todavia, estas reacbes nao parecem ocorrer em animais que nao foram
previamente transfundidos, principalmente se utilizado concentrado de glébulos
vermelhos ao invés de sangue total'®2. Por outro lado, o modelo suino tem sido
bastante utilizado em situacbes que reproduzem condi¢cbes clinicas de
pacientes criticos por guardar boa correlagdo anatdomica e funcional com os

humanos, particularmente em relacdo a hemodinamica, funcdo respiratoria e

aparelho gastrointestinal. Neste contexto, experimentos com suinos poderiam
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evitar algumas das limitacGes bioldgicas e éticas verificadas em estudos com

humanos relacionados a transfuséo de sangue.

N&o obstante, varios estudos em modelo animal que avaliam os efeitos
adversos a transfusdo de GV sdéo realizados utilizando transfusdo homologa
entre diferentes espécies ou entre animais singénicos, bem como transfuséo
autdloga, desta forma nao traduzindo o que ocorre na nossa realidade.
Adicionalmente, somente poucos e recentes estudos descrevem a validacéo da

813922 Acreditamos ser de suma

transfusdo de GV em seu experimento
importancia esta validacao, com intuito de assegurar a relevancia da transfuséo
para os efeitos estudados ante os problemas decorrentes de coleta,
processamento ou estocagem inadequada. Em resumo, até o presente

momento ndo esta claro se a transfusdo de GV tem um efeito causal ou é mais

um fator de confus&o na pior evolucdo dos pacientes™’.

Em nosso estudo o objetivo principal foi desenvolver um modelo de
transfusdo em suinos saudaveis onde os diversos fatores de confusao
pudessem ser controlados, iniciando-se pelos fatores relacionados com as
bolsas de GV (coleta, processamento e estocagem) e os relacionados ao
receptor. Acreditamos que a melhor compreensdo das alteracdes
hemodinamicas e respiratérias, bem como da resposta inflamatéria associada a
transfusdo de sangue, tem grande utilidade no aprimoramento do cuidado de

pacientes que necessitem desta terapéutica.






2. Objetivos
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2.1 Objetivos primarios

o Validar um modelo de transfusdo homologa de glébulos
vermelhos estocados em suinos com hipovolemia aguda por

hemorragia controlada.

2.2 Objetivos secundarios

o Avaliar os efeitos agudos da transfusdo de glébulos vermelhos

estocados na hemodindmica, trocas gasosas, mecanica

respiratéria e resposta inflamatéria pulmonar e sistémica.






3. Méetodos
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Esta pesquisa foi realizada no Laboratorio de Pesquisa Experimental
em Medicina Intensiva do Instituto de Ensino e Pesquisa do Hospital Sirio-
Libanés (IEP). O projeto foi apoiado pelo Banco de Sangue e Departamento de
Medicina Nuclear do Hospital Sirio Libanés.

O protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) (Protocolo #2007/11) e pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Realizado de acordo com o Protocolo do Instituto Nacional de Saude
dos Estados Unidos da América (NIH) para estudos experimentais em animais

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK24650).

3.1 Delineamento Geral

Inicialmente o Projeto foi dividido em duas etapas:

3.1.1 Etapa 1 - Validacdo ‘“in vitro” e ‘in vivo” da transfusdo de
concentrado de glébulos vermelhos homélogos estocados por 14

dias em um modelo de suinos com hipovolemia aguda.

3.1.2 Etapa 2: Avaliacdo dos efeitos agudos da transfusdo na
hemodinamica, trocas gasosas, mecanica respiratoria e resposta

inflamatoria pulmonar e sistémica.

Etapa 1:

Esta validacdo envolveu cinco porcos machos da raca Agroceres®,
sendo um deles o animal doador, e os demais receptores. O animal doador,

com peso de 50 kg, foi pré-anestesiado por via intramuscular com midazolam
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(0,3mg/kg), submetido a anestesia inalatéria com halotano na concentracao de
2% administrado em mascara de oxigénio a 100% (Conquest 3000, HB
hospitalar). A seguir, foi instrumentado com cateter venoso central (7F) em
condicOes assépticas e entdo submetido a hemorragia controlada de 25% da
volemia (estimada como peso corpéreo (kg) X 70 mL)*® em 40 minutos. Foram
coletados 1.033 mL equivalentes a duas unidades de sangue total. A coleta do
sangue foi realizada utilizando-se bolsas duplas CPDA-1 (Fresenius Hemo
Care®, Sao Paulo, Brasil), contendo solugéo anticoagulante e preservativa com
citrato de sodio desidratado, acido citrico monoidratado, fosfato de sodio
monobasico mono hidratado, dextrose mono hidratada e adenina, que permite
0 estoque dos GV por até 35 dias. ApOs a coleta destas unidades contendo em
média 450 mL de sangue total, as bolsas foram centrifugadas a 3.300 rotacdes
por minuto (rpm) por 16 minutos a 4°C (centrifuga DAMON/IE Division® DPR-
6000), originando duas unidades de GV com hematdcrito de 68% armazenadas
e estocadas por 14 dias em refrigerador com temperatura controlada (2% 6°C)
(Freze-Fridge Digital Thermometer with alarms “C/F” Alla France).
Adicionalmente, as unidades de GV foram individualmente monitoradas para
temperatura através de um sensor acoplado as bolsas (lbuttom DS1921g,
Maxim-Dallas, Califérnia, USA). Com a finalidade de garantir o suprimento
ininterrupto de energia elétrica, as unidades de GV foram estocadas em uma
sala do laboratorio suprida com gerador. As unidades de plasma foram
descartadas (Figura 1).

O animal foi ressuscitado com 3.000mL de solugcdo salina, a

anestesia foi suspensa e o0 animal enviado para sobrevida no biotério.
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Tipagem Sanquinea e Provas de Compatibilidade

Para assegurar a compatibilidade eritrocitaria da transfusdo de GV
entre os animais foi realizada a tipagem “direta” do sistema A-O, utilizando soro
Anti-A monoclonal (DIAMED, S&o Paulo, Brasil), utilizado rotineiramente na
pratica da clinica transfusional em humanos. Um volume de 50 pL do reagente
(Anti-A) foi adicionado a uma suspensao das hemacias suinas a 3%. Estes
tubos foram centrifugados a 3.400 rota¢des por minuto (rpm) por 15 segundos

(Sero-Fuge® 2002, Becton-Dickson, New Jersey, US) 27 %,

Foi realizada a leitura imediata em temperatura ambiente, e a presenca
de aglutinacdo foi considerada como reacdo positiva. Adicionalmente, foi
realizada prova de compatibilidade entre as hemacias do doador e o soro de
cada animal, adicionando a 100 pL do soro do receptor 50 puL da suspensao de
hemécias do doador. Estes tubos foram centrifugados por 15 segundos a
3.400 rpm (SERO-FUGE®2002, Becton Dickson, New Jersey, US)?”’. Foi
realizada leitura imediata a temperatura ambiente e a presenca de aglutinacao

foi considerada resultado positivo.

Validacao “in vitro”

A validacao das bolsas “in vitro” foi realizada no dia da coleta (basal) e
no 14° dia de estocagem através de mensuracdo dos seguintes parametros:
volume das bolsas (mL), concentracdes de hemoglobina (g/dL) e hematdcrito
(%) dosagem de hemoglobina livre (mg/dL) e determinacdo do indice de

hemolise pelo método da peroxidase®. A porcentagem de hemdlise foi
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determinada pela relacdo entre a hemoglobina livre liberada no plasma e o total
de hemoglobina contida na amostra. O sobrenadante das amostras (5mL)
coletadas das unidades de GV foi obtido através da centrifugacdo a 3500rpm
por 10 minutos e diluido em solucdo salinal:2. Na sequéncia, 10 uL de
amostra deste sobrenadante foi distribuido em duplicata e adicionado 500 uL
de benzidina e 500 uL de peroxido de hidrogénio a 1%, homogeneizado e
incubado por seguido por incubacédo de 10 minutos. A reacéo foi interrompida
com adicao 5uL de solugdo de acido acético, seguido por incubagao de 10
minutos. A absorbancia das amostras foi determinada em espectrofotébmetro
(E2010D, CELM®) sob comprimento de onda de 515nm. O padrdo de
hemoglobina livre foi obtido através da diluicio de 20ul de sangue controle
comercial (Eightchek — 3WPX-TRA, Strech Laboratories USA) em 6,0 mL de
agua destilada.

Amostras de 1mL foram coletadas para mensurar 0os niveis de
hemoglobina e hematécrito. A hemoglobina livre e o indice de hemolise foram

obtidos através dos calculos:

e Hb livre (mg/dL)= [absorbancia da amostra x conc. padrdo (mg/dL) ] x 10/

absorbancia padrao

e indice de Hemolise (%) = Hb livre (g/L) x [100 - Ht(%) ] / Hb total (gL-1)

Também foram mensuradas as concentragbes de potassio, sodio,
glicose e pH das unidades em analisador de gases sanguineos (ABL 735,
Radiometer Copenhagen, Dinamarca). Adicionalmente, para investigacdo de

possivel contaminacdo bacteriana nas unidades, foi realizada coleta de
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8mLdas bolsas de G.V para cultura (BacT Alert, Organon Teknica, New

Hampshire, EUA).

Validacao “in vivo”

Para este experimento, cinco animais machos Agroceres® (sendo um
deles o animal submetido a hemorragia 14 dias antes) foram pré-anestesiados
por via intramuscular com midazolam (0,3mg/kg) e acepromazina (0,5mg/kg).
(Figura 1) Os animais foram intubados e mantidos sob anestesia geral com
halotano (concentracdo média de 2%) em oxigénio a 100% administrado por
circuito semi-fechado do aparelho de anestesia (Conquest 3000, HB Hospitalar)
e ventilados em modo volume controlado (VT= 8 mL/kg) e frequéncia
respiratoria ajustada para uma PaCO; em torno de 35 a 45 mm Hg. O bloqueio
muscular foi realizado com infuséo intermitente de 0,1mg/kg de pancurdnio. A
analgesia foi realizada com a administragéo intravenosa de fentanil (30ug/kg/h).
A adequacdo da profundidade anestésica durante todo o procedimento foi
avaliada através da estabilizacao das variaveis fisiologicas (frequéncia cardiaca
e pressao arterial), auséncia de reflexos (corneal e resposta de flexdo posterior
dos membros) e auséncia de resposta a manipulacdo. Um cateter venoso
central (7F) foi inserido na veia jugular externa esquerda para coleta de
amostras, administracdo de medicamentos e infusdo de fluidos. Foi realizada a
marcacdo de 100g de GV proveniente de uma das duas unidades de G.V,
estocadas ha 14 dias, com 0,7 mL de cromato de sodio radioativo (lote 803 C
20002 IPEN / CNEN / SP calibrado em 01/23/08 com prazo de validade

04/11/08, 185MBq de atividade). Este procedimento foi realizado a temperatura
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ambiente com agitacdo suave e continua durante 20 minutos, e adicdo de
acido ascorbico (200 mg). A amostra foi posteriormente lavada com 1.000
mLde solucéo salina (0,9%) e o material diluido (1/50) em duplicata, para ser
utilizada como referéncia do volume da “massa” eritrocitaria injetada.

Foram injetados nos animais o equivalente a 2,5 mL/kg (0,412 MBqg/kg
ou 0,01mCi/kg) da amostra marcada com o cromato de sédio, correspondendo
a 16 mL nos quatro animais homologos (peso 37-38 kg) e 24 mL no animal
autdlogo (peso 60 kg). As amostras para avaliacdo da viabilidade foram
coletadas nos intervalos de tempo de 5 e 10 minutos e 2, 3, 6, 8, 12 e 24 horas
apos a transfusdo de acordo com o método modificado “early time values
average” (média dos valores iniciais), aonde o tempo “zero” que corresponde a
100% de sobrevida € obtido através da média das contagens iniciais (5 e 10

116 Trés mililitros de cada uma das amostras e da amostra de referéncia

min)
foram contados durante 300 segundos em um contador gama automatico
(Assistente 3 Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA). Os coeficientes de variacao
foram de 0,3%.

As andlises da viabilidade pdés transfusional (VPT) foram realizadas
através da porcentagem de sobrevida das hemacias marcadas com o material

radioativo até 24 horas, que foi determinada como se segue:

e VPT 24 horas (%) = [cpm/mL de hemécias (tempo = 24 horas) X 100] /
cpm/mL de hemécias (tempo = 0 horas)

Onde cpm/mL é a contagem por minuto nos periodos pré-
determinados, corrigidos pelos niveis de hemoglobina e hematécrito no tempo
“zero” (média entre 5 e 10 minutos), quando ocorre a homogeneizagao no

espaco intravascular do cromato de sédio radioativo®?.



Métodos 29

Adicionalmente foi feito o controle da radioatividade livre no
sobrenadante de todas as amostras coletadas dos animais utilizando-se a
mesma metodologia descrita acima.

Apo6s 24 horas foi realizada esplenectomia em todos os animais, sendo
0s bacos submetidos a andlise para identificacdo de sequestro esplénico por
cintilografia em camara de cintilacdo (Siemens Orbiter, Hoffman Estates, IL,
EUA), com colimacéo para energia de 360 kev, fotopico centrado em 320kev e

janela de 20%, com processamento de imagem digitalizada.
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Etapa 2.: Avaliacdo dos efeitos agudos da transfusdo na
hemodindmica, trocas gasosas, mecanica respiratoria e
resposta inflamatoria - Preparacdo dos animais: (Figura 2).

