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ARTIGO ORIGINAL

Efeito da transfusao de concentrado de hemadcias

sobre parimetros de inflamacio e estresse

oxidativo em pacientes criticamente enfermos

Effect of red blood cell transfusion on parameters of

inflammation and oxidative stress in critically ill patients

RESUMO

Introdugio: Transfusio de concentra-
do de hemdcias ¢ freqiientemente prescrita
nas unidades de terapia intensiva. Durante
muito tempo a transfusio de hemdcias era
vista como tendo beneficios clinicos 4b-
vios. Entretanto nos tltimos anos a pratica
de transfusio sanguinea tem sido examina-
da de uma forma mais cautelosa, levando
a investigacoes a respeito dos beneficios
transfusionais, incluindo aqui o fato de os
efeitos imunomoduladores relacionados
A transfusdo podem aumentar o risco de
morbimortalidade dos pacientes.

Objetivos: Avaliar o efeito da trans-
fusio de concentrado de hemicias e sua
relagio com a produgio de citocinas
inflamatérias e dano oxidativo em pacien-
tes criticamente enfermos admitidos em
uma unidade de terapia intensiva.

Métodos: Foram analisados durante
6 meses, no ano de 2008, pacientes in-
ternados na unidade de terapia intenvia
que realizaram transfusio de concentrado

de hemicias. Foram analisados os niveis
séricos pré e pés transfusionais de inter-
leucina-6 (IL-6), proteinas carboniladas e
substancias reativas ao 4cido tiobarbitdrico
(TBARS).

Resultados: Houve diminuicio dos
niveis séricos de IL-6 pés-transfusionais
e um aumento significativo tanto para
TBARS quanto para proteinas carbonila-
das. No entanto nio houve significAncia
estatistica entre os niveis séricos de IL-6,
TBARS antes e apds transfusio de concen-
trado de hemicias e a taxa de mortalidade.
Contudo ocorreu significAncia da relagio
dos niveis pds transfusionais de proteinas
carboniladas e mortalidade.

Conclusao: Transfusio de concen-
trado de hemdcias ¢ associada a aumento
dos marcadores de dano oxidativo e dimi-
nuic¢io de IL-6 em pacientes criticamente
enfermos.

Descritores: Eritrcitos; Transfusio de
eritrdcitos; Estresse oxidativo; Interleucina-6;
Unidades de terapia intensiva

INTRODUCAO

A anemia ¢ um problema comum em pacientes internados em unidades de
terapia intensiva (UTT). Até o terceiro dia da admissao, aproximadamente 95%
dos pacientes apresentam anemia.”’ Por tal motivo, transfusoes de concentrado de
hemdcias (CH) sio freqiientemente prescritas nas UTTs.%)

Diversos estudos tém avaliado a epidemiologia da transfusio sanguinea em
UTIs na dltima década.®’ O estudo europeu “ABC trial” demonstra que 37% dos
pacientes foram transfundidos (4,8 + 5,2 Unidades (U) de sangue em média) du-
rante sua interna¢do na UTI. Além disto, em pacientes com mais de uma semana de
internagio este nimero aumenta para 73%.“ Confirmando-se estas percentagens
pode-se também citar outro estudo “CRIT study” onde foi constatado que 44%
dos pacientes americanos receberam concentrado de hemdcias (4.6 + 4.9 U em
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média) durante sua internagao em UTL®Y

Durante grande parte do século passado a transfusio de
hemdcias era vista como tendo beneficios clinicos Gbvios.
Entretanto nos tltimos 20 anos a prdtica de transfusio san-
guinea tem sido examinada de uma forma mais cautelosa,
impulsionada num primeiro momento por preocupagdes re-
lacionadas a infec¢oes transmitidas por transfusoes, em parti-
cular o virus da imunodeficiéncia adquirida.”) Nesse sentido
vem se notando uma dramdtica e progressiva redugao deste
tipo de complicagio. Isto se deve ao resultado de extensa pes-
quisa para caracterizar patdgenos transmitidos por transfu-
soes, desenvolvimento de estratégias para mensurar as taxas
de infeccoes em doadores e receptores de sangue, caracteriza-
¢do da dinimica da viremia inicial, e implementagdo de cri-
térios mais restritivos de elegibilidade para doagao e aumento
da sensibilidade de métodos laboratoriais de screening.©

