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RESUMEN

A través de los afios, cientificos e investigadores se han interesado en la estructura
del eritrocito asi como de su metabolismo y funciones. Es un tema de importancia en
Banco de Sangre la conservacién de los hematies asi como mantener su viabilidad
(entiéndase viabilidad como disminucion de su capacidad de sobrevida en la circulacién
del receptor transﬁindido), transfundir un paquete globular ya sea hemolizado,
envejecido, congelado o contaminado provocarfa un dafio irreparable en los pacientes. En
el caso de que la sangre presentara una alta concentracién de leucocitos el paciente es
sensibilizado 2 Anticuerpos leucocitarios, en el caso de pacientes ya sensibilizados por
transfusiones previas o por embarazos, pueden presentarse reacciones no hemolfticas de
tipo febril, es por esto que se han realizado innumerables estudios, cada uno aportando
nuevos conceptos sobre el tema de desleucocitacién. Con base en la necesidad de evaluar
paquetes pobres en leucocitos con amplia vigencia se disei6 el siguiente estudio: En esta
investigacién se analizaron 107 muestras en periodos establecidos de tiempo (24 hrs.,
3,5,7,21,28,42 dias) con un nuevo aditivo conocido como ADSOL colocado en las
bolsas de recuperacion del paquete globular (bajos en leucocitos), este aditivo establece Ia
garantia de proveer al eritrocito de fuentes de energfa necesaria y adecuada para mantener
su estructura, metabolismo y funciones 6ptimas por un perfodo de almacenamiento de 42
dfas. La valoracién de Hemoglobina Libre, Potasio y Glucosa es importante para realizar
el sondeo de valoracién de los eritrocitos. Con respecto a hemélisis presentada durante el
lapso de conservacion se valorari Iz hemoglobina libre, asf como la utilizacién de la
glucosa en el proceso de gluctlisis. Al realizar el andlisis estadistico de los resultados se
observd que tanto los pardmetros de hemoglobina libre (% de Hemdlisis) y Potasio se
clevaron considerablemente después del dfa 21, asi mismo se observé que la glucosa no
disminuye como se esperaba, lo que sugiere que el eritrocito no estd empleando los
componentes del aditivo para realizar sus funciones y mantener su estructura intacta
después de los 21 dfas.



INTRODUCCION

Asf como hace algunas décadas desperté interés en la comunidad cientifica la
funcidn, el metabolismo y la estructura del eritrocito, la conservacién de su viabilidad
durante ¢! almacenamiento es hasta la fecha un quehacer prioritario. Paralelamente el
proceso de la transfusién sangufnea y las reacciones adversas que se pueden provocar por
incompatibilidad de sus componentes: eritrocitos, plaquetas, leucocitos y plasma han sido
estudiados. Por otra parte la sangre es un recurso limitado en casi todo el mundo, sobre
todo en pafses como el nuestro que no percibe la necesidad de donar sangre. Esto aunado
a su creciente demanda provoca 1a necesidad de conservarla el mayor tiempo posible en
buen estado para ser transfundida sobre todo en emergencias, y asf poder almacenar por
tiempos prolongados sangres de grupo sangufneo poco frecuente en nuestra poblacién
mestiza como los Rh 0 (D) negativo. En este rubro lo que se requiere es un
anticoagulante que mantenga la viabilidad prolongada de los componentes de la sangre,
sobre todo eritrocitos y plaquetas. También se requiere un procedimiento eficaz para
retirar el mayor mimero de leucocitos que permita reducir o eliminar el riesgo de
transmisién de agentes infecciosos alojados en los leucocitos.

La mayoria de los anticoagulantes permiten el almacenamiento de la sangre por
lapsos de 21 a 45 dias. Al término de este lapso el 70% de los eritrocitos transfundidos
tienen una sobrevida normal. 1§

Es por esta raz6n que se han buscado alternativas tanto de materiales como de
aditivos que permitan un producto de alta calidad. Datos proporcionados por la Secretaria
de Salud informa que la mortalidad por transfusién sangufnea han disminufdo
considerablemente en los iltimos afios {aproximadamente hasta un 87.35%).
Las evaluaciones bioquimicas son importantes desde este punto de vista para obteser
productos de calidad. La realizacién de determinaciones de hemoglobina libre, potasio,
pH, glucosa, etc.>¢ son pardmetros adecuados para el seguimiento de fos paquetes
eritrocitarios o concentrados eritrocitarios.



El estudio realizado proporcionard las herramientas necesarias para la evaluacién
de nuevos aditivos y materiales que permitan obtener productos confiables.



MARCO TEORICO

IMPORTANCIA DE LA SANGRE

La sangre a través de los tiempos ha tenido un significado mistico. No es nada
sorprendente comprobar que la sangre ocupa un lugar importante en Ia mitologia y en las
creencias de las culturas llamadas " tradicionales ". Los pueblos han captado desde
tiempos antiguos sus lazos con la vida, animal y humana. Una nocién tan central e
inasequible exige elaboraciones intelectuales, tanto en forma de mitos como de " teorfas
indfgenas - por ejemplo 1a idea biblica de que la sangre es la sede del alma, o la antigua
medicina grecolatina, dominante en occidente hasta el siglo XVIII- ;que se basa en una
fisiologia bastante simple, €l equilibrio de cuatre humores -sangre, flema, bilis y
atrabilis- corresponde a la buena salud; la primacfa de uno o de otro, sin sobrepasar los
mites naturales, define los diferentes temperamentos: sanguineo, bilioso, etc. Cualquier
desequilibrio més acusado es sinénimo de enfermedad y conviene hacer que el organismo
vuelva a la normalidad por medio de modificaciones del régimen alimentario, de purgas o
de sangrfas. A este marco general se afiade 1a teorfa de la transformacién de los humores,
particularmente rica en el caso de la sangre: de ella proceden la leche de las nodrizas yel
esperma. Esto basta para comprender su importancia central en los procesos vitales, la
sangre mantiene as{ mismo una relacién paraddjica con la vida: es el principio oculto,
apenas entrevisto en su estado normal en la coloracién de la carne, esta encarnacidn tan
dificil de reproducir en pintura, Para convertirse en el objeto de una experiencia sensible
directa, la sangre tiene que circular, s6lo se descubre por el travmatismo o la patologfa
signo de vida que huye, ya, quizd signo de muerte.34 En suma, la sangre con el paso de
los afios y avances cientificos ha perdido este sentido miftico. En este trabajo se desea
hacer notar la importancia que tienen todos los descubrimientos para su mejoramiento y
conservacién.



ERITROCITO, COMO PRINCIPAL COMPUESTO DE LA SANGRE

3.1.1 Funcién

Las funciones principales de los eritrocitos son relativamente simples y
consisten en transportar y ceder oxfgeno a los tejidos ¥ ayudar a 1a eliminacién de bidxido
de carbono y protones formados por el metabolismo celular, regula el transporte de los
aniones (Na*/K+) y de agua hacia el interior y exterior de 1a célula. La forma biconcava
incrementa la proporcion superficie-a-volumen del eritrocito, facilitando el intercambio
de gases.!6 Después que los eritrocitos reciben el oxfgeno a través de los capilares
pulmonares, es transportado a los tejidos donde el oxigeno es utilizado en los procesos
metabélicos. Los productos finales incluyen 4cidos inorgdnicos y orgdnicos. Los dcidos
son neutralizados en gran medida por bases de la sangre y liquidos tisulares,
principalmente bicarbonato de sodio, forméndose sales y diéxido de carbono. La mayorfa
de las sales son excretadas por el rifién y casi todo el diéxido de carbono por los
pulmones. Si se analiza el contenido de oxigeno de la sangre arterial, se encuentra que es
de 18 a 20% Vokimenes de este gas, corregido a 0°C y 760 mm Hg. Si se separa el
plasma de la sangre total y se analiza su contenido de oxigeno, éste es de
aproximadamente 0.3 vol%, es decir, 100 ml de sangre transportan de 18 a 20 m] de
oxfgeno. La capacidad de transportar oxigeno de la sangre total es por ende mds de 60
veces mayor que la del plasma, debido a la presencia de la hemoglobina en los
eritrocitos. Si la sangre no contuviera eritrocitos y éstos a su vez hemoglobina, segiin
Barcroft, deberiamos tener mds de 150 kg de plasma en nuestro sistema sangufneo.!? Bl
diéxido de carbono tiende a fluir desde los tejidos hacia la sangre venosa y de la sangre
venosz a los pulmones hacia los alvéolos pulmonares. De 50 a 60 volimenes de diéxido
de carbono por 100 ml de sangre, sélo 2 a 3 ml, aproximadamente el 5%, estdn en
solucidn y ejercen una presién. Esto se escribe en forma hidratada H,CO, si mds del 9%
del diéxido de carbono disuelto estuviera en solucién simple en un medio acuoso, el pH
de la sangre serfa de aproximadamente 4.0, muy desplazado hacia el lado dcido, y
significaria la muerte para los tejidos. Mds del 90% de di6xido de carbono se encuentra
en forma de bicarbonato, parte en los glsbulos rojos y parte en el plasma y liquidos
orgdnicos. 7



3J.1.2 Estruectura

La forma en reposo normal del eritrocitos es un disco bicéncavo. Los eritrocitos
humanos normales tienen un didmetro de 7.5 a 8.3 um y poseen un volumen aproximado
de 83 um?® y una superficie de 145 um? aproximadamente. La forma del eritrocito es la
resultante de multiples fuerzas y depende del ambiente de la célula, su estado metabélico
y su edad. En el seno de la circulacion el eritrocito discurre por vasos sanguineos de
didmetros distintos y diferentes velocidades de corriente, lo que da lugar a multiplicidad
de transiciones dindmicas de la forma, El eritrocito transcurre la mayor parte de su vida
dentro de los canales capilares de la micro circulacién. Durante su lapso de vida de 100 a
120 dfas recorre una distancia aproximada de 280 km. En los capilares la deformabilidad
de la célula constituye la determinante reoldgica primaria de la viscosidad y flujo
sangufneos. A pequefias velocidades de flujo se observa agregacién de los hematies en los
capilares, en los cuales dichas células adoptan diversas formas irregulares, elipsoides y
hemisféricas, Se desplazan en agregados de dos a dos células, y se disponen en pilas

" como monedas en las regiones de remanso o de circulacién muy lenta.?

En su concepcidn bdsica, la membrana celular del hematie no difiere de las demds
membranas bioldgicas. Estd formada por dos capas monomoleculares de fosfolipidos, las
mitades de dcido fosférico de los fosfolipidos estdn localizados en la superficie externa e
interna y las cadenas de dcidos grasos hidréfobos estdn dirigidas hacia dentro, en los
cuales figuran numerosas proteinas. Algunas protefnas membranosas, sobre todo la
glucoforina, parece que recorren toda su extension.'  No presenta organelos
intracelulares, como mitocondrias, lisosomas o aparato de golgi, de igual manera no
presenta niicleo, sin embargo tiene una proteina ntracelular Hamada hemoglobina la cual
ocupa el 95% de la totalidad interior del eritrocito. La proteina mds representada en las
membranas del hematie es el transportador de los aniones, que permiten el paso de los
iones cloruro y bicarbonate a través de Ia membrana. Esta protefna se le conoce como
"banda 3" por su posicién electroforética: se encuentra en tercera posicién cuando se
someten las proteinas del conjunto membrana + esqueleto 2 un campo eléctrico que
provoca su desplazamiento.



.

