Silvana Biagini'23, Paulo Aguirre Costa*, Silvano

Wendel'?, Guilherme Schettino'*, Luciano Cesar

Pontes Azevedo'®

1. Instituto de Ensino e Pesquisa, Hospital
Sirio-Libanés - Sao Paulo (SP), Brasil.

2. Banco de Sangue, Hospital Sirio-Libanés -
Sao Paulo (SP), Brasil.

3. Programa de P6s-Graduagdo, Departamento
de Cardiopneumologia, Universidade de Sao
Paulo - Sao Paulo (SP), Brasil.

4. Departamento de Medicina Nuclear, Hospital
Sirio-Libanés - S&o Paulo (SP), Brasil.

5. Departamento de Emergéncias Clinicas,

Universidade de Sao Paulo - Sao Paulo (SP), Brasil.

Conflitos de interesse: Nenhum.

Submetido em 22 de marco de 2014
Aceito em 4 de junho de 2014

Autor correspondente:
Luciano Cesar Pontes Azevedo

ARTIGO ORIGINAL

Validagao in vitro e in vivo da viabilidade de

eritrdcitos suinos estocados para estabelecer um

modelo experimental de transfusio homéloga de

hemacias: estudo piloto

In vitro and in vivo validation of stored swine erythrocyte

viability to establish an experimental model of homologous red
blood cell transfusion: a pilot study

RESUMO

Objetivo: Para desenvolver modelos
experimentais de transfusio de hemd-
cias, o primeiro passo ¢ assegurar a via-
bilidade dos eritrécitos transfundidos.
Avaliamos a viabilidade de eritrécitos
transfundidos com validacio in vitro e
in vivo de eritrécitos suinos homdlogos
armazenados por 14 dias.

Métodos: Neste estudo piloto, o
sangue coletado de um suino Agroceres®
foi estocado em duas unidades de hema-
cias. A validagio in vive foi realizada pela
marcagio dos eritrécitos com Na >'CrO,
e recuperacio dos eritrécitos vidveis apds
24 horas da infusio em um animal au-
télogo e quatro homélogos. A validacio
in vitro foi realizada na avaliacio ba-
sal e apos 14 dias, pela mensuracio da
hemoglobina, hematdcrito, indice de
hemdlise e hemoglobina livre em seis
unidades de hemdcias. Foi realizada uma
esplenectomia post-mortem para avaliar
o sequestro esplénico de eritrécitos, e a
radioatividade das amostras de sobrena-
dante foi contada para avaliar a hemdlise
intravascular.

Resultados: Apds 14 dias de esto-
cagem, as unidades de hemdcias tinham
volumes menores e concentracio total de
hemoglobina equivalente em comparagio
aos padroes humanos. A concentragio de
hemoglobina livre aumentou de 31,0+9,3
para 112,4+31,4mg/dL (p<0,001) ¢ o in-
dice de hemdélise aumentou de 0,1+0,1
para 0,5+0,1% (p<0,001). Entretanto, es-
ses testes se encontravam dentro da faixa
aceitdvel para os padroes humanos. A per-
centagem de radioatividade nas amostras
de sobrenadante foi similar na avaliacio
basal e apds 24 horas, afastando, assim,
a presenca de hemolise significante. Nao
se encontraram evidéncias de sequestro
esplénico de eritrécitos radioativos.

Conclusao: Hemdcias suinas estoca-
das por 14 dias sao vidveis e podem ser
utilizadas em estudos experimentais de
transfusdo. Esses experimentos de vali-
dagio sio importantes para ajudar os
investigadores a estabelecerem modelos
experimentais de transfusao.

Descritores: Medicina transfusional;
Eritrécitos; In vitro; Suinos; Estudos de
valida¢io
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A transfusdo de hemdcias é um tratamento estabelecido para indmeras condigoes
de risco a vida. No entanto, surgiram preocupagbes com relagio a associacio da
transfusio com efeitos danosos e aumento da mortalidade,"# embora a literatura
a respeito desse tépico seja discordante.>® Os mecanismos e efeitos clinicos da
transfusdo sio principalmente descritos em estudos observacionais, que tém, em
sua natureza, um potencial inevitdvel de vieses e fatores residuais de confusio,
incluindo a gravidade da doenca, a presenca de comorbidades frequentes como
sepse e trauma, o numero de unidades transfundidas e o tempo de armazenagem.
Apesar do uso de técnicas estatisticas que podem ajustar os fatores de confusao, ¢
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muito dificil estabelecer o papel independente da transfusio
nos desfechos adversos nessas condicoes.”