Embora as infeccoes relacionadas a transfusio (IRT) te-
nham sido inicialmente o foco das préticas transfusionais,
outros fatores como a imunomodulagio e a idade do sangue
tém se tornado mais importantes. A avaliagio dos riscos da
transfusdo, por sua vez, levou a investigacoes a respeito dos
beneficios desta terapia.” Tem se tornado evidente que os
efeitos imunomoduladores relacionados 2 transfusio podem
aumentar os riscos de doencas, como infecgoes nosocomiais,
recorréncia de neoplasias e o possivel desenvolvimento de do-
engas auto-imunes.®

Apesar de os mecanismos da imunomodulagio relacionada
A transfusio (IMRT) terem sido bastante debatidos, a com-
preensdo deste fendmeno ainda nio estd completa. Dentre
os diversos mecanismos postulados, trés sdo responsdveis por
grande parte dos estudos: delecio clonal, indugio de anergia, e
imunossupressdo. A supressio clonal corresponde a inativagio
e remogao de linfécito alorreativos que, por exemplo, causam
rejeico de aloenxertos; anergia implica na nio responsividade
imune e a supressdo imunoldgica refere-se a resposta celular ini-
bida por um mecanismo celular ou por citocinas.” Além dos
mecanismos supracitados, o armazenamento sanguineo pode-
ria levar a alteragoes fisico-quimicas das hemdcias como perdas
de fosfatos orgénicos, alteragio de membranas e produgio e
liberagio de citocinas inflamatérias.'?

A interleucina-6 (IL-6) é produzida por muitos tipos de
células, incluindo os linfécitos B e T, macréfagos, fibroblas-
tos, células endoteliais, neurdnios e células gliais. Ela pos-
sui funcdes dentre as quais a indugio da febre, promocio
da maturacio e diferenciagio dos linfécitos B, estimulacio
da proliferagio e diferenciacao dos linfécitos T, indugio da
produgio de proteinas de fase aguda (ex. proteina C reativa)
pelos hepatécitos, e estimulo do eixo hipotdlamo-pituitdria-
-adrenal."" Estresse oxidativo é um elemento importante em
diversos fendmenos fisiolgicos e patolégicos. Embora os
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eritrdcitos contenham um extenso sistema de defesa antioxi-
dante, o dano oxidativo das proteinas e lipidios de membrana
contribui para a senescéncia das células normais resultando
em uma vida mais curta pela lesio celular."*'¥ Desde que
foi demonstrado que o dano oxidativo em pacientes criticos
estd relacionado com pior prognéstico, a medida do estresse
oxidativo obteve relevincia clinica importante.4!>

Neste sentido, o objetivo deste trabalho ¢ avaliar o efeito
da transfusio de concentrado de hemdcias e sua relagao com
a produgio de citocinas inflamatérias e dano oxidativo em
pacientes criticamente enfermos admitidos em uma UTTL.

METODOS

O estudo de coorte foi aprovado pelo Comité de Eti-
ca do Hospital Sdo José de Cricidma (nimero CAAE -
0004.0.379.139-08), Santa Catarina. Foram avaliados todos
os pacientes de idade superior a 18 anos admitidos nos 20
leitos da UTT Geral, durante 6 meses, no ano de 2008, sendo
incluidos no estudo os pacientes que receberam transfusio
de CH e aceitaram participar do estudo. Considerou-se no
presente estudo bolsas de concentrado de hemdcias nao irra-
diadas e nio leucodepletadas, sendo que os pesquisadores nao
influenciaram o médico assistente na indicacio da transfusio.
Os pacientes foram seguidos até o ébito ou por 28 dias para
determinacio da mortalidade. Neste periodo foram coletadas
informagées clinicas relevantes para posterior andlise.

Antes da transfusao e 12 horas apds, uma amostra de
sangue foi coletada para determinagao dos niveis séricos
de interleucina (IL)-6 e do estresse oxidativo. A medida
dos niveis de IL-6 foi realizada através de kits de ELISA
segundo recomendagio do fabricante (R&D systems,
Minneapolis, MN, USA), como um marcador geral da
resposta pré-inflamatéria.

