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Biagini S. Validação de um modelo experimental de transfusão de glóbulos 

vermelhos estocados homólogos em suínos e avaliação de seus efeitos 

cardiorrespiratórios e inflamatórios na hemorragia aguda [Tese]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2015. 

 

Objetivos: Transfusão de sangue é fundamental para a sobrevida de 

pacientes selecionados, porém é associada a complicações. A literatura é 

controversa em relação aos efeitos pulmonares, hemodinâmicos e 

inflamatórios da transfusão de glóbulos vermelhos (GV).  Este estudo teve dois 

objetivos principais: 1- validar um modelo de transfusão homologa de GV 

estocados em suínos com hipovolemia aguda por hemorragia controlada; 2- 

avaliar os efeitos agudos da transfusão de GV nas trocas gasosas, mecânica 

respiratória, hemodinâmica e na resposta inflamatória pulmonar e sistêmica. 

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 após (in vivo – marcação com cromato de sódio radioativo) à 

sua transfusão em suínos  sadios , um autólogo e quatro homologos (n=cinco); 

2. Outro grupo de suínos foi submetido à hemorragia aguda controlada (25% 

de sua volemia) e então dividido em dois grupos: grupo transfusão (n= oito) 

recebeu duas unidades de GV e solução de ringer lactato (RL) para 

restabelecer a volemia; grupo controle (n=oito) que recebeu somente RL. 

Ambos os grupos foram seguidos até 6horas após o final da ressuscitação 

volêmica. Dados hemodinâmicos e respiratórios foram coletados a cada hora 

após o inicio do estudo. Mediadores inflamatórios e expressão de 

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

Resultados: Houve recuperação de 97,5%±19% dos GV marcados com 

cromato de sódio radioativo 24 horas após a transfusão. Houve aumento 

significativo da saturação venosa mista, conteúdo arterial de oxigênio e dos 

níveis de hemoglobina e hematócrito no grupo transfundido comparado ao 

controle. Os parâmetros medidos para a avaliação da microcirculação e as 

trocas gasosas foram similares em ambos os grupos. Observou-se um 

aumento significativo na energia gasta na histerese pulmonar no grupo controle 

quando comparado ao grupo transfundido (p=0,002), bem como uma tendência 
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á diminuição da energia inspiratória no grupo transfusão. As concentrações 

plasmáticas das diversas citocinas avaliadas antes e após a transfusão de GV 

mostraram-se abaixo dos limites de detecção do teste ELISA na maioria dos 

animais estudados em ambos os grupos; não houve diferença significativa nas 

concentrações de nitrato no plasma e no tecido pulmonar. Observou-se uma 

diferença discreta, porem estatisticamente significativa, entre os grupos na 

quantificação do RNAm  da oxido nítrico 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). 

Conclusão: Demonstramos a viabilidade “in vitro” e “in vivo” de GV suínos, 

estocados por até 14 dias. A transfusão de GV homólogos não causou 

alterações significativas na hemodinâmica, função pulmonar e resposta 

inflamatória nas primeiras 6 horas após a transfusão.  

 

Descritores: eritrócitos; transfusão de sangue; hipovolemia; inflamação, 

estudos de validação; suínos; hemorragia.  
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Biagini S. Validation of homologous stored red blood cell transfusion in swine 

and evaluation of cardiorespiratory and inflammatory effects in acute 

hemorrhage [Thesis]. São Paulo: "Faculdade de Medicina, Universidade de São 

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 mRNA induced nitric oxide synthase (iNOS) 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. 
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A transfusão de glóbulos vermelhos (GV) é uma das mais frequentes e 

antigas terapias celulares utilizadas na prática médica, assumindo um papel 

inconteste na manutenção da vida de muitos pacientes graves. A despeito do 

avanço em diferentes técnicas de ressuscitação volêmica, a transfusão de GV 

ainda permanece como terapia de escolha em grupos específicos de pacientes, 

particularmente naqueles com trauma e cirurgias de grande porte163,145. Ainda 

hoje, ao redor de 30% dos pacientes de terapia intensiva e 50% dos pacientes 

submetidos à cirurgia cardíaca, recebem transfusão de GV durante sua 

permanência no hospital201, 29, 202. Estima-se que 85 milhões de unidades de 

GV sejam transfundidas anualmente em todo o mundo97, 172; não obstante, sua 

utilização não está completamente estabelecida no que se refere à indicação 

precisa, dose, frequência, benefícios e riscos156,63,145,203,64. 

Apesar da crescente segurança transfusional, a prática da transfusão 

ainda está associada a uma série de eventos adversos, por vezes graves, 

usualmente classificados como infeciosos e não infeciosos.  A busca pela 

segurança transfusional determina altos custos pela tecnologia 

empregada155,192, bem como na limitação de estoque131,203. Os avanços na 

triagem sorológica de doadores nos últimos 20 a 30 anos levaram a uma 

sensível redução na transmissão de patógenos (viral, bacteriano e outros 

agentes) por transfusão38.  A despeito deste sucesso persistem os eventos não 

infecciosos, denominados imuno-inflamatórios associados às transfusões. Tais 

eventos são responsáveis por significativa morbimortalidade em receptores de 

sangue e representam um grande desafio para melhora na terapia 

transfusional70,191,201,190,209. 
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Nas últimas duas décadas, evidências crescentes na literatura vêm 

alertando que a transfusão, mais especificamente de GV, pode estar associada 

a complicações clínicas importantes, tais como: lesão pulmonar62,26,134,220,27,185; 

aumento de tempo de ventilação mecânica52 , aumento da permanência 

hospitalar; elevação da taxa de infecção pós-operatória e síndrome de 

disfunção de múltiplos órgãos (SDMO)126 maior mortalidade62, principalmente 

em pacientes críticos70,201,29, na sepse143, politrauma, pós-operatório de 

cirurgias cardíacas48,66,137 e oncológicos193. 

Cumpre salientar, contudo, que os pacientes com as condições acima 

descritas geralmente apresentam também um maior risco de SDMO, 

dificultando desta maneira a correta interpretação dos resultados198,109. Além 

disto, vários fatores relacionados às unidades de GV transfundidos, tais como 

diferentes soluções, métodos de processamento tempos de estocagem, 

número de unidades transfundidas e utilização de filtros para redução de 

leucócitos (leucorredução) também dificultam a interpretação destes estudos.  

Os efeitos adversos, pró-inflamatórios e/ou imunossupressores vêm 

sendo atribuídos a uma ação “imunomodulatória” da transfusão conhecida 

como Síndrome da Imunomodulação Relacionada à Transfusão (Transfusion 

Related Immunomodulation - TRIM)191,141. 

A evidência clínica da existência da imunomodulação foi inicialmente 

descrita em 1973 com a melhora da sobrevida de enxertos renais em pacientes 

que haviam recebido transfusão de sangue prévia ao transplante; tal melhora 

ocorreu de forma dose dependente136. Na década de 1980, inúmeros estudos 

relataram associação da transfusão com aumento de recorrência de tumores 

em pacientes transfundidos durante as cirurgias oncológicas54,14,17, aumento na 
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incidência de infecção no perioperatório175, decréscimo de aborto espontâneo 

de repetição129 e diminuição de sintomatologia em algumas doenças 

inflamatórias220,195. 

Uma explicação biológica plausível para justificar a pior evolução 

destes pacientes fundamenta-se na conhecida ocorrência de um conjunto de 

alterações bioquímicas, metabólicas e estruturais nas unidades de GV 

decorrentes de sua estocagem “ex- vivo”, denominada “lesão de estocagem,” 

que pode comprometer a segurança e a eficácia transfusional135,10,02,96. Durante 

a estocagem ocorre queda dos níveis de 2,3 difosfoglicerato, de ATP, 

diminuição progressiva do pH, produção de lactato, consumo de glicose, 

aumento dos níveis de potássio e hemoglobina livre no plasma e vesiculação 

da membrana eritrocitária, além de alterações morfológicas e reológicas 

incluindo adesão dos GV ao endotélio. Estas alterações levariam a um prejuízo 

da função dos GV “in vivo” e menor sobrevida dos GV transfundidos196.  

Evidências crescentes na literatura demonstraram ainda a ativação de 

neutrófilos e presença de substâncias bioreativas acumuladas no plasma 

durante o período de estocagem157,68,217,75,73 . Tais processos podem também 

estar implicados nas alterações imuno-inflamatórias observadas após a 

transfusão. Muitas destas substâncias bioreativas, Interleucina-1 (IL-1), 

Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-10 (IL- 10), Interleucina-21 (IL-21) e fator de 

necrose tumoral (TNF) são provenientes dos leucócitos presentes nos 

concentrados de glóbulos vermelhos. A remoção parcial de leucócitos, através 

da utilização de um filtro especifico, reduz o acúmulo destes mediadores 

bioreativos nas unidades de GV157,218,217,13,69,3,87. No entanto, pacientes 

recebendo GV leucorreduzidos ainda continuam a apresentar efeitos adversos, 
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sugerindo a presença de outros fatores relacionados à 

imunomodulação199,41,46,161. Outra variável que vem sendo associada a pior 

evolução clínica de pacientes transfundidos é o tempo de estocagem dos 

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

controversa194,208,144,197,211,202,221,108,183,198,212,210,103,47,206,169.  

Mais recentemente estas alterações inflamatórias vêm sendo atribuídas 

a presença de hemoglobina livre, ferro, lipídios e fragmentos de membrana 

celular, acumuladas no plasma durante a estocagem95,37,59,7,91,76,77,78,110,166 

(Quadro 1) . 

Os GV estocados por maior tempo são mais susceptíveis à hemólise 

“in vivo” após a transfusão58,198,107. A hemoglobina livre no plasma e a 

encapsulada em microparticulas,  provenientes da hemólise durante a 

estocagem, têm uma avidez pelo oxido nítrico (NO) muito superior à da 

hemoglobina encapsulada em eritrócitos intactos37,111. Tal característica seria 

responsável pela diminuição da biodisponibilidade do óxido nítrico (insufficient 

nitric oxide bioavailability - INOBA), que poderia explicar a ocorrência de 

vasoconstrição microvascular, atividade inflamatória pró-oxidante e ativação 

plaquetária descrita em pacientes transfundidos107. Redução similar da 

biodisponibilidade do NO devido ao aumento de concentração de hemoglobina 

no plasma tem sido relatado em pacientes com doenças hemolíticas como 

anemia falciforme101 e malária214,151. De fato, outros estudos corroboram a 

hipótese de que a presença da hemoglobina livre no plasma pode ser 

responsável pela alteração da homeostasia vascular secundária à atividade 

ligante do NO95,37. Todavia, ainda há dúvidas se esta alteração per si tem 

tradução clinica ou se ocorreria apenas em efeito sinérgico a outros fatores de 



Introdução  7 

 

 

risco inerentes ao receptor (diabetes, dieta rica em gordura e choque 

hemorrágico)216,107. Esta avidez aumentada da hemoglobina livre pelo NO vem 

sendo largamente responsabilizada pela hipertensão, aumento da resistência 

vascular sistêmica e pulmonar e consequente morbimortalidade associada à 

administração de carreadores artificiais de oxigênio compostos de moléculas 

de hemoglobina179,215.  

Uma série de estudos em modelos experimentais avaliou o papel do 

NO nos eventos adversos relacionados à transfusão de GV estocados. Estudo 

em ovinos de transfusão de GV autólogo estocado demonstrou aumento 

transitório das pressões de artéria pulmonar e resistência vascular pulmonar 

indexada, atenuado pela inalação de NO e potencializado pela inibição da 

oxido nítrico sintetase (NOS)8 . Outro estudo publicado recentemente, em 

modelo suíno de circulação extracorpórea, demonstrou associação entre 

transfusão de GV estocados e alteração significativa da função renal e da 

resposta inflamatória140. No entanto, estes autores utilizaram um tempo de 

armazenamento do GV muito longo; de acordo com a literatura, os GV suínos 

transfundidos tem vida média menor quando comparada ao dos humanos130. 

Além disso, expectativa de vida média dos GV suínos é menor do que os 

humanos (86 vs 120 dias)43, o que sugere que os efeitos observados neste 

estudo podem ter sido superestimados. O mesmo grupo, em estudo posterior 

com suínos, demonstrou diminuição significativa na complacência pulmonar 1,5 

e 24 horas após a transfusão de GV homólogos com 14 e 42 dias de 

estocagem e evidências histológicas de lesão pulmonar aguda; tais efeitos 

foram exacerbados após circulação extracorpórea139. 
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Em outros estudos, a transfusão também é avaliada como um 

“segundo evento”, uma vez que os animais estudados tenham sofrido um 

“insulto” inicial para lesão pulmonar186,185, ou choque hipovolêmico107,50. Estudo 

em modelo “ex-vivo” de anéis aórticos de ratos publicado em novembro de 

2013 postulou que a transfusão de GV estocados tem atividade vasoinibidora 

através de outro mecanismo além do proposto anteriormente, que não envolve 

a retirada do NO pela hemoglobina livre01. Ainda nesta linha de raciocínio, um 

estudo em modelo murino demonstrou que fatores de risco conhecidos para 

disfunção vasomotora, incluindo diabetes e dieta rica em gordura216, 

amplificaram o efeito adverso da estocagem de GV nestes animais. Seja qual 

for o mecanismo dominante, muitas linhas diferentes de investigação 

relacionam a hemólise do sangue armazenado como responsável, em última 

analise, pelas complicações observadas após transfusão de GV estocados146. 

Na prática clínica, estes estudos corroboram os achados de pior evolução em 

pacientes com fatores de risco preexistentes para doença cardiovascular 

quando transfundidos. Esta hipótese também explicaria porque estudos com 

transfusão de GV estocados em voluntários sadios não ocasionaram alteração 

vascular aparente60,12. 

Tamanho número de possibilidades etiológicas talvez possa ser 

explicado pela variação dos métodos de coleta, processamento e estocagem 

de GV utilizados nos diversos estudos experimentais em relação aos realizados 

em humanos, dificultando desta maneira a comparação dos dados56,205,185,216. 
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Quadro 1-   Lesão de Estocagem  

Alterações durante a estocagem Consequências 

Decréscimo do 2,3-DPG, Acidose 

Depleção do ATP  

 

Microvesiculação e perda de 

lípides da membrana 

Peroxidação lipídica 

Geração de substâncias bioativas: 

citocinas, lipídios, etc. 

Depleção do S-nitroso 

hemoglobina (SNO) 

 Afinidade da Hemoglobina pelo O2  

Alterações formato, aumento fragilidade 

osmótica e decréscimo da deformabilidade 

eritrocitária. 

Decréscimo da viabilidade eritrocitária 

Dano e morte celular 

RFNH, Recrutamento de neutrófilos, 

ativação endotelial, lesão celular, TRALI, 

IMOS?  

Vasoconstrição, inflamação e trombose. 

 

TRALI = Transfusion Related Acute Lung Injury  
IMOS = Insuficiência de Múltiplos Órgãos 
RFNH = Reação Febril não Hemolítica 

 

Por outro lado, os efeitos benéficos primordialmente associados à 

transfusão de GV têm sido cada vez mais 

questionados70,118,156,66,200,79,209,80,149,64. Muitos estudos clínicos que avaliam a 

eficácia da transfusão de glóbulos vermelhos utilizam marcadores indiretos ou 

desfechos substitutos para avaliar a oxigenação tecidual e o consumo de 

oxigênio tissular tais como a tonometria, dosagem de lactato sérico ou 

saturação venosa da hemoglobina pelo oxigênio117,208,152. Outros estudos 

avaliam dados mais gerais e indiretos como mortalidade, morbidade ou tempo 

de internação62,118,27,66,200,79,80,209,137,176. Todos são mais propensos a erros de 
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conclusão devido à dependência destes marcadores a inúmeras variáveis não 

controladas, portanto dificultando ainda mais a interpretação crítica dos 

resultados194,201,81.  

Sabe-se que a oxigenação tecidual pode ser mantida mesmo com uma 

grande variabilidade do nível de hemoglobina através de vários mecanismos 

fisiológicos compensatórios como o aumento do débito cardíaco e da extração 

tecidual de oxigênio138,156. Estudos realizados em pacientes com choque 

hipovolêmico35 e séptico112,45 observaram ausência de melhora na oferta de 

oxigênio após a transfusão de glóbulos vermelhos com elevação dos níveis de 

hemoglobina para valores acima de 10 g/dL.  