Modelos experimentais vém sendo cada vez mais utilizados
para avaliar os mecanismos dos efeitos de intervenc¢des
comumente usadas em terapia intensiva.®) Assim, o modelo
suino pode ser uma importante ferramenta para estudar os
efeitos hemodinimicos e respiratdrios das transfusées em
cendrios de pacientes gravemente enfermos, ja que esses
animais tém similaridades fisiolégicas com os seres humanos
em relagio a esses dois importantes sistemas.”” Desse modo,
um modelo controlado de transfusio de hemdcias em
suinos sauddveis pode ser uma abordagem interessante para
conduzir estudos dos mecanismos e avaliar os efeitos isolados
da transfusdo de hemdcias, sem as varidveis com potenciais
efeitos de confusio presentes nos estudos clinicos.

Para desenvolver adequadamente um modelo experimen-
tal de transfusdo, o primeiro passo é assegurar que os eritrd-
citos transfundidos sejam vidveis. Assim desenvolvemos este
estudo piloto para avaliar a viabilidade das hemdcias trans-
fundidas, com validacio in vitro e in vivo de eritrécitos suinos
homélogos armazenados por 14 dias, utilizando o procedi-
mento padrio para seres humanos.

METODOS

Este estudo foi realizado no Instituto de Ensino e Pesqui-
sa do Hospital Sirio-Libanés, em Sao Paulo (SP), tendo sido
aprovado pelo Comité de Etica para Pesquisas com Animais
da instituigio. O estudo foi conduzido em conformidade
com as diretrizes do National Institute of Health para o uso de
animais de experimentacao.

Validacao in vivo do sangue

Para avaliar a viabilidade da coleta e armazenagem de eri-
trécitos suinos nas condicoes usuais em um banco de sangue,
e validar in vivo a sobrevivéncia dos eritrécitos, realizamos
uma experimentacdo piloto, na qual um porco Agroceres®
(50kg) foi mantido sob anestesia com halotano (0,5%),
teve a inser¢io de um cateter venoso central em condicoes
assépticas e foi submetido a uma hemorragia controlada de
1.030mL (30% do volume sanguineo total). O sangue total
foi coletado em bolsas duplas com citrato, fosfato, dextrose
e adenina-1 e sem filtros de leucorreduciao (Fresenius Hemo
Care, Sao Paulo, SP). Apés a infusio de 3.000mL de solu-
¢4o salina normal para repor as perdas sanguineas, a anestesia
foi encerrada e o animal foi encaminhado para sobrevida.
As unidades contendo sangue total foram centrifugadas a
3.300rpm, por 16 minutos (centrifuga Beckman-Spinchron
15, Beckman Coulter, Califérnia, Estados Unidos), o plasma
foi descartado e as duas unidades de hemdcias obtidas foram
mantidas sob temperatura controlada (2° a 6° C) por 14 dias.
A temperatura alvo foi monitorada por meio de um gravador

um modelo experimental de transfusdo homdloga de hemacias

de temperatura (Ibuttom DS1921g, Maxim-Dallas, Calif6r-
nia, Estados Unidos).

A validagio da sobrevivéncia dos eritrécitos e a avaliagio
da hemdlise 7 vivo foram realizadas por meio de marcacio
dos eritrécitos com Na,>'CrO, radioativo e recuperagao dos
eritrdcitos vidveis 24 horas apds a transfusio, segundo uma
adaptagio de estudos prévios.®!”
porcos machos Agroceres® (incluindo o que foi submeti-
do 4 hemorragia 14 dias antes) foram mantidos sob anes-
tesia com halotano (0,5%) e paralizacio muscular com uso
de pancurdnio (infusdo intermitente de 0,1mg/kg). Entéo,
0,7mL de cromato de sédio radioativo (lote 803 C 20002
IPEN/CNEN/SP, calibrado em 23 de janeiro de 2008 e com
periodo de validade até 11 de abril de 2008, atividade de
185MBq) foi acrescentado a 100g de eritrdcitos de uma das
bolsas de hemdcias armazenadas. Esse procedimento foi rea-
lizado com adicdo de 4cido ascdrbico (200mg). Foi injetado
nos animais o equivalente a 2,5mL/kg (0,412MBq/kg ou
0,01mCi/kgl), a partir da amostra marcada com cromato de
sédio - 16mL nos quatro animais homdélogos (pesos entre
37 e 38kg) e 24mL no animal autélogo (peso de 60kg). As
mensuragoes foram feitas com dez microlitros de sangue total
coletados em diferentes intervalos de tempo (5 e 10 minutos,
1, 3, 6,9, 12 e 24 horas), segundo um método modificado
de “média de valores precoces”."” Uma média das contagens
iniciais (5 e 10 minutos) foi realizada para obter um valor
basal de 100% (tempo zero). As amostras foram submetidas
a contagem em um contador de radiacio gama automdtico
(Wizard 3 Perkin Elmer, Massachusetts, Estados Unidos). Os
coeficientes de variagio foram de 0,3%.