Dezoitos porcos, machos, da raca Agroceres®, peso 68,5 + 3,5 Kg (61-

75 kg) foram utilizados no estudo. Inicialmente, como o estudo seria realizado
com transfusdo de GV e ndo sangue total optou-se por utilizar os animais
independentes da tipagem sanguinea. Todavia observamos que um animal
com provas de compatibilidade positiva evoluiu com eventos adversos
transfusionais, descritos em estudos que utilizavam unidades de sangue total.
A partir deste momento, os animais foram escolhidos de acordo com a
compatibilidade eritrocitaria prévia com as bolsas de GV estocadas por 14 dias.
Os animais foram mantidos em jejum por 18 horas com livre acesso a agua,
pré-anestesiados por via intramuscular com midazolam (0,3mg/kg) e
acepromazina (0,5mg/kg). A inducéo anestésica foi realizada com thionembutal
(12mg/kg) e o bloqueio neuromuscular inicial com brometo de pancurdnio (0,2
mg/kg). A manutencdo da analgesia e sedacédo foi realizada com fentanil (5
ug/kg/h) e midazolam (0,5 mg/kg/h), e o bloqueio muscular mantido ao longo
do experimento com pancurbnio (infusdo continua de 0,075 mg/kg/h). A
adequacdo da profundidade anestésica durante todo o procedimento foi
avaliada através da estabilizacdo das variaveis fisioldgicas (frequéncia cardiaca
e pressao arterial), auséncia de reflexos (corneal e resposta de flexdo posterior
dos membros) e auséncia de resposta a manipulacdo. Quando necessério
“bolus” de 5 pg/kg de fentanil e 0,125mg/kg de midazolam foram administrados.
Os animais foram submetidos & intubacdo orotraqueal (tubo

endotraqueal n° 7) e conectados a um ventilador mecénico (Evita XL- Draeger,
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Lubeck, Alemanha), modo volume controlado (VT= 8 mL/kg e frequéncia
respiratoria ajustada para uma PaCO;, em torno de 35 a 45 mm Hg, presséo
expiratéria final positiva (PEEP)=5 cmH,0 e FiO, necessaria para manter SpO.

2 94%.

Imediatamente antes da disseccéo vascular e a seguir a cada 6 horas,
0S animais receberam um grama de cefalotina endovenosa como profilaxia
antimicrobiana. Na sequéncia foi realizada a disseccdo dos acessos
vasculares, onde, através da veia jugular externa direita, foi introduzido um
cateter de artéria pulmonar (774HF75, Edwards Lifescience, LLC, Irvine,
California, EUA), que foi posicionado por visualizacdo das curvas pressoricas.
Este permitiu medidas de débito cardiaco (DC — L/min) por termodiluicao,
pressfes da artéria pulmonar (mm Hg), pressao venosa central (PVC- mm Hg)
, saturacdo venosa mista de oxigénio (SvO; - %), bem como do volume
diastolico final de ventriculo direito (VDFVD - mL) (Vigilance VD®, Edwards
Lifesciences, Irvine, Califérnia, EUA). A veia jugular externa esquerda foi
dissecada para a introducdo de um cateter (7F) para retirada de sangue
durante a hemorragia controlada, administracdo de medicamentos, infusdo de
fluidos e injecdo de solucédo salina resfriada para calibragcdo do cateter. Um
cateter (PV2015L20, #5F, Pulsion Medical Systems, Munique, Alemanha) foi
posicionado na artéria femoral direita para a coleta de amostras de sangue
arterial, monitorizacdo da pressao arterial sisttmica, mensuracdo da agua
pulmonar extravascular (APev), fracdo de ejecao global (GEF)(%), volume
diastélico final global indexado (GEDVI) (mL/m?) e da variagdo do volume
sistolico (AVS). (PICCO® - Pulse Index Contour Continuous Cardiac Output;

Infinity® PICCO SmartPodTM XL; monitor - Infinity Delta XL, Drager). A



Métodos 33

calibracéo do sistema foi feita com a infus@o de solucéo salina resfriada através
de cateter venoso central. As pressfes sistémicas e pulmonares foram
medidas com transdutores de quartzo (Edwards Critical Care, Irvine, CA, EUA)
e visualizadas continuamente em um monitor multi-modular (Infinity Delta XL,
Drager), que também forneceu os dados de frequéncia cardiaca
(batimentos/min), saturacdo arterial de oxigénio (SaO; - %) e EtCO, (CO, no

final da expiracdo - mm Hg).

Os parametros hemodinamicos listados acima foram medidos
imediatamente antes e 30 minutos apdés a hemorragia controlada,
imediatamente apos o término da ressuscitacdo volémica, e a cada 60 minutos

por até 6 horas.

Os dados respiratérios aferidos foram: complacéncia estatica do sistema
respiratorio (Cest - mL.mm Hg™), resisténcia do sistema respiratério (Rsr - mm
Hg.L *s™), pressdo de pico inspiratério (Ppico — cmH,0), pressdo de platd
inspiratério (Pplat — cm H,0), pressao média de vias aéreas (Pmva — cm H,0),
PEEP (cmH,0), frequéncia respiratoria (fr — ciclos/min), volume corrente (VT -
mL), CO; no final da expiracdo (EtCO, - mm Hg) e fracdo inspiratéria de

oxigénio (FiO; - %), calculados pela média de 5 ciclos consecutivos.

As curvas de pressédo-volume (PV) do sistema respiratorio também foram
avaliadas imediatamente antes da hemorragia controlada, uma, trés e seis
horas ap6s a reposicdo volemica, através de método de baixo fluxo
disponibilizado automaticamente pelo ventilador mecéanico. Os parametros para
realizacdo das curvas PV foram os seguintes: fluxo inspiratorio = 4L/min;

presséo inspiratéria inicial e final de zero e 50 cm H,O respectivamente; VT
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maximo= 2000 mL. Foi estimado o trabalho inspiratorio e expiratério através da
analise das areas abaixo das alcas inspiratoria e expiratéria da curva PV
(SigmaPlot 9). A diferenca entre o trabalho expiratorio e inspiratorio foi
considerada como a energia gasta com a histerese pulmonar. Todas as areas
foram normalizadas para a area do menor retangulo capaz de englobar toda a
curva PV A area deste retangulo foi considerada como a energia potencial
de “estiramento” pulmonar, e foi normalizada devido a heterogeneidade das

propriedades visco-elasticas do sistema respiratério dos animais®'(Figura 3).
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e Pardmetros respiratérios e hemodinamicos: Baseline, hemorragia,
ressuscitacdo e a cada hora até 6 horas apdés o termino da
ressuscitacao.

e Quantificacdo de citocinas por ELISA (IL-1B; IL-6; IL-10 e IL-21);
baseline, T3 e T6 (3 horas e 6 horas apés ressuscitacao,
respectivamente)

e Dosagem de nitrato: baseline, T3 e T6 (3 horas e 6 horas apds
ressuscitacao, respectivamente)

Pulméo

e Quantificacao de citocinas por ELISA e RNAm por RT-qPCR para (IL-1p;

IL-10; IL-21 e TNF-alpha) e iINOS.

e Quantificacao de nitrato
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Exemplo da construcdo da curva PV e calculo das energias

inspiratoria, expiratoria e histerese

Imediatamente apds a monitorizagdo os animais foram submetidos a

laparotomia mediana por uma incisdo de cerca de seis centimetros e atraves

de uma cistostomia foi inserido um cateter para monitorizacdo do débito

urindrio. Um probe de Laser Doppler Fluxometria (Transonic Systems Inc.,

Ithaca, NY, USA) foi posicionado no ileo distal para mensuracao da perfusao

da microcirculagéao

perfundidas)

intestinal

34,99

(unidades arbitrarias de microcirculacao

Apo6s o término do preparo os animais foram mantidos sem manipulacéo

durante uma hora para estabilizagdo.

Durante 0 preparo cirargico e

estabilizacdo, receberam aliquotas de ringer lactato (500 mL a cada 30
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minutos) com o objetivo de garantir normovolemia, a saber: pressao venosa
central (PVC) 2 6 mm Hg, débito urinario = 0,5 mL/kg/h e SvO, = 70%. Apos o
preparo, foi mantida infusdo continua de ringer lactato a 5 mL/kg/h durante todo

0 periodo do experimento.

3.2 Hemorragia controlada e reposicao volémica

Imediatamente apds o periodo de estabilizacdo, os animais foram
submetidos a hemorragia controlada com retirada através do cateter venoso de
25% de sua volemia (estimada como peso em kg X 70 mL)*°. O tempo médio
para a hemorragia foi de 40 minutos. O sangue foi coletado de maneira
asséptica em bolsas contendo solucdo anticoagulante (conforme descrito
anteriormente). Apdés 30 minutos do término da hemorragia, a reposicao
volémica foi realizada em aproximadamente 120 minutos, como descrito a
seqguir:

- Grupo controle (n=9) — reposi¢do volémica com ringer lactato com
volume equivalente a trés vezes o volume do sangue removido (ex: hemorragia
de 900 mL, reposicédo de 2700 mL de ringer lactato).

- Grupo transfusdo (n=9) — reposicdo volémica, durante sessenta
minutos, com duas unidades de concentrado de globulos vermelhos estocados
por 14 dias. Além disso, receberam ringer lactato na quantidade equivalente a
trés vezes da diferenca entre o volume de sangue removido na hemorragia e

aguele reposto na forma de concentrado de heméacias (ex: hemorragia de 900
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mL e reposicéo de 400 mL de concentrado de hemacias, mais infusao adicional
de 1500 mL de ringer lactato).
Apoés o término da reposicao volémica, os animais de ambos os grupos

foram observados e monitorizados por seis horas ou até o obito.

3.3 Coleta e Processamento das Unidades de Sangue Total

As unidades de sangue total foram coletadas e identificadas com o
namero do animal em bolsas duplas CPDA-1 (conforme descrito
anteriormente). No total, cada animal originou duas bolsas de sangue e duas
unidades de plasma. As unidades de plasma foram descartadas e as unidades
de hemécias armazenadas em refrigerador com temperatura controlada (2° a
6° C). Cada animal transfundido recebeu os concentrados de hemacias do

animal submetido a hemorragia controlada em experimento anterior.

3.4 Avaliacdo Laboratorial - Hemograma, Variaveis Ventilatorias e de

Oxigenacéo

Imediatamente antes e 30 minutos ap6s a inducdo da hipovolemia,
imediatamente ap6s o término da ressuscitacdo e a cada 60 minutos até 6
horas a seguir, foram coletadas amostras de sangue arterial para andlise de
variaveis ventilatorias e oxigenacao (pH, PaO,, PaCO,, BE) e mensuracédo do
lactato (ABL 700 Radiometer, Copenhagen, Denmark). Adicionalmente foi
coletado sangue venoso (veia jugular externa) antes da inducéo de hipovolemia

e apoOs a ressuscitacdo para calibracdo do sistema de medi¢cdo continua da
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saturacdo venosa. Antes da inducéo de hipovolemia e ao final do experimento

foi coletada uma amostra de sangue para realizacdo de hemograma.

3.5 Avaliacdo da Resposta Inflamatoria

Coleta do sanque

Amostras de sangue periférico (4 mL) foram coletadas em tubo
contendo EDTA (4 mL) durante todo o experimento. Foram coletadas amostras
nos seguintes momentos: antes da inducdo da hipovolemia, 3 e 6 horas apos a
ressuscitacdo volémica (baseline, T3 e T6). O sangue ficou armazenado em
gelo até centrifugacdo a 2.500x g por 10 min a 4 °C. O plasma foi armazenado
a-70 °C.

Posteriormente, o plasma foi destinado a quantificacdo de proteinas da

resposta inflamatéria e de nitrado.

Coleta dos Pulmoes

Ao final do experimento apos o 6bito por aprofundamento da anestesia,
o térax dos animais foi aberto, os pulm&es excisados e uma fracdo do tecido
pulmonar foi retirada do lobo médio pulmonar direito. O fragmento de tecido foi
colocado em tubo eppendorf (2 mL), mergulhado imediatamente em nitrogénio
liguido e armazenado em freezer -80°C. As amostras de pulméo foram

destinadas posteriormente a quantificacdo de proteinas inflamatorias.
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3.5.1 Concentracéo de citocinas no plasma e tecido pulmonar

As proteinas da resposta inflamatéria Interleucina-18 (IL-1p),
Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-10 (IL- 10), e Interleucina-21 (IL-21), foram
quantificadas pela técnica de ensaio imunoldgico ligado a enzima (ELISA)
baseado em método "sanduiche”. Os kits utilizados e as concentragcoes dos

anticorpos e proteina estao listados na Tabela 1.

Tabela 1- Concentracdo de anticorpos e proteina utilizados na detecgéo por
ensaio imunoenzimatico dos mediadores IL-1p, IL-6, IL-10 e IL-21

Anticorpo de Anticorpo de Curva Padréao

KItELISA zg;m[? Deteccao (ng/mL) I(Dprg/trenl E‘;‘
DuoSet IL1B porco (R&D Systems #DY681) 2 50 4.000 a 15
DuoSet IL6 porco (R&D Systems #DY 686) 038 100 8.000 a 125"
DuoSet IL10 porco (R&D Systems #DY693) 2 200 1.000a 31
Human IL-21 ELISA (eBioscience #88-7216) 1/250 1/250* 2.000a 31"

*Sensibilidade de detecc¢ao

Extracdo de proteinas do pulmao

Para avaliacdo dos mediadores inflamatorios por ELISA inicialmente
foram extraidas as proteinas do pulméo. Para isso, cada 100mg do 6rgéao foi
homogeneizado usando o equipamento Tissueruptor (Qiagen) a baixa

velocidade em 1 mL de uma solucdo contendo coquetel inibidor de proteases

(Roche #11836153001), diluido em PBS Tween 0,05%. Em seguida, a
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suspensdo foi centrifugada 2 vezes por 10 min a 4°C, sendo a primeira
centrifugacdo a 3.000 x g e a segunda a 10.000 x g. O sobrenadante foi

separado e armazenado a -80 °C.

Ensaio imunoenzimatico (ELISA) - Protocolo de ELISA no plasma

e tecido pulmonar.