Pouco se sabe também sobre as mudanças da mecânica respiratória, 

após a transfusão de glóbulos vermelhos. Estudo realizado em recém-nascidos 

(RN) pré-termo identificou importantes alterações da mecânica respiratória, 

com redução da complacência e aumento da resistência do sistema respiratório 

e do trabalho respiratório após transfusão. Os autores sugerem que estas 

alterações podem ser devidas ao aumento da volemia, decorrente do aumento 

do hematócrito e consequente elevação da pressão hidrostática na 

microvasculatura pulmonar150. Do mesmo modo, um estudo realizado com a 

finalidade de avaliar o aumento do consumo de oxigênio após transfusão de 

glóbulos vermelhos em pacientes sépticos também demonstrou aumento 

significativo da resistência do sistema respiratório quando comparado à infusão 

de albumina45. 

Dentre as complicações relacionadas à transfusão, aquelas envolvendo 

o sistema respiratório estão entre as principais causas de 
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morbimortalidade154,187. Entretanto a literatura é pobre em dados sobre a 

resposta inflamatória e mecânica pulmonar após transfusão 

sanguínea150,68,52,26,62,220. Estudo realizado em RN prematuros sob ventilação 

mecânica26 observou uma correlação entre o volume de sangue transfundido e 

o pico de malondialdeído (MDA), marcador inespecífico de estresse oxidativo, 

no lavado bronco-alveolar (LBA). O aumento do MDA foi observado logo após 

a primeira hora da transfusão com posterior queda e novo aumento após a 

segunda transfusão, sendo este comportamento então consistente com uma 

relação causal entre transfusão e produção de MDA. Outro estudo68 no qual 

foram comparadas as concentrações de interleucina 6 (IL-6) no soro e no LBA 

de crianças submetidas à cirurgia cardíaca identificou uma correlação entre o 

aumento da IL-6 com o volume de sangue transfundido no intraoperatório, uso 

de inotrópicos, ventilação mecânica e tempo de internação na terapia intensiva. 

Estudo recente em pacientes de terapia intensiva em ventilação mecânica, não 

encontrou diferença na função pulmonar, assim como no status inflamatório e 

na coagulação até 2 horas após transfusão de uma unidade de GV fresco ou 

estocado103. 

Desde meados de 1970, há relatos na literatura associando a 

transfusão de sangue em pacientes vítimas de trauma ao desenvolvimento da 

lesão pulmonar e insuficiência respiratória aguda, chamada nesta época de 

“Síndrome do Pulmão Branco”16,11. Estudos mais atuais têm demonstrado 

também uma piora da função pulmonar em pacientes com SDRA (síndrome do 

desconforto respiratório agudo) já instaladas que são submetidos à transfusão 

de sangue, independente da prática ou não de leucorredução. Aumento da 

pressão hidrostática capilar pulmonar, mas principalmente lesão endotelial com 
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aumento ainda maior da permeabilidade capilar pulmonar devem estar 

implicados no efeito deletério da função pulmonar de portadores de SDRA após 

transfusão. Adicionalmente os glóbulos vermelhos estocados parecem ser 

menos deformáveis, podendo impactar na microcirculação dificultando a 

circulação pulmonar e sistêmica133,19 .  

A partir de 1980 foi reconhecida a  presença de edema agudo 

pulmonar não cardiogênico relacionado temporalmente à transfusão de 

sangue, síndrome esta batizada como TRALI (Transfusion Related Acute Lung 

Injury)98,61,181. Inicialmente considerado um fenômeno essencialmente 

imunológico, atualmente o TRALI também pode ser explicado através da 

interação entre condições inflamatórias prévias do receptor e/ou liberação de 

substância biologicamente ativas acumuladas na unidade de sangue durante a 

estocagem101,159. TRALI, semelhante à SDRA, foi definido por uma conferência 

de consenso como hipoxemia (PaO2/FiO2 <300 mm Hg) de início agudo, 

infiltrado pulmonar bilateral à radiografia torácica, pressão de artéria pulmonar 

ocluída menor que 18mm Hg e clara relação temporal com a transfusão (até 6 

horas)98,61.  

Vários estudos em pacientes críticos demonstraram a associação de 

transfusão de GV e lesão pulmonar aguda de forma dose dependente, porém 

sem a referida e necessária relação temporal. Desta forma, tem ocorrido 

grande dificuldade prática na demonstração dos critérios estabelecidos para o 

diagnóstico conclusivo de TRALI62,220,184,103. Outros demonstraram que a 

transfusão de GV resulta em lesão pulmonar moderada, não preenchendo os 

critérios estabelecidos para TRALI na referida conferência de consenso181,27, e 

não são portanto diagnosticadas e tratadas como tal33. Duas outras reações 
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adversas à transfusão com predomínio de envolvimento pulmonar são 

sobrecarga circulatória associada à transfusão (Transfusion acute circulatory 

overload - TACO), definida por edema agudo pulmonar hidrostático até 6 horas 

após a transfusão53, e a dispneia associada à transfusão (transfused acute 

dyspnea - TAD) caracterizada por desconforto respiratório que ocorre nas 

primeiras 24h após a transfusão, que não preenchem os critérios para TRALI e 

TACO19. Desta forma, podemos então observar que a real incidência de 

morbidade pulmonar associada à transfusão é ainda incerta102 é provavelmente 

subestimada. 

Um estudo em modelo experimental demonstrou associação entre 

transfusão de GV estocados e inflamação pulmonar205. Já um estudo realizado 

em humanos sadios demonstrou que a transfusão de GV autólogos, causa 

disfunção pulmonar súbita, evidenciada por piora das trocas gasosas, 

independente de condições previas do receptor e do tempo de estocagem do 

sangue212. Por outro lado, estudos clínicos para avaliar o papel da transfusão 

homóloga, isoladamente, em voluntários saudáveis seriam eticamente 

inaceitáveis.  

Podemos assim dizer que os estudos, na sua maioria observacional, 

têm demonstrado uma possível associação entre transfusão e pior evolução 

clínica, incluindo lesão pulmonar, disfunção de órgãos e maior mortalidade, 

apesar de vários outros estudos questionarem estes achados132,23,184,156,36. A 

despeito do uso de várias técnicas estatísticas, para análise dos dados 

disponíveis nos estudos clínicos, vários são os “fatores de confusão” como, por 

exemplo: número de unidades transfundidas, diferentes estratégias 

transfusionais, diferentes tempos de estocagem, cuidados especiais com o 
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sangue (ex.: leucorredução) e comorbidades associadas (ex.: sepse, trauma, 

pós-operatório, uso de circulação extracorpórea e câncer), dificultando o 

estabelecimento de um papel independente da transfusão na pior evolução dos 

pacientes. Estudos recentes sugerem que as características do doador também 

possam estar relacionadas a possíveis efeitos deletérios da transfusão de 

GV25,222.  

A literatura científica é ainda mais pobre em relação à transfusão 

sanguínea em suínos173. Relatos anedóticos na literatura demonstraram a 

importância de realizar transfusão compatível no sistema AO para evitar 

reações adversas quando utilizadas transfusões de sangue total84,158. Hoje são 

reconhecidos 16 grupos sanguíneos em suínos e sabe-se que os anticorpos 

naturais pertencem ao grupo sanguíneo (A-O)162. O antígeno A suíno é 

encontrado primariamente no plasma e posteriormente é absorvido pelas 

hemácias. Portanto a possibilidade de hemólise (A-O) não parece ser 

importante nos suíno devido à baixa densidade de antígenos nas hemácias. As 

reações adversas mais comumente observadas são hipertensão pulmonar e 

coagulação intravascular disseminada, quando utilizada transfusão de sangue 

total. Todavia, estas reações não parecem ocorrer em animais que não foram 

previamente transfundidos, principalmente se utilizado concentrado de glóbulos 

vermelhos ao invés de sangue total162. Por outro lado, o modelo suíno tem sido 

bastante utilizado em situações que reproduzem condições clínicas de 

pacientes críticos por guardar boa correlação anatômica e funcional com os 

humanos, particularmente em relação à hemodinâmica, função respiratória e 

aparelho gastrointestinal. Neste contexto, experimentos com suínos poderiam 
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evitar algumas das limitações biológicas e éticas verificadas em estudos com 

humanos relacionados à transfusão de sangue.  

Não obstante, vários estudos em modelo animal que avaliam os efeitos 

adversos à transfusão de GV são realizados utilizando transfusão homóloga 

entre diferentes espécies ou entre animais singênicos, bem como transfusão 

autóloga, desta forma não traduzindo o que ocorre na nossa realidade. 

Adicionalmente, somente poucos e recentes estudos descrevem a validação da 

transfusão de GV em seu experimento8,139,22. Acreditamos ser de suma 

importância esta validação, com intuito de assegurar a relevância da transfusão 

para os efeitos estudados ante os problemas decorrentes de coleta, 

processamento ou estocagem inadequada. Em resumo, até o presente 

momento não está claro se a transfusão de GV tem um efeito causal ou é mais 

um fator de confusão na pior evolução dos pacientes137. 

 Em nosso estudo o objetivo principal foi desenvolver um modelo de 

transfusão em suínos saudáveis onde os diversos fatores de confusão 

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 compreensão das alterações 

hemodinâmicas e respiratórias, bem como da resposta inflamatória associada à 

transfusão de sangue, tem grande utilidade no aprimoramento do cuidado de 

pacientes que necessitem desta terapêutica. 
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2. Objetivos 
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2.1  Objetivos primários 
 

 Validar um modelo de transfusão homologa de glóbulos 

vermelhos estocados em suínos com hipovolemia aguda por 

hemorragia controlada. 

 

2.2  Objetivos secundários 

 

 Avaliar os efeitos agudos da transfusão de glóbulos vermelhos 

estocados na hemodinâmica, trocas gasosas, mecânica 

respiratória e resposta inflamatória pulmonar e sistêmica. 
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3.   Métodos 
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Esta pesquisa foi realizada no Laboratório de Pesquisa Experimental 

em Medicina Intensiva do Instituto de Ensino e Pesquisa do Hospital Sírio- 

Libanês (IEP). O projeto foi apoiado pelo Banco de Sangue e Departamento de 

Medicina Nuclear do Hospital Sírio Libanês. 

O protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comitê de 

Ética no Uso de Animais (CEUA) (Protocolo #2007/11) e pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo.  

Realizado de acordo com o Protocolo do Instituto Nacional de Saúde 

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 - Validação “in vitro” e “in vivo” da transfusão de 

concentrado de glóbulos vermelhos homólogos estocados por 14 

dias em um modelo de suínos com hipovolemia aguda. 

 

3.1.2 Etapa 2: Avaliação dos efeitos agudos da transfusão na 

hemodinâmica, trocas gasosas, mecânica respiratória e resposta 

inflamatória pulmonar e sistêmica. 

 

Etapa 1 :  

 

Esta validação envolveu cinco porcos machos da raça 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 à anestesia inalatória com halotano na concentração de 

2% administrado em mascara de oxigênio a 100% (Conquest 3000, HB 

hospitalar). A seguir, foi instrumentado com cateter venoso central (7F) em 

condições assépticas e então submetido à hemorragia controlada de 25% da 

volemia (estimada como peso corpóreo (kg) X 70 mL)99 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, São Paulo, Brasil), contendo solução anticoagulante e preservativa com 

citrato de sódio desidratado, acido cítrico monoidratado, fosfato de sódio 

monobásico mono hidratado, dextrose mono hidratada e adenina, que permite 

o estoque dos GV por até 35 dias. Após a coleta destas unidades contendo em 

média 450 mL de sangue total, as bolsas foram centrifugadas a 3.300 rotações 

por minuto (rpm) por 16 minutos a 4ºC (centrífuga DAMON/IE Division DPR-

6000), originando duas unidades de GV com hematócrito de 68% armazenadas 

e estocadas por 14 dias em refrigerador com temperatura controlada (2ºa 6ºC) 

(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 às bolsas (Ibuttom DS1921g, 

Maxim-Dallas, Califórnia, USA). Com a finalidade de garantir o suprimento 

ininterrupto de energia elétrica, as unidades de GV foram estocadas em uma 

sala do laboratório suprida com gerador. As unidades de plasma foram 

descartadas (Figura 1). 

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

anestesia foi suspensa e o animal enviado para sobrevida no biotério.  
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 Tipagem Sanguínea e Provas de Compatibilidade 

 

  Para assegurar a compatibilidade eritrocitária da transfusão de GV 

entre os animais foi realizada a tipagem “direta” do sistema A-O, utilizando soro 

Anti-A monoclonal (DIAMED, São Paulo, Brasil), utilizado rotineiramente na 

pratica da clinica transfusional em humanos. Um volume de 50 µL do reagente 

(Anti-A) foi adicionado a uma suspensão das hemácias suínas a 3%. Estes 

tubos foram centrifugados a 3.400 rotações por minuto (rpm) por 15 segundos 

(Sero-Fuge® 2002, Becton-Dickson, New Jersey, US) 207, 30. 

 Foi realizada a leitura imediata em temperatura ambiente, e a presença 

de aglutinação foi considerada como reação positiva. Adicionalmente, foi 

realizada prova de compatibilidade entre as hemácias do doador e o soro de 

cada animal, adicionando a 100 µL do soro do receptor 50 µL da suspensão de 

hemácias do doador.  Estes tubos foram centrifugados por 15 segundos a 

3.400 rpm (SERO-FUGE®2002, Becton Dickson, New Jersey, US)207. Foi 

realizada leitura imediata à temperatura ambiente e a presença de aglutinação 

foi considerada resultado positivo. 

 

 Validação “in vitro” 

 

A validação das bolsas “in vitro” foi realizada no dia da coleta (basal) e 

no 14º dia de estocagem através de mensuração dos seguintes parâmetros: 

volume das bolsas (mL), concentrações de hemoglobina (g/dL) e hematócrito 

(%) dosagem de hemoglobina livre (mg/dL) e determinação do índice de 

hemólise pelo método da peroxidase32
. A porcentagem de hemólise foi 
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determinada pela relação 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 centrifugação a 3500rpm 

por 10 minutos e  diluído em solução salina1:2. Na sequência, 10 μL de 

amostra deste sobrenadante foi distribuído em duplicata e adicionado 500 μL 

de benzidina e 500 μL de peróxido de hidrogênio a 1%, homogeneizado e 

incubado por seguido por incubação de 10 minutos. A reação foi interrompida 

com adição 5μL de solução de acido acético, seguido por incubação de 10 

minutos. A absorbância das amostras foi determinada em espectrofotômetro 

(E2010D, CELM®) sob comprimento de onda de 515nm. O padrão de 

hemoglobina livre foi obtido através da diluição de 20l de sangue controle 

comercial (Eightchek – 3WPX-TRA, Strech Laboratories USA) em 6,0 mL de 

água destilada. 

Amostras de 1mL foram coletadas para mensurar os níveis de 

hemoglobina e hematócrito. A hemoglobina livre e o índice de hemólise foram 

obtidos através dos cálculos: 

 

 Hb livre (mg/dL)= [absorbância da amostra  x  conc. padrão (mg/dL) ] x 10 /                                         

absorbância padrão 

 

 Índice de Hemólise (%) = Hb livre (g/L) x [100 - Ht(%) ] / Hb total (gL-1) 

 

Também foram mensuradas as concentrações de potássio, sódio, 

glicose e pH das unidades em analisador de gases sanguíneos (ABL 735, 

Radiometer Copenhagen, Dinamarca). Adicionalmente, para investigação de 

possível contaminação 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). 

   

Validação “in vivo”  

 

 Para este experimento, cinco animais machos Agroceres® (sendo um 

deles o animal submetido à 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 (concentração média de 2%) em oxigênio 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 frequência 

respiratória ajustada para uma PaCO2 em torno de 35 a 45 mm Hg. O bloqueio 

muscular foi realizado com infusão intermitente de 0,1mg/kg de pancurônio. A 

analgesia foi realizada com a administração intravenosa de fentanil (30µg/kg/h). 