Lz banda 3 es una protefna de gran tamano (90 kilodalton) que serpentea a través de
la membrana cruzindola mds de diez veces. Posee un gran dominio lo que constituye el
principal punto de fijacidn del esqueleto a la membrana. Otro importante grupo de
proteinas membranales a las que estd fijo el esqueleto son las llamadas sialoglicoproteinas
a, i, ¥ y 8. Carecen de funcidn de transporte pero exponen ¢n la parte exterior de los
hematfes elementos moleculares, o antigenos, que definen ciertos grupos sanguineos. 3317

El esqueleto eritrocitario tiene un grosor de diez nanémetros a lo largo de la cara
intema de la membrana. En este exiguo espacio se aglomeran todas las protefnas del
esqueleto que merecen, por lo tanto, el calificativo de "periféricas *. Las protefnas del
eritrocito son conocidas tanto por su peso molecular como por su posicién en la
separacién por electroforesis. Cuatro de ellas pertenecen al esqueleto: son las bandas 1,
2,4.1yS5, Las bandas 1 y 2 designan respectivamente las llamadas cadenas o y § de una
protefna del esqueleto denominada espectrina, la espectrina es un dfmero «ff. La banda
4.1, o la proteina 4.1, no tiene ningin nombre especial. La banda 5 es la actina
eritrocitaria, 33,17

Las cadenas o y 8 de la espectrina son muy largas (240 y 220 kDa; doscientos mil
ejemplares por célula); cada una de ellas estd formada por una sucesidn de mds de 2 000
aminodcidos. Cada dimero off forma una fibra orientada de cien nanémetros de longitud
en la cual se define una * cabeza " y una " cola ". La cabeza contiene el comienzo de la
cadena o (posicién N-terminal) y el final de la cadena 8 (posicién C-terminal). Asf pues,
la fibra de espectrina estd formada por dos cadenas antiparalelas. La actina eritrocitaria
no forma largas fibras. S6lo se asocian unos pocos mondmeros porque una protefna anexa
inhibe una auténtica polimerizacién. Se trata de la proteina 4.9 de la que cabe suponer, a
modo de hipdtesis que encapucha los " mufiones " de actina para evitar la aparicién de
microfilamentos, imitiles en el eritrocito maduro. Por contra los " mufiones " constituyen
una pieza maestra del esqueleto membranal 3317

La espectrina, la actina y la proteina 4.1 acaban construyendo una estrecha red que
cubre cerca del 60% de la superficie interior de la membrana del glébulo rojo.



En el 90% de los casos el patrén bdsico es un hexdgono. El resto estd formado por
pentdgonos y heptdgonos. En todos los casos hay un complejo de unién en cada vértice
del poligono y en su centro. Las aristas y los radios estdn formados por un tetrdmero de
espectrina. Pero también son posibles otras figuras mds complicadas. Puede ocurrir que
dos complejos funcionales queden unidos por dos tetrdmeros paralelos. También puede
haber tetrdmeros de espectrina en forma de Y que unan tres complejos de unién a partir
de un punto de autoasociacion. Ademds, los dos brazos de la Y pueden cerrarse en tomo
al mismo complejo de uni6a. 317

La confeccién de la malla elemental y, por ende, la singular morfologia de los
hematies, depende de una buena articulacién entre la espectrina, la actina y la protefna
4.1 y, por lo tanto, de un correcto funcionamiento de las interacciones horizontales.
Como se puede observar, las propiedades mecdnicas de aquellos emana de las
propiedades individuales de las proteinas del esqueleto, 33,16

Las interacciones horizontales entre las tres proteinas, la espectrina, la actina y Ia
protefna 4.1, llevan a la formacién del esqueleto que da su forma a las hematies. Pero
ademds el esqueleto est4 fijado a la membrana celular por interacciones verticales. Estas
son dos. La primera pone en juego la espectrina del esqueleto, et fragmento
citoplasmdtico de la banda 3 membranales y vna tercera protefna, la ankyrina. Esta dltima
es la protefna globular representada esencialmente por la banda 2.1 de ia electroforesis
de las protefnas del esqueleto. La ankyrina se une también, y mds intensamente todavia,
al fragmento citoplasmdtico de la banda 3; esta banda ofrece un punto de fijacién muy
firme. La proteina 4.2, cuyo papel fue ignorado durante mucho tiempo, parece modular
el contacto ankyrina-fragmento citoplasmético de la banda 3.33.16.40

Para estudiar la membrana eritrocitaria se han empleado diversos enfoques
bioquimicos. Incluyen andlisis de proteinas membranales y, el uso de enzimas especificas
(protefnasas, glucosidasas y otras) para determinar la ubicacién de protefnas y
glucoproteinas en la membrana y varias técnicas para estudiar tanto la composicién
lipfdica como la disposicién de lipidos individuales.16



Cuando las membranas se analizan por diversos métodos se identifican = diez
protefnas mayores y se¢ ha demostrado que varias son glucoproteinas. Todas estas
proteinas se han aislado, muchas se han identificado y se ha obtenido abundante
informacién sobre sus funciones. También se conoce muchas de sus secuencias de
aminodcidos. Ademds se ha determinado que éstas son protefnas membranales integrales
o periféricas; éstas estdn situadas en la superficie exterior, en la superficie citosélica y se
expanden a través del grosor de la membrana.! As{ mismo los lipidos de la membrana
eritrocitaria incluyen colesterol (aproximadamente el 25% de los lipidos totales),
fosfatidil colina (22%), fosfatidil etanolamina (20%), esfingomielina (20%), fosfatidil
serina{10%) y pequefas cantidades de fosfatidil inositol (1%) y d4cido fosfatidico
(2%)_11,9

Fosfolipidos
Glucolfpidos Sialogiucoprotainas
Colesiercl s B Iy

1. Ankirina.

2. Banda da B-SGP.(MIEM%ggaa
IderiiMicaciones con slectroforesis AGE )
y Ia actina.

3. Una protaina.

* Profefnas indicadoras de Rh D eon
dm,mdmam
adn no estd establecido.



3.1.3 Metabolismo

Los eritrocitos, igual que otras células vivientes, requieren energfa para mantener
sus procesos vitales, estas células emplean a la glucosa como principal substancia oxidada
para satisfacer dicho requerimiento. Los eritrocitos nucleados obtienen su energia
principalmente por oxidacién de la glucosa en el ciclo del 4cido citrico. Los eritrocitos
anucleados, en cambio, metabolizan 12 glucosa principalmente por glucélisis anaerobia o
por la via de! fosfogluconato.}” Como ya se mencioné la glucosa es la principal fuente de
energia del eritrocito, ya que su membrana contiene transportadores de glucosa de
elevada afinidad. Su forma de produccién de Trifosfato de Adenosina (ATP) es la
glucélisis, que genera lactato. Debido a que no hay mitocondrias en el eritrocito, no se
produce ATP por fosforilacién oxidativa. La produccién de 2,3-bisfosfoglicerato, por
reacciones que se relacionan en forma estrecha con la glucolisis, es importante en la
regulacién de la capacidad de 1a hemoglobina para transportar oxfgeno. En el eritrocito
opera la via del fosfato pentosa (que metaboliza 5 a 10 % del suministro total de glucosa)
y produce fosfato de dinucleGtido de adenina nicotinamida reducido (NADPH), un tipo
de anemia hemolitica es causada por deficiencia de la actividad de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa. El glutatién reducido{GSH) es importante en el metabolismo del
eritrocito, en parte por contrarrestar la accién de peréxidos con potencial t6xico; el
eritrocito puede sintetizar GSH y requiere NADPH para regresar el glutatién oxidado (G-
S-8-G) al estado reducido. El hierro de la hemoglobina debe conservarse en estado
ferroso®; el ion férrico es reducido al estado ferroso por accién del sistema de la
metahemoglobina reductasa dependiente del nucleétido de difosfopiridina reducido
(NADH) que incluye Ia citocromo b reductasa y el citocromo b,. En el eritrocito no hay
sintesis de glucgeno, 4cidos grasos, proteina ni 4dcidos nucleicos, pero algunos lipidos
(por ejemplo colesterol) de la membrana eritrocitaria pueden intercambiarse con los
lipidos plasmdticos correspondientes. El eritrocito contiene ciertas enzimas del
metabolismo de nucleGtidos (por ejemplo, adenosina desaminasa, pirimidina nucleotidasa
y adenilato cinasa; las deficiencias de estas enzimas causan algunas anemias hemoliticas.
Cuando el eritrocito alcanza el fin de la duracién de vida la globina es degradada a
aminodcidos (que son utilizados de nuevo en el cuerpo), el hierro se libera del hem y
también se utiliza de nuevo y el componente tetrapirrélico del hem se convierte en
bilirrubina que se excreta en gran parte al intestino por medio de la bilis, 16,1
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La velocidad de entrada de la glucosa a los eritrocitos ¢s bastante mds elevada que
la que podria justificarse por difusién simple. En realidad es un ejemplo de difusién
facilitada. En el proceso interviene una proteina especifica llamada transportador de
glucosa o permeasa de glucosa. La entrada de glucosa al eritrocito es de suma
importancia debido a que es el energético principal de estas células. De varios tejidos se
han aislado cinco transportadores de glucosa relacionados pero diferentes; al contrario del
transportador de glucosa del eritrocito, algunos de ellos dependen de la insulina. 16:%,1

Durante la circulacidn, el eritrocitc continuamente esta requitiendo procesos
energéticos para realizar sus funciomes. La glucosa 6-fosfatodeshidrogenasa reduce
nicotinamida adenina en un dinucledtido (NADH) y regenera y mantiene al ion de la
hemoglobina reducido, en forma divalente. Es necesario Adenosin trifosfato para la
bomba de Na*-K*, por medic de la ATPasa se mantiene la accién de la bomba,
manteniendo el potasio intracelular elevado y bajo las concentraciones de sodio en

plasma.1.17

3.2 TRANSFUSIONES

Cuando se produce una hemorragia a causa de un accidente o de una operacién
quinirgica y se presentan datos de hipoxia tisular, el medic mds eficaz de compensar la
pérdida de sangre es la transfusién sanguinea. Sin embargo, este acto terapéutico, tan
extendido tanto en medicina como en cirugfa desde la segunda guerra mundial, no estd
exento de riesgos, en particular de riesgos infecciosos tales como las hepatitis, el SIDA y
otras enfermedades de origen viral todavia poco o nada conocidas. La amplitud de estos
riesgos, las dificultades crecientes de aprovisionamiento, y el costo cada vez mds elevado
por la biisqueda de la seguridad , han impulsado a los investigadores® a crear nuevos
sistemas tanto de almacenamiento como en mejorar la calidad de cada uno de los
productos que son transfundidos.

Ya en 1902, Hédon administraba transfusiones de hematfes lavados. Castellanos
(1937) parece ser el primero que utilizé suspensiones concentradas de hematies en vez de

sangre total para transfundir a sujetos humanos.
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La utilizacién de estas suspensiones resulta 16gica siempre que se necesite introducir
hematies en la circulacién de un paciente con el menor transtorno posible del volumen
sangufneo. Sin embargo, la utilizacién a gran escala de hematfes concentrados estuvo
determinada inicialmente por otras condiciones.!S A partir de los afios 70, queds
establecido el fraccionamiento de los componentes sanguineos como una rutina en los
Bancos de Sangre, pero es en la 1iltima década cuando se ha comprendido el papel que
Juegan los leucocitos como “contaminantes” de otros productos sanguineos. Actualmente
debido al avance progresivo que la hemoterapia ha experimentado, la obtencién de

~ bemoderivados con una baja cantidad de leucocitos empieza a constituir una préctica

habitual al existir condiciones automatizadas, mucho més estandarizadas y eficaces, para
realizar esta separacién en comparacién con los procedimientos tradicionales, realizados
en forma manual 3%

3.3 LOS ERITROCITOS, NO SIEMPRE SON BUENOS PARA TODOS

3.3.1 Reacciones Postransfusionales

En la segunda guerra mundial se obtuvieron grandes cantidades de plasma y las
primeras pruebas clinicas efectuadas con los hematfes residuales se realizaron
principalmente con 1a esperanza de no desperdiciarlos. Una ventaja importante de utilizar
hematfes pobres en leucocitos en vez de sangre total es la reduccién de la incidencia de
Reacciones transfusionales febriles no hemoliticas, Reacciones alérgicas, Reacciones
anafildcticas, 15

Al retirar la capa leucoplaquetaria de los hematies se persiguen dos objetivos: por
un lado evitar Ia formacién de microagregados, que interfieren en la conservacién y
dificultan la infusién y por otro lado disminuir la aloinmunizacién y retirar el vehiculo de
enfermedades virales.3® Se ha visto que la deplecién de leucocitos conseguida tras la
separacién de la capa leucoplaquetaria es suficiente para evitar la aloinmunizacién, que se
consigue cuando se obtienen cifras residuales de leucocitos inferiores a 5x106 | mientras
que cantidades 200 veces mayores ya invitan la formacién de microagregados y la

incidencia de reacciones febriles no hemoliticas?®, que son las que nos compete en este
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proyecto. Cerca del 3% de todas las transfusiones dan lugar a reacciones febriles no
hemoliticas o alérgicas.20