A quantificagdo das proteinas inflamatérias IL-13; IL-6 e IL-10 foi
realizada seguindo as instrucdes do fabricante (R&D Systems).

Cada poco da placa de 96 “wells” (Nunc #442424) foi sensibilizado com
50 pL do anticorpo monoclonal diluido em PBS (137mM NaCl, 2,7mM KCI,
8,1mM NazHPOq4, 1,5mM KH,PO,4 — pH 7,2), seguido por incubacao “overnight”
a 25°C (Agilent #G2545A) sob agitacdo de 20 rpm (lka #3319000). A fim de
retirar o excesso de anticorpo ndo adsorvido, foram realizadas 5 lavagens
sucessivas com 400 uL de solucéo de lavagem (PBS 0,05% Tween), realizado
entre todas as etapas, exceto apés a adicdo do substrato tetrametilbenzidina
(TMB). Em seguida, adicionou-se 300uL de solugéo de bloqueio (PBS 1% BSA)
por 2 horas a 25°C. Uma curva padrao foi construida a partir de diluicdes
seriadas da proteina recombinante da citocina de interesse (Tabela 1).
Amostras de soro (90% em PBS 1% BSA) foram distribuidas em duplicata
(50ul) e incubadas a 25 °C overnight sob agitacdo. O anticorpo secundario
policlonal biotinilado, diluido em PBS 1% BSA, foi entdo adicionado por 2 horas
a 25°C sob agitacao. Apos incubacéo por 20 minutos com Estreptavidina (R&D

#DY998) diluida 1:200 a 25°C sob agitacdo e ao abrigo da luz, a reacao foi
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revelada com 50 uL de TMB (mistura 1:1 v/v de H,O, e tetrametilbenzidina)
(BD #555214), durante 20 min de incubacdo a 25°C sob agitacdo e ao abrigo
da luz. A reacéo foi interrompida com a adigdo de 25 uL de acido sulfurico 2N
(Merck #1.00731). A absorbancia das amostras foi determinada em
espectrofotdmetro (Sunrise, Tecan) sob comprimento de onda de 450nm.

A quantificacao da citocina plasmatica IL-21 foi realizada com protocolo
semelhante ao descrito acima seguindo as recomendacdes e solucdes
especificas fornecidas pelo fabricante (eBioscience).

Os valores encontrados de densidade optica (DO) foram subtraidos da
leitura do branco (PBS 1% BSA). Os valores de DO encontrados nas amostras
foram interpolados com a curva padrdo através da regressdo polinomial de 42
ordem (PRISM GraphPad Software versdo 5.01). A curva padrao foi incluida
em todas as placas considerando-se duplicata de cada ponto para melhor

reprodutibilidade dos ensaios.

3.5.2 Concentracdes de nitrato no plasma e no tecido pulmonar

Antes da inducdo da hipovolemia e apés 3 e 6 horas da ressuscitacédo
volémica amostras foram coletadas para avaliar a producdo de Oxido nitrico
(NO) no plasma através de um de seus metabdlitos o nitrato. Para tal, utilizou-
se a técnica de quimiluminescéncia por meio do analisador de NO (Sievers,
modelo NOA280, Colorado, EUA). Essa técnica requer a reducdo de nitrato a
NO, o qual reage com o0zoOnio para gerar luz, que € quantificada por

fotomultiplicadoras. Para conversao do nitrato a NO, foi utilizada reacdo com
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cloreto de vanadio (VnCl4) em &cido cloridrico a 95°C. A curva de calibracéo
em niveis multiplos foi realizada por padrao externo (nitrato de sédio — Aldrich,
EUA). Esta técnica foi também utilizada para mensurar a concentracdo de
nitrato no tecido pulmonar, em ambos 0s grupos, logo apdés a morte dos
animais. Amostras de tecidos pulmonares foram coletadas do lobo médio
pulmonar direito, homogeneizadas por lise tecidual com triturador, seguida de
diluichio em 2 mL de tampé&o Tris-HClI 50 mM com PMSF 1 mM e 0,1%
mercaptoetanol. O tecido lisado foi submetido a centrifugacao a 5000 rpm por 5
minutos, a 4°C para remoc¢do de debris e células néo lisadas. O sobrenadante
foi recolhido e submetido a quantificacdo de proteinas por ensaio colorimétrico
(Bradford, Bio-Rad, California, Estados Unidos). Todos os resultados foram

normalizados para a concentracao de proteinas das amostras.

3.5.3 Analise de expressdo de RNAmMm (RNA mensageiro) para
marcadores de resposta inflamat6ria em tecido pulmonar

Extracdo de RNA do tecido pulmonar

O RNA total foi extraido e purificado em colunas por meio do “RNAeasy
Minikit” (Qiagen). Aproximadamente 10 mg de tecido foram misturados com
600 uL solucdo tampédo do kit (RLT) e homogeneizados com auxilio do
Tissueruptor (Qiagen). As amostras foram centrifugadas a 16.000 g por 3
minutos e o sobrenadante (lisado) transferido para um novo tubo. 600 uL de

etanol 100% foram adicionados ao volume recuperado, e aplicados em uma
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coluna com afinidade por RNA (miRNeasy) seguido por centrifugacéo a 8.000 g
por 15 segundos. O RNA aderido a coluna foi lavado com 350uL de solucéo
RPE seguido pela mesma centrifugacéo. 80ul de DNase mix foram aplicados
diretamente a coluna para eliminagdo de uma eventual presenca de DNA na
coluna. Ap6s 15 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, 350uL de
solucéo tampao (RW1) foram adicionados para lavagem da coluna, seguido por
nova centrifugacédo de 8.000g por 15 segundos. A coluna foi lavada mais duas
vezes com 500uL da solucdo tampédo (RPE). O RNA total foi eluido da coluna
com 50uL de agua livre de RNase e centrifugacdo a 8.000g por 1 minuto. As
amostras de RNA extraido ficaram estocadas em freezer a -80°C.

A quantificacdo do RNA extraido e a estimativa do grau de
contaminagcdo por proteinas e sal foram feitas por espectrofotometria nas
absorbancias de 260, 280 e 230nm, respectivamente no equipamento Nanovue
(GE Healthcare). A qualidade da concentracdo do RNA obtido foi verificada
através do fracionamento eletroforético de um pg de RNA de cada uma das
amostras em gel de agarose 1% (“microfluidic chip”) com utilizagdo do
equipamento BioAnalyser (Agilent). Foram considerados RNAs de boa
qualidade amostras que apresentavam as bandas correspondentes aos RNAs
ribossomais 28 e 18S, e nos quais a intensidade da banda 28S era maior ou

igual & da banda 18S.

Sintese de cDNA

A primeira etapa é a sintese do cDNA (DNA complementar), que foi

efetuada com o kit “SuperScript Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR”
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(Invitrogen). Trés microgramas de cada um dos RNAs extraidos foram
incubados a 65°C durante 5 minutos na presenca de 1ulL de oligo (dT), e 1uL
de dNTP mix [10mM], em volume final de 10uL. As amostras foram colocadas
no gelo e em seguida foram adicionadas as mesmas: 2uL de RT Tampao
[10X], 4uL de MgCl, [25mM], 2uL de DTT [0,01M], 1uL de RNAse OUT
[40U/uL], e 1uL da enzima SuperScript Il RT (200 U/uL. As reacdes foram
incubadas a 50°C por 50min e depois a 85°C por 5min. Ao final da reacéo, foi
adicionado 1uL de RNase H em cada amostra seguido por incubacao a 37°C

por 20 minutos. As amostras de cDNA foram armazenadas a -20°C.

Ensaio de PCR em tempo real (Tagman)

A avaliacdo da expressdo de RNAmM em tecido pulmonar foi realizada
por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real em equipamento SDS
7900 (gRT-PCR) utilizando a quimica Tagman® (Applied Biosystems). Os
RNAmM pesquisados, assim como as respectivas sondas (probes) e iniciadores
(primers) estao descritos na tabela 2.

Cada cDNA (2 uL) foi submetido a reacdo de PCR com 1uL de Assay
20X (conjunto de primers e sonda TagMan), 10uL de Tagman Universal
MasterMix [2x] em volume final de 20uL. No termociclador ABI-7900 (Applied
Biosystems) as reacfes aconteceram nas seguintes condi¢cdes: 50°C por 2min,

95°C por 10min, 40 ciclos de 95°C por 15s e 60°C por 1min.
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Tabela 2 — Iniciadores e sondas utilizadas na deteccédo da expressao de
RNAs mensageiros por PCR em tempo real

Iniciadores suino-especificos utilizados na PCR em tempo real

Sequéncia dos Iniciadores e Sondas confeccionados

Seqiiéncia (5'-3")

IL-1B sense GGTTTCTGAAGCAGCCATGG

IL-1B antisense GATTTGCAGCTGGATGCTCC

IL-1B Probe 5'(FAM)-AAAGAGATGAAGTGCTGCACCCAAAACCTG-(TAMRA)3'
IL-10 sense TTGGAGCTTGCTAAAGGCACT

IL-10 antisense CGGCGCTGTCATCAATTTCT

IL-10 Probe 5'(FAM)-CACCTCCTCCACGGCCTTGCTCTT-(TAMRA)3'

Iniciadores e Sondas adquiridos comercialmente (Applied BioSystems)

Assay 1D
IL-21 Ss03384710_ul
TNFa Ss03391318_g1
NOS2 Ss03374608_ul
HPRT1 Ss03388274_m1
GAPDH Ss03375629_ul

Legenda : Hprt - hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferase; GAPDH - gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase

As intensidades de fluorescéncia registradas ao longo de cada ciclo da
PCR foram analisadas no programa SDS Software (versdo 2.3). A partir de um
grafico de intensidade de fluorescéncia em funcdo do numero de ciclos de
amplificagéo, definimos manualmente um limiar (threshold), onde a intensidade
de fluorescéncia é estatisticamente diferente da fluorescéncia de fundo
(background) e a curva encontra-se na fase logaritima de amplificacéo. O ciclo
da reacdo onde a fluorescéncia da amostra intercepta o threshold € chamado

Ct (cycle threshold), e a comparacdo da expressdo génica de diferentes

amostras € feita através da comparagdo entre os Cts. Amostras com Cts
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maiores apresentam menores quantidades do gene alvo no cDNA molde inicial

na reacao.

Calculo da Expressao Génica Diferencial

A diferenga entre os valores de Ct (ACt) entre as amostras, apos
normalizacdo com genes de expressdo estavel, reflete sua expressao
diferencial. Todas as reacbes foram realizadas em duplicata e foram
consideradas aceitaveis reacdes cujo desvio padrdo entre as duplicatas fosse
menor que 0,5. A média dos valores de Ct das duplicatas foi considerada para
o calculo da expressao diferencial. Como normalizador das quantidades de
cDNA molde, foi amplificado de todas as amostras o transcrito dos genes de
expressdo constitutiva Hprt (hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferase) e
GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase). A normalizacéo dos dados de
expressao génica foi realizado utilizando-se a média dos Cts encontrados para

esses dois genes dentro de cada amostra.

3.6 Andalise Estatistica

Este foi o primeiro estudo em nosso meio validando a transfusdo de
glébulos vermelhos estocados homélogos em modelo suino e avaliando os
efeitos agudos hemodinamicos, respiratorios e inflamatérios da transfuséo.
Desta forma, este estudo foi considerado exploratério, sendo assim nao foi

realizado calculo do tamanho amostral.
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As variaveis evolutivas (hemodinamicas e respiratérias) sao
apresentadas como média e desvio-padrédo (DP) e graficos apropriados, e
analisados inferencialmente via analise ndo paramétrica para dados com
medidas repetidas; a opc¢do por esta metodologia deve-se ao fato de
estudarmos um numero pequeno de animais em cada grupo e realizarmos
medidas repetidas. Esta metodologia é mais flexivel e apresenta resultados
robustos para as andlises de diversos tipos de estudos longitudinais™3. Além
disso, esta metodologia possui vantagens como: a ndo necessidade da
suposicdo de um modelo particular, a robustez quanto a presenca de “outliers”,
relativa precisdo quando ha um tamanho amostral pequeno e a fécil
interpretacdo das hipdteses™3. Em todas as varidveis foram testadas as
hipéteses que comparam 0s cinco momentos avaliados (baseline, poés-
hemorragia, 1, 3 e 6 horas ap0s ressuscitacdo volémica). Nas comparacdes
multiplas foi aplicada a corre¢cdo de Bonferroni para garantir maior controle do
erro do tipo I. Para a interpretacéo dos resultados utilizamos os efeitos relativos
de tratamento (RTE) e seus respectivos intervalos de confianca, com 95% de
confianga. Em que os valores dos RTE encontrados em determinado tempo e
grupo podem ser interpretados como probabilidades. RTE maiores que 0,5
indicam que os valores observados naquele grupo (controle ou transfuséo),
naquele tempo (baseline, p6s hemorragia, 1 hora, 3 horas ou 6 horas) tendem
a ser maiores do que as respostas globais.