A adequação da profundidade anestésica durante todo o procedimento foi 

avaliada através da estabilização das variáveis fisiológicas (frequência cardíaca 

e pressão arterial), ausência de reflexos (corneal e resposta de flexão posterior 

dos membros) e ausência de resposta à manipulação. Um cateter venoso 

central (7F) foi inserido na veia jugular externa esquerda para coleta de 

amostras, administração de medicamentos e infusão de fluidos. Foi realizada a 

marcação de 100g de GV proveniente de uma das duas unidades de G.V, 

estocadas há 14 dias, com 0,7 mL de cromato de sódio 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 à temperatura 
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ambiente com agitação suave e contínua durante 20 minutos, e adição de 

ácido ascórbico (200 mg). A amostra foi posteriormente lavada com 1.000 

mLde solução salina (0,9%) e o material diluído (1/50) em duplicata, para ser 

utilizada como referência do volume da “massa” eritrocitária injetada.  

Foram injetados nos animais o equivalente a 2,5 mL/kg (0,412 MBq/kg 

ou 0,01mCi/kg) da amostra marcada com o cromato de sódio, correspondendo 

a 16 mL nos quatro animais homólogos (peso 37-38 kg) e 24 mL no  animal 

autólogo (peso 60 kg).  As amostras para avaliação da viabilidade foram 

coletadas nos intervalos de tempo de 5 e 10 minutos e  2, 3, 6, 8, 12 e 24 horas 

após a transfusão de acordo com o método modificado “early time values 

average” (média dos valores iniciais), aonde o tempo “zero” que corresponde a 

100% de sobrevida é obtido através da média das contagens iniciais (5 e 10 

min)116 . Três mililitros de cada uma das amostras e da amostra de referência 

foram contados durante 300 segundos em um contador gama automático 

(Assistente 3 Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA). Os coeficientes de variação 

foram de 0,3%. 

As análises da viabilidade pós transfusional (VPT) foram realizadas 

através da porcentagem de sobrevida das hemácias marcadas com o material 

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

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

                                       cpm/mL de hemácias (tempo = 0 horas) 

Onde cpm/mL é a contagem por minuto nos períodos pré-

determinados, corrigidos pelos níveis de hemoglobina e hematócrito no tempo 

“zero” (média entre 5 e 10 minutos), quando ocorre a homogeneização no 

espaço intravascular do cromato de sódio radioativo128. 
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Adicionalmente foi feito o controle da radioatividade livre no 

sobrenadante de todas as amostras coletadas dos animais utilizando-se a 

mesma metodologia descrita acima. 

Após 24 horas foi realizada esplenectomia em todos os animais, sendo 

os baços submetidos à análise para identificação de sequestro esplênico por 

cintilografia em câmara de cintilação (Siemens Orbiter, Hoffman Estates, IL, 

EUA), com colimação para energia de 360 kev, fotopico centrado em 320kev e 

janela de 20%, com processamento de imagem digitalizada.  
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Figura 1 -  Validação “in vivo” 

 

 

 

 

Porcos receptores homólogos 
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Etapa 2. :  Avaliação dos efeitos agudos da transfusão na 
hemodinâmica, trocas gasosas, mecânica respiratória e 
resposta inflamatória - Preparação dos animais: (Figura 2). 

 

Dezoitos porcos, machos, da raça Agroceres, peso 68,5 ± 3,5 Kg (61-

75 kg) foram utilizados no estudo. Inicialmente, como o estudo seria realizado 

com transfusão de GV e não sangue total optou-se por utilizar os animais 

independentes da tipagem sanguínea. 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 eritrocitária prévia com as bolsas de GV estocadas por 14 dias. 

Os animais foram mantidos em jejum por 18 horas com livre acesso à água, 

pré-anestesiados por via intramuscular com midazolam (0,3mg/kg) e 

acepromazina (0,5mg/kg). A indução anestésica foi realizada com thionembutal 

(12mg/kg) e o bloqueio neuromuscular inicial com brometo de pancurônio (0,2 

mg/kg). A manutenção da analgesia e sedação foi realizada com fentanil (5 

g/kg/h) e midazolam (0,5 mg/kg/h), e o bloqueio muscular  mantido ao longo 

do experimento com pancurônio (infusão contínua de 0,075 mg/kg/h). A 

adequação da profundidade anestésica durante todo o procedimento foi 

avaliada através da estabilização das variáveis fisiológicas (frequência cardíaca 

e pressão arterial), ausência de reflexos (corneal e resposta de flexão posterior 

dos membros) e ausência de resposta à manipulação. Quando necessário 

“bolus” de 5 µg/kg de fentanil e 0,125mg/kg de midazolam foram administrados. 

Os animais foram submetidos à intubação orotraqueal (tubo 

endotraqueal no 7) e conectados a um ventilador mecânico (Evita XL- Draeger, 
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Lubeck, Alemanha), modo  volume controlado (VT= 8 mL/kg e frequência 

respiratória ajustada para uma PaCO2 em torno de 35 a 45 mm Hg, pressão 

expiratória final positiva (PEEP)= 5 cmH20 e FiO2 necessária para manter SpO2 

≥ 94%. 

 Imediatamente antes da dissecção vascular e a seguir a cada 6 horas, 

os animais receberam um grama de cefalotina endovenosa como profilaxia 

antimicrobiana. Na sequência foi realizada a dissecção dos acessos 

vasculares, onde, através da veia jugular externa direita, foi introduzido um 

cateter de artéria pulmonar (774HF75, Edwards Lifescience, LLC, Irvine, 

Califórnia, EUA), que foi posicionado por visualização das curvas pressóricas. 

Este permitiu medidas de débito cardíaco (DC – L/min) por termodiluição, 

pressões da artéria pulmonar (mm Hg), pressão venosa central (PVC- mm Hg) 

, saturação venosa mista de oxigênio (SvO2 - %), bem como do volume 

diastólico final de ventrículo direito (VDFVD - mL) (Vigilance VD, Edwards 

Lifesciences, Irvine, Califórnia, EUA). A veia jugular externa esquerda foi 

dissecada para a introdução de um cateter (7F) para retirada de sangue 

durante a hemorragia controlada, administração de medicamentos, infusão de 

fluidos e injeção de solução salina resfriada para calibração 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, monitorização da pressão arterial sistêmica, mensuração da água 

pulmonar extravascular (APev), fração de ejeção global (GEF)(%), volume 

diastólico final global indexado (GEDVI) (mL/m2) e da variação do volume 

sistólico (∆VS). (PiCCO® - Pulse Index Contour Continuous Cardiac Output; 

Infinity® PiCCO SmartPodTM XL; monitor - Infinity Delta XL, Drager). A 
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calibração do sistema foi feita com a infusão de solução salina resfriada através 

de cateter venoso central. As pressões sistêmicas 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 frequência cardíaca 

(batimentos/min), saturação arterial de oxigênio (SaO2 - %) e EtCO2 (CO2 no 

final da expiração - mm Hg).  

Os parâmetros hemodinâmicos listados acima foram medidos 

imediatamente antes e 30 minutos após a hemorragia controlada, 

imediatamente após o término da ressuscitação volêmica, e a cada 60 minutos 

por até 6 horas. 

Os dados respiratórios aferidos foram: complacência estática do sistema 

respiratório (Cest - mL.mm Hg-1), resistência do sistema respiratório (Rsr - mm 

Hg.L -1s-1), pressão de pico inspiratório (Ppico – cmH2O), pressão de platô 

inspiratório (Pplat – cm H2O), pressão média de vias aéreas (Pmva – cm H2O), 

PEEP (cmH2O), frequência respiratória (fr – ciclos/min), volume corrente (VT - 

mL), CO2 no final da expiração (EtCO2 - mm Hg) e fração inspiratória de 

oxigênio (FiO2 - %), calculados pela média de 5 ciclos consecutivos. 

As curvas de pressão-volume (PV) do sistema respiratório também foram 

avaliadas imediatamente antes da hemorragia controlada, uma, três e seis 

horas após a reposição volemica, através de método de baixo fluxo 

disponibilizado automaticamente pelo ventilador mecânico. Os parâmetros para 

realização das curvas PV foram os seguintes: fluxo inspiratório = 4L/min; 

pressão inspiratória inicial e final de zero e 50 cm H2O respectivamente; VT 
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máximo= 2000 mL. Foi estimado o trabalho inspiratório e expiratório através da 

analise das áreas abaixo das alças inspiratória e expiratória da curva PV 

(SigmaPlot 9). A diferença entre o trabalho expiratório e inspiratório foi 

considerada como a energia gasta com a histerese pulmonar. Todas as áreas 

foram normalizadas para a área do menor retângulo capaz de englobar toda a 

curva PV20,147. A área deste retângulo foi considerada como a energia potencial 

de “estiramento” pulmonar, e foi normalizada devido à heterogeneidade das 

propriedades visco-elásticas do sistema respiratório dos animais31(Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Métodos  35 

 

 

 

Figura 2 - Linha do tempo 
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 Parâmetros respiratórios e hemodinâmicos: Baseline, hemorragia, 

ressuscitação e a cada hora até 6 horas após o termino da 

ressuscitação. 

 Quantificação de citocinas por ELISA (IL-1; IL-6; IL-10 e IL-21); 

baseline, T3 e T6 (3 horas e 6 horas após ressuscitação, 

respectivamente) 

 Dosagem de nitrato: baseline, T3 e T6 (3 horas e 6 horas após 

ressuscitação, respectivamente) 

Pulmão 

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

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

 Quantificação de nitrato  
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Painel A -  Alças Inspiratoria e Expiratoria  

 

 

 

Painel B - Energia Inspiratória 
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Painel C-  Energia Expiratória 

 

 

 

Painel D-  Energia de Histerese 
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Painel E-  Normalização das curvas 

 

 

 

Figura 3 -   Exemplo da construção da curva PV e calculo das energias 
inspiratória, expiratória e histerese 

 

Imediatamente após a monitorização os animais foram submetidos à 

laparotomia mediana por uma incisão de cerca de seis centímetros e através 

de uma cistostomia foi inserido um cateter para monitorização do débito 

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

Ithaca, NY, USA) foi posicionado no íleo distal para mensuração da perfusão 

da microcirculação intestinal (unidades arbitrárias de microcirculação 

perfundidas)34,99.  

Após o término do preparo os animais foram mantidos sem manipulação 

durante uma hora para estabilização. Durante o preparo cirúrgico e 

estabilização, receberam alíquotas de ringer lactato (500 mL a cada 30 
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minutos) com o objetivo de garantir normovolemia, a saber: pressão venosa 

central (PVC) ≥ 6 mm Hg, débito urinário ≥ 0,5 mL/kg/h e SvO2  ≥  70%. Após o 

preparo, foi mantida infusão contínua de ringer lactato a 5 mL/kg/h durante todo 

o período do experimento. 

 

 

3.2   Hemorragia controlada e reposição volêmica 

 

Imediatamente após o período de estabilização, os animais foram 

submetidos à hemorragia controlada com retirada através do cateter venoso de 

25% de sua volemia (estimada como peso em kg X 70 mL)99. O tempo médio 

para a hemorragia foi de 40 minutos. O sangue foi coletado de maneira 

asséptica em bolsas contendo solução anticoagulante (conforme descrito 

anteriormente). Após 30 minutos do término da hemorragia, a reposição 

volêmica foi realizada em aproximadamente 120 minutos, como descrito a 

seguir: 

- Grupo controle (n=9) – reposição volêmica com ringer lactato com 

volume equivalente a três vezes o volume do sangue removido (ex: hemorragia 

de 900 mL, reposição de 2700 mL de ringer lactato). 

- Grupo transfusão (n=9) – reposição volêmica, durante sessenta 

minutos, com duas unidades de concentrado de glóbulos vermelhos estocados 

por 14 dias. Além disso, receberam ringer lactato na quantidade equivalente a 

três vezes da diferença entre o volume de sangue removido na hemorragia e 

aquele reposto na forma de concentrado de hemácias (ex: hemorragia de 900 
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mL e reposição de 400 mL de concentrado de hemácias, mais infusão adicional 

de 1500 mL de ringer lactato). 

Após o término da reposição volêmica, os animais de ambos os grupos 

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

 

3.3  Coleta e Processamento das Unidades de Sangue Total  

 

As unidades de sangue total foram coletadas e identificadas com o 

número 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 hemácias armazenadas em refrigerador com temperatura controlada (2º a 

6º C). Cada animal transfundido recebeu os concentrados de hemácias do 

animal submetido à hemorragia controlada em experimento anterior. 

 

 

3.4   Avaliação Laboratorial - Hemograma, Variáveis Ventilatórias e de 
Oxigenação  

 

Imediatamente antes e 30 minutos após a indução da hipovolemia, 

imediatamente após o término da ressuscitação e a cada 60 minutos até 6 

horas a seguir, foram coletadas amostras de sangue arterial para análise de 

variáveis ventilatórias e oxigenação (pH, PaO2, PaCO2, BE) e mensuração do 

lactato (ABL 700 Radiometer, Copenhagen, Denmark). Adicionalmente foi 

coletado sangue venoso (veia jugular externa) antes da indução de hipovolemia 

e após a ressuscitação para calibração do sistema de medição contínua da 
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saturação venosa. Antes da indução de hipovolemia e ao final do experimento 

foi coletada uma amostra de sangue para realização de hemograma. 

 

3.5  Avaliação da Resposta Inflamatória 

 

 Coleta do sangue 

 

 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 indução da hipovolemia, 3 e 6 horas após a 

ressuscitação volêmica (baseline, T3 e T6). O sangue ficou armazenado em 

gelo até centrifugação a 2.500x g por 10 min a 4 ˚C. O plasma foi armazenado 

a -70 ˚C. 

Posteriormente, o plasma foi destinado à quantificação de proteínas da 

resposta inflamatória e de nitrado.  

 

 Coleta dos Pulmões 

 

Ao final do experimento após o óbito por aprofundamento da anestesia, 

o tórax dos animais foi aberto, os pulmões excisados e uma fração do tecido 

pulmonar foi retirada do lobo médio pulmonar direito. O fragmento de tecido foi 

colocado em tubo eppendorf (2 mL), mergulhado imediatamente em nitrogênio 

líquido e armazenado em freezer -80ºC. As amostras de pulmão foram 

destinadas posteriormente à quantificação de proteínas inflamatórias.  
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3.5.1 Concentração de citocinas no plasma e tecido pulmonar 

 

 As proteínas da resposta inflamatória Interleucina-1 (IL-1), 

Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-10 (IL- 10), e Interleucina-21 (IL-21), foram 

quantificadas pela técnica de ensaio imunológico ligado à enzima (ELISA) 

baseado em método "sanduíche”. Os kits utilizados e as concentrações dos 

anticorpos e proteína estão listados na Tabela 1. 

 

Tabela 1-  Concentração de anticorpos e proteína utilizados na detecção por 

ensaio imunoenzimático dos mediadores IL-1, IL-6, IL-10 e IL-21  
 

Kit ELISA 

Anticorpo de 

Captura 

(µg/mL) 

Anticorpo de 

Detecção (ng/mL) 

Curva Padrão 

Proteína 

(pg/mL) 

DuoSet IL1 porco (R&D Systems #DY681) 2 50 4.000 a 15
*
 

DuoSet IL6 porco (R&D Systems #DY686) 0,8 100 8.000 a 125
*
 

DuoSet IL10 porco (R&D Systems #DY693) 2 200 1.000 a 31
*
 

Human IL-21 ELISA (eBioscience #88-7216) 1/250 1/250* 2.000 a 31
*
 

*Sensibilidade de detecção 

  

 Extração de proteínas do pulmão 

 

Para avaliação dos mediadores inflamatórios por ELISA inicialmente 

foram extraidas as proteínas do pulmão. Para isso, cada 100mg do órgão foi 

homogeneizado usando o equipamento Tissueruptor (Qiagen) à baixa 

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

(Roche #11836153001), diluído em PBS Tween 0,05%. Em seguida, a 
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suspensão foi centrifugada 2 vezes por 10 min à 4oC, sendo a primeira 

centrifugação a 3.000 x g e a segunda a 10.000 x g. O sobrenadante foi 

separado e armazenado a -80 o C. 

  

 Ensaio imunoenzimático (ELISA) - Protocolo de ELISA no plasma 

e tecido pulmonar. 

 

A quantificação das proteínas inflamatórias IL-1; IL-6 e IL-10 foi 

realizada seguindo as instruções do fabricante (R&D Systems). 