3.3.2 Reacciones trasfusionales febriles no hemolfticas.

La reaccién transfusional no hemolftica (RTFNH) se identifica cuando la
temperatura del paciente se eleva mds de 1°C durante una transfusién de sangre o de uno
de sus componentes, puede ser acompafiada de escalofrfos. Se cree que esta ocurre
cuando el receptor posee anticuerpos que reaccionan con los leucocitos transfundidos, lo
que condiciona la liberacién de pirdgenos. Estas reacciones se producen con m4s
frecuencia en pacientes que han recibido transfusiones en repetidas ocasiones o en las
mujeres multiparas. 20

Las reacciones adversas pueden estar condicionadas por la incompatibilidad de los
eritrocitos, leucocitos, las plaguetas o las protefnas plasmaticas. La interaccién antfgeno-
anticuerpo puede activar el complemento, provocando la liberacién de substancias
vasoactivas. Ademds la destruccién de los leucocitos transfundidos puede dar lugar a
fiebre, probablemente por la liberacion de pirégenos de los granulocitos.!® Se ha
observado en el plasma la presencia de aloanticuerpos ¢ antigenos, como los de antigenos
HLA!S de los neutréfilos, este es el sistema de antigenos de membrana celular mis
complicado del hombre. Estd constituido por mds de diez Joci con un nimero variable de
alelos, cada uno de ellos se hereda en forma autosémica codominante. A la combinacién
de una serie de alelos en un cromosoma se {lama Haplotipo en el sistema HLA%, Hay dos
tipos generales de antigenos HLA, clase I (antigenos HLA - A,B y C) y clase I (HLA -
DR). La clase I y en particular los antigenos HLA - A y B son importantes en la terapia
transfusional. 11 Cabe mencionar que la frecuencia mds alta de los alelos A2 y B35 son
para la poblacién mestiza mexicana®. La patogenicidad de los anticuerpos leucocitarios
fue rotundamente demostrada en un experimento efectuado por Brittingham y Chaplin. Se
transfundieron a un paciente 50 ml de sangre que contenia una leucoaglutinina con un
titulo de 256. Transcurridos 45 minutos, el receptor presenté escalofrfos, intensa
hipotensién con cianosis y un ritmo respiratorio de 60/min; su cifra de leucocitos
descendisé de 9 x 10° /1 a 2 x 10%/1; en un estudio exhaustive de un individuo sensibilizado
con Acs. anti-leucocitos hallaron que 0.4 x 10° [eucocitos (1a ¢ifra presente en 50 ml de
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sangre normal) no originaban reaccién, mientras que ésta se producia tras inyectar 1.5 x
10 leucocitos o mds. Las reacciones que producen esta dltima cifra son muy moderadas
cuando el titulo de leucoaglutinina es bajo, pero pueden revestir mayor intensidad con un
tfulo m4s elevado.

La conclusién a la cual se llegé es que la cantidad minima de leucocitos necesarios
para producir una sensibilizacion oscila entre 0.5 x 106 hasta 1.0 x 105 asf mismo se
debe intentar eliminar como minimo el 99.5 % de dichos leucocitos, !5

Se ha obscrvado fibrindlisis asociada a reacciones febriles graves debido a
anticuerpos leucocitarios, de igual manera se han observado infiltrados pulmonares
debido a agregados leucocitarios en la sangre transfundida, que obstruye la circulacién
pulmonar alif produce una reaccién en la que interviene el complemento, que es la causa
de edema pulmonar 11,

Existen ciertos indicios de que tras la reaccién por transfusién debido a anticuerpos
leucocitarios potentes, el aumento de la concentracién de hemoglobina suele ser inferior
al esperado, debido probablemente a pérdidas ocultas de sangre asociadas a fibrindlisis o
a la destruccién de hematics mds jévenes transfundidos sobre los que los antigenos HLA
s¢ expresan mds intensamente. De Ia misma forma en pacientes inmunocomprometidos
estas reacciones transfusionales pueden expresarse con una simple ficbre o pueden ser tan
severas como un estado de shock. En nifios se puede registrar un aumento en la
temperatura que en ocasiones va acompaiiado de inapetencia y diarrea. Aunque el nifio no
presenta escalofrios en las primeras etapas de Ia reacci6n febril, puede que experimente
palidez y sensacién de frio, 15

Se comprobé que las reacciones febriles graves eran tres veces menos frecuentes
cuando se utilizaban hematfes concentrados bajos en leucocitos y, retrospectivamente,
cabe pensar que esta disminuci6n se debi6 probablemente a la costumbre de eliminar 1a
mayor cantidad posible de estos al preparar los hematies concentrados, 1539



Mds a menudo 1a reaccion se debe a anticuerpos citotdxicos o aglutiniras que actian
directamente contra Ags de los leucocitos, pero el anticuerpo puede ser dirigido ademds a
granulocitos y plaquetas. Los sfntomas pueden presentarse desde mareos, nauseas y
vOmitos. Es importante la evaluacion del paciente, Estudio Integral Inmunohematoldgico,
por lo general al final de la transfusién u horas después de la transfusién. 272

Aproximadamente el 15 % de los pacientes que presentan reacciones
postransfusionales son transfundidos con paquetes globulares que no han sido
deslencocitados previamente, puede prevenirse con ¢l uso de RBCs, RBCs desglicerizado,
o pobres en leucocitos. 2’

3.3.3 La reaccién del injerto contra el hospedero (EICH)

Es importante mencionar la reaccién EICH ya que a! transfundir Iinfocitos T
alogénicos inmunoldgicamente competentes presentes en productos sanguineos corrientes,
2 un individuo inmunodeprimido por déficit o mal funcién Linfocitarios, aguellos pueden
prender en el tejido linfoide/hematopoyético del hospedero y reconocer el hospedero
como extrafio y elaborar contrz ¢llos una respuesta inmunitaria celular, humoral o de
ambos tipos, lo que origina el sfndrome de EICH. Esta enfermedad ha sido asociada con
transfusiones. Los individuos presentan EICH aguda, antes de 30 dias después de la
transfusién. Ademis de los sintomas clinicos se presenta pancitopenia; ésta se debe a que
los linfocitos T citot6éxicos del donantes reaccionan contra las células de la médula ésea
del huésped. El 90 % de las EICH relacionadas con una transfusién van seguidas de la
muerte del paciente, debido primordialmente a infecciones, pero también a
complicaciones hemorrdgicas secundarias a la pancitopenia, 20

Tedricamente es posible prevenir esta enfermedad, al reducir la cantidad de
leucocitos de la sangre transfundida, 1 x 10 o inactivarlos con radiacién ionizante, 2

Se dispone de algunos datos recientes en el sentido de que los receptores de sangre
que no se hallan inmunodeprimidos pueden presentar la EICH postransfusional si reciben



preparados celulares sanguineos donados por parientes de primer grado (padres, hijos o
hermanos). Por consiguiente la Asociacién Americana de Bancos de Sangre ha
recomendado que se irradien estos preparados al menos con 1.500 rads, para inactivar los
leucocitos del donante. Se han publicado trabajos donde se describe el uso de "sangre
fresca® de parientes de primer grado en intervenciones a corazén abierto, que dieron
lugar a EICH postransfusional. Al parecer en la mayorfa de estos casos sucedieron
cuando los haplotipos HLA del donador son homocigotos reconociendo al haplotipo
distinto del receptor heterocigoto. 2027

3.4 Desleucocitacidén

En el pasado, la terapia de transfusién dependia en gran medida del uso de sangre
total. A partir de los afios 70, qued6 establecido el fraccionamiento de los componentes
sanguineos como una rutina en los Bancos de Sangre, pero es en la dltima década cuando
se ha comprendido el papel que juegan los leucocitos como " contaminantes " de otros
productos sangufneos. Actualmente debido al avance progresivo que la hemoterapia ha
experimentado, la obtencién de hemoderivados sin leucocitos empieza a constituir una
préctica habitual al existir condiciones automatizadas, estandarizadas y eficaces, para
realizar esta separacidn en comparacién con los procedimientos tradicionales, realizados
en forma manual.?®

La desleucocitacion se realiza a través de varios métodos como son: ceatrifugacion
invertida (sedimentacién diferencial), dilucién salina, lavado con solucién salina,
filtracién y por congelacién y descongelacion (reconstitucién de células rojas congeladas).

3.4.1 Centrifugacidn Invertida Se centnifuga la bolsa de sangre invertida y los
hematies se obtienen de la parte inferior del recipiente. De esta forma se separa hasta el
90% de los leucocitos, a costa de perder también el 20% de los hematies.28



En una segunda versi6n, se retiran los leucocitos aspirando la capa leucocitaria de la
sangre centrifugada; esto es menos efectivo, ya que, queda todavia un 20% de leucocitos
en el 80% restante de hematies.

3.4.2. Lavado por inmsersion con solucidn salina La siguiente variacién consiste en
sedimentar los hematfes utilizando dextrano de alto peso molecular (aproximadamente
150,000). Tras dos sedimentaciones en un recipiente de 1100 ml de capacidad utilizando
una mezcla de salina - dextrano, se eliminaron ¢l 97.5% de los leucocitos originales en
un periodo de aproximadamente 70 minutos. 15

3.4.3. Dilucién Salina Se introduce de 250 a 350 ml de solucién salina al 0.90%
al paquete de hematfes, se mezcla cuidadosamente para evitar hemélisis por
manipulacién, y se centrifuga por inversién a 4°C durante 1S min a 3500 rpm. Al
término se hace pasar los hematfes a otra bolsa, dejando en la primera capa leucocitaria.
Con este método se Jogra eliminar un 96.9% de leucocitos en un periodo de 40 min, 28

3.4.4. Filtracién Es la utilizacién de un filtro de fibras de diferente composicidn.
Con esta técnica se eliminan eficazmente granulocitos. El método permite eliminar del
98% al 99.0% de los leucocitos y el 90-95% de las plaquetas. En los afios siguientes se
ha ido perfeccionando este método hasta los filtros Pall de 40um, disponibles en el
mercado, en éste la sangre contenfa el 50% del nimero inicial total de linfocitos y s6lo el
5% de la cifra inicial de granulocitos.!® De igual manera se utilizan en la actualidad
filtros de poliester los cuales disminuyen la cantidad de leucocitos hasta el orden de 10°-

3.4.5. Congelacidn y Descongelacién Las suspensiones de leucocitos que han sido
congeladas en glicerol, y descongeladas y lavadas abundantemente, €stos no son capaces
de producir reacciones febriles. !5

El consejo de Europa, cifra el contenido de leucocitos en los productos sin capa
leucocitaria en <0.05x106 .41



3.5 ALMACENAMIENTO, PARTE ESENCIAL

La evolucién de los materiales en los cuales se almacenan y se utilizan los
diferentes componentes de sangre total, no se han hecho esperar, asi como ya se ha
mencionado las bolsas de pldstico, de igual manera anticoagulantes y aditivos han
avanzado al unisono de estos nuevos y pricticos empaques, lo que permite fraccionar la
sangre cuando menos en 4 partes: Paquete eritrocitario, Concentrado plaquetario, Plasma
y Crioprecipitado.

En el momento de la donacién hay soluciones dentro de las bolsas de sangre
llamadas anticuagulantes-preservativas, se colocan para evitar la coagulacién y pam
aportar nutrientes, asi seguir con su metabolismo y estabilizar a las células durante todo
el almacenamiento.2” La duraci6n del almacenamiento de la sangre viene determinada por
una recuperacién del 70% de los glébulos rojos en la circulacién del receptor a las 24
horas.13 El principal fin del procedimiento de coleccién, almacenamiento y empaque de
los componentes de 1a sangre ¢s5:1) mantener la viabilidad y funcién de los constituyentes
de cada uno de los componentes; 2) prevenir cambios fisicos y quimicos perjudiciales
para los constituyentes; y 3) evitar Ia proliferacién bacteriana. Sistemas cerrados como el
de las células rojas depende de un delicado balance bioquimico, por lo que algunos
compuestos deben cuidarse mucho mds, como es el caso de la glucosa el ion hidrégeno
(pH) y adenosin-trifosfato {ATP). Estas células se almacenan a una temperatura entre
16 °C ya que la refrigeracién minimiza la proliferacién de bacterias.Z’ Las bacterias
capaces de desarrollarse a bajas temperaturas son: Pseudomonas, Staphylococus,
Thiobacillus erc.