Os dados néo evolutivos, como as citocinas inflamatorias pulmonares
foram comparadas através do teste t de Student. As concentragcfes de nitrato
pulmonar e plasmatico foram avaliadas com teste de Friedman e Mann-

Whitney; a analise post-hoc foi realizada com teste de Tukey HSD. Os dados



Métodos 52

referentes a validacdo das bolsas de globulos vermelhos foram realizados com
o teste ndo paramétrico de Wilcoxon para comparacdo de duas amostras
pareadas. O nivel de significancia estatistica considerado foi de 5% com testes
bi caudais e as analises foram realizadas utilizando os softwares SPSS 13.0, R
(versdo2. 15.2) (http://www.ime.usp.br/~jmsinger/anova_npar.zip) e o pacote
estatistico 2.0 SigmaStat comercialmente disponivel (Systat Software, San

Jose, CA, EUA) .


http://www.ime.usp.br/~jmsinger/anova_npar.zip

4. Resultados
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4.1 Etapa 1 - Validacdo da transfusdo de concentrado de globulos
vermelhos homélogos, estocados por 14 dias

4.1.2 Validacao “in vitro” das unidades de GV

A validacao “in vitro” das 02 unidades de GV de suinos armazenados em
bolsas de sangue utilizadas em humanos demonstrou que as unidades de
glébulos vermelhos estocadas por 14 dias mantiveram hematocrito constante
(68,4+0,64% e 68,2+1,41%), menor volume (179,7 mL +23,55) e concentracdo
de hemoglobina (22,4 +0,14 g/dL) quando comparados aos obtidos em
humanos®’ 29730,

Os valores de sédio (119+1,41 mEg/L), potassio (32,1+1,06 mEqg/L), pH
(6,9+0,04) e indice de hemdlise (0,1+0,01%) encontrados no 14 dia de
estocagem foram similares aos valores encontrados em glébulos vermelhos

humanos no Gltimo dia de estocagem®"?°"*. N&o houve queda nos niveis de

glicose e o0 pH manteve-se constante.(Tabela 3).
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Tabela 3 - Validagéo das unidades de GV ‘in vitro”

Unidades Periodo Volume HT Hb Hb total Indice K* Na* pH Glicose
(02 V) Estocagem (mL) (%) (g/dL) (9) Hemodlise (mEg/L) (mEg/L) (mg/dL)
(%)
Basal 179,7+ 23,55 68,4+0,64 22,4+0,14 40,315,53 0,05+0,04 3,440,21 144,5+0,71 7,03+0,09 345,5+20,51
Média
+ DP.
14 dias 165,9 £29,98 68,2 +1,41 22,2+0,21 36,8+6,99 0,1+0,015 32,1+1,06 119+1,41 6,93+0,04 366,5+5,66

Legenda: HT: hematécrito; Hb: hemoglobina.

Na tabela 4 observamos os resultados dos grupos sanguineos e as
provas de compatibilidade do animal doador (animal 1) com os receptores
(animais 2,3,4 e 5). As provas de compatibilidade resultaram negativas entre o
doador e 0s cinco receptores em temperatura ambiente (um autélogo e quatro

homélogos).

Tabela4 - Grupos sanguineos e provas de compatibilidade

DIAMED
Soro Anti-A Possivel Grupo Prova de
Monoclonal Sanguineo Compatibilidade
Animal 1% Negativa O ounulo Negativa
Animal 2 4+ A Forte Negativa
Animal 3 Negativa O ou nulo Negativa
Animal 4 4+ A Forte Negativa
Animal 5 1+ A Fraco Negativa

Legenda: *autdlogo
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4.1.3 Validacao “in vivo”

A figura 4 demonstra a sobrevida das hemacias marcadas com cromo
24 horas apos a transfusdo. Houve recuperacado de 97,5% * 19 das hemacias

transfundidas.

Adicionalmente foi realizada a dosagem de radioatividade livre no
sobrenadante das amostras, a qual foi negativa. A porcentagem de
radioatividade livre no sobrenadante nas amostras de 5, 10, 120, 180, 360,
480, 720 e 1440 minutos foi de 1,1+0,1%, 1,1+0,2%, 1,0+0,2%, 0,9+0,2%,
0,7+0,1%, 1,3+1,2%, 0,8t0,3% e 09+ 0,4 (p = nado significativo),

respectivamente.

Os resultados foram negativos para sequestro esplénico em todos os

animais analisados.

As culturas bacterianas das bolsas foram negativas.
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Figura4 - Viabilidade “in vivo” de heméacias marcadas com cromo até 24
horas pos-injecao

4.2 Etapa 2 - Avaliar os efeitos agudos da transfusao de glébulos
vermelhos estocados no transporte de oxigénio, mecanica
respiratéria e resposta inflamatéria pulmonar e sistémica da
hipovolemia experimental

Foi realizado controle de qualidade das unidades ‘in vitro” das 16 unidades de

GV estocadas no dia da coleta e no 14° dia de estocagem. O volume médio

das unidades transfundidas foi de 235,2 + 22,5 mL, com hematoécrito de 71(%)

+ 2,9, hemoglobina total de 52,21+6,199g e indice de hemdlise de 0,5%z0,15.

(Tabela 5)

Foram realizadas tipagens sanguineas de todos os doadores e receptores

(Tabela 6). Todas as provas de compatibilidade resultaram negativas.
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Tabela5- Controle de qualidade ‘in vitro” das unidades de GV

Parametros Periodo N Valor Percentil
Analisados o5 50 75
(Mediana)
Volume Baseline 16 249,3 + 44 221,6 249,3 259,6
(mL) 14 dias 16 235,2 + 22,55 215,5 2457 249,6
HT (%) Baseline 16 73,3+ 3,46 70,4 74,1 76,3
14 dias 16 71,1 +2,92 68,1 71,5 73,9
Hb (g/dL) Baseline 16 23,3+1,41 22,3 23,5 24,3
14 dias 16 22,2 + 1,47 21,6 22,4 23,1
Hbtotal (§)  Baseline 16 55,8 + 6,59 51,1 58,1 60,7
14 dias 16 52,2 + 6,19 48,0 52,3 57,5
Hb livre Baseline 16 31+9,31 22,8 29,4 40,7
(mg/dL) 14 dias 16 112,5 + 31,43 84,0 111,8 129,9
indice de Baseline 16 0,1+0,04 0,1 0,1 0,1
hemolise 14 dias 16 0,5+ 0,15 0,4 05 0,6
(%)

Legenda: HT: hematdcrito; Hb: hemoglobina.

Tabela6 - Tipagem Sanguinea e Provas de Compatibilidade

DIAMED
Soro Anti-A Possivel Grupo Possivel Grupo Prova de
Monoclonal Sanguineo Sanguineo Compatibilidade
Receptor Doador
Animal 4 Positiva A A Negativa
Animal 5 Positiva A A Negativa
Animal 9 Positiva A O ou nulo Negativa
Animal 10 Positiva A A Negativa
Animal 13 Positiva A O ou nulo Negativa
Animal 14 Positiva A A Negativa
Animal 15 Negativa O ou nulo O ou nulo Negativa

Animal 16 Positiva A A Negativa
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4.2.1 Hemorragia

O volume de hemorragia media dos animais foi de 1083,7 + 100,8 mL
que correspondeu a 22,6 +1,69% da volemia estimada. Isto resultou em um
pequeno decréscimo dos niveis de hemoglobina de 10,36+ 0,78g/dL para 9,99+

1,17 g/dL e de HT de 32,3+ 2,67 para 30,9+ 3,55%.

4.2.2 Parametros Hemodinamicos e de Oxigenacéao

Apenas 16 dos 18 animais analisados foram incluidos neste estudo.
Um dos animais do grupo controle foi excluido devido a dificuldades técnicas
com 0s equipamentos de monitorizacdo durante o experimento. Um animal
com tipo sanguineo ndo A (O ou nulo) recebeu duas unidades de GV do tipo A
(tabela 7) com prova de compatibilidade positiva, evoluiu 1 hora apés a
ressuscitacédo volémica com queda de 86% da PaO,/FiO, (48 mm Hg ), 57%
da complacéncia do sistema respiratério (21,1 mL.mm Hg™) e aumento de 110
% da resisténcia do sistema respiratério (14,5 mm Hg.L's® ), e 60 % da
pressao de artéria pulmonar média (48 mm Hg) em relacdo ao baseline,
evoluindo com insuficiéncia respiratéria, hematudria, anuria, sangramento
lacrimal e queda na contagem plaquetéaria, sem sinais de hemdlise até o final

do procedimento. (Tabela 7)
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Tabela7 - Animal excluido do estudo®

Variaveis Baseline Hemorragia lhora 3 horas apoés 6 horas ap6s
Apds Ressuscitacéo Ressuscitacéo
Ressuscitacao volémica volémica
volémica
PAM (mm Hg) 80 75 119 115 102
PVC (mm Hg) 14 12 14 16 16
PAPmM (mm Hg) 30 48 50 53
SVO,; (%) 79 41 13 22 9
FiO, (%) 0,25 0,25 100 100 100
PaO, (%) 85,5 83 47,7 69,7 38,5
PaO,/FiO, 342 332 48 69,7 38,5
Cest (mL.mm Hg™) 48,2 - 21,1 21,8 18
Rsr(mL.mmHgL-1s™Y) 6,8 - 145 14,4 14
Hb 9,4 - - 11,8 12,8
Ht (%) 30,9 - - 36,8 40,9
Plaquetas 352 - - 86 78

*Provas de Compatibilidade Eritrocitarias Positivas

Legenda: PAM= pressédo arterial média; PVC= pressado venosa central; PAPmM= pressao de
arteria pulmonar média; SvO, = saturagdo venosa mista de oxigénio; FiO, = fracdo inspirada de
oxigénio; PaO, pressao arterial de oxigénio; Cest: Complacéncia estatica do sistema
respiratorio; Rsr= resisténcia do sistema respiratorio.

Os demais animais (n=16) foram analisados. Demonstramos nas
figuras 5 e 6 e na tabela 8, os efeitos da transfusdo de GV nos parametros
hemodinamicos, de oxigenacao, perfusdo e laboratoriais. Como esperado a
hipovolemia foi associada a reducao significativa do indice sistolico (p<0,001),
pressao arterial média (p <0,001), SvO,% (p<0,001), PVC (p=0,05), ITSVD
(p<0,001) e ITSVE (p<0,001) (Figura 5, Painel A, B, C, D, E, F) em ambos os
grupos. Adicionalmente, a hipovolemia aumentou significantemente a AVS

(p<0,001) (Figura 5, Painel G). Em ambos o0s grupos a reposicao de
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cristaldides, associado ou nao a transfusédo de GV, levou a recuperacao parcial
ou completa dos parametros hemodinamicos. Entretanto, o grupo tratado com
transfusdo de GV apresentou um aumento dos valores de SvO, (Figura 5
Painel C) e CaO, (Figura 6 Painel A). Adicionalmente houve um aumento
significativo do nivel de hemoglobina e hematécrito (p<0,001) (Figura 6 Painel
B, C) do grupo transfundido comparado ao controle apdés a transfusédo e
durante todo o experimento mostrando assim a viabilidade dos GV estocados.
A transfusdo nao influenciou significativamente a microcirculacdo avaliada
através da técnica de Laser Doppler fluxometria. (Figura 6 Painel D) e da

dosagem de lactato (Figura 6 Painel E).
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Painel A - Indice Sistolico (mL/bat/m?)

Perfis individuais de cada animal por grupo
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Painel B - Pressao Arterial Média (PAM) (mm Hg)

Perfis individuais de cada animal por grupo
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Painel C - Saturagédo Venosa Mista de Oxigénio (%)

Perfis individuais de cada animal por grupo
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Painel D - Pressao Venosa Central (PVC) (mm Hg)

Perfis individuais de cada animal por grupo
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Tempo Tempo

Efeito Relativo de Tratamento (RTE)
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* P<0.05 vs baseline $P<0.05 vs hemorragia
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Painel E - ITSVE [(mL.mm Hg)/kg.bat)]

Perfis individuais de cada animal por grupo

Controle

Transfusao
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Painel F -  ITSVD [(mL.mm Hg)/kg.bat)]

Perfis individuais de cada animal por grupo

ITSVD
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* P<0.05 vs baseline $P<0.05 vs hemorragia
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Painel G - Variacao de Volume Sistdlico (AVS) (%)

Perfis individuais de cada animal por grupo

Controle Transfusao
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* P<0.05 vs baseline

Figura5- Parametros Hemodinamicos Evolutivos dos grupos durante o
estudo
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Painel A - Conteudo Arterial de Oxigénio (CaO,) ( mL/dL)

Perfis individuais de cada animal por grupo

Controle Transfusao

baseline  pés hemorragia 1h 3h 6h baseline  pés hemorragia 1h 3h 6h

Tempo Tempo

Efeito Relativo de Tratamento (RTE)
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* P<0.05 vs baseline #P<0.05 vs controle
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Painel B - Hemoglobina (g/dl)

Perfis individuais de cada animal por grupo

Controle Transfusao

baseline  pés hemorragia 1h 3h 6h baseline  pés hemorragia 1h 3h 6h

Tempo Tempo
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* P<0.05 vs baseline $P<0.05 vs hemorragia #P<0.05 vs controle
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Painel C- Hematdcrito (%)

Perfis individuais de cada animal por grupo

Controle Transfusao
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* P<0.05 vs baseline $P<0.05 vs hemorragia #P<0.05 vs controle
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Painel D -

Unidades de Microcirculagéo Perfundidas (UMcP)

Perfis individuais de cada animal por grupo
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Painel E - Lactato (mEg/L)

Perfis individuais de cada animal por grupo
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© ©°
1S IS
1S 1S
Q Q
@© ©
4 4
baseline  pés hemorragia 1h 3h 6h baseline  pés hemorragia 1h 3h 6h
Tempo Tempo
Efeito Relativo de Tratamento (RTE)
Lactato(mEq/L)
e
: /I
o
s
© |
o
w §
& §
<
o
\ Controle
o~ Transfusdo
o 7| *§
*§¥
e |
=
T T T T T
baseline pos hemorragia 1h 3h 6h
Tempo
* P<0.05 vs baseline $P<0.05 vs hemorragia ¥P<0.05 vs 1 hora