Cada poço da placa de 96 “wells” (Nunc #442424) foi sensibilizado com 

50 μL do anticorpo monoclonal diluído em PBS (137mM NaCl, 2,7mM KCl, 

8,1mM Na2HPO4, 1,5mM KH2PO4 – pH 7,2), seguido por incubação “overnight” 

à 25ºC (Agilent #G2545A) sob agitação de 20 rpm (Ika #3319000). A fim de 

retirar o excesso de anticorpo não adsorvido, foram realizadas 5 lavagens 

sucessivas  com 400 L de solução de lavagem (PBS 0,05% Tween), realizado 

entre todas as etapas, exceto após a adição do substrato tetrametilbenzidina 

(TMB). Em seguida, adicionou-se 300L de solução de bloqueio (PBS 1% BSA) 

por 2 horas à 25ºC. Uma curva padrão foi construída a partir de diluições 

seriadas da proteína recombinante da citocina de interesse (Tabela 1). 

Amostras de soro (90% em PBS 1% BSA) foram distribuídas em duplicata 

(50μl) e incubadas a 25 ºC overnight sob agitação. O anticorpo secundário 

policlonal biotinilado, diluído em PBS 1% BSA, foi então adicionado por 2 horas 

à 25ºC sob agitação. Após incubação por 20 minutos com Estreptavidina (R&D 

#DY998) diluída 1:200 à 25ºC sob agitação e ao abrigo da luz, a reação foi 
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revelada com 50 L de TMB (mistura 1:1 v/v de H2O2 e tetrametilbenzidina) 

(BD #555214), durante 20 min de incubação à 25ºC sob agitação e ao abrigo 

da luz. A reação foi interrompida com a adição de 25 L de ácido sulfúrico 2N 

(Merck #1.00731). A absorbância das amostras foi determinada em 

espectrofotômetro (Sunrise, Tecan) sob comprimento de onda de 450nm.  

A quantificação da citocina plasmática IL-21 foi realizada com protocolo 

semelhante ao descrito acima seguindo as recomendações e soluções 

específicas fornecidas pelo fabricante (eBioscience). 

Os valores encontrados de densidade óptica (DO) foram subtraídos da 

leitura do branco (PBS 1% BSA). Os valores de DO encontrados nas amostras 

foram interpolados com a curva padrão através da regressão polinomial de 4ª 

ordem (PRISM GraphPad Software versão 5.01). A curva padrão foi incluída 

em todas as placas considerando-se duplicata de cada ponto para melhor 

reprodutibilidade dos ensaios. 

 

 

3.5.2  Concentrações de nitrato no plasma e no tecido pulmonar 

 

Antes da indução da hipovolemia e após 3 e 6 horas da ressuscitação 

volêmica amostras foram coletadas para avaliar a produção de óxido nítrico 

(NO) no plasma através de um de seus metabólitos o nitrato. Para tal, utilizou-

se a técnica de quimiluminescência por meio do analisador de NO (Sievers, 

modelo NOA280, Colorado, EUA). Essa técnica requer a redução de nitrato a 

NO, o qual reage com ozônio para gerar luz, que é quantificada por 

fotomultiplicadoras. Para conversão do nitrato a NO, foi utilizada reação com 
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cloreto de vanádio (VnCl4) em ácido clorídrico a 95C. A curva de calibração 

em níveis múltiplos foi realizada por padrão externo (nitrato de sódio – Aldrich, 

EUA). Esta técnica foi também utilizada para mensurar a concentração de 

nitrato no tecido pulmonar, em ambos os grupos, logo após a morte dos 

animais. Amostras de tecidos pulmonares foram coletadas do lobo médio 

pulmonar direito, homogeneizadas por lise tecidual com triturador, seguida de 

diluição em 2 mL de tampão Tris-HCl 50 mM com PMSF 1 mM e 0,1% 

mercaptoetanol. O tecido lisado foi submetido à centrifugação a 5000 rpm por 5 

minutos, à 4C para remoção de debris e células não lisadas. O sobrenadante 

foi recolhido e submetido à quantificação de proteínas por ensaio colorimétrico 

(Bradford, Bio-Rad, California, Estados Unidos). Todos os resultados foram 

normalizados para a concentração de proteínas das amostras. 

 

 

 

3.5.3  Análise de expressão de RNAm (RNA mensageiro) para 
marcadores de resposta inflamatória em tecido pulmonar 

 

Extração de RNA do tecido pulmonar 

 

O RNA total foi extraído e purificado em colunas por meio do “RNAeasy 

Minikit” (Qiagen). Aproximadamente 10 mg de tecido foram misturados com 

600 L solução tampão do kit (RLT) e homogeneizados com auxílio do 

Tissueruptor (Qiagen). As amostras foram centrifugadas a 16.000 g por 3 

minutos e o sobrenadante (lisado) transferido para um novo tubo. 600 L de 

etanol 100% foram adicionados ao volume recuperado, e aplicados em uma 
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coluna com afinidade por RNA (miRNeasy) seguido por centrifugação a 8.000 g 

por 15 segundos. O RNA aderido à coluna foi lavado com 350L de solução 

RPE seguido pela mesma centrifugação. 80ul de DNase mix foram aplicados 

diretamente à coluna para eliminação de uma eventual presença de DNA na 

coluna. Após 15 minutos de incubação à temperatura ambiente, 350L de 

solução tampão (RW1) foram adicionados para lavagem da coluna, seguido por 

nova centrifugação de 8.000g por 15 segundos. A coluna foi lavada mais duas 

vezes com 500L da solução tampão (RPE). O RNA total foi eluído da coluna 

com 50L de água livre de RNase e centrifugação a 8.000g por 1 minuto. As 

amostras de RNA extraído ficaram estocadas em freezer a -80ºC. 

A quantificação do RNA extraído e a estimativa do grau de 

contaminação por proteínas e sal foram feitas por espectrofotometria nas 

absorbâncias de 260, 280 e 230nm, respectivamente no equipamento Nanovue 

(GE Healthcare). A qualidade da concentração do RNA obtido foi verificada 

através do fracionamento eletroforético de um µg de RNA de cada uma das 

amostras em gel de agarose 1% (“microfluidic chip”) com utilização 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 à da banda 18S. 

 

Síntese de cDNA 

 

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

efetuada com o kit “SuperScript III First-Strand Synthesis System for RT-PCR” 
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(Invitrogen). Três microgramas de cada um dos RNAs extraídos foram 

incubados a 65°C durante 5 minutos na presença de 1L de oligo (dT), e  1L  

de dNTP mix [10mM], em volume final de 10L. As amostras foram colocadas 

no gelo e em seguida foram adicionadas às mesmas: 2L de RT Tampão 

[10X], 4L de MgCl2 [25mM], 2L de DTT [0,01M], 1L de RNAse OUT 

[40U/L], e 1L da enzima SuperScript III RT (200 U/L. As reações foram 

incubadas a 50°C por 50min e depois a 85°C por 5min. Ao final da reação, foi 

adicionado 1L de RNase H em cada amostra seguido por incubação a 37ºC 

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

 

 

Ensaio de PCR em tempo real (Taqman) 

 

A avaliação da expressão de RNAm em tecido pulmonar foi realizada 

por reação em cadeia da polimerase em tempo real em equipamento SDS 

7900 (qRT-PCR) utilizando a química Taqman® (Applied Biosystems). Os 

RNAm pesquisados, assim como as respectivas sondas (probes) e iniciadores 

(primers) estão descritos na tabela 2. 

Cada cDNA (2 L) foi submetido à reação de PCR com 1L de Assay 

20X (conjunto de primers e sonda TaqMan), 10L de Taqman Universal 

MasterMix [2x] em volume final de 20L. No termociclador ABI-7900 (Applied 

Biosystems) as reações aconteceram nas seguintes condições: 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 detecção da expressão de 
RNAs mensageiros por PCR em tempo real 

 

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

 

As intensidades de fluorescência registradas ao longo de cada ciclo da 

PCR foram analisadas no programa SDS Software (versão 2.3). A partir de um 

gráfico de intensidade de fluorescência em função do número de ciclos de 

amplificação, definimos manualmente um limiar (threshold), onde a intensidade 

de fluorescência é estatisticamente diferente da fluorescência de fundo 

(background) e a curva encontra-se na fase logarítima de amplificação. O ciclo 

da reação onde à fluorescência da amostra intercepta o threshold é chamado 

Ct (cycle threshold), e a comparação da expressão gênica de diferentes 

amostras é feita através da comparação entre os Cts. Amostras com Cts 

 

Iniciadores suíno-específicos utilizados na PCR em tempo real  

 

    

Sequência dos Iniciadores e Sondas confeccionados 

  

 
Seqüência (5'-3') 

  
IL-1β sense GGTTTCTGAAGCAGCCATGG 

IL-1β antisense GATTTGCAGCTGGATGCTCC 

IL-1β 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 ID 

  
IL-21 Ss03384710_u1 

TNFα  Ss03391318_g1 

NOS2 Ss03374608_u1 

HPRT1 Ss03388274_m1 

GAPDH Ss03375629_u1 
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maiores apresentam menores quantidades do gene alvo no cDNA molde inicial 

na reação. 

 

Cálculo da Expressão Gênica Diferencial 

 

 A diferença entre os valores de Ct (ΔCt) entre as amostras, após 

normalização com genes de expressão estável, reflete sua expressão 

diferencial. Todas as reações foram realizadas em duplicata e foram 

consideradas aceitáveis reações cujo desvio padrão entre as duplicatas fosse 

menor que 0,5. A média dos valores de Ct das duplicatas foi considerada para 

o cálculo da expressão diferencial. Como normalizador das quantidades de 

cDNA molde, foi amplificado de todas as amostras o transcrito dos genes de 

expressão constitutiva Hprt (hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferase) e 

GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase). A normalização dos dados de 

expressão gênica foi realizado utilizando-se a média dos Cts encontrados para 

esses dois genes dentro de cada amostra.  

 

3.6  Análise Estatística 

   

Este foi o primeiro estudo em nosso meio validando a transfusão de 

glóbulos vermelhos estocados homólogos em modelo suíno e avaliando os 

efeitos agudos hemodinâmicos, respiratórios e inflamatórios da transfusão. 

Desta forma, este estudo foi considerado exploratório, sendo assim não foi 

realizado calculo do tamanho amostral. 
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As variáveis evolutivas (hemodinâmicas e respiratórias) são 

apresentadas como média e desvio-padrão (DP) e gráficos apropriados, e 

analisados inferencialmente via análise não paramétrica para dados com 

medidas repetidas; a opção por esta metodologia deve-se ao fato de 

estudarmos um número pequeno de animais em cada grupo e realizarmos 

medidas repetidas. Esta metodologia é mais flexível e apresenta resultados 

robustos para as análises de diversos tipos de estudos longitudinais133. Além 

disso, esta metodologia possui vantagens como: a não necessidade da 

suposição de um modelo particular, a robustez quanto à presença de “outliers”, 

relativa precisão quando há um tamanho amostral pequeno e a fácil 

interpretação das hipóteses133. Em todas as variáveis foram testadas as 

hipóteses que comparam os cinco momentos avaliados (baseline, pós-

hemorragia, 1, 3 e 6 horas após ressuscitação volêmica). Nas comparações 

múltiplas foi aplicada a correção de Bonferroni para garantir maior controle do 

erro do tipo I. Para a interpretação dos resultados utilizamos os efeitos relativos 

de tratamento (RTE) e seus respectivos intervalos de confiança, com 95% de 

confiança. 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 transfusão), 

naquele tempo (baseline, pós hemorragia, 1 hora, 3 horas ou 6 horas)  tendem 

a ser maiores do que as respostas globais. 

Os dados não evolutivos, como as citocinas inflamatórias pulmonares 

foram comparadas através do teste t de Student. As concentrações de nitrato 

pulmonar e plasmático foram avaliadas com teste de Friedman e Mann-

Whitney; a análise post-hoc foi realizada com teste de Tukey HSD. Os dados 
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referentes à validação das bolsas de glóbulos vermelhos foram realizados com 

o teste não paramétrico de Wilcoxon para comparação de duas amostras 

pareadas.  O nível de significância estatística considerado foi de 5% com testes 

bi caudais e as análises foram realizadas utilizando os softwares SPSS 13.0, R 

(versão2. 15.2) (http://www.ime.usp.br/~jmsinger/anova_npar.zip) e o pacote 

estatístico 2.0 SigmaStat comercialmente disponível (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 - Validação da transfusão de concentrado de glóbulos 
vermelhos homólogos, estocados por 14 dias   

 

4.1.2  Validação “in vitro” das unidades de GV 

 

A validação “in vitro” das 02 unidades de GV de suínos armazenados em 

bolsas de sangue utilizadas em humanos demonstrou que as unidades de 

glóbulos vermelhos estocadas por 14 dias mantiveram hematócrito constante 

(68,4±0,64% e 68,2±1,41%), menor volume (179,7 mL ±23,55) e concentração 

de hemoglobina (22,4 ±0,14 g/dL) quando comparados aos obtidos em 

humanos67,207,30. 

Os valores de sódio (119±1,41 mEq/L), potássio (32,1±1,06 mEq/L), pH 

(6,9±0,04) e índice de hemólise (0,1±0,01%) encontrados no 14 dia de 

estocagem  foram similares aos valores encontrados em glóbulos vermelhos 

humanos no último dia de estocagem67,207,30
. Não houve queda nos níveis de 

glicose e o pH manteve-se constante.(Tabela 3). 
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Tabela 3 -  Validação das unidades de GV “in vitro” 
 

 

Unidades 

(02 U) 

 

Período 

Estocagem 

 

Volume 

(mL) 

 

HT 

(%) 

 

Hb 

(g/dL) 

 

Hb total 

(g) 

 

Índice 

Hemólise 

      (%) 

 

K+ 

    (mEq/L) 

 

Na+ 

     (mEq/L) 

 

pH 

 

Glicose 

(mg/dL) 

           

 

Média 

 ± DP.  

Basal 179,7± 23,55 68,4±0,64 22,4±0,14 40,3±5,53 0,05±0,04 3,4±0,21 144,5±0,71 7,03±0,09 345,5±20,51 

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: hematócrito; Hb: hemoglobina. 

 

Na tabela 4 observamos os resultados dos grupos sanguíneos 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 os cinco receptores em temperatura ambiente (um autólogo e quatro 

homólogos). 

 

Tabela 4 -  Grupos sanguíneos e provas de compatibilidade 
 

Soro 
DIAMED 

Anti-A 

Monoclonal 

Possivel Grupo 

Sanguineo  

Prova de 

Compatibilidade 

Animal 1 ⃰ Negativa O ou nulo 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: ⃰ autólogo 
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4.1.3  Validação “in vivo” 

 

A figura 4 demonstra a sobrevida das hemácias marcadas com cromo 

24 horas após a transfusão. Houve recuperação de 97,5% ± 19 das hemácias 

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%, 0,8±0,3% e 0,9± 0,4 (p = não significativo), 

respectivamente.  

Os resultados foram negativos para sequestro esplênico em todos os 

animais analisados. 

As culturas bacterianas das bolsas foram negativas. 
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Figura 4 -  Viabilidade “in vivo” de hemácias marcadas com cromo até 24 
horas pós-injeção 

 

 

4.2   Etapa 2 -  Avaliar os efeitos agudos da transfusão de glóbulos 
vermelhos estocados no transporte de oxigênio, mecânica 
respiratória e resposta inflamatória pulmonar e sistêmica da 
hipovolemia experimental  

 

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

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

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

± 2,9, hemoglobina total de 52,21±6,19g e índice de hemólise de 0,5%±0,15. 

(Tabela 5) 

Foram realizadas tipagens sanguíneas de todos os doadores e receptores 

(Tabela 6). Todas as provas de compatibilidade resultaram negativas. 

 

 

Tempo (minutos)

5 10 120 180 360 480 720 1440

(%
)

10

100
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Tabela 5 -  Controle de qualidade “in vitro” das unidades de GV 
 

Parâmetros 

Analisados 

Período  N Valor Percentil 

25 50 

(Mediana) 

75 

Volume 

(mL) 

Baseline 16 249,3 ± 44 221,6 249,3 259,6 

14 dias 16 235,2 ± 22,55 215,5 245,7 249,6 

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 

Hb total (g) 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 

(mg/dL) 

Baseline 16 31 ± 9,31 22,8 29,4 40,7 

14 dias 16 112,5 ± 31,43 84,0 111,8 129,9 

Índice de 

hemólise 

(%) 

Baseline 16 0,1 ± 0,04 0,1 0,1 0,1 

14 dias 16 0,5 ± 0,15 0,4 0,5 0,6 

Legenda: HT: hematócrito; Hb: hemoglobina. 