CONTENIDO DE SOLUCIONES PRESERVADORAS-ANTICOAGULANTES (g/L)

- | Citrato de Trisodic 22.00 26.30 26.30 26.30
Acido Citrico 8.00 3.27 3.27 3.27
Dextrosa 24.50 25.50 51.10 31.90
Fosfato de Sodio Monobdsico 2.22 2.22 2.22
Adenina 0.275

Tabla A



3.6 ADITIVOS

3.6.1 Citrato

El citrato es incluido en la primera coleccién de sangre ya que sus caracterfsticas
como efectivo anticuapulante le permite tener una funcidn doble, se encuentra presente en
ACD y CPD.18 E] citrato fue el primer anticoagulante utilizado en 1914. Se une al calcio
¢ impide, por tanto, que se active la cascada de coagulacién®!3. En 1916 se afiadié
dextrosa al citrato para proporcionar una fuente energética a los eritrocitos, sin embargo,
debido al pH zlcalino la estructura de la membrana se ve afectada ya que hay un pequefio
incremento en el pH interno de 1a célula. Se presume que incluso el citrato como aditivo
da mejores resultados en la preservaci6n de 2,3-DPG.%18 A principios de 1a década de los
40 se disminuye el pH de esta mezcla de citrato y dextrosa mediante la adicién de 4cido
cftrico (Loutit y Mollison 1943). Esta nueva solucién de 4cido-citrato-dextrosa (ACD),
con un pH mis bajo, podfa esterilizarse al calor sin sufrir caramelizacion y se convirtié
en ¢l anticoagulante sanguineo estdndar. 6:1,13,18

3J.6.2 Fosfato

E! fosfato es un ién que manifiesta la creciente influencia que ejerce en los niveles
de ATP y 2,3-DPG en el almacenamiento de fas células y es un componente cldsico en la
solucién de CPD y de BAGPM !la solucién aditiva original. Este ién estimula la glicélisis
y aligera minimamente Ia inhibicién de la hexoquinasa para la glucosa 6 fosfato. Asf
mismo da la caracteristica del efecto de un buffer, con la estimulacidn de la glicSlisis el
efecto que ejerce es de contrapeso ya que al crecer la produccién de 4cido ldctico impide
que haya un aumento en el pH de la célula. El fosfato es incorporado a la variedad de
soluciones aditivas combinada algunas veces con iones citratos y amonios.!8 Duraate los
afios 50 se creé el citrato-fosfato-dextrosa CPD (Gibson 1957). Para ello se afiadi6 un
amortiguador de fosfato inorgénico al ACD, con el cual aumentaba la produccién de
trifosfato de adenosina (ATP) y también por tanto, la viabilidad de los eritrocitos.



El CPD requiere menos dcido citrico que el ACD. As{ pues, el pH es mds elevado,
de modo que el 2,3-DPG se conserva mejor durante el periodo de almacenamiento de los
eritrocitos, sin que se agote en un plazo de 2 semanas.$18:1.13 E| Citrato fosfato dextrosa
preserva a los eritrocitos por un lapso de 21 dfasa 1- 6 °C.

3.6.3 Adenina-a (CPDA-1)

Se observé que la adenina mejoraba la supervivencia de los eritrocitos donantes
conservados con anticoagulante (Simon, 1962). Durante los afios 70 los fabricantes de
bolsas de sangre afiadieron adenina al CPD, y surgié asi el CPDA-1 con elio, la vida
méxima de la sangre conservada, que era de 21 dias® aprobado por la FDAZ? con ACD y
CPD, pasé a ser de 35 dfas en la conservacién a 1-6°C.27 La adenina proporciona un
sustrato a los eritrocitos que les permite aumentar la sintesis de ATP y, por tanto, su
viabilidad 613,118

Asf mismo la iosina es metabolizada rdpidamente por las células rojas. Al
adicionarla a las soluciones, ayuda en mucho a mantener y preservar los niveles de 2,3-
DPG. En la presencia de adenina, iosina también se mantiene €l ATP. La iosina presenta
grandes propiedades usadas en los bancos de sangre ya que es colocada en células
lavadas. Es posible incluso que la iosina se utilice en la preservacién de sangre ya que el
producto de este metabolismo, hipoxantina, es rdpidamente convertido en 4cido irico en
el cuerpo. 18

3.6.4 Dihidroxiacetona (DHA)

Es una solucién pura y estable, al ser combinada con CPD o ACD puede sufrir una
polimerizacién. DHA es un promisorio aditivo, pero nunca debe ser utilizado de forma
comercial como preservador. Asf mismo a simple vista pareceria una azdcar no téxica,
pero su metabolismo es mds lento que el de la iosina, y ademds requiere presencia de
ATP para su utilizacién, DHA no es utilizada como solucién de rejuvenecimiento



3.6.5 Oxalato

En 1972 se observa que el ascorbato mantiene los niveles de 2,3-DPG en las células
rojas almacenadas. Asi mismo el ascorbato de fésforo tiene el mismo efecto. E!
mecanismo del efecto remanente del ascorbato fue desconocido por algunos afios pero va
aclardndose. El ascorbato puro no afecta al 2,3-DPG. Es mds bien el oxalato
contaminante comercial y universal por llamarlo de alguna manera del ascorbato por lo
que es responsable de que se mantenga mejor el 2,3-DPG. El efecto del oxalato parece
ser causado por una larga inhibici6n del piruvato quinasa, todo esto es posible por la
inhibicidn del lactate deshidrogenasa. El Glioxalato, también tiene un efecto en los
niveles de 2,3-DFG, pero al parecer este fenémeno se atribuye a la rdpida conversién del
lactato deshidrogenasa a oxalato. 18

3.6.6 ADSOL

Una nueva generacion de conservadores en solucién (Adsol, Nutricel) diluye los
glébulos rojos concentrados con un aditivo que aumenta la vida de almacenamiento. En
los afios 80 se ha incrementado atin mds la vida de Ia sangre conservada, hasta 42 dias,
con la introducci6n comercial de aditivos para los eritrocitos (Roberts, 1986).
Primeramente se recolecta la sangre con CPD doble dexirosa (CPD2)?%. A continuacién
se extrac ef plasma y se aiiade el aditivo a los eritrocitos a partir de una bolsa unida
integralmente a la primera. La solucién aditiva se compone de suero salino, adenina y
una elevada concentracién de dextrosa.!d; el manitol un agente estabilizador de la
membrana eritrocitaria, forma parte también de este sistema aditivo (ADSOL).6.1327
Debe recordarse que el paquete globular contenido en esta bolsa se diluye por lo cual el

hematocrito cambiard con respecto a lo comuin, el valor de hematocrito serd de 0.60
(60%).27.38,23

El emplec de substancias aditivas como es el ADSOL, favorece la viabilidad de
las células del paquete globular por un tiempo prolongado, por la composicién que
presenta (Adenina, Glucosa, Manitol, Clorure de Sodio)¥.

21



CONTENIDO BE SOLUCIONES ADITIVAS (mM)

Dextrosa 111,00 55.50 45.40

Adenina 2.00 2.22 2.22

Fosfato de Sodio Monob4sico 0.00 23.00 0.00

Manitol 41.20 0.00 45.40

Cloruro de Sodio 154.00 70.00 150.00
Tabla B

Sin embargo es importante evaluar la concentracién de glucosa en plasma porque
hay pacientes en los cuales puede no ser deseable administrar cantidades altas de suero, la
concentracion de X'y hemoglobina libre, estdn fntimamente relacionados con la hemolisis
y ésta a su vez, a la pérdida de viabilidad. De tal modo que este seguimiento sea un
pardmetro de confianza que permita asegurar que fa sangre almacenadz mantiene una
calidad 6ptima para su posterior empleo.

3.7 ;QUE SUCEDE EN EL ALMACENAMIENTO DE
LOS ERITROCITOS?

Desde el punto de vista préctico, ia alteracién mds importante que se produce en los
eritrocitos durante el almacenamiento es su pérdida progresiva de viabilidad, es decir la
disminucién de su capacidad de supervivencia en la circulacién del receptor trds la
transfusion. Cuando se transfunde sangre conservada durante perfodos de tiempo
relativamente cortos algunos de los hematies desaparecen de la circulacién durante las
primeras horas tras la transfusién y el resto sobrevive normalmente. Al aumentar los
periodos de conservacién aumenta también la proporcién de hematies que desaparecen en
las primeras 24 horas y en algunos casos todos los hematies pueden llegar a sufrir una
rdpida eliminacién. La tasa de pérdida de viabilidad varia notoriamente segin la solucién
comservadora utilizada. 15,18
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La deplecién de ATP produce deformidad en los eritrocitos como resultado de la
pérdida de lipidos en la membrana, Ia deplecién metabdlica conduce a la defosforilacién
de la espectrina y la pérdida de deformabilidad celular. Aunque existe una estrecha
asociacién entre el contenido de ATP de los hematfes conservados y su viabilidad, este
compuesto no es de modo alguno el tnico determinante de la viabilidad eritrocitaria, ya
que se encuentran inmiscuidos otros factores como son el 2,3- Disfosfoglicerato (DPG)
que desciende desde el 100% a menos de! 10%.15.6

El 2,3- disfosfoglicerato tiene una funcién fundamental en la liberacin de 0, dela
hemoglobina en los hematfes. E! DPG y la hemoglobina resultan précticamente
equimolares en los hematfes del hombre. El DPG disminuye notablemente la afinidad de
la hemoglobina por el oxfgeno a las concentraciones en que se suele hallar los
hematies;'(la sangre empobrecida en 2,3- DGP aumenta su afinidad por el oxigeno,
siendo por ello, menos eficiente en la liberacién del mismo, no hay que perder de vista
que después de 24 horas de ser transfundida se regenera st 2,3 -DPG)¥$. Un mol de
DPG se combina con otro de deoxi-Hb para formar un complejo que tiene una baja
afinidad por el oxigeno. Si el DPG es desplazado, resulta mds fécil para la molécula de

Hb sufrir la transicién alostérica hacia el estado tenso (oxi) , con una mayor afinidad por
el oxfgeno.,

El ATP tiene un efecto similar al DPG, pero la concentracién de ATP es de 4 2 5
veces inferior.! Valtis y Kennedy (1954) fueron los primeros en advertir el
desplazamiento de la curva a la izquierda de disociacién de la hemoglobina de la sangre
conservada en un medio citratado (esto es cuando disminuye la concentracién de 2,3-
DGP), lo cual indica que la sangre una vez transfundida, serfa incapaz al menos de modo
transitorio, de ceder oxigeno a los tejidos a un volumen equivalente al de la sangre
normal.é

La deplecién completa del 2,3 DPG eritrocitario puede ser bien tolerada por un
paciente con anemia crénica, ya que el organismo realiza mecanismos de compensacién,
lo suficientemente eficientes que condicionan niveles elevados de 2-3 DPG en pacientes
anémicos.
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La fimitacién de la reserva cardfaca y la insuficiencia coronaria pueden constituic
situaciones criticas en las que el nivel de 2,3 DPG eritrocitario adquiere una gran

importancia. La fragilidad osmética y la lisis son también factores a contemplar.