A medida de substincias reativas ao 4cido tiobarbitdrico
(TBARS) foi determinada como um indicador de estresse oxi-
dativo. Resumidamente, as amostras foram misturadas com
1ml de 4cido tricloroacético a 10% e 1ml de 4cido tiobarbitd-
rico 0,67% e entio aquecidas em um banho de dgua fervendo
por 15 minutos. TBARS foi determinada pela absor¢io que
535 nm usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrio
externo. Os resultados foram expressos como equivalentes de
malondialdeido por miligrama de proteina."®

O dano oxidativo a proteinas foi avaliado pela determi-
nagio de grupos carbonil baseado na reagio com dinitrofeni-
lhidrazina. As proteinas foram precipitadas pela adigao dcido
tricloroacético a 20% e entdo dissolvido em dinitrofenilhi-
drazina e a absorbancia foi lida em 370 nm."”

Os dados foram incluidos para andlise estatistica no Stazis-
tical Package for the Social Sciences (SPSS). Comparagio entre
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varidveis categdricas foi realizada pelo teste de qui-quadrado.
As varidveis continuas foram comparadas com o teste t ou
com Mann-Withney U conforme distribuicao das varidveis.
Comparagio dos niveis de IL-6 e marcadores de estresse oxi-
dativo pré e pds-transfusiao foram comparados com teste t
para varidveis dependentes. Valores sio expressos como fre-
quéncia (%), média + desvio padrio ou mediana intervalo
interquartis. Em todas as andlises foi adotado como nivel para
significAncia estatistica um p-valor < 0,05.

RESULTADOS

Durante o periodo de estudo, foram analisados 322 pa-
cientes da UTT geral do Hospital Sao José, dentre os quais 40
pacientes que receberam concentrado de hemdcias foram ava-
liados. A tabela 1 demonstra caracteristicas clinicas ¢ demo-
graficas quando comparados os grupos que receberam e nio
receberam transfusdo sanguinea. Os grupos nao apresentam
diferengas significativas nas varidveis demogréficas, no escore
Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II (APACHE
1) e no Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) do pri-
meiro dia de internagio. A média de hemoglobina pré-trans-
fusional foi de 6.8 + 3.2 g/dl com um hematdcrito de 20.8 +
9.9% caracterizando uma transfusao restritiva.’® De acordo
com a tabela 1, dos 40 pacientes estudados 14 pacientes fo-
ram a 6bito (35%), e 26 receberam alta hospitalar (65%).
Quando comparados aos pacientes que nao receberam trans-
fusdo percebe-se aumento significativo da mortalidade no
grupo transfundido (p<0,05).

Tabela 1 - Caracteristicas clinico-demograficas dos pacientes
incluidos no estudo

Transfusio Valor de p
Sim (N=40) Nio (N=292)

Idade 51+ 17 57 + 16 0,1
Sexo masculino 25 220 0,6
APACHE II 11 (5-20) 10(5-18,5) 0,8
SOFA 6,3 + 4,4 4,2 +3,8 0,2
Motivo da internacio

Monitorizagao 13 100 0,4

pés-operatdrio

Sepse 5 25

Cardiovascular 10 80

Neurolégico 4 40

Respiratério 5 50

Outros 3 57
Obitos (%) 14 (35) 75 (25) <0,05

APACHE - Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; SOFA -
Sequential Organ Failure Assessment. Dados apresentados como média

+ DP ou mediana (25-75).
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Quando comparado os niveis séricos de IL-6 pré e pds-
-transfusionais observa-se uma diminui¢io significativa
deste parimetro inflamatério (p=0,002). Por outro lado
quando se analisa os parAmetros oxidativos observamos
um aumento significativo tanto para TBARS quanto para
proteinas carboniladas. (p<0,001 para ambos) (Figura 1).
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Total de 322 pacientes admitidos em uma UTT geral, dentre os quais
40 pacientes que receberam concentrado de hemdcias foram avaliados.
Antes da transfusio e 12 horas apés, uma amostra de sangue foi coletada
para determinacio dos niveis séricos de interleucina (IL)-6 e do estresse
oxidativo, e comparou-se os niveis pré e pds-transfusional através de
teste t. Observa-se uma diminui¢io da IL-6 (p=0,002) e um aumento
significativo tanto para TBARS quanto para proteinas carboniladas
(p<0,001 para ambos). IL-6 — interleucina-6; MDA — Malondialdeido;
TBARS - substincias reativas ao 4cido tiobarbiturico.