 

 

Tabela 6 -  Tipagem Sanguínea e Provas de Compatibilidade 
 

Soro 
DIAMED 

Anti-A 

Monoclonal 

Possivel Grupo 

Sanguineo  

Receptor 

Possivel Grupo 

Sanguineo  

Doador 

Prova de 

Compatibilidade 

 
 

   

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 níveis 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   Parâmetros Hemodinâmicos e de Oxigenação 

 

Apenas 16 dos 18 animais analisados foram incluídos neste estudo. 

Um dos animais do grupo controle foi excluído devido a dificuldades técnicas 

com os equipamentos de monitorização durante o experimento. Um animal 

com tipo sanguíneo não A (O ou nulo) recebeu duas unidades de GV do tipo A 

(tabela 7) com prova de compatibilidade positiva, evoluiu 1 hora após a 

ressuscitação volêmica com queda de 86% da PaO2/FiO2  ( 48 mm Hg ),  57% 

da complacência  do sistema respiratório (21,1 mL.mm Hg-1) e aumento de 110 

% da resistência do sistema respiratório (14,5 mm Hg.L-1.s-1 ),  e 60 % da 

pressão de artéria pulmonar média (48 mm Hg) em relação ao baseline, 

evoluindo com insuficiência respiratória, hematúria, anuria, sangramento 

lacrimal e queda na contagem plaquetária, sem sinais de hemólise até o final 

do procedimento. (Tabela 7) 
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Tabela 7 -  Animal excluído do estudo  
 
Variáveis Baseline Hemorragia 1hora 

 Após 

Ressuscitação 

volêmica 

3 horas após  

Ressuscitação 

volêmica 

 

6 horas após  

Ressuscitação 

volêmica 

 

           

PAM (mm Hg)   80  75  119  115  102 

PVC (mm Hg)  14  12  14  16  16 

PAPm (mm Hg)  30    48  50  53 

SVO2 (%)  79  41  13  22  9 

FiO2 (%)  0,25  0,25  100  100  100 

PaO2 (%)  85,5  83  47,7  69,7  38,5 

PaO2/FiO2  342  332  48  69,7  38,5 

Cest (mL.mm Hg
-1

)  48,2  -  21,1  21,8  18 

Rsr(mL.mmHgL-1s
-1

)  6,8  -  14,5  14,4  14 

Hb   9,4  -  -  11,8  12,8 

Ht (%)  30,9  -  -  36,8  40,9 

Plaquetas  352  -  -  86  78 

Provas de Compatibilidade Eritrocitárias Positivas 
 

Legenda: PAM= pressão arterial média; PVC= pressão venosa central; PAPm= pressão de 
arteria pulmonar média; SvO2 = saturação venosa mista de oxigênio; FiO2 = fração inspirada de 
oxigênio; PaO2 pressao arterial de oxigênio;  Cest: Complacência estática do sistema 
respiratório; Rsr= resistência do sistema respiratório. 

 

Os demais animais (n=16) foram analisados. Demonstramos nas 

figuras 5 e 6 e na tabela 8, os efeitos da transfusão de GV nos parâmetros 

hemodinâmicos, de oxigenação, perfusão e laboratoriais. Como esperado a 

hipovolemia foi associada à redução significativa do índice sistólico (p<0,001), 

pressão arterial média (p <0,001), SvO2% (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 ∆VS 

(p<0,001) (Figura 5, Painel G). Em ambos os grupos a reposição de 
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cristalóides, associado ou não a transfusão de GV, levou à recuperação parcial 

ou completa dos parâmetros hemodinâmicos. Entretanto, o grupo tratado com 

transfusão de GV apresentou um aumento dos valores de SvO2 (Figura 5 

Painel C) e CaO2 (Figura 6 Painel A). Adicionalmente houve um aumento 

significativo do nível de hemoglobina e hematócrito (p<0,001) (Figura 6 Painel 

B, C) do grupo transfundido comparado ao controle após a transfusão e 

durante todo o experimento mostrando assim a viabilidade dos GV estocados. 

A transfusão não influenciou significativamente a microcirculação avaliada 

através da técnica de Laser Doppler fluxometria. (Figura 6 Painel D) e da 

dosagem de lactato (Figura 6 Painel E). 



Resultados  63 

 

 

Painel A -  Índice Sistólico (mL/bat/m
2
)  

 
Perfis individuais de cada animal por grupo 

 

 

Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 

 

* P<0.05 vs baseline          §P<0.05 vs hemorragia            
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Painel B -  Pressão Arterial Média (PAM) (mm Hg) 

 

Perfis individuais de cada animal por grupo 

 

 

 

 

 

 

 * P<0.05 vs baseline          §P<0.05 vs hemorragia          ¥ P<0.05 vs 1 hora 
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Painel C -  Saturação Venosa Mista de Oxigênio (%) 

 

Perfis individuais de cada animal por grupo 

 

 

Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 

 

 

* P<0.05 vs baseline          §P<0.05 vs hemorragia           # P<0.05 vs controle 
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Painel D -  Pressão Venosa Central (PVC) (mm Hg) 

 

Perfis individuais de cada animal por grupo 

 

 

Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 

 

 

* 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 

 

 

Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 

 

 

 

* P<0.05 vs baseline          §P<0.05 vs hemorragia           €P<0,05 vs 3h 

 

 

 

0
.5

1
.0

1
.5

2
.0

Controle

Tempo

IT
S

V
E

baseline pós hemorragia 1h 3h 6h

0
.5

1
.0

1
.5

2
.0

Transfusão

Tempo

IT
S

V
E

baseline pós hemorragia 1h 3h 6h

Tempo 



Resultados  68 

 

 

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

 

Perfis individuais de cada animal por grupo 

 

 

Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 

 

* P<0.05 vs baseline          
§
P<0.05 vs hemorragia            
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Painel G -  Variação de Volume Sistólico (VS) (%) 

 

Perfis individuais de cada animal por grupo 

 

 

Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 

* P<0.05 vs baseline 

 

 

Figura 5 -  Parâmetros Hemodinâmicos Evolutivos dos grupos durante o 
estudo 

 

1
0

1
5

2
0

2
5

3
0

Controle

Tempo

V
V

S

baseline pós hemorragia 1h 3h 6h

1
0

1
5

2
0

2
5

3
0

Transfusão

Tempo

V
V

S

baseline pós hemorragia 1h 3h 6h



Resultados  70 

 

 

Painel A - Conteúdo Arterial de Oxigênio (CaO2) ( mL/dL) 

 

Perfis individuais de cada animal por grupo 

 

 

Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 

* 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 

 

 

Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 

* P<0.05 vs baseline          §P<0.05 vs hemorragia           # P<0.05 vs controle 
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Painel C -   Hematócrito (%) 

 

Perfis individuais de cada animal por grupo 

 

 

Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 

  

* P<0.05 vs baseline          §P<0.05 vs hemorragia           # P<0.05 vs controle 
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Painel D -  Unidades de Microcirculação Perfundidas (UMcP)   

 

Perfis individuais de cada animal por grupo 

 

 

Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 

* P<0.05 vs baseline             
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Painel E -  Lactato (mEq/L)   

 

Perfis individuais de cada animal por grupo 

 

Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 

* P<0.05 vs baseline          §P<0.05 vs hemorragia           ¥ P<0.05 vs 1 hora 

 

Figura 6 -  Parâmetros de Oxigenação e Perfusão Tissular evolutivos dos 
grupos durante o estudo 
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Tabela 8 -  Variáveis Hemodinâmicas e Laboratoriais dos Grupos Durante o Período do Estudo 

 

        

Variável Grupo Baseline Hemorragia 

Controlada 

1 hora 

ressuscitação 

3 horas 

ressuscitação 

6 horas 

ressuscitação 

Valor de p 

       

FC (bpm) Transfusão 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) Transfusão 133 ± 16   91 ±18 

 131 ± 10

 §
 123 ± 10 116 ± 11

¥
 0,001 

¶
 

 

 

Controle 126 ± 14   102 ± 11

 120 ± 22 

§
 

 
 113 ± 13

§
 104 ± 14


 0,156 

&
 

       

        

 VS (%) Transfusão 15 ± 5  24 ± 4

 23 ± 5


 21 ± 1


 21 ± 5 < 0,001 

¶
 

 Controle 15 ± 4  22 ± 4

 20± 6 17± 5 18 ± 5    0,037 

&
 

       

        

Fração Ejeção Global Transfusão 32 ± 4  25 ± 5
§
 33 ± 6  31 ± 3

§
 28 ±7 < 0,001 

¶
 

Controle 30 ± 5  23 ± 4 32 ± 5
§
  32 ± 3

§
 28 ± 3

§
     0,284 

&
 

        

        

VDFGI Transfusão 557 ± 99 449 ± 87 512 ± 60 504 ± 79 499 ± 44,3 < 0,001 
¶
 

Controle 630 ± 139 507 ± 148

 552 ± 131 530 ± 119


 529 ± 131    0,165

&
 

       

       

PAPO (mm Hg) Transfusão 8 ± 4 7 ± 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 -  Variáveis Hemodinâmicas e Laboratoriais dos Grupos Durante o Período do Estudo (Continuação) 

 

        

Variável Grupo Baseline Hemorragia 
Controlada 

1 hora 
ressuscitação 

3 horas 
ressuscitação 

6 horas 
ressuscitação 

Valor de p 

        

RVSI 
[dynas.s-1.(cm5)-1.kg-1] 

Transfusão 101 ± 32 110 ± 31 115 ± 30 98 ± 17 99 ± 22
#
 0,003 

¶
 

 Controle 90 ± 25 101 ± 33 87 ± 26 77 ± 18
§
 69 ± 18

 §¥
 0,05

&
 

        
ITSVE 

[(mL.mm Hg)/kg.bat)] 
Transfusão 1,6 ± 0,3 0,6  ± 0,2


 1,3 ± 0,2


 
§
 1,3 ± 0,1

 §
 1,1 ± 0,2

 §
 <0.001

¶
 

 Controle 1,7 ± 0,3 0,8 ± 0,3

 1,3 ± 0,4

§
 1,2 ± 0,2

§
 1,2 ± 0,2

§
   0,417

&
 

        

PAPm Transfusão 26 ± 3 17 ± 7

 25 ± 5 27 ± 8

§
 27 ± 6

§
 0,001 

¶
 

Controle 26 ± 6 19 ± 5 23 ± 4 26 ± 8 22 ± 7 0,571
&
 

        

PVC (mm Hg) Transfusão 7 ± 2 5 ± 2

 6 ± 1

§
 7 ± 2

§
 7 ± 2

§
 <0,001 

¶
 

Controle 5 ± 2 3 ± 2

 5 ± 2

§
 5 ± 2

§
 5 ± 2

§
  0,062

&
 

        

RVPI 

[dynas.s
-1

.(cm
5
)

-1
.kg

-1
] 

Transfusão 13 ± 3 12 ± 6 14 ± 3 15 ± 7 17 ± 2  0,587 
¶
 

Controle 13 ± 5 14 ± 7 11 ± 4 14 ± 9 10 ± 5  0,168 
&
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Tabela 8 -  Variáveis Hemodinâmicas e Laboratoriais dos Grupos Durante o Período do Estudo (Continuação) 

 

        

Variável Grupo Baseline Hemorragia 

Controlada 

1 hora 

ressuscitação 

3 horas 

ressuscitação 

6 horas 

ressuscitação 

Valor de p 

 

ITSVD 

[(mL.mm Hg)/kg.bat.)] 

 

Transfusão 

 

0,25 ± 0,08 

 

0,09 ± 0,06

  

 

0,20 ± 0,07
§
 

 

0,23 ± 0,09
§
 

 

0,21 ± 0,09
§
 

 

<0,001 
¶
 

Controle 0,29 ± 0,05  0,14 ± 0,05

 0,23 ± 0,07

§
 0,25 ± 0,03

§
 0,20 ± 0,04


  0,209 

& 

 

 

SVO2 Transfusão 67,8 ± 3,2
 
 53,5 ± 5,4


 68,4 ± 7,6 # §

 66,8 ± 5,6
§
 63,8 ± 6,5

§
 <0,001 

¶
 

 Controle 61,1 ± 6,8 50,9 ± 8 51,7 ± 9,6

 57,7 ± 7,4

§
 53,4 ± 11,8 <0,001

&
 

        

Fluxo urinário 

(mL/kg/h) 

Transfusão 1,7 ± 0.9  0,7 ± 0.6 2,3 ± 0.9 
§
 2,4 ± 1.7

§
 1,8 ± 0.8 

§
 0,001 

¶
 

Controle 3,4 ± 1.7 1,5 ± 0.9

 3,0 ± 2.1 2,6 ± 1.7 1,9 ± 0.9  0,128

&
 

        

Balanço hídrico cumulativo (mL/Kg) Transfusão 20 ± 6        - 28 ± 7 


 37 ± 6
 ¥

 46 ± 6
¥ €

 <0,001
¶
 

 Controle 20 ±3       - 43 ± 4

 50 ± 8

¥
 59 ± 11

¥
 
€
  <0,001

&
 

        

Lactato 

(mEq/L) 

Transfusão 2,0 ± 0,7 2,1 ± 0.7  1,7 ± 0,5

 1,4 ± 0,4 ⃰ 

§
 1,2 ± 0,2 ⃰ 

§ 
  <0,001 

¶
 

Controle 2,1 ± 0.9 2,6 ± 0.6 1,7 ± 0,6  1,3 ± 0,5
§
 1,3 ± 0,5

§
 0,767

&
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Tabela 8 -  Variáveis Hemodinâmicas e Laboratoriais dos Grupos Durante o Período do Estudo (Continuação) 

 

        

Variável Grupo Baseline Hemorragia 

Controlada 

1 hora 

ressuscitação 

3 horas 

ressuscitação 

6 horas 

ressuscitação 

Valor de p 

        

BE 

(mEq/L) 

Transfusão 4,1 ± 3,6 1,5 ± 4,3
 
 3,8 ± 2.6 3,9 ± 3,2 4,3 ± 2,7 0,004 

¶
 

Controle 5,7 ± 1,8 4,4 ± 2,2

 5,0 ± 1,7 5,7 ± 2,0 6,3 ± 2,2

§
 0,202 

&
 

        

pH Transfusão 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 
&
 

        

Hematócrito  Transfusão 33,1 ± 2,2 30,9 ± 1.4

 33,2 ±2,8 


 34,7 ± 3,3

§
 35,3 ± 2,8

§
 <0,001 

¶
 

 Controle 30,3 ± 5,1 23,1± 4,2 31,5 ± 5,2

 31,5 ± 3,01 28,1 ± 2,9  <0,001

& 

 

Hemoglobina Transfusão 10,7 ± 0,7 9,9 ± 0,5

 10,7 ± 0,9


 11,3 ± 1,1

§
 11,4 ± 1,0

§
  <0,001

&
 

 Controle 10,0 ± 0,7 9,3 ± 1.1  7,1 ± 0,7

  9,0 ± 1,1  9,0 ± 1,2  0,001

&
 

       

Análise não paramétrica para dados com medidas repetidas ¶ efeito tempo; & efeito grupo;  

 Interação grupo X tempo: RVSI P = 0,037; RVPI p=0,032; Hb e HT p<0,001; Balanço hídrico cumulativo p <0,001 

Analise post-hoc com correção de Bonferroni: ⃰ P < 0.05 vs baseline   § P < 0.05 vs hemorragia    # P < 0.05 vs controle  ¥ P < 0.05 vs 1 hora pós ressuscitação  e  € P<0.05 vs 3 horas pós 

ressuscitação.      

FC: Frequência cardíaca; PAM: Pressão arterial média;  VS: Variação de Volume Sistólico; VDFGI: Volume diastólico final global indexado; PAPO: Pressão artéria pulmonar ocluída; 

RVSI: Resistencia vascular sistêmica indexada; ITSVE: Índice de trabalho de ventrículo esquerdo; PAPm: Pressão de artéria pulmonar média; PVC: Pressão Venosa Central; RVPI: 

Resistência vascular  pulmonar indexada;  ITSVD : índice de trabalho de ventrículo direito; SVO2 : saturação venosa de oxigênio e BE:  Excesso de base
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4.2.3  Parâmetros Respiratórios 

 

Na tabela 9 e Figura 7, Painel A, B,C, D e E descrevemos os efeitos da 

transfusão de GV na função respiratória. Não houve diferença na relação 

PaO2/FiO2 entre os grupos. Não foi possível identificar qualquer efeito agudo 

significativo da transfusão de GV na função pulmonar nos diversos parâmetros 

avaliados. 