Durante el aimacenamiento en ACD, ACD-adenina, CPD, CPD-adenina y ADSOL
el ATP y el 2,3- DGP se mantienen nivelados mientras que el potasio de las células rojas
disminuye. El pH de la suspensién disminuye aproximadamente de 7.2 a 6.7 como el
lactato y el piruvato se elevan al mismo nivel. Ciradro I

CAMBIOS BIOQUIMICOS DE SANGRE
ALMACENADA EN CPD Y CPDA-1

PH (MEDIDO |5.niga4! 760 | 785 | 698 | 67

A37°C)
ATP (%DE |
VALOR PSCIAL ) | 100 | 86 100 00 |56 (£18) 45 (+12) !
23-DPG ;
( % DE VALOR 0o | 44 | 100 100

) I {10 {10
Kt BN PLASMA ;
{ memctiL ) asa A 420 510 2730 | 7850
Nat EN PLASMA
¢ mevaiiL ) 188 | 156 | 189 160 155 "
HEMCOGLOBINA
EN PLASMA i7ANE | a2 7
BN PLAS 8 461 658

CUADRG No. 1
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La concentracién de amonio aumenta y se incrementa a su vez el sodio al mismo
nivel. Las vesiculas de las membranas acumulan hemoglobina y éstas se encuentran
abiertas hacia una hemdlisis de células rojas. El volumen de las células rojas permanecen
constante hasta el final del almacenamiento. El 70% de las células rojas en
almacenamiento mantienen su viabilidad al ser reintegradas a la circulacién siendo solo el
J0% de estas células las que su viabilidad es reducida o nulificada.5?

3.8 FACTORES QUE NO HAY QUE PERDER DE VISTA

3.8.1 Potasio

Como se sabe el potasio es el segundo catién mds abundante de! organismo (98%,
se encuentra en el espacio intracelular en donde alcanza una concentracién de
aproximadamente 150 a 160 mEq/L),13 contribuyendo con 50mEq/kg de peso corporal
en ¢l adulto varén joven. El organismo de un var6n promedio de 70 kg contiene cerca de
3500 mEq de potasio, 11

Como el catién intracelular m4s abundante, el potasio es critico para numerosas
funciones metabélicas de las células, tal como la accién Optima de numerosas enzimas,
para crecimiemto y divisién, para conservar el volumen celular normal.

Casi el 50% de la carga de potasio administrada por via oral o intravenosa se
excreta por los rifiones. Para evitar la acumulacién de potasio en el liquido extracelular
durante el periodo requerido (6 2 8 horas) para eliminacién renal, el potasio se almacena
de manera temporal en células musculares, hepdticas, eritrocitos y hueso. Esta
combinacién de almacenamiento intracelular es enorme (3500 mEq) comparado con la
reserva exiracelular (60 mEq) o la cantidad de potasio ingerido en la dieta (80 mEqg/d). 11
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Puede presentarse una carga masiva de potasio (hiperpotasemia) como resultado de
la administracién exdgena por via oral o intravenosa; o por movilizacién de reservas
endégenas, por e¢jemplo, después de una rdpida lisis celular durante el tratamiento de
tumores con masa celular masiva, tal como el linfoma de Burkitt o leucemia aguda,
También puede haber liberacién de grandes reservas de potasio endégeno durante
traumatismos extensos, rabdomidlisis, degradacién de un gran hematoma o de una
acumulacién de sangre proveniente de hemorragia gastrointestinal, hemélisis aguda o de
un estado hipercatabélico marcado.

En estos trastonos la concentracidn de potasio es elevada. No obstante, la
excrecién de potasio por rifidn es insuficiente para sobrellevar la carga de potasio, en
especial por que el Indice de Filtracién Glomerular se encuentra deprimido en estos
trastornos debido a hipovolemia o necrosis tubular aguda. Asf mismo en padecimientos
como Insuficuencia renal aguda, Insuficiencia renal crémica, pacientes que presenten
insuficiencia de actividad de aldosterona, e Hiperosmolaridad sin olvidar desde luego
pacientes con problemas cardiacos, ya que una manifestacion clinica de la hiperpotasemia
es en la conducci6n cardiaca y la produccién de arritmias. Cuando aumenta el potasio en
suero, las manifestaciones electrocardiogrificas muestran ondas T en pico 2
prolongacién del intervalo PR con bradicardia < desaparicion de las ondas T
(auriculoventricular) 9 ensanchamiento del complejo QRS = hasta un patrén completo
de onda visual que puede Hevar a fibrilacién ventricular y asfstole.12

Las arritmias secundarias a hiperpotasemia se exacerban por hiponantremia
concomitante, hipocalcemia y acidosis. Asi mismo este aumento de potasio tiende a
disminuir la resistencia vascular periférica y reducir de manera modesta la presién
sangufnea.'? La hiperpotasemia disminuye el indice de concentracién de potasio
intracelular extracelular que determina ¢l potencial de reposo de membrana en células
nerviosas y musculares.

Esta reduccién en e! potencial eléctrico le acerca al valor de umbral de
despolarizacién que inicia el potencial de accion, de tal forma que la conduccién nerviosa
y la contraccién muscular se inicia con mds facilidad.
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La secuela clinica incluye parestesias y debilidad y finalmente pardlisis. Cuando se
presenta pardlisis de los misculos respiratorios puede ponerse en peligro Ia vida.?

Por lo antes citado la sangre al no ser almacenada correctamente o con los aditivos
éptimos provoca la salida progresiva de K'de los glébulos rojos asi mismo de
hemoglobina cuando la membrana de este se encuentra dafiada. Una sangre con alto
contenido de potasio puede resultar peligroso por su alio contenido plasmdtico, si se
administra a recién nacidos (volimenes de sangre > 10 mlikg ) Cuadre 2, adultos
politransfundidos, pacientes que ya tienen un potasio plasmdtico alto o cuyos rifiones no
funcionen adecuadamente.

RECEN NACIDO PRETERMING | 4, 5-7. 2 mmoliL
RECEN NACIDO A TERMING 5, 0-7.7 mmotiL
2 DIAS - 2 SEMANAS 4, 0-6, 4 mmoifL
2 SEMANAS - 3 MESES 4, 0-6.2 mmolfL
3 MESES - 1 ARO 3, 7-5, 6 mmolfL
1-16 aROS | 3652 mmoi.

Una sola unidad de esta sangre puede elevar el potasio plasmdtico de un recién
nacido, llegando a producir trastornos cardiacos graves.20”

3.8.2 Glucosa

Hay un requerimiento minimo de glucosa de todos los tejidos. En algunos casos por
ejemplo, el cerebro, el requerimiento es substancial; en tanto que en otros, por ejemplo,
eritrocitos, es casi total. La glucélisis es la via principal para la utilizacion de !a glucosa y
se lleva acabo en el citosol de todas las células.16 Es una via dnica, dado que puede
utilizarse oxigeno si estd disponible o funcionar en su ausencia total de éste. El eritrocito
maduro no contiene mitocondrias y la unica via metabélica es la glucélisis a fin de
obtener energfa necesaria para sobrevivir en la circulacién durante 120 dfas.
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La vfa glucolitica principal consta de una serie de reacciones anaerobias (via de
Embden-Meyerhof) por las cuales una molécula de glucosa se convierte en dos moléculas

de piruvato o lactato, 1516

|+2 ATP

Piruvato

Lactato

G6P = glucosa - 6 - fosfato
6PG = 6 fosfogluconato
DPG = dif osfoglicerato
3-PG = 3 - fosfoglicerato

PEP ~ fosfoenolpiruvato

GGPD = deshidrogenasa de
glucoss - 6 - fosfato

P, ~ piruvatocinasa

GSSG = glutatidn oxidado

GSH = glutatidn reducido
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Esto procura energfa en forma de trifosfato de adenosina (ATP) y genera el
dipinidin-nucleétido reducido (DPHN o NADH). El ATP proporciona la energia precisa
para el funcionamiento de la bomba de cationes que mantiene la normalidad de las
concentraciones intracelulares de cationes, también la energfa necesaria para conservar
intacta la membrana eritrocitaria. El DPNH es preciso para reducir la metahemoglobina.

Después de la absorcidn, la concentracién de glucosa sangufnea en ¢l ser humano y
muchos mamiferos se encuentra dentro de los Mmites 4.5 a 5.5 mmol/L. Cuando se
ingiere una comida rica en carbohidratos puede elevarse a 6.5 2 7.2. Durante ayuno, los
valores bajan 3.3 o 3.9. Una disminucién repentina de glucosa sangufnea causaria
convulsiones, sopor, confusién, y/o coma, como ocurre en sobredosis de insulina,
debido a la dependencia inmediata del cerebro del suministro de glucosa. No
obstante, si se permite una adaptacién progresiva es posible tolerar concentraciones
sanguineas mucho menores de glucosa. La conservacidn de valores estables de glucosa en
sangre es uno de los mecanismos homeostéticos regulado con mayor precisién y en ello
toman parie el higado, tejidos extrahepdticos y varias hormonas. Al parecer, las células
hepdticas son totalmente permables a la glucosa, en tanto que las células de los tejidos
extrahepdticos son algo impermeables. Debido a esto, el paso a través de la membrana
celular es limitante de Iz velocidad de absorcidn de glucosa en tejidos extrahepdticos y la
glucosa se fosforila con rapidez por accién de una hexocinasa al entrar en 2 célula. En
concentraciones normales de glucosa (4.5 a 5.5 mmol/L) el higado se comporta como un
preductor neto de glucosa. Sin embargo cuando la glucosa se eleva, la excrecién hepdtica
de glucosa cesa, de modo que a valores altos hay una absorcién total de glucosa, el rifidn
también ejerce un efecto regulador. La glucosa se fiitra de manera continua en los
glomérulos pero, de ordinario, retorna en su totalidad a la sangre por el sistema de
reabsorcién de los titbulos renales. La reabsorcion de glucosa contra su gradiente de
concentracién se enlaza con el suministro de ATP en las células tubuiares. La capacidad
del sisterna tubular para reabsorber glucosa se limita a una velocidad de alrededor de 350
mg/min. Cuando la concentracién sanguinea de glucosa aumenta, el filorado glomerular
puede contener mds glucosa de la que logra reabsorber, el exceso pasa a Ia orina para
generar glucosuria. En personas normales, se produce glucosuria cuando la concentracidn
de glucosa en sangre venosa excede de 9.5 a 10 mmol/L (1728 mg/L a 1818 mg/L). Esto
se conoce como umbral renal para glucosa, 16
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3.9 SISTEMAS AUTOMATIZADOS

El fraccionamiento se lleva a cabo manualmente siendo en la actualidad necesario
la implementacién de sistemas automdticos. Los intentos realizados para fraccionar de
manera aulomdtica, se deben a la necesidad de obtener concentrados de mayor calidad en
poco tempo. El sistema de fraccionamiento automatizado consta de una bolsa principal
con una nueva configuracién que tiene una salida superior y otra inferior. Contiene 63 mi
de solucién CPD (citrato-fosfato-dextrosa}, con un diseio diferente con via de salida por
la parte superior y por la parte inferior con sus respectivas bolsas satélites. La salida
inferior conduce a una bolsa de pldstico con solucién de ADSOL en la que se recibird el
concentrado eritrocitario. La salida superior se conecta a una bolsa de transferencia vacia
para plasma (configuracién triple) o a dos bolsas de transferencia vacfas para capa
leucoplaquetaria o lo que se conoce como Buffy coat, para una posterior preparacion del
concentrado de plaquetas (configuracién cuddruple). El OPTIPRESS es un extractor por
impulso neumdtico que opera con placas de presién paralelas. Un emisor de luz infrarroja
y una foto celda que controla el flujo de salida mediante dos pinzas automdticas, para
controlar el flujo. La fotocelda monitoriza la posicién del buffy-coat activando las pinzas
inferior y superior. La bolsa principal que contiene 1a sangre total centrifugada se cuelga
detrds de la placa de presitn y al pulsar el bot6n de operacién comienza la extraccidn, M
Al finalizar 1a extraccién se activa un circuito electrénico.

El desplazamiento transversal de 1a placa expulsa el plasma a través de la salida
superior y los eritrocitos a través de la salida inferior. La extraccidn termina cuando el
controlador de volumen cierra las dos pinzas asegurando la obtencién de un volumen
constante de la capa celular.14

El sistema Sptico estd compuesto por un transmisor de luz infrarrojo y un receptor
{fotocelda) de luz (490 nm), cuando hay plasma en frente de la fotocelda el rayo de luz se
transmitird a través del plasma a la parte frontal y se reflejard de regreso al detector, con
lo cual se generard una sefial para mantener la pinza abierta; mientras que cuando hay

30



eritrocitos frense al detector el rayo de luz se dispersard y generard una senial para cerrar
la pinza. Al quedar en la bolsa primaria un volumen predeterminado se cierra un circuito
electrénico y se cierra ambas pinzas, terminando el proceso.