Figura6 - Parametros de Oxigenacdo e Perfusdo Tissular evolutivos dos

grupos durante o estudo
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Tabela 8 - Varidveis Hemodinamicas e Laboratoriais dos Grupos Durante o Periodo do Estudo
Variavel Grupo Baseline  Hemorragia 1 hora 3 horas 6 horas Valor de p
Controlada ressuscitacao ressuscitacao ressuscitacao
FC (bpm) Transfusdo 112 +16 118 +18 115+12 119+12 124 + 14 0,006 "
Controle 109 +27 134 + 33 131+ 30 141 £ 31 135+24 0,269%
PAM (mm Hg) Transfusdo 133+ 16 91 +18* 131 +10°% 123 £10 116 + 11* 0,001 "
Controle 126 + 14 102 + 11* 120 +22°8 113 13" 104 + 14 0,156
A VS (%) Transfusdo 15+5 24 + 4 23+5" 21+1" 21+5 <0,001"'
Controle 15%4 2+ 4 20+ 6 175 18+5 0,037 &
Fracdo Ejecdo Global Transfusdo 32+4 25+ 5° 33+6 31+3° 28 +7 <0,001"
Controle 305 23+4 32+5° 32+ 3 28 +3' 0,284 &
VDFGI Transfusdo 557 +99 449 £ 87 512 £ 60 504 £ 79 499 £44,3 <0,001"
Controle 630139 507 + 148" 552 + 131 530 + 119" 529 + 131 0,165%
PAPO (mm Hg) Transfusdo 8=+4 7T+4 9+3 8+3 8+4 0,030'
Controle 7%2 5+2 8+3 7+2 7+4 0,394%
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Tabela 8 - Varidveis Hemodindmicas e Laboratoriais dos Grupos Durante o Periodo do Estudo (Continuacgéo)

Variavel Grupo Baseline Hemorragia 1 hora 3 horas 6 horas Valor de p
Controlada ressuscitagdo ressuscitacdo ressuscitagao

RVSI Transfusdo 101+ 32 110 +31 115+ 30 98 + 17 99 + 22° 0,003 "

[dynas.s™.(cm5™t.kg™]
Controle 90+ 25 101 + 33 87+ 26 77 +18° 69 + 18" ¥ 0,05%

ITSVE Transfusdio 1,6+0,3 0,6 +0,.2° 1,3+0,2"8 13+01"8 1,1+0,.2"8 <0.001"
[(mL.mm Hg)/kg.bat)]

Controle  1,7+03  08%03 13+04° 12402 12402 0,417¢

PAPmM Transfusdo 26+ 17+7 25+5 27+ 8° 27 + 6° 0,001 "

Controle 26 * 19+£5 23x4 268 227 0,571%

PVC (mm Hg) Transfusdo +2 + 9 6+18 7+28 7428 <0,001 "

Controle + +9* +28 +28 +28 0,062%

RVPI Transfuséo 13+£3 12+6 14+3 157 172 0,587 "

[dynas.s™.(cm®™'.kg"] Controle 13+5 14+7 11+4 14+9 10+5 0,168 &
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Tabela 8 -

Variaveis Hemodinamicas e Laboratoriais dos Grupos Durante o Periodo do Estudo (Continuacao)

Grupo Baseline  Hemorragia 1 hora 3 horas 6 horas Valor de p
Controlada  ressuscitacao ressuscitacio ressuscitacao
Transfusdo  0,25+0,08 (gg9+00g° 020+0,07°  0,23+0,09° 0,21 +0,09° <0,001"
[(mL.mm Hg)kg.bat )] Controle  029+0,05 (14+005" 023+007°  0,25+0,03° 020+004"  0209¢
Transfusio 67,8432 535454* 684%767°  668+56° 63,8 +6,5° <0,001 "
Controle  61,1+6,8 50,9+8 517496 57,7 +7,48 53,4 +11,8 <0,001%
Fluxo urinario Transfusdo 1,7+09 0,7+06 23+09° 24+17° 1,8+0.8°% 0,001 *
Controle 3417 q5409" 30+21 26+1.7 1,9+0.9 0,128%
Balanco hidrico cumulativo (mL/Kg)  Transfusédo 206 - o8 + 7 37+ 6" 46 +6€ <0,001"
Controle 2043 - 434 50 + 8™ 59 +11°% € <0,001%
Transfusdo  2,0+0,7 21+0.7 17+05" 1,4+04% 12+0,2*° <0,001"
Controle 21+09 26+06 1,7+06 1,3+0,5° 1,3+0,5° 0,767%
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Tabela 8 - Variaveis Hemodinamicas e Laboratoriais dos Grupos Durante o Periodo do Estudo (Continuacao)
Variavel Grupo Baseline Hemorragia 1 hora 3 horas 6 horas Valor de p
Controlada  ressuscitagdo ressuscitacio ressuscitacio
BE Transfuséo 41+36 15+43 3,8+26 39+£32 43127 0,004 "
(mEg/L) Controle 57+1,8 44+272" 50+1,7 57+2,0 6,3+2,2° 0,202 &
pH Transfusao 7,48 £ 0,05 7,46 + 0.05 7,47 £ 0.04 7,46 + 0.05 7,47 £ 0.05 0,357"
Controle 7,49 £ 0.05 7,47 £ 0.04 7,48 £ 0.03 7,46 £ 0.04 7,49 + 0.03 0,594 &
Hematdcrito Transfusdo ~ 33,1+272 30,9 +1.4" 332287 34,7 +3,3% 35,3+2,8" <0,001"
Controle  30,3+51  231%42 315+52" 31,5+3,01 281+29 <0,001*
Hemoglobina Transfusdo 10,7 £0,7 9,9+05" 10,7 + 0,9 11,3+1,1% 11,4 +1,0™ <0,001%
Controle 100+07  93=%11 71+0.7" 90+ 1,1 9,0+1.2 0,001%

Analise ndo paramétrica para dados com medidas repetidas " efeito tempo; & efeito grupo;

Interagdo grupo X tempo: RVSI P = 0,037; RVPI p=0,032; Hb e HT p<0,001; Balango hidrico cumulativo p <0,001

Analise post-hoc com correco de Bonferroni:*P < 0.05 vs baseline ° P < 0.05 vs hemorragia * P < 0.05 vs controle ¥P < 0.05 vs 1 hora pds ressuscitagdo e € P<0.05 vs 3 horas p6s

ressuscitagdo.

FC: Frequéncia cardiaca; PAM: Pressdo arterial média; A VS: Variacdo de Volume Sistolico; VDFGI: Volume diastélico final global indexado; PAPO: Pressdo artéria pulmonar ocluida;
RVSI: Resistencia vascular sistémica indexada; ITSVE: indice de trabalho de ventriculo esquerdo; PAPm: Pressdo de artéria pulmonar média; PVC: Pressdo Venosa Central; RVPI:

Resisténcia vascular  pulmonar indexada; ITSVD :

indice de trabalho de ventriculo direito; SVO, :

saturacdo venosa de oxigénio e BE:

Excesso de base
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4.2.3 Parametros Respiratérios

Na tabela 9 e Figura 7, Painel A, B,C, D e E descrevemos os efeitos da
transfusdo de GV na funcdo respiratoria. Nao houve diferenca na relacéao
PaO,/FiO, entre os grupos. Nao foi possivel identificar qualquer efeito agudo
significativo da transfusdo de GV na funcéao pulmonar nos diversos parametros
avaliados.

Ndo foi também observado alteracdo na mecanica respiratoria
avaliada através da complacéncia estatica e resisténcia respiratoria entre os
grupos estudados (Figura 7 Painel D, E). Houve uma diminuicdo significativa
da energia de histerese (Figura 7, Painel G) (p=0,002) no grupo transfuséo
quando comparado ao controle 6 horas apdés a ressuscitacdo (Tabela 9).
Observamos ainda uma tendéncia a diminuicdo da energia inspiratéria apos a
primeira hora da ressuscitacdo volémica no grupo transfuséo (Figura 7, Painel
F). Nao obsevamos diferenca significativa na agua extravascular pulmonar
durante os tempos e entre os grupos (Figura 7, Painel H). Interessantemente o
grupo controle apresentou um aumento significativo no balanco hidrico
cumulativo (Figura 7 Painel 1) 1 e 3 horas ap0s a ressuscitacdo normalizando 6

horas apds a transfuséao.

424 Parametros Inflamatérios

As concentracdes plasmaticas das diversas citocinas avaliadas antes e

apos a transfusdo de GV mostraram-se abaixo dos limites de deteccao do teste

ELISA na maioria dos animais estudados sugerindo auséncia de inflamacao
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sistémica significativa. Na Figura 8 Painéis A - D encontram-se as
concentracdes de citocinas dosadas no tecido pulmonar. Novamente ndo foram
encontradas diferencas entre os grupos transfundidos e nao transfundidos.
Observamos uma pequena diferenca, mas estatisticamente significante entre
0s grupos transfundido e controle na quantificacdo do mMRNA da iINOS ((oxido
nitrico sintetase induzida) e IL-21 no tecido pulmonar, com o dobro de aumento
no primeiro e um decréscimo de 50% no ultimo no grupo transfundido (Figura
9).

A concentracdo de nitrato no plasma esta demonstrada na figura 10,
Painel A e o unico efeito observado encontrado foi uma modesta diminuicdo

apos 3 horas apenas no grupo transfundido (Figura 10, Painel B).
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Tabela 9 - Parametros Respiratérios dos Grupos durante o Periodo do Estudo
Variavel Grupo Baseline Hemorragia 1 hora 3 horas 6 horas Valor de
Controlada ressuscitagao ressuscitacdo ressuscitacéo p
Pa0, Transfus&o 94 + 14 94 +12 83+ 15 78 +17% 73+13°° 0.011"
(mm Hg) Controle 90 + 15 87 + 14 85 + 14 86 + 24 77+26 0.974 %
FiO, Transfusao 0.25+£0.03 0.25 +£0.02 0.26 £ 0.02 0.27 £0.04 0.35+0.26 0.006 "
Controle 0.26 £ 0.03 0.26 £ 0.03 0.3£0.08 0.33+£0.12 0.31+£0.07 0.213 &
PaO,/ FiO, Transfuséo 381+ 44 373+31 317+49° 289 +69 ** 255+86 ° <0,001 '
Controle 344 £ 70 332 £ 80 293 £ 78 269 + 65 ° 248 + 74’8 0,232%
PaCoO, Transfusao 37+ 6 35+4 37+4 39+3 39+4 0.0811
(mm Hg) Controle 38+8 38+2 385 42+ 4 39+4 0.196 &
CO;expirado Transfusao 3414 34+5 36+3 38+2 38+3 0.123°7
(mm Hg) Controle 39+3 38+ 3 375 39+2 376 0.084 &
Frequéncia Transfusdo 16 +2 16 +2 15+2 15+2 15+2 0.204"
Respiratoria (rpm) Controle 17+4 18+3 18+3 17+3 17+2 0.291 &
Ppi (cmH,0) Transfusdo 21+1 20+2 22+ 4 25 + 7% 26+8° 0.001"
Controle 255 23x5 24+ 4 267 275 0.229%
Pplatd (cmH,0) Transfusdo 18+1 172 18+ 4 19 + 5 20 + 6 0.015"
Controle 18+4 18+4 18+3 204 204 0,831 &
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Tabela 9 - Parametros Respiratérios dos Grupos durante o Periodo do Estudo (Continuacao)

Variavel Grupo Baseline Hemorragia 1 hora 3 horas 6 horas Valor de
Controlada ressuscitacdo ressuscitacdo ressuscitacdo p
Pressdo Média Transfusao 10£04 10£05 101 10£16 11+£27 0.036 "
(cmH,0) Controle 11+16 1117 11+14 11+16 12+1 0.065 &
Complacéncia Transfus&o 44 +5 49+9 46 + 10 43 + 128 42 + 138 0.018"
estatica Controle 46 +15 44 +9 41+8 38+ 10 37+10 0.304 &
(mL'mm Hg ™)
Resisténcia Transfusao 7,1+19 6,6+1,8 1,7%2 8,125 8,7+2,6 0.020 "
Respiratoria Controle 76+14 75+22 7,721 8,7+ 2,7° 9,4+28 0.579 &
(mm Hg L*s™)
Energia Transfuséo 5%6+2 0 - 56 +2 54 + 2¥ 53 + 1x* 0.02"
Inspiratdria (%0) Controle 57+3 - 57 +2 57+6 57+5 0.172 &
Energia Transfus&o 43+4 e 43+3 41+2 40+3* 0.007 "
Expiratoria (%) Controle 40+7 - 42+6 36+4 35+4 0.002%
Energia de Transfusio 13+4 e 13+3 13+2°8 13+3"* 0.246 "
Histerese (%) Controle A A — 15+5 21+7 21+5 0,006%
Volume Extravascular
APev Transfuséo 6.3+1 5.4+0,7 6.4+1.2 6.8+16° 6.5+0.9° 0.004 "
(mL.Kg-1) Controle 8+2 73+21 79+28 8+26 79+25 0,037 &

Analise ndo paramétrica para dados com medidas repetidas " efeito tempo; & efeito grupo;

N4o houve interagio grupo x tempo. Analise post-hoc com correcéo de Bonferroni *P < 0.05 vs baseline P < 0.05 vs hemorragia * P < 0.05 vs controle *P < 0.05 vs 1 hora pés
ressuscitacdo. A energia inspiratdria, energia expiratdria e energia de histerese foram calculadas utilizandoa curva Pressdo VVolume do sistema respiratorio através da area do
retangulo contendo a curva PV. Todas as areas foram normalizadas para a area do menor retangulo capaz de englobar toda a curva PV. Ppi: pressdo de pico; Pplat6: presséo de
platd; Cestat: Complacéncia estatica do sistema respiratério; APev agua extravascular pulmonar indexada.
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Painel A - Relacdo PaO,/ FiO, (mm Hg)

Perfis individuais de cada animal por grupo
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Painel B - PaCO, expirado (mm Hg)

Perfis individuais de cada animal por grupo.
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Painel C -

Pressao de Pico Inspiratério (cm H,0)

Perfis individuais de cada animal por grupo.
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Painel D -