Figura 1 - Comparagio dos marcadores oxidativos e inflamatérios
pré e pos transfusionais em pacientes criticamente enfermos.
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Porém, nao houve significincia estatistica ao analisarmos a
relagao entre os niveis séricos de IL-6 antes (p=0,783) e
ap6s (p=0,970) transfusio de CH e a taxa de mortalidade.
Igualmente, a relagio entre TBARS pré (p=0,663) e pds
(p=0,887) transfusional e a mortalidade também nio foi
significativa. Do mesmo modo, nio houve significAncia
dos indices de carbonil antes (p=0,808) da transfusio de
CH e mortalidade. Porém, ocorreu relagao significativa
entre os niveis de proteinas carboniladas apéds a transfusao
(p=0,047) e a mortalidade (Figura 2). O delta de varia-
G0 pés-pré transfusional nao apresentou relagio signi-
ficativa com mortalidade para IL-6 (p=0,725) e TBARS
(p=0,633), mas apresentou para proteina carbonilada

(p=0,04).

33

DISCUSSAO

Neste estudo avaliamos a influéncia da transfusio de CH em
pacientes internados em uma UTT geral, e a produgio da IL-6,
uma citocina que estd intimamente associada com a resposta in-
flamatéria e a qual ¢ produzida por células imunes e outros tipos
de células como células endoteliais, queratinécito e do epitélio
intestinal."’? Encontramos uma redugio significativa nos niveis
séricos de IL-6 apds a transfusio de CH, conotando um efeito
imunossupressor deste tipo de transfusao. Por outro lado néo foi
encontrada uma relagio entre os niveis séricos de IL-6 e a taxa de
mortalidade. Avaliamos ainda os niveis dos marcadores de dano
oxidativo, TBARS e carbonil pré e pés transfusionais, demons-
trando um aumento nos niveis de TBARS e carbonil apds trans-
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Total de 322 pacientes admitidos em uma UTT geral, dentre os quais 40 pacientes que receberam concentrado de hemdcias foram avaliados. Antes
da transfusio e 12 horas apds, uma amostra de sangue foi coletada para determinacio dos niveis séricos de interleucina (IL)-6 e do estresse oxidativo,
conforme detalhado em Materiais e Métodos. Comparou-se as diferencas dos niveis dos marcadores pré e pés-transfusdo com desfecho dos pacientes
com uso de teste-t separadamente conforme o desfecho. Apenas observou-se relagdo significativa entre os niveis de proteinas carboniladas apés a
transfusdo (p=0,047) e a mortalidade. TBARS — substincias reativas ao 4cido tiobarbitdrico; IL-6 — interleucina-6.

Figura 2 - Relag¢io marcadores oxidativos e inflamatdrios com mortalidade em pacientes criticamente enfermos submetidos a

transfusao sanguinea.
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fusao de hemdcias e uma relacao positiva entre aumento nos ni-
veis de carbonil e mortalidade nesta populagio. Estes resultados
sugerem que a transfusio sanguinea em pacientes criticamente
enfermos pode apresentar efeitos agudos deletérios e estes efeitos
podem ter relagio com desfecho dos pacientes, auxiliando no
entendimento da relacio de hemotransfusio com mortalidade
encontrado em revisoes sistemdticas da literatura.®)

A transfusio de sangue alogénico resulta na infusio de
grandes quantidades de antigenos estranhos em formas soltiveis
e associados a células. A persisténcia destes antigenos na circula-
¢a0o do receptor pode criar condigoes que permitam o desenvol-
vimento de supressao imune."” Diversos estudos tém sugerido
que os possiveis agentes causais seriam formados pela série branca
sanguinea, mas os componentes sanguineos que mediariam este
efeito nio estio bem definidos.*” A imunomodulacio relacio-
nada as transfusdes tem mostrados certos beneficios, incluindo
aumento da sobrevida do transplante renal, redugio do risco de
aborto espontineo recorrente, e diminui¢ao da gravidade de do-
encas autoimunes, como a artrite reumat6ide®” ou recorréncia
da doenca de Crohn.®? Por outro lado, tém-se encontrado pos-
siveis efeitos prejudiciais IMRT, causando aumento da recorrén-
cia do cAncer, infecgdes cirtrgicas, faléncia de maltiplos 6rgaos e
mortalidade geral.*? A redugio nos niveis de IL-6 demonstrada
pode refletir imunossupressao, somando-se como uma nova evi-
déncia na literatura dos efeitos imunomoduladores da transfusio
de hemocomponentes. Ao contririo de nossos achados, Avall
et al. encontraram um aumento significativo desta citocina ao
analisar pacientes cirtirgicos que receberam transfusdo de sangue
total autélogo quanto os que receberam unidades de sangue alo-
génicas,*? entretanto estes autores N30 compararam estes grupos
contra pacientes que nao receberam transfusao sanguinea.