 Não foi também observado alteração na mecânica respiratória 

avaliada através da complacência estática e resistência respiratória entre os 

grupos estudados (Figura 7 Paínel D, E). Houve uma diminuição significativa 

da energia de histerese (Figura 7, Paínel G) (p=0,002) no grupo transfusão 

quando comparado ao controle 6 horas após a ressuscitação (Tabela 9). 

Observamos ainda uma tendência à diminuição da energia inspiratória após a 

primeira hora da ressuscitação volêmica no grupo transfusão (Figura 7, Painel 

F). Não obsevamos diferença 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 balanço hídrico 

cumulativo (Figura 7 Painel I) 1 e 3 horas após a ressuscitação normalizando 6 

horas após a transfusão.   

 

4.2.4   Parâmetros Inflamatórios 

 

As concentrações plasmáticas das diversas citocinas avaliadas antes e 

após a transfusão de GV mostraram-se abaixo dos limites de detecção do teste 

ELISA na maioria dos animais estudados sugerindo ausência de inflamação 
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sistêmica significativa. Na Figura 8 Painéis A - D encontram-se as 

concentrações de citocinas dosadas no tecido pulmonar. Novamente não foram 

encontradas diferenças entre os grupos transfundidos e não transfundidos. 

Observamos uma pequena diferença, mas estatisticamente significante entre 

os grupos transfundido e controle na quantificação do mRNA da iNOS ((oxido 

nítrico sintetase induzida) e IL-21 no tecido pulmonar, com o dobro de aumento 

no primeiro e um decréscimo de 50% no último no grupo  transfundido (Figura 

9 ).  

A concentração de nitrato no plasma está demonstrada na figura 10, 

Painel A e o único efeito observado encontrado foi uma modesta diminuição 

após 3 horas apenas no grupo transfundido (Figura 10, Painel B). 
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Tabela 9 -  Parâmetros Respiratórios dos Grupos durante o Período  do  Estudo 

 

Variável Grupo Baseline Hemorragia 
Controlada 

1 hora 
ressuscitação 

3 horas 
ressuscitação 

6 horas 
ressuscitação 

Valor de 
p  
 

        

PaO2 

(mm Hg) 

Transfusão 94 ± 14 94 ± 12 83 ± 15 78 ± 17
§¥

 73 ± 13 
 ⃰ §

 0.011 
¶
 

Controle 90 ± 15 87 ± 14 85 ± 14 86 ± 24 77 ± 26   0.974 
&
 

        

FiO2 Transfusão 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 
&
 

        

PaO2/ FiO2 Transfusão 381 ± 44 373 ± 31 317 ± 49 
§
 289  ± 69 

⃰ 
 
§¥

   255 ± 86 
⃰  §

   <0,001 
¶
 

Controle 344 ± 70 332 ± 80 293 ± 78  269 ± 65
⃰  §

 248 ± 74
 ⃰  §

 
    

0,232
 &        

 

        

PaCO2 

(mm Hg) 

Transfusão 37± 6 35 ± 4 37 ± 4 39 ± 3 39 ± 4 0.081 
¶
 

Controle 38 ± 8 38 ± 2 38 ± 5 42 ± 4 39 ± 4 0.196 
&
 

        

CO2 expirado 

(mm Hg) 

Transfusão 34 ± 4  34 ± 5 36 ± 3 38 ± 2 38 ± 3 0.123 
¶
 

Controle 39 ± 3 38± 3 37 ± 5 39 ± 2 37 ± 6 0.084 
& 

 

        

Frequência 

Respiratória (rpm) 

Transfusão 16 ± 2 16 ± 2 15 ± 2 15 ± 2 15 ± 2 0.204 
¶
 

Controle 17 ± 4 18 ± 3 18 ± 3 17 ± 3 17 ± 2  0.291 
& 

 

        

Ppi (cmH2O) Transfusão 21 ± 1 20 ± 2 22 ± 4 25 ± 7
§¥

 26 ± 8 
§
 0.001

¶
 

Controle 25 ± 5 23 ± 5 24 ± 4 26 ± 7 27 ± 5  0.229
&
 

        

Pplatô (cmH2O) Transfusão 18 ± 1 17 ± 2 18 ± 4 19 ± 5
¥
 20 ± 6

¥
  0.015 

¶
 

Controle 18 ± 4 18 ± 4 18 ± 3 20 ± 4 20 ± 4  0,831 
& 
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Tabela 9 -  Parâmetros Respiratórios dos Grupos durante o Período do Estudo (Continuação) 

 

Variável Grupo Baseline Hemorragia 
Controlada 

1 hora 
ressuscitação 

3 horas 
ressuscitação 

6 horas 
ressuscitação 

Valor de 
p  

        

Pressão Média 

(cmH2O) 

Transfusão 10 ± 0.4 10 ± 0.5 10 ± 1 10 ± 1,6 11 ± 2,7 0.036 
¶
 

Controle 11 ± 1,6 11 ±1,7 11 ± 1,4 11 ± 1,6 12 ± 1 0.065 
&
 

        

Complacência 

estática 

(mL
. 
mm Hg 

-1
) 

Transfusão 44 ± 5 49 ± 9 46 ± 10 43 ± 12
§
 42 ± 13

§
 0.018 

¶
 

Controle 46 ± 15 44 ± 9 41 ± 8 38 ± 10           37 ± 10  0.304 
&
 

        

Resistência  

Respiratória                 

(mm Hg
.
 L

-1.
s

 -1
) 

Transfusão 7,1 ± 1,9 6,6 ± 1,8 7,7 ± 2 8,1± 2,5 8,7 ± 2,6 0.020 
¶
 

Controle 7,6 ± 1,4 7,5 ± 2,2 7,7 ± 2,1  8,7± 2,7
§
 9,4 ± 2,8 0.579 

&
 

        

Energia 

Inspiratória (%) 

Transfusão 56 ± 2 ----- 56 ± 2 54 ± 2
¥
 53 ± 1

¥
 0.02 

¶
 

Controle 57 ± 3 ----- 57 ± 2 57 ± 6 57 ± 5 0.172 
&
 

        

Energia 

Expiratória (%) 

Transfusão 43 ± 4 ----- 43 ± 3 41 ± 2 40 ± 3 
#
 0.007 

¶
 

Controle 40 ± 7 ----- 42 ± 6 36 ± 4 35 ± 4  0.002
&
 

        

Energia de 

Histerese (%) 

Transfusão 13 ± 4 ----- 13 ± 3 13 ± 2 
§
 13 ± 3 

#
 0.246 

¶
 

Controle 17 ± 7 ----- 15 ± 5 21 ± 7 21 ± 5 0,006
&
 

        

Volume Extravascular       

APev 

(mL.Kg-1) 

Transfusão 6.3 ± 1   5.4 ± 0,7  6.4 ± 1.2  6.8 ± 1.6 
§
  6.5 ± 0.9 

§
 0.004 

¶
 

Controle 8 ± 2  7.3 ± 2.1 7.9 ± 2.8 8 ± 2.6 7.9 ± 2.5  0,037 
&
 

Análise não paramétrica para dados com medidas repetidas ¶ efeito tempo; & efeito grupo; 

 Não houve interação grupo x tempo. Analise post-hoc com correção de Bonferroni  ⃰ P < 0.05 vs baseline   § P < 0.05 vs hemorragia    # P < 0.05 vs controle  ¥P < 0.05 vs 1 hora pós 

ressuscitação.  A energia inspiratória, energia expiratória e energia de histerese foram calculadas utilizandoa curva Pressão Volume do sistema respiratório através da área do 

retângulo contendo a curva PV. Todas as áreas foram normalizadas para a área do menor retângulo capaz de englobar toda a curva PV.   Ppi: pressão de pico; Pplatô: pressão de 

platô; Cestat: Complacência estática do sistema respiratório; APev água extravascular pulmonar indexada. 
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Painel A -  Relação PaO2/ FiO2 (mm Hg)  

 

Perfis individuais de cada animal por grupo 

 

 

Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 
 

* P<0.05 vs baseline          §P<0.05 vs hemorragia           ¥ P<0.05 vs 1hora 
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Painel B -  PaCO2 expirado (mm Hg) 

 

Perfis individuais de cada animal por grupo. 

 

 

Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 
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Painel C -  Pressão de Pico Inspiratório (cm H2O)  

 

Perfis individuais de cada animal por grupo. 

 

 

Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 

 
§P<0.05 vs hemorragia           ¥ P<0.05 vs 1hora 
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Painel D -  Complacência Estática do Sistema Respiratório (mL.mm Hg
-1

)  

 

Perfis individuais de cada animal por grupo. 

 

 

 

Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 
¥ P<0.05 vs 1hora 
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Painel E -   Resistência do Sistema Respiratório (mm Hg.L-1s
-1

) 

 

Perfis individuais de cada animal por grupo. 

 

 

Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 

 
§P<0.05 vs hemorragia        
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Painel F -  Energia inspiratória ( %) 

 
 

Perfis individuais de cada animal por grupo. 

 

 
Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 

 
 

P<0.05 vs baseline           ¥ P<0.05 vs 1hora 
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Painel G -  Energia Histerese (%) 

 
 

Perfis individuais de cada animal por grupo 

 

 
 
Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 

 
P<0.05 vs controle 
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Painel H -  Água Extra Vascular Pulmonar (APev) ( mL.kg
-1

) 

 
 

Perfis individuais de cada animal por grupo. 

 

 

 
 

Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 

 
§P<0.05 vs hemorragia    
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Painel I -  Balanço hídrico /peso (cumulativo) 
 
Perfis individuais de cada animal por grupo 

 
Efeito Relativo de Tratamento (RTE) 

 

 
P<0.05 vs  baseline      P<0.05 vs  controle          ¥ P<0.05 vs 1hora      € P<0.05 vs 3 horas      

 

 

 

Figura 7 –  Parâmetros Respiratórios  
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Figura 8 -   Parâmetros inflamatórios em ambos os grupos durante o estudo 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

Painel B -  Concentração pulmonar de IL-10 

em ambos os grupos  

 

Painel A -  Concentração pulmonar de IL-6 

em ambos os grupos  

 

Painel C -  Concentração pulmonar de IL-1                    

Em ambos os grupos  

 

Painel D -  Concentração pulmonar de IL-21 

em ambos os grupos  
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P=0.401 (Teste t de Student) 

 

P=0.817 (Teste t de Student) 

 

P=0.844 (Teste t de Student) 
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# 

P<0.05 vs controle (Test-t de student). RQ: relative quantification 

 

 

Figura 9 –  RNAm  para citocinas e iNOS no tecido pulmonar  
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Painel A – Concentração de nitrato plasmático em ambos os grupos  

 

 
P <0,05 ( teste de Friedman, análise post-hoc Tukey) 

 

Painel B -  Nitrato pulmonar em ambos os grupos  

 

 
 

P =0.505 ( teste de Mann-Whitney Rank Sum) 

Figura 10 –  Concentração de nitrato em ambos os grupos durante o estudo 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. Discussão
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Nas últimas duas décadas vêm sendo discutido amplamente na literatura 

uma possível associação independente entre transfusão de glóbulos vermelhos 

estocados e pior evolução clínica dos pacientes. Durante a estocagem “ex 

vivo”, os GV sofrem uma série de alterações denominadas de “lesão de 

estocagem”. Os sistemas de estocagem aprovados pelo FDA requerem um 

mínimo de 75% de sobrevida de GV no receptor 24 horas após a transfusão e 

hemólise <1%, no último dia de estocagem39. Estes dois critérios podem não 

assegurar a segurança e eficácia da transfusão de GV e refletir parcialmente as 

alterações progressivas dos GV durante a estocagem. Múltiplos mecanismos 

estão sendo responsabilizados pela alta incidência de complicações e 

mortalidade nestes pacientes, porém ainda não estão completamente 

entendidos143,126,70,201,62,134,60,84
. Todavia, os pacientes avaliados para estas 

condições geralmente apresentam também um maior risco de SDMO, 

dificultando desta maneira a correta interpretação dos resultados198,109. 

Até o presente momento, a despeito do grande número de estudos, 

concentrando-se principalmente em pacientes vítimas de trauma, cirurgia 

cardíaca e pacientes críticos, resultados divergentes vêm sendo relatados, 

impossibilitando qualquer consenso sobre este tema.  

Modelos animais para transfusão são relevantes em varias áreas de 

pesquisa e permitem avaliações muitas vezes impossíveis de serem realizadas 

em humanos223. A validade clínica de tais modelos é dependente de uma 

avaliação precisa das limitações de cada modelo animal específico. As 

vantagens da utilização de pequenos animais têm sido bem documentadas e, 

portanto tem sido amplamente utilizados em estudos de transfusão108,7
. No 
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entanto, diferenças anatômicas, fisiológicas e imunológicas inerentes a cada 

espécie não devem ser ignoradas. Adicionalmente devem ser levadas em 

conta as diferenças entre vida média e sobrevida dos GV transfundidos entre 

as espécies, assim como os métodos de coleta e estocagem destes glóbulos 

vermelhos56,72,04,185,216,107,216,160
. Outros aspectos a serem avaliados são 

transfusão de sangue entre espécies144,186,185
, ou ex-vivo189

 em outros, a 

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

estudados tenham sofrido um “insulto” inicial para lesão pulmonar186,185
, ou 

choque hipovolêmico107,9,50
.  

O modelo suíno é frequentemente utilizado em estudos experimentais 

de transplante de órgãos, tecidos e investigações em terapia intensiva, devido 

à similaridade da anatomia e fisiologia com o humano. Entretanto há poucos 

estudos que avaliam o efeito na mecânica pulmonar após a transfusão de GV, 

principalmente devido às dificuldades em encontrar um modelo animal que 

seja semelhante ao humano140. Adicionalmente, entre os estudos que 

avaliaram os efeitos da transfusão de sangue em modelo experimental, poucos 

realizaram a validação do processo transfusional e até onde temos 

conhecimento poucos estudos avaliaram o papel isolado da 

transfusão8,139,50,160
.  

Neste estudo, desenvolvemos e validamos um modelo experimental de 

transfusão de glóbulos vermelhos homólogos estocados em suínos. A 

transfusão realizada neste estudo foi de duas unidades de GV homólogos 

estocados, estratégia comumente utilizada na prática clinica, em suínos 

hipovolêmicos para avaliar o efeito isolado da transfusão de GV nas trocas 
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gasosas, mecânica respiratória, hemodinâmica, assim como resposta 

inflamatória pulmonar e sistêmica em suínos hipovolêmicos 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” à semelhança dos utilizados para validar a 

transfusão destes hemocomponentes em humanos30
. 

 

5.1  Validação da transfusão de GV estocados “in vitro” e “in vivo” 

 

O tempo de estocagem de 14 dias foi escolhido baseado em estudos 

prévios, os quais demonstraram que a vida média potencial dos eritrócitos 

homólogos suínos, marcados com cromato de sódio radioativo, transfundidos 

na literatura é de 14 a 20 dias18,130 e de eritrócitos autólogos até 28 dias174, 

menor do que a humana (110 -120 dias)122,170.  Portanto, o tempo de 

estocagem de 14 dias representaria o tempo equivalente ao de estocagem 

usual de uma unidade de GV humano estocado em banco de sangue139. Os 

valores dos diversos parâmetros bioquímicos analisados no 14o dia de 

estocagem (sódio, pH e concentração de potássio) foram similares aos valores 

encontrados em GV humanos no último dia de estocagem30,51 e está de acordo 

com os valores encontrados em estudo em modelo suíno de transfusão de GV  

homólogos140,139. O menor hematócrito encontrado nestas unidades, quando 

comparado ao humano, reflete o encontrado no sangue venoso destes 

animais139. O índice de hemólise encontrado no 14o dia de estocagem também 

está dentro dos parâmetros estabelecidos para GV humanos (<1%). Não 

houve queda dos níveis de glicose durante o período de estocagem, redução 
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do pH ou aumento do lactato. Os eritrócitos suínos, diferente da maioria dos 

mamíferos, não parecem utilizar a glicose durante a estocagem, fato este já 

relatado em outros estudos113,138 

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

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

como a sobrevida dos GV humanos estocados após 24 horas da transfusão 

acima de 75%187 e níveis de hemólise inferiores a 1%188,123,97,4. 