Perfis individuais de cada animal por grupo.
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Painel E - Resisténcia do Sistema Respiratrio (mm Hg.L-1s™)

Perfis individuais de cada animal por grupo.
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Painel F -  Energia inspiratoria ( %)

Perfis individuais de cada animal por grupo.
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Painel G - Energia Histerese (%)

Perfis individuais de cada animal por grupo

Controle Transfuséo
‘N
& I,’ . S
4 \\ -
’I ) -
. - T
o | -~ 4 w _J
%) . Se . / ~ S %)
[J) P __P) -/ ~ > [
— . - P ~” o —
[} . -~ 27N [0}
= o | . pd / . ~ b
» <« . - 7]
= NN Lmem =
< AR Y / -, <
= - =
-~ L T
> N A A S
() 7/ \\ / Pid P ()
i N e i
N v -
s 4 \ T
N 1/—
~<
/./ N
v ] w -
baseline 1h 3h 6h baseline 1h 3h 6h
Tempo Tempo

Efeito Relativo de Tratamento (RTE)

Energia Histerese

Q
‘-I
8 — T Controle
— /
T I DG
8 - +— 1T 1 — Transfusdo

T T T T
Baseline 1h 3hn Sh

Tempo

#P<0.05 vs controle



Resultados 90

Painel H- Agua Extra Vascular Pulmonar (APev) ( mL.kg™)

Perfis individuais de cada animal por grupo.
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Painel I - Balanco hidrico /peso (cumulativo)

Perfis individuais de cada animal por grupo
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Figura 7 — Parametros Respiratorios



Resultados 92

Painel A - Concentragdo pulmonar de IL-6 Painel B - Concentrag&o pulmonar de IL-10
em ambos 0s grupos em ambos 0s grupos
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Figura 8 - Parametros inflamatérios em ambos os grupos durante o estudo
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RNAmM para citocinas e iNOS no tecido pulmonar
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Painel A — Concentragdo de nitrato plasmético em ambos os grupos
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Painel B - Nitrato pulmonar em ambos os grupos
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Figura 10 — Concentracdo de nitrato em ambos os grupos durante o estudo
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Nas ultimas duas décadas vém sendo discutido amplamente na literatura
uma possivel associagao independente entre transfusédo de glébulos vermelhos
estocados e pior evolucdo clinica dos pacientes. Durante a estocagem “ex
vivo”, os GV sofrem uma série de alteracbes denominadas de “lesdo de
estocagem”. Os sistemas de estocagem aprovados pelo FDA requerem um
minimo de 75% de sobrevida de GV no receptor 24 horas apos a transfuséo e
hemélise <1%, no Ultimo dia de estocagem®. Estes dois critérios podem n&o
assegurar a seguranca e eficacia da transfuséo de GV e refletir parcialmente as
alteracdes progressivas dos GV durante a estocagem. Multiplos mecanismos
estdo sendo responsabilizados pela alta incidéncia de complicacbes e
mortalidade nestes pacientes, porém ainda ndo estdo completamente
entendidos’4®126:70.201.62.1346084 " Toqavia, os pacientes avaliados para estas
condicbes geralmente apresentam também um maior risco de SDMO,
dificultando desta maneira a correta interpretacéo dos resultados'%1%,

Até o presente momento, a despeito do grande numero de estudos,
concentrando-se principalmente em pacientes vitimas de trauma, cirurgia
cardiaca e pacientes criticos, resultados divergentes vém sendo relatados,
impossibilitando qualquer consenso sobre este tema.

Modelos animais para transfusdo séo relevantes em varias areas de
pesquisa e permitem avaliagdes muitas vezes impossiveis de serem realizadas
em humanos®®. A validade clinica de tais modelos é dependente de uma
avaliacdo precisa das limitacbes de cada modelo animal especifico. As
vantagens da utilizacdo de pequenos animais tém sido bem documentadas e,

portanto tem sido amplamente utilizados em estudos de transfus&o'®®’. No
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entanto, diferencas anatdmicas, fisioldgicas e imunologicas inerentes a cada
espécie ndo devem ser ignoradas. Adicionalmente devem ser levadas em
conta as diferencas entre vida média e sobrevida dos GV transfundidos entre
as espécies, assim como os métodos de coleta e estocagem destes globulos

56,72,04,185,216,107,216,160

vermelhos Outros aspectos a serem avaliados séao

144,186,185 9

transfusdo de sangue entre espécies , ou ex-vivo'® em outros, a

transfusdo é avaliada como um “segundo evento”, uma vez que os animais

186,185

estudados tenham sofrido um “insulto” inicial para lesdo pulmonar ou

choque hipovolémico®"**°.

O modelo suino é frequentemente utilizado em estudos experimentais
de transplante de 6rgaos, tecidos e investigacdes em terapia intensiva, devido
a similaridade da anatomia e fisiologia com o humano. Entretanto ha poucos
estudos que avaliam o efeito na mecanica pulmonar apos a transfusédo de GV,
principalmente devido as dificuldades em encontrar um modelo animal que
seja semelhante ao humano®. Adicionalmente, entre os estudos que
avaliaram os efeitos da transfusédo de sangue em modelo experimental, poucos
realizaram a validacdo do processo transfusional e até onde temos
conhecimento  poucos estudos avaliaram o papel isolado da
transfusao®139°0.160

Neste estudo, desenvolvemos e validamos um modelo experimental de
transfusdo de glébulos vermelhos homélogos estocados em suinos. A
transfusdo realizada neste estudo foi de duas unidades de GV homologos

estocados, estratégia comumente utilizada na pratica clinica, em suinos

hipovolémicos para avaliar o efeito isolado da transfusédo de GV nas trocas
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gasosas, mecanica respiratéria, hemodinamica, assim como resposta
inflamatoria pulmonar e sistémica em suinos hipovolémicos sadios.

Com a finalidade de determinar a homologia entre as unidades de GV
porcinas e humanas estocadas foram realizados testes de controle de
qualidade ‘in vitro” e ‘in vivo” a semelhanga dos utilizados para validar a

transfusdo destes hemocomponentes em humanos™.

5.1 Validacéo da transfusdo de GV estocados “in vitro” e “in vivo”

O tempo de estocagem de 14 dias foi escolhido baseado em estudos
prévios, 0s quais demonstraram que a vida média potencial dos eritrécitos
homologos suinos, marcados com cromato de sédio radioativo, transfundidos
na literatura é de 14 a 20 dias'®**° e de eritrocitos autdlogos até 28 dias’,

menor do que a humana (110 -120 dias)*?**".

Portanto, o tempo de
estocagem de 14 dias representaria 0 tempo equivalente ao de estocagem
usual de uma unidade de GV humano estocado em banco de sangue®*. Os
valores dos diversos parametros bioquimicos analisados no 14° dia de
estocagem (sédio, pH e concentracdo de potassio) foram similares aos valores

3051 o esta de acordo

encontrados em GV humanos no ultimo dia de estocagem
com os valores encontrados em estudo em modelo suino de transfusdo de GV
homologos**®**. O menor hematécrito encontrado nestas unidades, quando
comparado ao humano, reflete o encontrado no sangue venoso destes
animais'®. O indice de hemélise encontrado no 142 dia de estocagem também

esta dentro dos parametros estabelecidos para GV humanos (<1%). N&o

houve queda dos niveis de glicose durante o periodo de estocagem, reducéo
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do pH ou aumento do lactato. Os eritrocitos suinos, diferente da maioria dos
mamiferos, ndo parecem utilizar a glicose durante a estocagem, fato este ja
relatado em outros estudos****%

Os métodos utilizados para avaliar a viabilidade “in vitro” comumente

sao insuficientes para predizer a viabilidade “in vivo”, definida, arbitrariamente,

como a sobrevida dos GV humanos estocados apos 24 horas da transfusdo

187 188,123,97,4

acima de 75%°' e niveis de hemolise inferiores a 1%

A sobrevida dos eritrocitos marcados com Na,>* CrO, foi descrita pela

primeira vez na década de 50 por Ebaugt e col.*?

utilizando técnica proposta
por Gray e Sterling ®® . O cromato liga-se predominantemente nas cadeias p da
hemoglobina, tem baixa emissdo de energia, baixo indice de eluicdo e vida
média longa (27.7 dias)***. O is6topo, incorporado & hemoglobina, permanece
marcando o eritrocito até o momento em que 0 mesmo seja destruido. Ao ser
liberado do GV, por ocasido da hemolise, o cromo sob a forma trivalente ndo
consegue marcar novo eritrocito. Adicionalmente, os sitios de sequestros dos
GV podem ser identificados utilizando um contador de superficie e o grau de
hemolise intravascular pode ser estimado com pequenos volumes de GV
marcados.

Até o presente momento, o teste padrdo ouro utilizado para avaliar a
eficacia da transfusdo de GV, ainda é a marcacdo de hemacias com cromato
de sédio radioativo, descrito por Moroff e col **” associado a niveis de hemdlise
inferiores a 1% no Gltimo dia de estocagem’®. Em nosso estudo a sobrevida “in
vivo” dos glébulos vermelhos marcados com cromato de sodio radioativo

demonstrou viabilidade proxima a 90%, valor este considerado satisfatério para

o tempo de estocagem, principalmente levando-se em conta a sobrevida de
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GV suinos descrita na literatura®®**°. Observamos uma grande variabilidade
inter doadores, o que é corroborado por estudos na literatura®. Outro resultado
que corrobora para o nivel insignificante de hemolise é a baixa radioatividade
livre encontrada no sobrenadante das amostras e a falta de reatividade no
baco dos animais, sugerindo que a vasta maioria dos eritrécitos estava intacta
na circulacao apos 24 horas da transfusao.

A andlise do ‘in vitro” das 16 unidades de GV coletadas e transfundidas
nos 8 animais do grupo transfusdo mostrou achados similares aos encontrados

na analise das 02 unidades de GV utilizadas para a validacao deste estudo.

5.2 Avaliacdo do efeito agudo da transfusdo de GV nas trocas
gasosas, mecanica respiratéria, hemodinamica, assim como
resposta inflamatéria pulmonar e sistémica em suinos
hipovolémicos sadios
Dos dezoito suinos que inicialmente foram utilizados neste estudo,

apenas dezesseis foram analisados. Estudos prévios® demonstraram reacdes

adversas quanto realizada transfusdo de sangue total incompativel no Sistema

A-O, todavia ndo ha descricdo de reacdes adversas, independente da

compatibilidade, apés transfusdo de GV'®?, em animais que n&o foram

previamente transfundidos. Desta forma, devido ao exposto e a logistica,
optamos por iniciar os experimentos independentes dos resultados das provas
de compatibilidade, com posterior avaliagcdo. Um animal do tipo sanguineo nao

A ou nulo recebeu GV de doador do tipo A, com provas de compatibilidade

positiva e evoluiu com hipertensdo pulmonar, insuficiéncia respiratoria,

hematuria, anuria e sinais de coagulopatia de consumo (CID). A possivel

explicagéo para estas alteragdes seria a reagao entre os anticorpos anti-A do
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plasma do receptor que poderiam reagir com a substancia A no plasma do
doador e ativagéo do sistema complemento, porem sem sinais de hemolise'®?.

Diferente dos humanos e varios outros mamiferos, o antigeno A nao é
constitucional dos eritrocitos suinos e, sim adsorvidos do plasma, portanto a
transfusdo de GV com volume reduzido de plasma seria insuficiente para
suscitar reacdo imunolégica hemolitica'®®. Na experiéncia de Smith D em
transfusdo de GV e plaguetas em suinos submetidos a TMO néo foi encontrada
nenhuma reacdo adversa, independente dos testes de compatibilidade, em
animais nao transfundidos previamente.

NOTA: Smith D. Blood groups and transfusion in pigs [online]. Acesso em 22
jan. 2007. Comunicagéo via e-mail.

Com a finalidade de evitar qualquer viés na interpretacao dos resultados,
estes dois animais foram excluidos do estudo e a partir deste momento todos
os animais foram transfundidos com unidades compativeis no sistema A-O.

Optou-se por um modelo de hipovolemia por hemorragia controlada para
evitar os efeitos inflamatérios que poderiam ocorrer secundarios ao choque

10750 e mascarar o0s eventos adversos secundarios

hipovolémico,
exclusivamente a transfusdo dos GV homoélogos estocados.

A reducéo significativa do indice sistolico, pressao arterial média, preé-
carga, e 0 aumento significativo da variagdo de volume sistélico em ambos os
grupos na hipovolemia em relacdo ao baseline demonstrou a eficacia do
modelo. O aumento significativo dos niveis de Hb, Ht 1,3 e 6 horas apés o
termino da transfusdo de GV e SVO; no grupo transfundido comparado ao

controle apos a ressuscitacdo imediata e durante todo o procedimento mostra a

eficacia e a viabilidade da transfusao dos GV estocados.
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53 Efeitos Hemodinamicos

Observamos que a transfusdo de hemacias armazenadas por 14 dias
levou a aumento transitério da pressdo média de artéria pulmonar nos oito
animais estudados no grupo transfusdo imediatamente apOs o inicio da
ressuscitacdo volémica, em média 12,57+ 12,62 % (p= 0,028) quando
comparado ao baseline, e retornaram proximo aos niveis basais em até 1 hora
apos o termino da transfusdo. Nossos achados corroboram estudos recentes
realizados em modelo ovino®, que encontraram aumento transitério da pressao
de artéria pulmonar durante a ressuscitacdo com GV estocados, quando
comparados com salina ou sangue fresco (p<0,01 e p<0,05), retornando a
niveis basais em até 4 horas apds a transfusdo, porem sem diferenca
significativa na relagéo PaO,/FiO,. Outro estudo® também demonstrou aumento
transitorio da pressdo de artéria pulmonar e aumento do indice de resisténcia
vascular pulmonar apoés transfusdo de GV estocados, que retornou ao normal
uma hora apés o termino da transfusdo. Neste Gltimo estudo o aumento do
tbnus vascular pulmonar foi associado ao aumento de hemoglobina livre no
plasma, potencializado pelo bloqueio parcial da NOS pelo L-NAME (inibidor da
oxido nitrico sintetase). Ainda a vasoconstricdo pulmonar induzida pela
transfusdo de sangue estocado foi prevenida pela inalagdo concomitante de
80ppm de oxido nitrico. Adicionalmente, estas alteragbes nao foram
encontradas no grupo que foi transfundido com GV frescos. Até o momento,
estudos na literatura associam a hipertensdo pulmonar a presenca de

hemoglobina livre em pacientes que recebem transfusdo de GV estocados
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versus transfuséo de GV frescos?, assim como em pacientes falciformes®®#

entretanto o papel da inativacado do oxido nitrico pela hemoglobina livre ainda é
controverso. Embora em nosso estudo o controle de qualidade ‘in vivo”
(marcacdo com cromato de sodio radioativo) demonstrou que os GV estocados
por 14 dias comportaram-se semelhante a GV humanos frescos ou com menor
tempo de estocagem, ainda observamos alteracdo suUbita e transitoria da
pressdo de artéria pulmonar meédia nos animais transfundidos quando
comparados ao grupo controle. Aliado a este fato, transfundimos apenas duas
unidades de GV, talvez transfusdes de maior volume pudessem levar a
aumento persistente de hemoglobinemia devido a destruicdo dos GV durante a

estocagem, e apods a transfuséo, acarretando diminui¢do da biodisponibilidade

do NO e vasoconstricao.