A andlise da sobrevivéncia de eritrdcitos apds 24 horas foi
feita com base na percentagem de eritrécitos marcados com
material radioativo sobreviventes até 24 horas,® determinado
como se segue:

) Para esses ensaios, cinco

Sobrevivéncia de eritrécitos apés 24 horas (%) =
Média simples cpm/mL RBC (tempo = 24 horas x 100)
cpm/mL RBC (tempo = zero hora)

onde RBC indica eritrécitos; cpm indica contagem por
minuto da radioatividade nas amostras durante periodos
pré-fixados corrigida pelas concentragoes de hemoglobina e
hematdcrito, ¢ o tempo zero ¢é a média entre as medidas apds
5 e 10 minutos (tempo para homogeneizagio do cromato no
espaco intravascular).

Além disso, o controle da radioatividade livre no sobrena-
dante de todas as amostras coletadas foi realizado utilizando a
mesma metodologia descrita.

Um animal morreu na sexta hora do ensaio (provavel-
mente devido a hipéxia), tendo sido realizada uma esplenec-
tomia imediatamente apds o dbito. Dentre os quatro animais
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remanescentes, a esplenectomia foi realizada apds 24 horas do
inicio do estudo, imediatamente ap6s o sacrificio do animal
com uma dose elevada de cloreto de potdssio. Os bacos foram
examinados para identificacdo de sequestracdo esplénica de
eritrécitos por meio de cintilografia utilizando uma cAmera
gama (Siemens Orbiter, Hoffman Estates, llinois, Estados
Unidos) com colimacio de energia de 360kev, fototipo cen-
trado em 320kev e uma janela de 20% com processamento
digital de imagem.

Validacao in vitro do sangue

A validagio in vitro do concentrado de hemicias foi rea-
lizada nos ensaios a seguir em 16 unidades de hemdcias co-
letadas e armazenadas, conforme descrito anteriormente. As
mensuracoes foram realizadas no dia da coleta (basal) e no
14° dia de armazenagem, por meio da avaliagio das unidades
quanto a volume, concentragio de hemoglobina ¢ hemarté-
crito, concentracio de hemoglobina livre e determinacio do
indice de hemdlise, por meio do método de peroxidase, con-
forme previamente descrito."” A contaminagio bacteriana
das unidades foi avaliada pela coleta de 8mL das primeiras
duas unidades de hemdcias para cultura de sangue (BacT
Alert, BioMérieux, Durham, NC, Estados Unidos).

Analise estatistica

Utilizando o modelo de adequagio de Kolmogorov-Smir-
nov, os dados foram considerados normais e foram apresen-
tados como médias e desvio padrio. Os dados foram compa-
rados utilizando-se o teste # pareado e ANOVA para medidas
repetidas, conforme indicado, sendo o valor de p<0,05 con-
siderado estatisticamente significante. Foi utilizado o pacote
estatistico comercialmente disponivel SigmaStat 2.0 (Systat
Software, California, Estados Unidos).

RESULTADOS

Apresentamos, na tabela 1, as caracteristicas principais
das unidades de hemdcias e os resultados dos ensaios de va-
lidagdo in vitro. A validagao in vitro foi realizada por meio
da mensuragio dos diferentes parimetros no dia da coleta
(basal) e no 14° dia de armazenagem. Conforme esperado,
ocorreu um aumento significante da hemoglobina livre apés
a armazenagem, assim como do indice de hemdlise. Nao fo-
ram encontradas outras diferencas estatisticamente signifi-
cantes nos parimetros medidos.