Teniendo las siguientes ventajas en comparacidn al sistema manual:

- Mayor calidad del paquete globular, con una leucoreduccién simultdnea (93% en
promedio) al proceso, manteniendo el sistema cerrado y sin la necesidad de lavar el
paquete globular.

- Mayor recuperacién de eritrocitos (%0% en promedio).

- Mayor vigencia del paquete globular por el aditivo ADSOL.

- Mayor recuperacién de volumen de plasma

- Mfnima concentracidn de protefnas.

- Mejor cosecha de plaquetas.



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La conservacién de los hematies asi como mantener su viabilidad (entiéndase
viabilidad como disminucién de su capacidad de supervivencia en la circulacién del
receptor transfundido) ha sido un tema de importancia en Banco de Sangre, ya que al ser
transfundido un paquete globular ejemplo: hemolizado, envejecido, congelado o
contaminado provocarfa en los pacientes dafios que pueden ser trreversibles. En el caso
de que esta sangre llevard exceso de leucocitos se presentarfan reacciones febriles, es por
esto que innumerables estudios se han realizado a lo largo de los afios, cada uno
aportando nuevos conceptos para mejorar la calidad de los productos que se manejan en
estas instancias, asf mismo para garantizar al paciente un producte confiable y de una
buena calidad. No hay que perder de vista el rubro econdmico ya que al mejorar la
calidad y cantidad de los productos que se manejan, se disminuye el costo del prodikio,
esta reflexién se hace, debido a que el paciente depende de una buena atencién, la
transfusién sanguinea es inminentemente sustitutiva por lo que cada paciente necesita un
determinado producto y no necesariamente sangre total, si se transfundiera un paqueie
globular envejecido la viabilidad de los eritrocitos seria nula, lo que lievaria al paciente a
tener que consumir otra unidad y esto aumentarfa no sélo el peligro potencial para el
enfermo sino para la institucién. Es por esto que deben implementarse sistemas
automatizados o semiautomatizados para la obtencién de productos sangufneos bajo
control, as{ mismo aditivos que garanticen un tiempo de almacenamiento mayor con un
mejor porcentaje de viabilidad. Asf, en ¢l presente estudio nos hacemos la siguiente
pregunta ;El aditivo ADSOL (adenina, dextrosa, manitol y cloruro de sodio), permite
almacenar por 42 difas a los hematies (bajos en leucocitos) manteniendo una viabilidad
optima? En este sentido se evaluardn el potasio, glucosa y hemoglobina libre para
observar la hemolisis que presenten los paguetes durante este lapso de tiempo, asi como
la utilizacién de la glucosa en el proceso de glucélisis del eritrocito,
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5. HIPOTESIS DEL TRABAJO

La cantidad presente de K+,hemoglobina libre y glucosa en sangre obtenida con el
anticoagulante CPD - Adsol a los 42 dias de almacenamiento y ACD a los 21 dfas de
almacenamiento son manejables en la mayoria de los pacientes transfundidos.

6. OBJETIVOS

4 Obtener paquetes desleucocitados por el sistema optipress.

¢ Evaluar glucosa, potasio y hemoglobina libre en paquetes desleucocitados,
almacenados por 42 dias en ADSOL, a diferentes perfodos de tiempo.

4 Establecer valores de referencia para la utilizacidn de paquetes globulares con
base en el tiempo de almacenamicnto y valores de potasio y hemoglobina libre (para et
Banco Central de Sangre de CMNSXXI).

4 Establecer una metodologfa para evaluar en casos posteriores aditivos y
sistemas semejantes.

4 Disminuir por el sistema optipress reacciones transfusionales, por causa de
presencia de leucocitos en paquetes globulares.

& Aumentar la cantidad de sangres fraccionadas asi como eliminar el paso de
lavado de paquetes globulares.

+ Aumentar la reserva de productos en BCS.
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+ Obtener productos de alta calidad asi como un almacenamiento Sptimo.

7. MATERIAL Y METODO

Se llevé a cabo un estudio epidemiol6gico observacional, transversal y
comparativo conforme a un nimero de 107 muestras, las cuales integraron 2 grupos el
primero de 44 muestras con ACD (bolsas utilizadas actualmente) y el segundo con 63
muestras conteniendo ADSOL (bolsas evaluadas), rigiendo a los siguientes criterios de
inclusién y exclusidn,

CRITERIOS DE INCLUSION

REQUISITOS PREVIOS A 1A DONACION

Con base en 1a Norma Oficiat NOM - 003 - SSA? - 1993

DURANTE LA DONACION

- Unicamente varones

- La sangria debe ser de 8 minutos o menor

DESPUES DE [ A DONACION

- El peso de la bolsa con sangre deberd estar dentro de los lineamientos marcados
por Control de Calidad,
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- El tubo conector de la bolsa tendrd un solo scgmento para el estudio de
plaguetas.

CRITERIOS DE NO INCLUSION

DURANTE LA DONACION

- Mujeres serdn excluidas de este estudio.
- La sangrfa de mds de & minutos no serd utilizada.

- La sangre no se utilizard si el disponente presenta sintomas de desvanecimiento o
convulsion.

DESPUES DE LA DONACION

- La bolsa serd rechazada de no cumplir con el peso establecido por Control de
Calidad.

- La bolsa no serd utilizada si presenta mds de un segmento en el tubo conector.

- Solamente se utilizardn los paquetes eritrocitarios que presenten un hematocrito
comprendido entre 57 y 67%.

35



7.1 VARIABLES

Variables Independientes

- Fraccionamiento con el método Opti-press y solucién aditiva Adsol.

- Fraccionamiento habitual.

Variable Dependiente

Determinacidn de Hemoglobina Libre (% de hemolisis) a las 24 horas,
3,5,7,21,28.42 dias.

- Determinacién de Glucosa a las 24 horas, 3,5,7,21,28,42 dfas.

- Determinacién de Potasio a las 24 horas, 3,5,7,21,28,42 dias.

- Cuenta de Leucocitos.

7.2 Material

- Unidad Botsang® Optipac® Cuddruple Qpti® System Fenwal® Baxter,
- Tubos Vacutainer (tapdn rojo).

- Capilares sin heparina.
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- Pipeta semiautomdtica de 250 p!,
- Pipeta semiautomdtica de 100 pul.
- Pipeta semiautomadtica de 25 pl.
- Pipeta semiautomdtica de 20 pt.
- Pipeta semiautomdtica de 10 ul.
- Pipeta volumétrica de 5 ml.

- Pipeta graduada de 5 y 10 ml.

- Probeta de 250, 100, y 50 ml.

- Tubos de ensayo 13 x 100 mm.

- Tubos de ensayo de 7 x 15 mm,

- Cimaras de Neubauer.

- Cubrehemocitémetro.

- Puntas para pipeta semiautomdtica de 100 ul, 250 pul.
- Perilla de seguridad.

- Guantes y Cubre boca.

- Gasas, pinzas, tijeras, contenedores de desecho biolégico.
7.3 Equipo

- Optipress { Automated Blood Component Extractor Operator's Manual ).
- Centrifuga Sorvall @ RC 3B / Plus DUPONT. .
- Centrifuga (de tubos).

- Microcentrifuga Solvat Mod. H - 07
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- Flamémetro 343 IL.

- Espectofotémetro Coleman Junior Il Mod. 6] 35 (325-825).

- Espectofotémetro PM2 DL Zeiss (290-850).
- Hematrén (Sellador de tubo colector).
- Terumo (Sellador Estéril).

- Campana estéril.
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7.4 Diagrama de Flujo DONADORES

FRACCIONAMIENTO FRACCIONAMIENTO
POR OPTPRESS MANUAL
PACUETE GLOBULAR PAQUETE GLOBULAR
{ CPD - ADSOL ) ACD

ALMACENAMENTO

24 HORAS
3, 5 7, 21 28 42 DIAS

.

Al REALIZAR EL MUESTREC SE HARA LA ASEPSIA
DE LOS TUBOS CONECTORES, SE DESHECHARAN
LOS PRIMEROS 10 mi ESTE MUESTREO SE HACE
EN UNA CAMPANA DE EXTRACCION

OBTENCIGN DE RESULTADOS

P

ANALISIS ESTADISTICO |

!
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7.5 Métodos

Obtencién de sangre total de

exclusion.

donadores con base en criterios de inclusién y

ASEPSIA DEL AREA
PUNCION

g >
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Al fin de la sangria se realiza el pesado de la bolsa y se procede a su
fraccionamiento en el Optipress. Al paquete globular completo (anticoagulante CPD -
Adsol y ACD) obtenidas, se realizard ¢l muestreo y la cuantificacién de los siguientes
pardmetros en los dias establecidos:

- Hemoglobina Libre.

- Glucosa.

- Potasio,

- Microhematocrito.

- Hemoglobina.

- Cuenta de Leucocitos.

TECNICAS

7.5.1Microhematocrite

Fundamento

Separacion de paquete eritrocitario del plasma a una velocidad regulada para
obtener el paquete eritrocitario sin cambio alguno.

Técnica
PaSO | "ACCION | COMENTARC -
1.01 HOMOGENICE CON MOVIMIENTOS
) LA SANGRE CIRCULARES

LLENE HASTA 3/4
1.0 2 | PARTES DE SANGRE
CAPILAR

SELLAR A LA FLAMA | CUDADO DE NO
1.0353 | UNO DE LOS DOS QUEMAR LA SANGRE

EXTREMOS DEL PARA_PREVENIR
CAPILAR HEMOLISIS /_\
CENTRIFUGUE EL

1.04 GAPILAR POR DUPLICADO !

: T LOR CENTO DE L
1,05 |LEERY REPORTAR | [EUATOCRTO &
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7.5.2 Hemoglobina

Fundamento

La sangre se hemoliza por un agente tensoactivo que es agregado. Se emplea una
solucién de ferrocianuro y cianuro de potasio. El ferrocianuro convierte el hierro ferroso
de la hemoglobina en férrico para formar metahemoglobina, que se combina con el
cianuro potdsico para formar cianometahemoglobina.

Hb + KjFe (CN)g -~  Hi
Metahemoglobina

Hi + KCN - HiCN
Cianometahemoglobina

COMENTARIO

EVITESE EXPONER '
A LA LUZ

LLENE LA PIPETA DE
2.02 |SAHLI CON 0.02 ml.
DE SANGRE O PG

s 0 |LMPIEEL EXTERIOR |
. DE LA PIPETA

2.04

DESCARQUE EL
CONTENIDO DE
PIPETA Y SIMULTANEA
MENTE LIMPIELA

LA LIMPIEZA SE 1
REALIZA ASPIRANDO |
Y EXPELIENDO §
CUIDADOSAMENTE |

2.05

MEZCLE Y DEJE

REPOSAR 10 MINUTOS |

1 CON LIQUIDG LIMPIO

it i A

L2 086

LEER A 540 nm EN 4
ESPECTOFOTOMETRO!

REPORTAR mg / dl f‘(jl\

TR - _ K
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7.5.3 Hemoglobina Libre

Fundamento

Todas las protefnas que contienen el grupo HEM poseen una accién catalitica tipo
peroxidasa; en la prueba se aprovecha esta propiedad como catalizador de la accién de l1a

bencidina por peréxido de hidrégeno, desarrolldndose finalmente un color rojo - violdceo.
La intensidad de! color puede ser comparada con soluciones de hemoglobina de

concentracion conocida con ayuda de un fotocolorimetro.