N&do foram encontradas alteragbes sistémicas no grupo transfundido
quando comparado ao grupo controle, o que corrobora estudos recentes
realizados em modelos ovinos®***®°. Outro estudo experimental®'® demonstrou
que transfusdo de GV estocado ou seu sobrenadante pode induzir
vasoconstricdo e hipertensdo sistémica aguda apenas em ratos com disfuncao
endotelial prévia (diabéticos) e que pode ser prevenida através da inalacéo
com NO, propondo que ratos com disfuncdo endotelial sdo mais susceptiveis
aos efeitos vasoconstritores da hemoglobina livre liberada durante a estocagem
dos GV. Estes estudos sugerem uma possivel interacao entre a transfusédo de
GV e predisponibilidade do receptor. Entretanto, estudo em ratos sadios que
receberam sobrenadante de sangue humano estocado, mostrou aumento
significativo da PAM (pressédo arterial meédia) quando comparado com

sobrenadante de sangue fresco 40 minutos apos a transfusao (p=0,003) com
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significante correlacdo de hemoglobina livre no sobrenadante®’. Cabe salientar
gue neste estudo a transfusado foi interespécies, ndo sendo possivel afastar
possiveis causas imunoldgicas, dificultando desta forma a extrapolacédo destas

conclusdes para humanos.

Estudos em pacientes criticos também nédo observaram alteracGes
significativas na hemodinamica imediatamente, 2h*®®, 24h e 48 horas apés a

transfusdo de GV estocados?’.

5.4 Efeito na Microcirculacao

Também néo foi observada alteracdo da microcirculacdo, avaliada

através da utilizacdo de Laser Doppler Fluxometria®*®, diferente  do

encontrado em estudos em modelo animal*’®*

, quando a transfusdo de
sangue estocado reduziu significativamente a perfusao local, sem no entanto
apresentar alteracdes sistémicas evidentes. Outros estudos sugerem que as
alteragcbes na microcirculagdo ocorrem em associacdo a danos endoteliais

prévios??1°,
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5.5 Efeito nas trocas gasosas e mecanica respiratoria

A abrangente avaliacdo da mecanica pulmonar realizada neste estudo
nao demonstrou alteracao significativa da complacéncia pulmonar e resisténcia
respiratoria apos transfusdo de GV estocados, alteracdo de troca gasosa e
presenca de edema agudo pulmonar. Interessantemente observou-se um
aumento da energia gasta na histerese (p< 0,001) no grupo controle 6 horas
apos o término da ressuscitacdo quando comparado ao grupo transfusdo e
uma tendéncia a diminuicdo da energia gasta no trabalho inspiratorio no grupo
transfundido. Os efeitos pulmonares da transfuséo, incluindo avaliacdo da
“mecanica” foram investigados anteriormente em poucos estudos. Um estudo
inicial realizado em prematuros anémicos demonstrou que a transfusdo induziu
uma reducéo na complacéncia respiratoria, incrementos na resisténcia vascular
pulmonar e aumento do trabalho respiratério. Todavia os autores ponderam
que estas alteracbes podem ter ocorrido devido a sobrecarga de volume ou 0
aumento do contetdo de agua nos pulmdes’®. Estes efeitos deletérios ndo
foram reproduzidos em outros estudos em humanos, uma vez que a transfusao
diminuiu o trabalho respiratério, sem qualquer efeito nocivo para a troca
gasosa, tanto em pacientes com doenca pulmonar obstrutiva crénica como em
controles anémicos™3. Estudo em pacientes sob ventilagdo mecanica também
ndo demonstrou alteracdo na funcdo pulmonar e mecanica respiratéria apos

transfusdo de uma unidade de GV fresco ou estocado®.

Entretanto, um
estudo recente em modelo suino demonstrou diminuicdo significativa na

complacéncia pulmonar 1,5 e 24 horas apos a transfusao de GV homologos e
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evidéncias histologicas de lesdo pulmonar aguda, caracterizada por infiltracao
neutrofilica e ativacdo endotelial do pulméo apos 24 horas, que foi exacerbada
quando associada a circulacdo extracorpérea™®, sem sinais de sobrecarga

volémica.

Em nosso estudo ndo observamos uma piora da troca gasosa durante o
tempo avaliado. Sabe-se que o desenvolvimento de disfungao respiratéria “per
si” compromete a recuperacdo de pacientes graves e pode contribuir para
maior morbimortalidade. Adicionalmente, varias sdo as reacdes adversas
transfusionais que tém o pulmdo como o6rgdo alvo, todavia o diagndstico
diferencial por vezes ndo € uma tarefa facil. O prejuizo na troca gasosa,
diminuicAio da complacéncia pulmonar e alteracbes radiolégicas, sao
isoladamente ou em conjunto, indicadores de edema agudo pulmonar de
diversas etiologias. Com a finalidade de diferenciar alteracdo de
permeabilidade pulmonar (TRALI) secundaria a transfusdo de GV, de
sobrecarga volémica (TACO)>® utilizamos uma técnica de monitorizagéo
cardiovascular PiCCO®, (Pulse index Contour Continuous Cardiac Output,
Pulsion Medical Systems, Germany). Esta técnica fornece informacao precisa
sobre o status volémico e edema pulmonar, através da combinacdo das
técnicas de termodiluicdo transpulmonar e anélise de contorno de pulso?**?’.
Varios estudos demonstraram que a transfus@o resulta em lesdo pulmonar
moderada, ndo preenchendo os critérios estabelecidos para TRALI e, portanto

ndo diagnosticados e tratados como tal'®"*

, muitas vezes dose dependente
sem relacdo com o tempo de estocagem, em uma populacédo heterogénea de
pacientes criticos®’. Outras reacdes adversas a transfusdo de GV, tais como

sobrecarga volémica® e dispneias associadas a transfusdo (TAD) também
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estédo relacionadas a maior morbidade, porém sua real incidéncia ainda nao é

bem conhecida®?.

Estudo em pacientes submetidos concomitantemente a
circulacdo extracorporea e multiplas transfusbes de GV nao identificou
alteracdes significativas na troca gasosa pulmonar, quando comparados a
pacientes ndo transfundidos ou que receberam menor numero de unidades de
GV, Adicionalmente, um estudo em doadores humanos sadios observou
alteracdes pulmonares agudas subclinicas na primeira hora apos transfusao de
GV autodlogos, frescos e estocados, definida por diferenca alvéolo-arterial da
pressdo parcial de oxigénio, com normalizacdo ap0s 24 horas, porem sem
diferenca clinica significativa na pressao arterial de oxigénio®?. As unidades de
GV transfundidas neste estudo eram autbélogas, sugerindo que alteracdes
agudas subclinicas possam ocorrer independentes do status do receptor.
Excetuando-se os diversos estudos que avaliam a ocorréncia de TRALI® o
efeito da transfusdo de hemacias na resposta inflamatéria pulmonar foi objeto
de poucos estudos na literatura e estes resultados sdo discordantes™®.

Para mostrar a importancia da associacao entre transfusdo sanguinea e
efeito adverso pulmonar, uma revisdo recente sobre a SDRA relatou a
diminuicdo da incidéncia desta sindrome no periodo entre 2001-2008
comparado com o periodo de 1999-2000, e entre os diversos motivos avaliados

est&o o0 uso mais conservador da transfusdo de hemocomponentes™?.
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5.6 Efeitos Inflamatoérios

Neste estudo ndo observamos alteracdo na dosagem de citocinas
inflamatorias no plasma e também na mensuracdo de seus precursores no
tecido pulmonar através da técnica de PCR - real time pra RNAm,
corroborando o estudo realizado em modelo ovino®. Um estudo em modelo
murino mostrou resultados similares ao nosso, em animais sadios a transfuséo
de sangue estocado ndo induziu resposta inflamatéria pulmonar**®. Entretanto,
0 pré-tratamento destes animais com endotoxina amplificou significativamente
os efeitos inflamatérios da transfusdo, incluindo aumento na contagem de
leucdcitos e na concentracao de citocinas no lavado bronco-alveolar.

Estudos em humanos que avaliaram o status inflamatério apés
transfusdo de GV mostram resultados controversos. Um estudo em recém-
nascidos pré-termo mostrou evidéncias de resposta inflamatéria 2 e 4 horas
ap6s a transfusdo®, j& um estudo realizado em pacientes pés cirurgias
cardiacas com circulacdo extracorporea relatou aumento de IL-8 apenas no
lavado broncoalveolar 6 horas apés transfusdo de GV?**. Por outro lado, um
estudo em pacientes de terapia intensiva em ventilaghio mecéanica, néo
encontrou diferenca no status inflamatério e na coagulacdo até 2 horas apés

transfusao®

, 0 mesmo ocorreu apos transfusao de 01 unidade de GV aut6logo
estocado’’.

Estudos experimentais em ratos demonstraram rapida resposta pro-
inflamatoria, com aumento de citocinas apos transfusdo de 02 unidades de GV

estocados por 42 dias (interleucina -6 [IL-6], fator de necrose tumoral o[ TNF-a],

proteina quimiotatica de mondécitos 1 (MCP-1) e proteina inflamatéria de
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mondcitos 1beta [MIP-1p])"°, todavia o tempo de estocagem utilizado para este
modelo animal foi muito longo®®° o que pode ter superestimado os resultados,
outro estudo também demonstrou aumento da IL-6 em ratos 2 horas apés a
transfusdo de GV estocados por 2 semanas?® . Outro estudo em modelo
canino também demonstrou (aumento da proteina quimiotatica de mondcitos 1
(MCP-1), 6 horas apdés a transfusdo de GV estocados por 28 dias,
independente da leucorreduc&o®. Interessantemente, estes dados ndo foram
confirmados em estudo recente realizado com voluntarios sadios apdés
transfusdo de GV autélogos estocados (40-42 dias)’.

Em nosso estudo o Unico efeito significativo da transfusao de globulos
vermelhos na inflamacdo pulmonar foram alteracfes modestas na expresséo
do gene de iINOS (6xido nitrico sintetase induzida) e IL-21 no tecido pulmonar.
A iNOS tem sido consistentemente correlacionada com a inflamagéo®.
Adicionalmente, varios estudos experimentais relatam uma diminuicdo da
biodisponibilidade do NO apés transfusdo de GV estocados, com repercussao
clinica, e em alguns estudos a inalacéo de NO atenuou o quadro’®’. Em 2009,
foi proposto por Gladwin e Kim-Shapiro que varios eventos adversos
(vasoconstricdo, inflamacédo, trombose) atribuidos a transfusdo de GV
estocados sao decorrentes da diminuicdo da biodisponibilidade do NO
secundario a um desequilibrio entre a sua producéo e destruicdo. A regulacéo
do tbnus vascular é controlada por NOS através de uma regulacao paracrina
dos niveis de NO. Trés sdo as isoformas de NOS, neuronal, induzivel e
endotelial. A NOS endotelial é provavelmente a maior fonte de regulacdo do
tbnus vascular, mas NOS neuronal e possivelmente a NOS induzivel também

desempenham este papel*®. No entanto, apesar de ocorrer decréscimo nos
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niveis de NO nos GV horas ap0s a estocagem, estes niveis sdo restaurados
rapidamente apos a transfusdo. Além disto, a hemoglobina livre proveniente da
lise dos GV é rapidamente ligada a haptoglobina e filtrada pelos rins, sugerindo
que estes efeitos do NO sejam transitorios, com rapida restauracdo de sua

180

biodisponibilidade™". A maioria dos estudos avalia o “consumo” do NO

indiretamente através da melhora dos sinais de vasoconstricdo com inalacao

de éxido nitrico2t:216.8.107

e intensificacdo destes sinais com a inibicdo da NOS
com a L-NAME?, da dosagem de seus metabdlitos nitrato/ nitrito®; outro estudo
avaliou através da dosagem do precursor da Hemeoxigenase -1 (HO-1)'%". Em
nosso estudo a ideia inicial era avaliar a producdo de NOS induzida, que
estaria associada a possivel alteracdo inflamatéria desencadeada pela
transfusdo de GV estocado. Nao observamos alteracao significativa dos niveis
de nitrato plasmatico entre os grupos estudados corroborando com o estudo
em modelo ovino sadio®, sugerindo que pacientes com reducdo do nivel
vascular de NO, secundéario a disfuncdo endotelial sdo mais susceptiveis a
efeitos adversos provenientes da estocagem de GV por periodos prolongados.
Salientando que® também encontraram aumento da PAP na primeira hora apds
a transfusdo sugerindo uma relacao entre diminuicdo da biodisponibilidade de
NO e vasoconstricao.