Tabela 1 - Validagéo in vitro de unidades de hemécias

A figura 1 apresenta os resultados dos ensaios de validagao
in vivo, que inclufram a marcagio de eritrécitos com cromato
e a mensuragio da percentagem de células que permanece-
ram vidveis até 24 horas apds a infusdo. Nao ocorreram al-
teragoes significantes no nimero de células vidveis durante o
tempo do estudo e, apds 24 horas, uma porcentagem média
de 97,5% das células marcadas continuava vidvel.
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Figura 1 - Viabilidade in vivo de hemdacias marcadas com cromato de sddio
radioativo até 24 horas.

A porcentagem de radioatividade livre nas amostras de so-
brenadante apés 5, 10, 120, 180, 360, 720 e 1.440 minutos
foram respectivamente de 1,1+0,1%, 1,1£0,2%, 0,9+0,2%,
0,9+0,2%, 0,7+0,1%, 1,3+1,1% e 0,8+0,3% (diferencas nao
significantes, andlise de varidncias - ANOVA para medidas
repetidas). Esses resultados afastaram a ocorréncia significan-
te de hemdlise intravascular. Além disso, a cintilografia esplé-
nica ndo encontrou qualquer sinal de radioatividade no baco,
afastando, desse modo, o sequestro esplénico de eritrécitos.
Finalmente, os resultados da cultura de sangue nas unidades
analisadas foram negativos.

DISCUSSAO

O modelo suino foi usado de forma consistente para estu-
dos experimentais de transplantes de érgaos e tecidos, assim
como para investigagoes Iigadas a terapia intensiva, em razao
de sua similaridade aos seres humanos com relagao & anato-
mia e fisiologia. Contudo, hd poucos estudos experimentais
sobre a mecinica das transfusdes de hemicias, principalmente

Periodo Volume Hematacrito Hemoglobina Hemoglobina total Hemoglobina livre indice de hemélise
(mL) (%) (g/dL) (9) (mg/dL) (%)
Basal 249,3+44,0 73.3+3,5 23,3+14 55,8+6,6 31,0+9,3 0,1=0,1
142 dia de armazenagem 2351225 71,1+23 222+15 52,2+6,2 112,4+31,4*% 0,5+0,1%

* p<0,001 em comparacao ao basal (teste ¢ pareado).
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em razao das dificuldades no estabelecimento de modelos em
animais que imitem as condi¢oes em seres humanos.” Temos
o objetivo de desenvolver um modelo de transfusio de hemd-
cias nas condicoes da terapia intensiva. Assim, nossa intencio
com os experimentos aqui descritos foi investigar se hemdcias
sufnas estocadas por 14 dias sob condi¢ées padrio em bancos
de sangue manteriam sua viabilidade e, assim, poderiam ser
utilizadas em experimentos futuros de transfusao relacionada
a doengas graves. Demonstramos que essas células perma-
neceram vidveis iz vivo por até 24 horas apds a administra-
cao e a validacdo 7 vitro demonstrou auséncia de hemdlise
significante ap6s 14 dias de armazenagem. Considerados
em conjunto, nossos resultados reforcam a possibilidade de
desenvolver modelos experimentais em suinos para estudar
os efeitos agudos da transfusiao nas condigées de cuidados
graves, removendo diversos dos vieses associados aos estudos
de transfusdo em condicoes da prdtica clinica.

A validacao in vitro observou um volume menor das
unidades em comparagio aos seres humanos, mas com
equivaléncia, em termos de concentragio total de hemoglo-
bina e hematdcrito. Esses resultados concordam com os de
outros estudos”'"'? ¢ sio, provavelmente, devidos a concen-
tragbes mais baixas de hemoglobina nos animais, em com-
paragio aos seres humanos.”'>'% Nossos resultados mostra-
ram também um aumento significante da concentracio de
hemoglobina livre ¢ do indice de hemdlise apds a armazena-
gem. Entretanto, todos os parAmetros investigados se encon-
travam dentro de faixas aceitdveis, utilizando como padrio
os dados de hemdcias armazenadas de seres humanos,>'¢
e concordaram com dois estudos prévios do mesmo grupo,
que demonstraram alteracoes similares apds armazenagem
de hemdcias suinas por 35 dias sob condigées utilizadas para
seres humanos.”'? Infelizmente, diferentemente do nosso,
esse estudo nao relatou validagao iz vive de suas unidades.