A sobrevida dos eritrócitos marcados com Na2
51 CrO4 foi descrita pela 

primeira vez na década de 50 por Ebaugt e col.42 utilizando  técnica proposta 

por Gray e Sterling 65 . O cromato liga-se predominantemente nas cadeias  da 

hemoglobina, tem baixa emissão de energia, baixo índice de eluição e vida 

média longa (27.7 dias)124. O isótopo, incorporado à hemoglobina, permanece 

marcando o eritrócito até o momento em que o mesmo seja destruído. Ao ser 

liberado do GV, por ocasião da hemólise, o cromo sob a forma trivalente não 

consegue marcar novo eritrócito. Adicionalmente, os sítios de sequestros dos 

GV podem ser identificados utilizando um contador de superfície e o grau de 

hemólise intravascular pode ser estimado com pequenos volumes de GV 

marcados.  

Até o presente momento, o teste padrão ouro utilizado para avaliar a 

eficácia da transfusão de GV, ainda é a marcação de hemácias com cromato 

de sódio radioativo, descrito por Moroff e col 127 associado a níveis de hemólise 

inferiores a 1% no último dia de estocagem74. Em nosso estudo a sobrevida “in 

vivo” dos glóbulos vermelhos marcados com cromato de sódio radioativo 

demonstrou viabilidade próxima a 90%, valor este considerado satisfatório para 

o tempo de estocagem, principalmente levando-se em conta a sobrevida de 
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GV suínos descrita na literatura18,130. Observamos uma grande variabilidade 

inter doadores, o que é corroborado por estudos na literatura39. Outro resultado 

que corrobora para o nível insignificante de hemólise é a baixa radioatividade 

livre encontrada no sobrenadante das amostras e a falta de reatividade no 

baço dos animais, sugerindo que a vasta maioria dos eritrócitos estava intacta 

na circulação após 24 horas da transfusão. 

A análise do “in vitro” das 16 unidades de GV coletadas e transfundidas 

nos 8 animais do grupo transfusão mostrou achados similares aos encontrados 

na análise das 02 unidades de GV utilizadas para a validação deste estudo.  

 

5.2  Avaliação do efeito agudo da transfusão de GV nas trocas 
gasosas, mecânica respiratória, hemodinâmica, assim como 
resposta inflamatória pulmonar e sistêmica em suínos 
hipovolêmicos sadios 

 

Dos dezoito suínos que inicialmente foram utilizados neste estudo, 

apenas dezesseis foram analisados. Estudos prévios84 demonstraram reações 

adversas quanto realizada transfusão de sangue total incompatível no Sistema 

A-O, todavia não há descrição de reações adversas, independente da 

compatibilidade, após transfusão de GV162, em animais que não foram 

previamente transfundidos. Desta forma, devido ao exposto e à logística, 

optamos por iniciar os experimentos independentes dos resultados das provas 

de compatibilidade, com posterior avaliação. Um animal do tipo sanguíneo não 

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

positiva e evoluiu com hipertensão pulmonar, insuficiência respiratória, 

hematúria, anuria e sinais de coagulopatia de consumo (CID). A possível 

explicação para estas alterações seria a reação entre os anticorpos anti-A do 
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plasma do receptor que poderiam reagir com a substância A no plasma do 

doador e ativação do sistema complemento, porem sem sinais de hemólise162. 

Diferente dos humanos e vários outros mamíferos, o antígeno A não é 

constitucional dos eritrócitos suínos e, sim adsorvidos do plasma, portanto a 

transfusão de GV com volume reduzido de plasma seria insuficiente para 

suscitar reação imunológica hemolítica162. Na experiência de Smith D em 

transfusão de GV e plaquetas em suínos submetidos à TMO não foi encontrada 

nenhuma reação adversa, independente dos testes de compatibilidade, em 

animais não transfundidos previamente.  

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

 

Com a finalidade de evitar qualquer viés na interpretação dos resultados, 

estes dois animais foram excluídos do estudo e a partir deste momento todos 

os animais foram transfundidos com unidades compatíveis no sistema A-O. 

Optou-se por um modelo de hipovolemia por hemorragia controlada para 

evitar os efeitos inflamatórios que poderiam ocorrer secundários ao choque 

hipovolêmico,107,50 e mascarar os eventos adversos  secundários 

exclusivamente à  transfusão dos GV homólogos estocados. 

A redução significativa do índice sistólico, pressão arterial média, pré-

carga, e o aumento significativo da variação de volume sistólico em ambos os 

grupos na hipovolemia em relação ao baseline demonstrou a eficácia do 

modelo. O aumento significativo dos níveis de Hb, Ht 1,3 e 6 horas após o 

termino da transfusão de GV e SVO2 no grupo transfundido comparado ao 

controle após a ressuscitação imediata e durante todo o procedimento mostra a 

eficácia e a viabilidade da transfusão dos GV estocados.  
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5.3  Efeitos Hemodinâmicos  

 

Observamos que a transfusão de hemácias armazenadas por 14 dias 

levou a aumento transitório da pressão média de artéria pulmonar nos oito 

animais estudados no grupo transfusão imediatamente após o início da 

ressuscitação volêmica, em média 12,57± 12,62 % (p= 0,028) quando 

comparado ao baseline, e retornaram próximo aos níveis basais em até 1 hora 

após o termino da transfusão.    Nossos achados corroboram estudos recentes 

realizados em modelo ovino50, que encontraram aumento transitório da pressão 

de artéria pulmonar durante a ressuscitação com GV estocados, quando 

comparados com salina ou sangue fresco (p<0,01 e p<0,05), retornando a 

níveis basais em até 4 horas após a transfusão, porem sem diferença 

significativa na relação PaO2/FiO2. Outro estudo8
 também demonstrou aumento 

transitório da pressão de artéria pulmonar e aumento do índice de resistência 

vascular pulmonar após transfusão de GV estocados, que retornou ao normal 

uma hora após o termino da transfusão. Neste último estudo o aumento do 

tônus vascular pulmonar foi associado ao aumento de hemoglobina livre no 

plasma, potencializado pelo bloqueio parcial da NOS pelo L-NAME (inibidor da 

oxido nítrico sintetase). Ainda a vasoconstrição pulmonar induzida pela 

transfusão de sangue estocado foi prevenida pela inalação concomitante de 

80ppm de óxido nítrico. Adicionalmente, estas alterações não foram 

encontradas no grupo que foi transfundido com GV frescos. Até o momento, 

estudos na literatura associam a hipertensão pulmonar à presença de 

hemoglobina livre em pacientes que recebem transfusão de GV estocados 
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versus transfusão de GV frescos8
, assim como em pacientes falciformes106,114, 

entretanto o papel da inativação do oxido nítrico pela hemoglobina livre ainda é 

controverso. Embora em nosso estudo o controle de qualidade “in vivo” 

(marcação com cromato de sódio radioativo) demonstrou que os GV estocados 

por 14 dias comportaram-se semelhante à GV humanos frescos ou com menor 

tempo de estocagem, ainda observamos alteração súbita e transitória da 

pressão de artéria pulmonar média nos animais transfundidos quando 

comparados ao grupo controle. Aliado a este fato, transfundimos apenas duas 

unidades de GV, talvez transfusões de maior volume pudessem levar a 

aumento persistente de hemoglobinemia devido à destruição dos GV durante a 

estocagem, e após a transfusão, acarretando diminuição da biodisponibilidade 

do NO e vasoconstrição.  

Não foram encontradas alterações sistêmicas no grupo transfundido 

quando comparado ao grupo controle, o que corrobora estudos recentes 

realizados em modelos ovinos8,50,160
. Outro estudo experimental216

 demonstrou 

que transfusão de GV estocado ou seu sobrenadante pode induzir 

vasoconstrição e hipertensão sistêmica aguda apenas em ratos com disfunção 

endotelial prévia (diabéticos) e que pode ser prevenida através da inalação 

com NO, propondo que ratos com disfunção endotelial são mais susceptíveis 

aos efeitos vasoconstritores da hemoglobina livre liberada durante a estocagem 

dos GV. Estes estudos sugerem uma possível interação entre a transfusão de 

GV e predisponibilidade do receptor. Entretanto, estudo em ratos sadios que 

receberam sobrenadante de sangue humano estocado, mostrou aumento 

significativo da PAM (pressão arterial média) quando comparado com 

sobrenadante de sangue fresco 40 minutos após a transfusão (p=0,003) com 
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significante correlação de hemoglobina livre no sobrenadante37
. Cabe salientar 

que neste estudo a transfusão foi interespécies, não sendo possível afastar 

possíveis causas imunológicas, dificultando desta forma a extrapolação destas 

conclusões para humanos. 

Estudos em pacientes críticos também não observaram alterações 

significativas na hemodinâmica imediatamente, 2h103
, 24h e 48 horas após a 

transfusão de GV estocados27.   

 

5.4  Efeito na Microcirculação 

 

 Também não foi observada alteração da microcirculação, avaliada 

através da utilização de Laser Doppler Fluxometria34,99, diferente  do 

encontrado em estudos em modelo animal178,21, quando a transfusão de 

sangue estocado reduziu significativamente a perfusão local, sem no entanto 

apresentar alterações sistêmicas evidentes. Outros estudos sugerem que as 

alterações na microcirculação ocorrem em associação a danos endoteliais 

prévios21,216.  
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5.5  Efeito nas trocas gasosas e mecânica respiratória 

 

A abrangente avaliação da mecânica pulmonar realizada neste estudo 

não demonstrou alteração significativa da complacência pulmonar e resistência 

respiratória após transfusão de GV estocados, alteração de troca gasosa e 

presença de edema agudo pulmonar. Interessantemente observou-se um 

aumento da energia gasta na histerese (p< 0,001) no grupo controle 6 horas 

após o término da ressuscitação quando comparado ao grupo transfusão e 

uma tendência à diminuição da energia gasta no trabalho inspiratório no grupo 

transfundido. Os efeitos pulmonares da transfusão, incluindo avaliação da 

“mecânica” foram investigados anteriormente em poucos estudos. Um estudo 

inicial realizado em prematuros anêmicos demonstrou que a transfusão induziu 

uma redução na complacência respiratória, incrementos na resistência vascular 

pulmonar e aumento do trabalho respiratório. Todavia os autores ponderam 

que estas alterações podem ter ocorrido devido à sobrecarga de volume ou o 

aumento do conteúdo de água nos pulmões150. Estes efeitos deletérios não 

foram reproduzidos em outros estudos em humanos, uma vez que a transfusão 

diminuiu o trabalho respiratório, sem qualquer efeito nocivo para a troca 

gasosa, tanto em pacientes com doença pulmonar obstrutiva crônica como em 

controles anêmicos153. Estudo em pacientes sob ventilação mecânica também 

não demonstrou alteração na função pulmonar e mecânica respiratória após 

transfusão de uma unidade de GV fresco ou estocado103. Entretanto, um 

estudo recente em modelo suíno demonstrou diminuição significativa na 

complacência pulmonar 1,5 e 24 horas após a transfusão de GV homólogos e 
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evidências histológicas de lesão pulmonar aguda, caracterizada por infiltração 

neutrofílica e ativação endotelial do pulmão após 24 horas, que foi exacerbada 

quando associada à circulação extracorpórea139, sem sinais de sobrecarga 

volêmica.   

Em nosso estudo não observamos uma piora da troca gasosa durante o 

tempo avaliado. Sabe-se que o desenvolvimento de disfunção respiratória “per 

si” compromete a recuperação de pacientes graves e pode contribuir para 

maior morbimortalidade. Adicionalmente, várias são as reações adversas 

transfusionais que têm o pulmão como órgão alvo, todavia o diagnóstico 

diferencial por vezes não é uma tarefa fácil.  O prejuízo na troca gasosa, 

diminuição da complacência pulmonar e alterações radiológicas, são 

isoladamente ou em conjunto, indicadores de edema agudo pulmonar de 

diversas etiologias. Com a finalidade de diferenciar alteração de 

permeabilidade pulmonar (TRALI) secundária à transfusão de GV, de 

sobrecarga volêmica (TACO)53 utilizamos uma técnica de monitorização 

cardiovascular PiCCO®, (Pulse index Contour Continuous Cardiac Output, 

Pulsion Medical Systems, Germany). Esta técnica fornece informação precisa 

sobre o status volêmico e edema pulmonar, através da combinação das 

técnicas de termodiluição transpulmonar e análise de contorno de pulso219,127. 

Vários estudos demonstraram que a transfusão resulta em lesão pulmonar 

moderada, não preenchendo os critérios estabelecidos para TRALI e, portanto 

não diagnosticados e tratados como tal181,33, muitas vezes dose dependente 

sem relação com o  tempo de estocagem, em uma população heterogênea de 

pacientes críticos27.  Outras reações adversas à transfusão de GV, tais como 

sobrecarga volêmica53 e dispneias associadas à transfusão (TAD) também 
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estão relacionadas à maior morbidade, porém sua real incidência ainda não é 

bem conhecida102. Estudo em pacientes submetidos concomitantemente à 

circulação extracorpórea e múltiplas transfusões de GV não identificou 

alterações significativas na troca gasosa pulmonar, quando comparados a 

pacientes não transfundidos ou que receberam menor numero de unidades de 

GV184. Adicionalmente, um estudo em doadores humanos sadios observou 

alterações pulmonares agudas subclínicas na primeira hora após transfusão de 

GV autólogos, frescos e estocados, definida por diferença alvéolo-arterial da 

pressão parcial de oxigênio, com normalização após 24 horas, porem sem 

diferença clínica significativa na pressão arterial de oxigênio212. As unidades de 

GV transfundidas neste estudo eram autólogas, sugerindo que alterações 

agudas subclínicas possam ocorrer independentes do status do receptor. 

Excetuando-se os diversos estudos que avaliam a ocorrência de TRALI98 o 

efeito da transfusão de hemácias na resposta inflamatória pulmonar foi objeto 

de poucos estudos na literatura e estes resultados são discordantes181.  

Para mostrar a importância da associação entre transfusão sanguínea e 

efeito adverso pulmonar, uma revisão recente sobre a SDRA relatou a 

diminuição da incidência desta síndrome no período entre 2001-2008 

comparado com o período de 1999-2000, e entre os diversos motivos avaliados 

estão o uso mais conservador da transfusão de hemocomponentes120.    
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5.6  Efeitos Inflamatórios 

 

Neste estudo não observamos alteração na dosagem de citocinas 

inflamatórias no plasma e também na mensuração de seus precursores no 

tecido pulmonar através da técnica de PCR – real time pra RNAm, 

corroborando o estudo realizado em modelo ovino8. Um estudo em modelo 

murino mostrou resultados similares ao nosso, em animais sadios a transfusão 

de sangue estocado não induziu resposta inflamatória pulmonar115. Entretanto, 

o pré-tratamento destes animais com endotoxina amplificou significativamente 

os efeitos inflamatórios da transfusão, incluindo aumento na contagem de 

leucócitos e na concentração de citocinas no lavado bronco-alveolar.  

Estudos em humanos que avaliaram o status inflamatório após 

transfusão de GV mostram resultados controversos. Um estudo em recém-

nascidos pré-termo mostrou evidências de resposta inflamatória 2 e 4 horas 

após a transfusão93, já um estudo realizado em pacientes pós cirurgias 

cardíacas com circulação extracorpórea relatou aumento de IL-8 apenas no 

lavado broncoalveolar 6 horas após transfusão de GV204. Por outro lado, um 

estudo em pacientes de terapia intensiva em ventilação mecânica, não 

encontrou diferença no status inflamatório e na coagulação até 2 horas após 

transfusão103, o mesmo ocorreu após transfusão de 01 unidade de GV autólogo 

estocado77.  