A IL-21 é uma citocina recentemente estudado que aumenta apds a
exposicdo & endotoxina®’, e tem sido relatada interagir com IL-10 na regulacéo
da resposta anti-inflamatéria’®’. No entanto, estas alteracbes ndo foram
seguidas por mudangas significativas nos “produtos” destes mediadores, ja que
nao foi possivel identificar variacbes na concentracdo de proteina IL-21 ou

nitrato no tecido pulmonar. E possivel que o efeito da transfusio de GV na
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inflamacé&o fosse aumentado com a exposicdo a um insulto concomitante como
sepses ou lesdo pulmonar ou em um periodo mais longo de observacao. O
stress oxidativo da inflamacdo pode estar associado com diversas condicdes
patolégicas prévias dos receptores, incluindo obesidade, resisténcia a insulina,
hipertensédo e doenca coronariana®®.

Em relacdo aos estudos em humanos, ensaio clinico prévio detectou um
aumento nas concentracdes plasmaticas de IL-6 e IL-8 apds a transfusdo de
hemacias em pacientes criticos®. Além disso, estudo recente que avaliou mais
especificamente os efeitos pulmonares da transfusédo em pacientes submetidos
concomitantemente a circulacdo extracorpérea e transfusdo de sangue,
demonstrou que transfusdes multiplas foram associadas ao aumento das
concentracbes de citocinas e fatores de coagulacdo no lavado bronco-
alveolar’®*. Outro estudo avaliou o efeito agudo da transfuséo de sangue na
permeabilidade pulmonar em pacientes no pds operatorio de cirurgia cardiaca
e observou aumento do PLI (pulmonary leak index) sem queda significativa da
relacdo PaO,/FIO,***. Por outro lado, uma investigacdo em pacientes criticos
demonstrou que a transfusdo de RBC "velho" (média do tempo de
armazenamento de 26 dias) nao induziu efeitos significativos sobre a funcéo
respiratéria, imunolégica e de coagulacdo, em comparacéo com RBC fresco’®?.

Estes resultados demonstram a controvérsia desta questao.

Estudo publicado recentemente, em modelo suino de circulagédo
extracorpdrea, demonstrou associagdo entre transfusdo de GV estocados
(média 37 dias) e alteracdo significativa da funcdo renal e da resposta
inflamatéria'®. No entanto, estes autores utilizaram um tempo de

armazenamento do GV muito longo, tendo em vista que a meia-vida de RBC
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transfundido homéloga em suinos é de 20 dias™*®. Além disso, expectativa de
vida média dos RBC suinos e menor do que em humanos (86 vs 120 dias)*® o
que sugere que os efeitos observados neste estudo podem ser
superestimados. O mesmo grupo em estudo posterior com suinos demonstrou
evidencias histologicas de lesdo pulmonar aguda, caracterizada por infiltracao
neutrofilica e ativacdo endotelial do pulméao apos 24 horas, que foi exacerbada
quando associada & circulacdo extracorpérea®®.

Levando-se em conta 0 exposto até o momento, podemos observar que
esta relacao risco versus beneficio da transfusdo de glébulos vermelhos ainda
estd longe de ser esclarecida. Varios sdo os fatores de confusao, incluindo:
caracteristicas dos GV transfundidos (tempo de estocagem, solucdo
preservativa, utilizacdo de filtros de leucorreducéo, caracteristicas do doador),
namero de unidades transfundidas e caracteristicas inerentes aos pacientes
(comorbidades) que dificultam uma relagdo de associacédo independente entre
a transfusao e pior evolucéo destes pacientes. Portanto estudo em animais tem
a vantagem de se controlar os diversos fatores de confusao descritos acima.

Para mostrar a importancia da associacao entre transfusdo sanguinea e
efeito adverso pulmonar, uma revisdo recente sobre a SDRA relatou a
diminuicdo da incidéncia desta sindrome no periodo entre 2001-2008
comparado com o periodo de 1999-2000, e entre os diversos motivos avaliados
estd0 0 uso mais conservador da transfusdo de hemocomponentes'?. Aliado a
este fato as complicacfes transfusionais relacionadas ao sistema respiratorio

26,53,133,220,27,184,211

estdo entre os principais eventos graves da transfusao e uma

das principais causas de fatalidade associada & transfusdo®%19-117189.153.186
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Em resumo ha na literatura evidéncias substanciais de estudos pré-
clinicos que transfusédo de GV estocados altera a microcirculacédo e a liberacéo

177,10,144,28

de oxigénio Estudos clinicos tém demonstrado resultados

168,108,198,190,60,165

conflitantes Razbes para esta pior evolucdo permanecem

incertas no que diz respeito a sua mera existéncia, magnitude, associacao
causal e fatores envolvidos e tem sido recentemente revisadas!919:60-165198.137
Estas incluem o tipo de desenho dos estudos clinicos, na grande maioria
observacional e retrospectiva, a falta de comparacdo entre 0s grupos
estudados, diferencas geograficas na producdo e estocagem das unidades de
GV (por ex leucorreducdo, buffy-coat, lavagem etc.), diferentes tempos de
estocagem, indicacbes transfusionais e diferentes desfechos. Estudos em
individuos sadios, com a finalidade de afastar os fatores de confuséo inerente
ao paciente, por motivos éticos s6 podem ser realizados com sangue autdlogo
e, portanto ndo traduzindo o que ocorre na pratica clinica. Por outro lado,
estudos em pacientes com diferentes comorbidades séo 6timos para entender
a fisiopatologia, mas s&o limitados por vieses de indicagdo e fatores de
confusdo. Além dos fatores expostos acima, recentemente tem sido bastante
discutido que fatores inerentes ao doador, tais como idade, sexo, paridade e
ate mesmo tipo sanguineo podem estar relacionados a complicacdes adversas

agudas e em longo prazo a transfusdo de sangue'®?.

Uma revisédo
sistematica estd sendo realizada para avaliar esta associacdo?. Muitos
estudos experimentais por sua vez esbarram em diferengas interespécie, nas
propriedades de estocagem das unidades de GV e resposta imunoldgica. Até o

momento, nenhuma prova conclusiva de relagdo causal entre transfusao de GV

estocado e evento adverso foi estabelecido.
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Na tentativa de identificar a possivel fisiopatologia dos eventos adversos
associados a transfusdo de GV estocados, varios estudos estdo sendo
realizados. Com a finalidade de afastar variaveis de confusdo, estudos
controlam o receptor e avaliam diferentes caracteristicas relacionadas a
unidade de GV transfundida, tais como: tempos diferentes de estocagem,
presenca de células integras, fragmentos celulares, substancias liberadas pela
degeneracéo das células (leucorreducédo) e acumuladas no plasma (lavagem).
Para mostrar a importancia e a atualidade deste estudo, atualmente, varios
estudos controlados randomizados estdo sendo conduzidos no Canada,
Estados Unidos e Austrdlia para verificar se GV estocados por maior periodo
estdo relacionados a maior morbimortalidade em varias situacoes

clinicas'®*’>%2  outros dois recentemente concluidos ndo encontraram

associacdo entre tempo de estocagem e maior morbimortalidade®#’

Este experimento € o primeiro realizado em nosso centro envolvendo a
avaliacdo de transfusdo em um modelo suino. Optamos por utilizar em nosso
experimento unidades de GV estocadas por 14 dias, que € similar a unidades
proximas ao periodo maior de estocagem em humanos (42 dias) conforme o
controle de qualidade descrito previamente, para maior homologia ao que
ocorre rotineiramente nos servigos transfusionais em nosso pais. A opcédo de
utilizagédo de unidades néo leucorreduzidas corrobora a mesma filosofia, tendo
em vista que em nosso pais ndo é obrigatdria a leucorreducdo universal dos
hemocomponentes, sendo esta mandatéria apenas para indicacdes especificas
(Brasil, 2013).

Nossos resultados devem ser interpretados com as consideragcdes

apropriadas dos limites de um modelo pré clinico. Devido ao tamanho da
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amostra temos a possibilidade de erros de tipo Il, que podem ter influenciado o
resultado. Outra limitacdo € o periodo relativamente curto de observacéao apés
a transfusdo de sangue. E possivel que os efeitos deletérios da transfusdo de
glébulos vermelhos possam ocorrer mais tardiamente, embora estudos
anteriores em humanos demonstrassem que efeitos deletérios da transfusao
ocorreram até 6 horas ap6és a administracdo de GV?**'%* e estudos
experimentais em até 4 horas apés a transfusdo®®>**°. Outro ponto a ser
discutido é pequeno namero de numero de unidades transfundidas (duas), a
toxicidade dos GV estocados parece estar relacionada a quantidade de bolsas
transfundidas. Estudo clinico relatou que o risco de insuficiéncia renal aguda foi
diretamente proporcional ao numero de unidades transfundidas em pacientes
submetidos & cirurgia cardiaca®™. Todavia, observamos um crescente nimero
de estudos na literatura associando a transfusdo de até 2 unidades de GV e
aumento de morbimortalidade em pacientes de cirurgia cardiaca*’*%®*’,

Nosso estudo tem alguns pontos fortes, como o desenvolvimento de um
modelo transfusional que se assemelha a transfusdo realizada na pratica
clinica em pacientes agudamente hipovolémicos. Adicionalmente os critérios de
processamento, estocagem e testes de compatibilidade das unidades de GV
mimetizam o0 que ocorre em humanos, e o modelo suino tem 6tima correlacéo
em termos de anatomia, bioquimica, fisiologia, e tamanho com humanos®*’.
Além disso, foi realizada uma ampla avaliacdo da funcédo pulmonar, incluindo a
avaliacdo dos possiveis caminhos mecanicistas associada a efeitos
relacionados com a transfusdo de pulméo.

Além disso, avaliamos o efeito da transfusdo de hemacias isoladamente,

isto € em animais sadios, pois sabemos que em pulmdes previamente
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"ativados”, o efeito da transfus&o de sangue pode ser potencializado8-10718>0,

Importante salientar que durante o periodo estudado (até 6 horas apds a
transfusdo) ndo observamos nenhum sinal de hipdxia neste modelo, principal
achado de TRALI. Neste estudo o nosso principal objetivo foi avaliar o efeito
independente da transfusdo de sangue em pulmdes saudaveis. Acreditamos
gue este modelo, uma vez que foi concebido, abre um campo de pesquisa toda
para avaliar os efeitos da transfusdo durante o trauma, cirurgia ou outras
condicdes inflamatorias.

Pontos a serem discutidos na comparacgao de “efeitos” de estocagem no
modelo suino com humano: o controle de qualidade “in vitro” dos GV suinos foi
realizado a semelhanca do realizado em humanos assim como o controle ‘in
vivo” com a marcagdo de cromato de sodio radioativo, entretanto ndo ha na
literatura até o momento dados comparando a lesdo de estocagem entre GV
humano e suino. Apesar do resultado do controle de qualidade “in vitro” das
unidades transfundidas com 14 dias de estocagem ter evidenciado
equivaléncia com unidades de GV humano no ultimo dia de estocagem, a
sobrevida das hemacias ‘“in vivo” marcadas com cromato de sédio, demonstrou
viabilidade das mesmas acima de 90%, ndo esperado para heméacias
humanas.

Levando-se em conta o exposto até agora parece haver uma “interagao”
entre fatores do receptor e da transfusdo de GV na explicagdo dos efeitos
adversos imune-inflamatérios, aonde a transfusdo se comportaria como a
injuria adicional. Desta forma, as alteracdes sofridas pelo GV na circulacao
podem ser induzidas mais por fatores relacionados ao receptor do que da lesdo

de estocagem. A transfusdo de sangue € uma terapia rotineira de “transplante”
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de células homodlogas e introducdo de antigenos sollveis que frequentemente
induzem a uma resposta aloimune tanto imunossupressiva quanto pro-
inflamatéria®4%44:852 0 nosso maior objetivo neste estudo foi desenvolver
um modelo transfusional de GV estocados que apresentasse homologia com a
transfusdo em humanos e avaliar o efeito independente da transfusdo de GV
em animais “sadios”. Acreditamos que este modelo de transfusdo homologa em
suinos contribuira para futuros estudos relacionados aos efeitos da transfuséo,
tais como cuidados especiais (leucorreducéo), tempo de estocagem, interacdes
entre transfusdo, comorbidades no receptor e caracteristicas do doador que

nao sao possiveis em humanos devido a aspectos éticos e logisticos.



6. Conclusao
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Este estudo demonstrou que o modelo suino pode ser utilizado para
coleta, processamento, estocagem e transfusdo de globulos vermelhos
utilizando os mesmos processos realizados na rotina em humanos, doadores
de sangue e pacientes. Adicionalmente demonstra a importancia dos testes de
compatibilidade eritrocitaria, que muitas vezes ndo € utilizado rotineiramente
em modelos animais, principalmente para investigar efeitos adversos a
transfusdo de sangue homoélogo.

O modelo experimental de transfusdo de GV em suinos desenvolvido
neste estudo pode ser utilizado para realizar a pesquisa mecanistica visando a
funcado cardiovascular e respiratoria, controlando possiveis fatores de confuséo
inerentes ao receptor e a unidade transfundida. Este estudo demonstrou ainda
que a transfusdo homologa de GV armazenado durante 14 dias em modelo de
receptores saudaveis ndo foi associada a alteragbes do sistema
cardiocirculatorio e respiratorio e alteracBes inflamatérias agudas em porcos
saudaveis submetidos a hipovolemia controlada.

Estudos posteriores sdo necessarios para avaliar as consequéncias
fisiopatoldgicas da transfusdo de GV em modelos experimentais com doencas

concomitantes.
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