Os métodos utilizados para avaliar a viabilidade das he-
mdcias 7 vitro sio comumente incapazes de prever se a amos-
tra sobreviverd apds a transfusio. Assim, para avaliar in vivo
a viabilidade das hemdcias armazenadas, marcamos as mes-
mas com um isétopo radioativo ¢ observamos a percentagem
que permaneceu vidvel 24 horas apds a infusdo em cinco
animais. Demonstramos uma percentagem média de 97,5%
das células marcadas ainda vidveis apds 24 horas. Esses dados
demonstram a adequada sobrevivéncia das hemdcias nesse

um modelo experimental de transfusdo homdloga de hemacias

periodo, ji que o padrio-ouro da viabilidade de hemdcias é
a sobrevivéncia apds 24 horas de 75% das células marcadas
injetadas."”""” Outros resultados que reforcam a auséncia de
hemdlise significante sdo as baixas contagens de radioativi-
dade nas amostras de sobrenadante e a auséncia de radioati-
vidade nos bagos dos animais, sugerindo, assim, que a vasta
maioria dos eritrécitos circulava em sua forma intacta 24
horas ap6s a transfusio.

Os pontos fortes deste estudo incluiram a associagao de
métodos para medir a viabilidade in vitro e in vivo da trans-
fusdo, o que nio foi relatado em estudos prévios, e acres-
centa credibilidade aos nossos achados. Por outro lado, as
principais limitagées foram o pequeno nimero de animais
analisados, o que poderia causar erros tipo I, e a falta de
mensuragdo de marcadores #7 vitro mais especificos para a
viabilidade, comumente relacionados a lesao por armazena-
gem, como adenosina trifosfato, 2,3-difosfoglicerato e lacta-
to. Além disso, nio analisamos os efeitos da transfusio em
modelos de animais durante condiges clinicas que s3o mais
relevantes em unidades de cuidados criticos, como sepse e
choque hemorrdgico. Assim, a importancia clinica dos acha-
dos deste estudo ¢ incerta. Como este é um estudo piloto
para assegurar que as hemdcias transfundidas sejam vidveis,
estamos agora realizando ensaios para investigar a mecanica
dos efeitos da transfusio em ambientes relacionados aos
cuidados criticos.

CONCLUSAO

Este estudo piloto demonstrou que hemdcias suinas
armazenadas por 14 dias sob condig¢ées utilizadas para seres
humanos conservaram sua viabilidade, conforme avaliado
por ensaios in vitro, utilizando hemoglobina livre e indice
de hemélise, e in vivo, utilizando marcagio com cromato.
Nossos resultados abrem possibilidades de realizar estudos
experimentais sobre a mecinica dos efeitos da transfusao de
hemadcias armazenadas em condigées controladas de doencas
graves, Como trauma ou sepse.
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ABSTRACT

Objective: To develop experimental models of erythrocyte
transfusion, the first step is to ensure the viability of the red blood
cells transfused. In this pilot study, we assessed the viability of
transfused red blood cells with validation in vitro and in vivo of
homologous swine erythrocytes stored for 14 days.

Methods: Blood collected from one Agroceres® swine
was stored in two red blood cell units. In vivo validation was
performed by labeling the red blood cells with Na,>'CrO, and
recovering the viable erythrocytes after 24 hours of infusion in
one autologous and four homologous animals. In vitro validation
was performed at baseline and after 14 days in sixteen red blood
cell units by measuring hemoglobin, hematocrit, hemolysis
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index and free hemoglobin. A post-mortem splenectomy was
performed to evaluate the splenic sequestration of erythrocytes,
and the radioactivity of the supernatant samples was counted to
evaluate intravascular hemolysis.

Results: After 14 days of storage, the red blood cell units
had lower volumes and equivalent total concentrations of
hemoglobin and hematocrit compared to human standards.
The free hemoglobin concentration increased from 31.0+9.3
to 112.4+31.4mg/dL (p<0.001), and the hemolysis index
increased from 0.1£0.1 to 0.5£0.1% (p<0.001). However, these
tests were within the acceptable range for human standards.

The percentage of radioactivity in supernatant samples was
similar at baseline and after 24 hours, thus excluding significant
hemolysis. No evidence of splenic sequestration of radioactive
erythrocytes was found.

Conclusion: Swine red blood cells stored for 14 days are
viable and can be used in experimental studies of transfusion.
These validation experiments are important to aid investigators
in establishing experimental models of transfusion.

Keywords: Transfusion medicine; Erythrocytes; In vitro;
Swine; Validation studies
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