Técnica

- ACCION ~ COMENTARIO
NO ASPIRARSE ©
3.01 COLOQUE 500 u/ MANEJARLO EN
. DE BENCIDINA '# CAMPANA DE
EXTRAGCCION
COLOQUE 25 u/ AGITAR
3.02 pE A MUES FUERTEMENTE
COLOOYE 250 i/ LA SOLUCION SE
3.03 {DE PEROXDO DE TORNARA VERDOSA
HIDROGENO AL 1%
DEJE REPOSAR UNA
3.04 |HORA A TEMPERATU
RA AMBIENTE
COLOQUE 5 mi. DE AGITAR
3.05 |ACIDO ACETICO INVIRTIENDG
AL 20%
LEER A 550 nm. EN REPORTAR mg/dl
3.0 6 |ESPECTOFOTOMETRO| DE HEMOGLORINA
LIBRE

NOTA: TODO EL MATERIAL A UTILIZAR SERA LIBRE DE
HERRO. EL CONTROL TESTIGC - BLANCO,
ESTANDAR SECUNDARIO Y MUESTRA NORMAL SE

TRATARAN DE LA MISMA FORMA QUE LA MUESTRA

CANCERIGENOS

LA PROLONGADA INHALACION TIENE EFECTOS

o >
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7.5.4 Glucosa

Fundamento

La glucosa es cxidada a D-Gluconato por la glucosa oxidasa (GOD) con
formacién de una cantidad equimolar de perdxido de hidrégeno. En presencia de
peroxidasa (HPOD), la 4-Aminoantipirina (4-AAP) y el p-Hidroxibencensulfonato (p-
HBS) son oxidados por el peréxido de hidrégeno para formar un compuesto de
guinoneimina de color rojo. La intensidad de color en la reaccién es proporcional a la
cantidad de glucosa en la muestra.

B-D-Glucosa + H,O + O, = D-Gluconato + H,0,

H.0, + 4-AAP + p-HBS - Quinoneimina + H,O

Técnica

PASO | - ACCION COMENTARIO
COLCQUE 2 ml DE

4.0t |REACTNVO "A" EN
: UN TUBO DE VIDRIO

oo |COLOOUE 20 u/ AGITAR
; 4-02 [pE LA MUESTRA SUAVEMENTE

DEJE REPOSAR 20
4 .03 [MIN. A TEMPERATURA
AMBIENTE

o4 L.LEER A 510 nm_EN REPORTAR mg /|
4. ESPECTOFOTOMETRO| DE GLUCOSA

g >

s
NOTA: EL CONTROL TESTIGO - BLANCO, ESTANDAR 1,
ESTANDAR 2, CONTROL. NORMAL Y CONTROL
ANORMAL SE TRATARAN DE LA MISMA FORMA
QUE LA MUESTRA
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7.5.5 Potasio

Fundamento

Los metales alcalinos, cuando son expuestos a temperaturas muy altas, absorben
energia la cual emiten en forma de luz, asi mismo entran de unr estado basal a uno
excitado. Cuando estos ftomos se enfrfan, regresan a su estado basal emitiendo la energia
que absorbieron con una longitud de onda especifica para cada elemento, para litio, sodio
y potasio, las transiciones intensas serfan 2p - 2s (671nm), 3p ~» 35 (589 nm) y 4p = 45
(767 nm), respectivamente. La luz emitida durante estas transiciones se mide mediante
fotometria de flama.

Técnica

CALIBRACION DEL
FLAMOMETRO

v

ASPIRACION DE
MUESTRA

v

LA LECTURA
OBTENIDA,
SE REGISTRA

>
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7.5.6 Cuenta de Leucocitos (Técnica en tubo)}

Fundamento

Los leucocitos como células nucleadas permanecen intactas ante una solucién
hipotdnica 4cida, la cual hemoliza los hematies y tifie tenuemente a los leucocitos para su
mejor observacién.

Técnica

SE COLOCAN 100 4/
DE LiQUIDO DE
TURCK EN UN TUBO
DE PLASTICO

v

SE RETIRAN 10 u/
DEL MISMO LiouiDo

v

SE COLOCAN 10 u/
DE PAGUETE
GLOBULAR Y SE

HOMOGENIZA

=

SE LLENAN LAS
CAMARAS DE A
NEUBAUER Y SE
REALIZA EL CONTEO
CELULAR /‘()‘é\
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7.6 DISENO ESTADISTICO

En este estudio se aplicé un método no paramétrico, basdndose en las dos
poblaciones obtenidas y después de realizar una prueba de bondad y ajuste para establecer
la normalidad que presentaban los datos. Se aplic la prueba de Mann - Whitney también
conocida como * prueba U ". Esta prueba se basa en los rangos de las observaciones,
utiliza mds informacién en comparacién a otras pruebas (prueba de la mediana). Las
suposiciones que fundamentan la prueba de Mann - Whitney son las siguientes: 444546

1) Las dos muestras, de tamafio n y m respectivamente, que se utilizan para el
andlisis han sido extrafdas independientemente y en forma aleatoria de sus poblaciones
respectivamente.

2) La escala de medicion es por 1o menos ordinal.

Este tipo de prueba o andlisis se realiza a muestras que no se comportan en forma
normal, como e¢s en la mayorfa de los experimentos biol6gicos. Para calcular la
estadfstica de prueba se procede a combinar las dos muestras y las observaciones se
ordenan de menor a mayor teniendo presente a cudl muestra pertenece cada observacién.
A las observaciones de igual valor numérico se les asigna un rango igual a la media de las
posiciones en las que se encuentran "empatadas”.

El criterio para rechazar la hipétesis nula, Ho de igualdad de poblaciones es:

Ho. se rechaza si p es menor que 0.05

Para establecer los intervalos de referencia se utilizaron intervalos de la mediana,
debido a que la distribucion de las variables no cumple con el criterio de

Normalidad, 4748

Se emplearon diagramas de cajas ya que son un dispositivo visual muy 1itil para
comunicar informacién contenida en un conjunto de datos.
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1 8. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el estudio realizado muestran (Cuadro 1A) que las
bolsas de paquete eritrocitario en ADSOL a los 21, 28 y 42 dias de almacenamiento y las
bolsas en ACD a los 21 dfas de almacenamiento presentan diferencias estadisticamente
significativas entre sf tanto en los valores de potasio, hemoglobina libre y glucosa.

$236.88
+ 4204 +3007 +35.16 +423
DES}| 423080] DES 410027 DES | 93184} DES |<4244| NDES
+ 13816 +346.11 + 7196 + 1468
I DES| 4$23080| DES 41027 | DES [43184| DES | <4204 | NDES
+1HL +333.95 + 3626 + 1834
21 des ACD / 42| <2385 | DES] +23080| DES | <10027| DES |<+3184| DES |<424| DES
dias ADSOL +2.16 12950 + 33012 + 4202 +2155
Cuadre Ne. 1A
Hemoglobina = Hgb
Hemoglobina libre total = Hgb ¢ Tot.
< Valores de ACD

+ Valores de ADSOL
DES = Diferencia Estadisticamente Significativa.
NDES = No existe Diferencia Estadisticamente Significativa.

Se observé que los valores de estas variables presentan diferencias
estadfsticamente significativas en tiempos intermedios 3, 5 y 7 dfas (gréficas 1-5) . La
variable de Porciento de Hemlisis presenta diferencia estadisticamente significativa
solamente en el dia 42.

En las gréficas de cajas (6, 7, 8, y 9) se presentan una serie de valores extremos
los cuales serdn analizados m4s adelante.
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En el cuadro No. 2A  se observan los intervalos de referencia obtenidos para las
63 muestras de ADSOL (paguetes eritrocitarios) a los diferentes tiempos, establecidos al
inicic del experimento, asi como para las diferentes variables utilizadas (hemoglobina

g/dl, hemoglobina libre, potasio, glucosa y porciento de hemélisis).

Intervalos de Referencia para las 63 muesiras de ADSOL,

Hemoglobina 20.26a 20.59a 20.1¢t1 19.57a 19.92a l9.43a 19.92a
{mg/dl) 2125 12132 12079 | 20.36 | 20.99 | 20.50 | 21.01

Hemoglobina Libre 31.2% 53.91El 66.613 69.97a 118.08 137’.49a 168'391
Total (mg/bolsa) | 48.15 | 69.50 | 76.74 | 20.36 | 142.92 [171.76 [497.24

Potasio 4.21a 9. 88a 12.2% 15.3"5a ' 25.62a 35.4'7a 42'01:-:
(meq/) 3.38 11.40 | 1430 | 17.83 | 20.57 | 40.70 | 47.38
Glucosa 354.36a 351, 1()2l 354.39a 363. 10a 335 .35a 322.83a 322.0?a
(mg/dl) 364.59 |363.45 |364.56 |372.87 {351.48 }347.06 |338.90
Hemélisis 3.46a 5'443 7.3la 8'033 13.55a 14.63a 16.91a
(porcentaje) 4.82 7.62 9.01 10.57 | 15.88 [ 18.70 [ 50.39

Cuadro No. 2A
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Comparacién de medias de hemoglobina (g/dl) entre ACD y ADSOL

—®— ADSOL —{— ACD

25 o - —O— £ 5
20 - — - - —
g 15
x5
§ 10
5
0 — -
0 3 5 7 N 28 42
Dias
Grifica 1

Comparacifn de medias entre las 44 muestras de ACD y las 63 muestras de ADSOL, a diferentes tiempos.
En esta grifica se observa que las medias de hemoglobina con Adsol se enctentran por debajo de los valores
obtenidos para ACD, estc debido & Ia misma dilucién que provoca el aditivo.

Medias de Hemogloblna (gldl]
3 20.84 24.14
5 20.66 23.18
7 20.41 23.31
21 20.78 23.85
28 21.39 24.03
42 21.16 24.03

Tabla No. 1
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Comparacién de medias de Hemoglobina libre total (mg/bolsa)
entre ACD y ADSOL

%" ADSOL —U— ACD 1

300 /D
T 250 -
3w P
g 150 o —
z 100 */’A__/
50
0 —
)] 3 5 7 21 28 42
Dias
Gréfica 2

Comparacién de medias entre las 44 muestras de ACD y las 63 muestras de ADSOL, a diferentes tiempos.
En esta grifica se observa En esta grifica se observa que las medias de la hemoglobina libre con Adsol se
encuentra por debajo de los valores obtenidos para las muestras de ACD, lo que nos permite establecer que
¢l aditivo evaluado estd funcionando, hasta cierto tiempo, dia 28.

Medias de Hemoglobina libre total (mg/bolsa)

[DiasiMedias ADSOL[Medias ACD|
o] 42.04 55.62

3 64.62 87.37

5 77.39 95.36

7 85.34 140.38

21 138.16 230.81
28 174.42 247.01

42 259.51 298.41

Tabla No. 2
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Comparacién de medias de Glucosa (mg/dl) entre ACD y
ADSOL

— % ADSOL —<— ACD

1 a0, e
| 300 — . - a .
.? 200 -0 '.}‘__‘_*_\ﬂ_\
| 100 \D_\D——C!
0
| 0O 3 5 7 21 28 42
| Dias
i
Grifica 3

Comparacién de medias entre las 44 muestras de ACD y las 63 muestras de ADSOL, a diferentes tiempos.
En esta grifica se observa que las medias de glucosa para las muestras de Adsol son valores muy altos en
comparacifa con Ins medias de ACD, este comportamiento de debe a la cantidad de glucosa que presenta el
aditive por si mismo, sin embargo no sc observa la disminucién en las muestras de Adsol como se esperaba

Medias de Glucosa (mg/dl)

dias ADSOL [Medias ACD
359.07 236.88
344.44 231.13
353.79 232.81
369.29 185.83
346.11 100.27
333.96 71.45
330.12 77.45

Tabla No. 3
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Comparacién de medias de Potasio (meq/L) entre ACD y ADSOL

— % ADSOL —0— ACD

45
40 —
-~ 35
E‘- 30
E 25
20
g 15
10
5
0!
3 5 7 21 28 42
Dias
Grifica 4

Comparacifn de medias entre las 44 muestras de ACD y las 63 muestras de ADSOL, a diferentes tiempos.
En esta grifica las medias de Adsol muestran que el valor de potasio se mantiene por debajo en comparacién
a las muestyas de ACD hasta ¢] dia 21.

Medias de Potasio (meq/L).