Estudos experimentais em ratos demonstraram rápida resposta pró-

inflamatória, com aumento de citocinas após transfusão de 02 unidades de GV 

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

proteína quimiotática de monócitos 1 (MCP-1) e proteína inflamatória de 
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monócitos 1beta [MIP-1])76,  todavia o tempo de estocagem utilizado para este 

modelo animal foi muito longo56,9 o que pode ter superestimado os resultados, 

outro estudo também demonstrou aumento da IL-6 em ratos 2 horas após a 

transfusão de GV estocados por 2 semanas216 . Outro estudo em modelo 

canino também demonstrou (aumento da proteína quimiotática de monócitos 1 

(MCP-1), 6 horas após a transfusão de GV estocados por 28 dias, 

independente da leucorredução22. Interessantemente, estes dados não foram 

confirmados em estudo recente realizado com voluntários sadios após 

transfusão de GV autólogos estocados (40-42 dias)76.  

Em nosso estudo o único efeito significativo da transfusão de glóbulos 

vermelhos na inflamação pulmonar foram alterações modestas na expressão 

do gene de iNOS (óxido nítrico sintetase induzida) e IL-21 no tecido pulmonar. 

A iNOS tem sido consistentemente correlacionada com a inflamação6. 

Adicionalmente, vários estudos experimentais relatam uma diminuição da 

biodisponibilidade do NO após transfusão de GV estocados, com repercussão 

clínica, e em alguns estudos a inalação de NO atenuou o quadro107. Em 2009, 

foi proposto por Gladwin e Kim-Shapiro que vários eventos adversos 

(vasoconstrição, inflamação, trombose) atribuídos à transfusão de GV 

estocados são decorrentes da diminuição da biodisponibilidade do NO 

secundário a um desequilíbrio entre a sua produção e destruição.  A regulação 

do tônus vascular é controlada por NOS através de uma regulação parácrina 

dos níveis de NO. Três são as isoformas de NOS, neuronal, induzível e 

endotelial. A NOS endotelial é provavelmente a maior fonte de regulação do 

tônus vascular, mas NOS neuronal e possivelmente a NOS induzível também 

desempenham este papel146. No entanto, apesar de ocorrer decréscimo nos 
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níveis de NO nos GV horas após a estocagem, estes níveis são restaurados 

rapidamente após a transfusão. Além disto, a hemoglobina livre proveniente da 

lise dos GV é rapidamente ligada à haptoglobina e filtrada pelos rins, sugerindo 

que estes efeitos do NO sejam transitórios, com rápida restauração de sua 

biodisponibilidade180. A maioria dos estudos avalia o “consumo” do NO 

indiretamente através da melhora dos sinais de vasoconstrição com inalação 

de óxido nítrico215,216,8,107 e intensificação destes sinais com a inibição da NOS 

com a L-NAME8, da dosagem de seus metabólitos nitrato/ nitrito8;  outro estudo  

avaliou através da dosagem do precursor da Hemeoxigenase -1 (HO-1)107. Em 

nosso estudo a ideia inicial era avaliar a produção de NOS induzida, que 

estaria associada à possível alteração inflamatória desencadeada pela 

transfusão de GV estocado. Não observamos alteração significativa dos níveis 

de nitrato plasmático entre os grupos estudados corroborando com o estudo 

em modelo ovino sadio8, sugerindo que pacientes com redução do nível 

vascular de NO, secundário à disfunção endotelial são mais susceptíveis a 

efeitos adversos provenientes da estocagem de GV por períodos prolongados. 

Salientando que8 também encontraram aumento da PAP na primeira hora após 

a transfusão sugerindo uma relação entre diminuição da biodisponibilidade de 

NO e vasoconstrição. 

A IL-21 é uma citocina recentemente estudado que aumenta após a 

exposição à endotoxina57, e tem sido relatada  interagir com IL-10 na regulação 

da resposta anti-inflamatória167. No entanto, estas alterações não foram 

seguidas por mudanças significativas nos “produtos” destes mediadores, já que 

não foi possível identificar variações na concentração de proteína IL-21 ou 

nitrato no tecido pulmonar. É possível que o efeito da transfusão de GV na 
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inflamação fosse aumentado com a exposição a um insulto concomitante como 

sepses ou lesão pulmonar ou em um período mais longo de observação. O 

stress oxidativo da inflamação pode estar associado com diversas condições 

patológicas prévias dos receptores, incluindo obesidade, resistência à insulina, 

hipertensão e doença coronariana59. 

Em relação aos estudos em humanos, ensaio clínico prévio detectou um 

aumento nas concentrações plasmáticas de IL-6 e IL-8 após a transfusão de 

hemácias em pacientes críticos88. Além disso, estudo recente que avaliou mais 

especificamente os efeitos pulmonares da transfusão em pacientes submetidos 

concomitantemente à circulação extracorpórea e transfusão de sangue, 

demonstrou que transfusões múltiplas foram associadas ao aumento das 

concentrações de citocinas e fatores de coagulação no lavado bronco-

alveolar184.  Outro estudo avaliou o efeito agudo da transfusão de sangue na 

permeabilidade pulmonar em pacientes no pós  operatório de cirurgia cardíaca 

e observou aumento do PLI (pulmonary leak index) sem queda significativa da 

relação PaO2/FIO2
204. Por outro lado, uma investigação em pacientes críticos 

demonstrou que a transfusão de RBC "velho" (média do tempo de 

armazenamento de 26 dias) não induziu efeitos significativos sobre a função 

respiratória, imunológica e de coagulação, em comparação com RBC fresco102. 

Estes resultados demonstram a controvérsia desta questão. 

Estudo publicado recentemente, em modelo suíno de circulação 

extracorpórea, demonstrou associação entre transfusão de GV estocados 

(média 37 dias) e alteração significativa da função renal e da resposta 

inflamatória140. 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 homóloga em suínos é de 20 dias130. Além disso, expectativa de 

vida média dos RBC suínos e menor do que em humanos (86 vs 120 dias)43 o 

que sugere que os efeitos observados neste estudo podem ser 

superestimados. O mesmo grupo em estudo posterior com suínos demonstrou 

evidencias histológicas de lesão pulmonar aguda, caracterizada por infiltração 

neutrofílica e ativação endotelial  do pulmão após 24 horas, que foi exacerbada 

quando associada à circulação extracorpórea139.  

 Levando-se em conta o exposto até o momento, podemos observar que 

esta relação risco versus benefício da transfusão de glóbulos vermelhos ainda 

está longe de ser esclarecida. Vários são os fatores de confusão, incluindo: 

características dos GV transfundidos (tempo de estocagem, solução 

preservativa, utilização de filtros de leucorredução, características do doador), 

número de unidades transfundidas e características inerentes aos pacientes 

(comorbidades) que dificultam uma relação de associação independente entre 

a transfusão e pior evolução destes pacientes. Portanto estudo em animais tem 

a vantagem de se controlar os diversos fatores de confusão descritos acima.  

Para mostrar a importância da associação entre transfusão sanguínea e 

efeito adverso pulmonar, uma revisão recente sobre a SDRA relatou a 

diminuição da incidência desta síndrome no período entre 2001-2008 

comparado com o período de 1999-2000, e entre os diversos motivos avaliados 

estão o uso mais conservador da transfusão de hemocomponentes120. Aliado a 

este fato as complicações transfusionais relacionadas ao sistema respiratório 

estão entre os principais eventos graves da transfusão26,53,133,220,27,184,211 e uma 

das  principais causas de fatalidade associada à transfusão62,19,117,189,153,186      
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Em resumo há na literatura evidências substanciais de estudos pré-

clínicos que transfusão de GV estocados altera a microcirculação e a liberação 

de oxigênio177,10,144,28. Estudos clínicos têm demonstrado resultados 

conflitantes168,108,198,190,60,165. Razões para esta pior evolução permanecem 

incertas no que diz respeito à sua mera existência, magnitude, associação 

causal e fatores envolvidos e tem sido recentemente revisadas198,190,60,165,198,137. 

Estas incluem o tipo de desenho dos estudos clínicos, na grande maioria 

observacional e retrospectiva, a falta de comparação entre os grupos 

estudados, diferenças geográficas na produção e estocagem das unidades de 

GV (por ex leucorredução, buffy-coat, lavagem etc.), diferentes tempos de 

estocagem, indicações transfusionais e diferentes desfechos. Estudos em 

indivíduos sadios, com a finalidade de afastar os fatores de confusão inerente 

ao paciente, por motivos éticos só podem ser realizados com sangue autólogo 

e, portanto não traduzindo o que ocorre na prática clínica. Por outro lado, 

estudos em pacientes com diferentes comorbidades são ótimos para entender 

a fisiopatologia, mas são limitados por vieses de indicação e fatores de 

confusão. Além dos fatores expostos acima, recentemente tem sido bastante 

discutido que fatores inerentes ao doador, tais como idade, sexo, paridade e 

ate mesmo tipo sanguíneo podem estar relacionados a complicações adversas 

agudas e em longo prazo à transfusão de sangue182,24. Uma revisão 

sistemática está sendo realizada para avaliar esta associação25. Muitos 

estudos experimentais por sua vez esbarram em diferenças interespécie, nas 

propriedades de estocagem das unidades de GV e resposta imunológica. Até o 

momento, nenhuma prova conclusiva de relação causal entre transfusão de GV 

estocado e evento adverso foi estabelecido.  
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Na tentativa de identificar a possível fisiopatologia dos eventos adversos 

associados à transfusão de GV estocados, vários estudos estão sendo 

realizados. Com a finalidade de afastar variáveis de confusão, estudos 

controlam o receptor e avaliam diferentes características relacionadas à 

unidade de GV transfundida, tais como: tempos diferentes de estocagem, 

presença de células integras, fragmentos celulares, substancias liberadas pela 

degeneração das células (leucorredução) e acumuladas no plasma (lavagem). 

Para mostrar a importância e a atualidade deste estudo, atualmente, vários  

estudos controlados randomizados estão sendo conduzidos no Canadá, 

Estados Unidos e Austrália para verificar se GV estocados por maior período 

estão relacionados à maior morbimortalidade em várias situações 

clínicas104,72,92, outros dois recentemente concluídos  não encontraram 

associação entre tempo de estocagem e maior morbimortalidade168,47 

Este experimento é o primeiro realizado em nosso centro envolvendo a 

avaliação de transfusão em um modelo suíno. Optamos por utilizar em nosso 

experimento unidades de GV estocadas por 14 dias, que é similar a unidades 

próximas ao período maior de estocagem em humanos (42 dias) conforme o 

controle de qualidade descrito previamente, para maior homologia ao que 

ocorre rotineiramente nos serviços transfusionais em nosso país. A opção de 

utilização de unidades não leucorreduzidas corrobora a mesma filosofia, tendo 

em vista que em nosso país não é obrigatória a leucorredução universal dos 

hemocomponentes, sendo esta mandatória apenas para indicações específicas 

(Brasil, 2013). 

  Nossos resultados devem ser interpretados com as considerações 

apropriadas dos limites de um modelo pré clinico. Devido ao tamanho da 
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amostra temos a possibilidade de erros de tipo II, que podem ter influenciado o 

resultado. Outra limitação é o período relativamente curto de observação após 

a transfusão de sangue. É possível que os efeitos deletérios da transfusão de 

glóbulos vermelhos possam ocorrer mais tardiamente, embora estudos 

anteriores em humanos demonstrassem que efeitos deletérios da transfusão 

ocorreram até 6 horas após a administração de GV204,184 e estudos 

experimentais em até 4 horas após  a transfusão8,185,139. Outro ponto a ser 

discutido é pequeno número de número de unidades transfundidas (duas), a 

toxicidade dos GV estocados parece estar relacionada á quantidade de bolsas 

transfundidas. Estudo clínico relatou que o risco de insuficiência renal aguda foi 

diretamente proporcional ao numero de unidades transfundidas em pacientes 

submetidos à cirurgia cardíaca90. Todavia, observamos um crescente número 

de estudos na literatura associando a transfusão de até 2 unidades de GV e 

aumento de morbimortalidade em pacientes de cirurgia cardíaca171,86,137.   

Nosso estudo tem alguns pontos fortes, como o desenvolvimento de um 

modelo transfusional que se assemelha a transfusão realizada na pratica 

clínica em pacientes agudamente hipovolêmicos. Adicionalmente os critérios de 

processamento, estocagem e testes de compatibilidade das unidades de GV 

mimetizam o que ocorre em humanos, e o modelo suíno tem ótima correlação 

em termos de anatomia, bioquímica, fisiologia, e tamanho com humanos147. 

Além disso, foi realizada uma ampla avaliação da função pulmonar, incluindo a 

avaliação dos possíveis caminhos mecanicistas associada a efeitos 

relacionados com a transfusão de pulmão.  

Além disso, avaliamos o efeito da transfusão de hemácias isoladamente, 

isto é em animais sadios, pois sabemos que em pulmões previamente 
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"ativados”, o efeito da transfusão de sangue pode ser potencializado186,107,185,50. 

Importante salientar que durante o período estudado (até 6 horas após a 

transfusão) não observamos nenhum sinal de hipóxia neste modelo, principal 

achado de TRALI. Neste estudo o nosso principal objetivo foi avaliar o efeito 

independente da transfusão de sangue em pulmões saudáveis. Acreditamos 

que este modelo, uma vez que foi concebido, abre um campo de pesquisa toda 

para avaliar os efeitos da transfusão durante o trauma, cirurgia ou outras 

condições inflamatórias. 

Pontos a serem discutidos na comparação de “efeitos” de estocagem no 

modelo suíno com humano: o controle de qualidade “in vitro” dos GV suínos foi 

realizado a semelhança do realizado em humanos assim como o controle “in 

vivo” com a marcação de cromato de sódio radioativo, entretanto não há na 

literatura até o momento dados comparando a lesão de estocagem entre GV 

humano e suíno. Apesar do resultado do controle de qualidade “in vitro” das 

unidades transfundidas com 14 dias de estocagem ter evidenciado 

equivalência com unidades de GV humano no último dia de estocagem, a 

sobrevida das hemácias “in vivo” marcadas com cromato de sódio, demonstrou 

viabilidade das mesmas acima de 90%, não esperado para hemácias 

humanas. 

Levando-se em conta o exposto até agora parece haver uma “interação” 

entre fatores do receptor e da transfusão de GV na explicação dos efeitos 

adversos imune-inflamatórios, aonde a transfusão se comportaria como a 

injúria adicional. Desta forma, as alterações sofridas pelo GV na circulação 

podem ser induzidas mais por fatores relacionados ao receptor do que da lesão 

de estocagem. A transfusão de sangue é uma terapia rotineira de “transplante” 
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de células homólogas e introdução de antígenos solúveis que frequentemente 

induzem a uma resposta aloimune tanto imunossupressiva quanto pró- 

inflamatória82,40,44,71,85,25. O nosso maior objetivo neste estudo foi desenvolver 

um modelo transfusional de GV estocados que apresentasse homologia com a 

transfusão em humanos e avaliar o efeito independente da transfusão de GV 

em animais “sadios”. Acreditamos que este modelo de transfusão homologa em 

suínos contribuirá para futuros estudos relacionados aos efeitos da transfusão, 

tais como cuidados especiais (leucorredução), tempo de estocagem, interações 

entre transfusão, comorbidades no receptor e características do doador que 

não são possíveis em humanos devido a aspectos éticos e logísticos. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Conclusão 
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Este estudo demonstrou que o modelo suíno pode ser utilizado para 

coleta, processamento, estocagem e transfusão de glóbulos vermelhos 

utilizando os mesmos processos realizados na rotina em humanos, doadores 

de sangue e pacientes. Adicionalmente demonstra a importância dos testes de 

compatibilidade eritrocitária, que muitas vezes não é utilizado rotineiramente 

em modelos animais, principalmente para investigar efeitos adversos à 

transfusão de sangue homólogo. 

O modelo experimental de transfusão de GV em suínos desenvolvido 

neste estudo pode ser utilizado para realizar a pesquisa mecanistica visando à 

função cardiovascular e respiratória, controlando possíveis fatores de confusão 

inerentes ao receptor e a unidade transfundida. Este estudo demonstrou ainda 

que a transfusão homóloga de GV armazenado durante 14 dias em modelo de 

receptores saudáveis não foi associada a alterações do sistema 

cardiocirculatório e respiratório e alterações inflamatórias agudas em porcos 

saudáveis submetidos à hipovolemia controlada. 

Estudos posteriores são necessários para avaliar as consequências 

fisiopatológicas da transfusão de GV em modelos experimentais com doenças 

concomitantes. 
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