Mesmo as hemdcias tendo alta capacidade antioxidante,
pode-se observar que as mesmas possuem uma demanda de an-
tioxidantes aumentada quando armazenadas, devido a exposicio
a diversos fatores, como exposi¢o a luz e agitagio, altas concen-
tragoes de glicose, liberagao de radicais livres pelos leucécitos,
entre outros.” Durante o armazenamento as hemdcias sofrem
uma mudanga quimico-estrutural que pode afetar seu desem-
penho pés-transfusional.* Essas mudangas estao associadas a
uma série de alteragoes, incluindo uma deplegio de adenosina
trifosfato e 2,3-difosfoglicerato (DPG), perda da maleabilidade,
vesiculagio, perda fosfolipidica, oxidagao protéica e peroxidagio
lipidica da membrana das hemécias, podendo contribuir para
conseqiéncias clinicas adversas, como diminui¢o de transporte
de oxigénio.®** Wardle et al., demonstraram um aumento nos
niveis urindrio pds-transfusionais em neonatos pré-termos de
malondialdeido, evidenciando uma relacio de transfusio com
peroxidacio lipidica.®®

Algumas importantes limitagoes devem ser pontuadas. Ape-
sar de apresentar niimero suficiente de pacientes para realizar as
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comparagoes entre biomarcadores pré e pés-transfusionais é no-
tado que o tamanho de nossa amostra ndo permite uma andlise
definitiva entre a variacio destes marcadores e mortalidade em
pacientes criticamente enfermos. Neste sentido estudos de maior
porte sao necessdrios para esclarecer de maneira definitiva este
tipo de relagio. Além disto, realizamos estudo de apenas um cen-
tro que adota estratégia restritiva para realizar a transfusio, neste
sentido os resultados apresentados podem néo ser representativos
da média das UTIs. Além disto, coletamos apenas uma amostra
sanguinea, sem realizar estudo cinético dos marcadores avaliados
o que poderia influenciar os resultados tendo em vista que existe
variagao tempo-dependente dos niveis de IL-6 apés o estimulo
inflamatdrio inicial conforme j4 demonstrado na literatura.®*)

CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que ocorreu um aumento dos mar-
cadores de dano oxidativo e diminuicio de IL-6 apéds a transfu-
s3o de CH, porém houve significAncia apenas com os niveis séri-
cos pds-transfusionais de proteinas carboniladas ao analisarmos a
relagio destes parAmetros com a taxa de mortalidade.

ABSTRACT

Introduction: Red blood cell transfusions are common in
intensive care units. For many years, transfusions of red blood were
thought to have obvious clinical benefits. However, in recent years,
the risks and benefits of blood transfusions have been examined more
carefully, including the risk of increased morbidity and mortality due
to transfusion-related immunomodulation effects.

Objectives: To evaluate red blood cell transfusion effects and the
relationship of this procedure to the production of inflammatory
cytokines and oxidative damage in critically ill patients admitted to
an intensive care unit.

Methods: For 6 months in 2008, we evaluated patients admitted to
an intensive care unit who underwent packed red blood cell transfusions.
Pre- and post-transfusion levels of interleukin-6, carbonylated proteins
and thiobarbituric acid reactive substances were assessed.

Results: Serum post-transfusion interleukin-6 levels were
reduced, and thiobarbituric acid reactive substances and carbonylated
proteins were significantly increased. No statistically significant
relationship was found between the levels of pre- and post-transfusion
interleukin-6 and thiobarbituric acid reactive substances and the
mortality rate. However, there was a significant relationship between
levels of post-transfusion carbonylated proteins and mortality.

Conclusion: Red blood cell transfusion is associated with
increased oxidative damage markers and reduced interleukin-6 levels
in critically ill patients.

Keywords: Erythrocytes; Erythrocyte transfusion; Oxidative

stress; Interleukin-6; Intensive care units
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