7.05
12.26|
18.06|
24.27
31.84
34.74
34.74

Tabla No. 4
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Comparacién de medias de Porciento de Hemolisis entre ACD y
ADSOL

—=— ADSOL 9~ ACD

30
-
% 25 el
20 H_F_f,o’//fmj
—— //._/
4 10 e
® 5
4 _
o 3 5 7 21 28 42
Dias
Grifica 5

Comperacion de medias entre las 44 muestras de ACD y fas 63 muestras de ADSOL, a diferentes tiempos.
El porciento de hemolisie para las muestras de Adsol es menor en comparacion a las muestras de ACD hasta
el dfs 28, ya que observamos un salto en direccion contraria en el dia 42

. 4.55

3 6.73 8.15
5 8.17 11.31
7 9.11 18.43
21 14.68 20.44
28 18.34 23.65
42 27.55 23.59]

Tabla No. §
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Griéfica No. 6 Diagrama de caja muiltiple para las 63 muestras de Hemoglobina (g/dl}
con ADSOL a diferentes tiempos.

Notched Box-and-Whisker Plot

29
27 .

25 . .

2

2%3%
8 3 5 7 2128 42

HB357284 . TIENPO

i
17

En esta gréfica se observa que existe mma tendencis en los valores hasta ef dia 5°, pero a partir del dia 7° los

valores se agrupan en la escala menor de la gréfica (18-20), existiendo muy pocos casos de valores altos.

-

o

L

HB357284 .Hb__g_d1

Gréfica No. 7 Diagrama de caja miiltiple para las 63 muestras de Hemoglobina libre
Total (mg/bolsa) con ADSOL a diferentes tiempos.

Notched Box-and-thisker Plot

+ [ 4
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En estd grifica la tendencia de la hemoglobina libre s 2 incrementarse como van transcurriendo los dfas,
presentdndose casos de datos extraordinarios en valores aun més altos que el grosor de los resultados.
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Griéfica No. 8 Diagrama de caja miltiple para las 63 muestras de Glucosa (mg/dl) con
ADSOL a diferentes tiempos,

Notched Box-and—Whisker Plot

g 530
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2 130 — e
@ 3 S5 7 21 28 42

HB357284 . TIENPO

En esta grifica se cbserva que existe una gran cantidad de valores extraordinarios que probablemente se
presentaron por errores inherentes al método, A pesar de estos valores extremos el grosor de la poblacién se
encuentra entre 355.00 y 367.5 mg/dl.

Gréfica No. 9 Diagrama de caja miltiple para las 63 muestras de Potasio (meq/L) con
ADSOL a diferentes tiempos.

Notched Box-and-¥hisker Plot

B & 8 3

HB357284 . R

L

Lo o o sl a o

!
]

8 3 5 7 2128 &
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En estd gréfica la tendencia del Potasin es incrementarse riptdamente con el tiempo, presentdndose valores
extremos al principio de las evaluaciones {0, 3, 5 dias) esto debido a que las primeras determinaciones se

realizaron en equipos diferentes.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

De acuerdo a los resultados es posible observar que existe una diferencia
estadfsticamente significativa (p<0.05) entre las dos muestras, para las variables
analizadas, excepto porciento de hemolisis en el tiempo 0, 21, y 28 dias.

Para poder observar con claridad cada una de nuestras variables y su
comportamiento en el experimento se discutirdn por separado.

Hemoglobina Libre Total

Se observa en la gnifica 2 que la cantidad de hemoglobina libre total (mg/belsa),
utilizando como aditivo el ADSOL se encuentra por debajo de los valores reportados en
la bibliografia hasta el 21 dfa (138.16 mg/bolsa) éste valor es el esperado ya que 21 dias
presenta aproximadamente 1a mitad de la vigencia para ADSOL, el valor obtenido para el
dfa 28 es de 174.42 mg/bolsa(fabla 2) . El valor obtenido para el dia 42 es de 259.50
mg/bolsa el cual se encuentra fuera de los valores recomendados (228.80 mg/bolsa) para
Ia realizacién de una transfusién con niveles de hemdlisis aceptable. Este comportamiento
se basa en la concepcién de que el aditivo en este caso ADSOL no estd cumpliendo la
funcién preestablecida que es mantener la viabilidad de los eritrocitos?” para conservarse
por petiodos prolongados como son 42 dias.3 El eritrocito al verse desprovisto de una
proteccién efectiva que debe darle la membrana celular, empieza a sufrir cambios,
deformaciones y rupturas. La deplecién de ATP produce deformidad en los eritrocitos
como resultado de 1a pérdida de lipidos en la membrana, la depleci6n metabdlica conduce
a la desfosforilacién de la espectrina y la pérdida de deformabilidad celular'$6. 1a
deplecién de ATP no es el inico factor inmiscuido en este fenémeno ya que el 2,3-
Difosfoglicerato (DPG) puede descender desde el 100% a menos del 10 % durante el
almacenamiento!5, Es por esto que debe trabajarse la sangre y todos sus componentes de
una manera adecuada ya que la generacién de hemoglobina libre puede producir
intoxicacién en ciertos pacientes como : pacientes con funcién hepdtica deficiente o
problemas renales. La hemoglobina puede dafiar al rifién en dos formas principalmente:
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primera, cuando se excreta en grandes concentraciones, puede causar la obstruccién fisica
de los tibulos y/o puede lesionar los tibulos al ser reabsorbida en altas concentraciones. '

Al realizar el anilisis y los gréficos correspondientes a la hemoglobina libre total se
observaron datos extraordinarios, estos se observan en la grifica 7, este tipo de datos son
inherentes en cualquier estudio. Un mal muestro, la agitacidn mecdnica prolongada,
mediciones inexactas, lecturas ambiguas, o una incorrecta homogenizacién pueden ser los
factores desencadenantes de estos datos.

En el cuadro | se observa que las 2 muestras trabajadas presentan una diferencia
estadfsticamente significativa, este fenémeno se puede observar de manera detatlada en la
grdfica 3 en la que se ve que los valores estimados para ADSOL se encuentran por arriba
de 10s valores que se manejan para ACD (tabla 3), esto se debe a 1a alta concentracién de
glucosa que preseata el ADSOL por si solo, ya que cada 100 mi de este aditivo contienen
2.2 g de Dextrosa (monohidratada) USP y 379.07 mg/dl de glucosa. El fendmeno que se
estd observando es el esperado ya que la principal fuente de energfa de los eritrocitos
durante el almacenamiento es la dextrosa que contiene el aditivo. La disminucién de la
dextrosa en las muestras de ADSOL no es tan importante como la que se observa en las
de ACD. La cantidad de glucosa permite que los eritrocitos sean rodeados de estas
moléculas proveyéndoles de energfa. Una concentracién alta de glucosa provocaria que el
eritrocito no tenga 1a necesidad de buscar una fuemte de energia, por lo que su
metabolismo se encuentra en reposo, esto aunade a la baja temperatura de
almacenamiento 1a cual minimiza el metabolismo del eritrocito. En las bolsas de ACD la
cantidad de glucosa es minima, por lo que los eritrocitos se ven en la necesidad de
encontrar una fuente de emergfa provocando que su metabolismo sea mds activo, al
analizar la grifica 3 se observa que el decremento de la glucosa en estas muestras es
considerable. Para descartar la posibilidad de que la glucosa hubiese sido consumido por
bacterias se realizé la siembra de las muestras en agar tripticasa al 2% siendo los
resultados negativos. La sangre en ADSOL presenta una gran cantidad de glucosa lo que
es importante de analizar, ya que la sangre fraccionada por este sistema no podrd ser
transfundida a pacientes con padecimientos como Diabetes sin la supervisién estricta del
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médico y sélo bajo su criterio y vigilancia se podrd realizar el procedimiento, ya que bajo
una descarga tal de glucosa se podrd inducir a un estado transitorio de hiperinsulinismo.
Cabe mencionar que los pacientes diabéticos suelen presentar problemas de nefropatfa
diabética, ésta se presenta por causa de bacterias que colonizan la uretra y da paso a una
insuficiencia renal. Los diabéticos compensan bien su problema de concentracidn de
glucosa ya que la sangre al presentar concentraciones altas de ésta, ya no es absorbida en
el rifién puesto que este presenta su umbral renal méximo, que es aproximadamente de
9.5mmol/L a [0.0 mmol/L, por consiguiente lo que resta de [a glucosa pasa
directamente a la orina.

Otro sector importante que nos interesa estudiar es el caso de los recién nacidos
normoglicémicos. En estos es improbable que la glucosa cause algin problema, dosis con
exceso de dextrosa 6 mg/kg/min (0.3 mmol/kg/min} (360 mg/kg/hr) muy probablemente
cause hiperinsulinismo el cual después de un par de horas desaparece. Este problema se
minimiza utilizando transfusiones no mayores de 10 m! por kilogramo de peso.

Al realizar el andlisis y los grificos correspondientes a la glucosa se observaron
datos extraordinarios, estos se observan en la gridfica 8, este tipo de datos son inherentes
en cualquier estudio. Un mal muestro, la agitacién mecdnica prolongada, mediciones
inexactas, lecturas ambiguas, o una incorrecta homogenizacion pueden ser los factores
desencadenantes de estos datos.

Potasio

La hiperpotasemia fue una de las complicaciones citadas por Miller y col. en 1952
con sangre preservada en ACDP® en nuestros tiempos perdura la preocupacién por las
complicaciones que presenta realizar una transfusibn con sangre que tenga grandes

concentraciones de potasio.

En este estudio se realizd la evaluacign del potasio a diferentes intervalos,

presentando los siguientes reswdtados, en la gridfica 4 se observa que el potasio en las
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bolsas con Adsol se mantienen por debajo de los valores de las bolsas con ACD. El dia
28 ambas presentan una cantidad similar de potasio que se encuentra alrededor de los 35
mEq/L, observindose un aumento en el dia 42 que sobrepasa a las bolsas de ACD
(tabla 4).

La distribucién de potasio entre los espacios intemo y externo de las células es
importante debido a que determina el potencial eléctrico de la membrana celular y por
tanto afecta la excitacién y contraccién de las células neuromusculares. La concentracién
de potasio dentro de las c€lulas es muy elevada, cerca de 120 a 150 mEg/L, mientras que
fuera de las ¢élulas es de casi solo 4 mEq/L, los hematfes presentan en su interior un
potasio de 100 mEqg/L (de concentrado globular).! Las alteraciones por hiperpotasemia
incluyen parestesias, debilidad muscular, arritmias cardfacas y en el peor de los casos
alteraciones del electrocardiograma.

La hiperpotasemia puede ser causada por varios factores, sin embargo el que en
est0s momentos nos atafe es a causa de una transfusién de sangre con altos niveles de
potasio, que en pacientes con insuficiencia renal aguda y neonatos puede ser fatal. Se ha
reportado la muerte de neonatos en cirugia cardfaca a consecuencia de transfusiones
realizadas con paquetes eritrocitarios conteniendo altos niveles de potasio en plasma (60
mmol/L}, este efecto ¢s atribuido al impacto en el potencial de la membrana. En el
corazén se han observado modestos niveles de K+, en el 6) % de los casos de arritmias
cardiacas en neonatos con un peso menor de 1500 g han sido asociadas a niveles altos de
potasio (mds de 7.5 mmol/L).?* Por esta razén neonatos para intervencién guinirgica,
exanguinotransfusién (ET), oxigenacién de membrana extracorporal (ECMQ) etc.
seguirdn transfundiéndose con sangre de menos de 5 dias de almacenamiento. 4342

Aunque es bien conocido el valor de la exanguinotransfusién (ET) en el
tratamiento de la hiperbilirrubinemia neonatal, este es un procedimiento técnico en el cual
puede haber riesgos y complicaciones, se detectan alteraciones bioquimicas en recién
nacidos sometidos a ET relacionadas con el uso de diferentes soluciones preservadoras ast
como el tiempo de almacenamiento de 1a sangre por lo que es importante mantener los
niveles de potasio en 6.0 mEgq/L como mdximo® .



Al realizar el andlisis y los grificos correspondientes al potasio se observaron
datos extraordinarios, estos se observan en la grifica 9 ¥ 10, este tipo de datos son
inherentes en cualquier estudio. Un mal muestreo, la agitacién mecdnica prolongada,
mediciones inexactas, lecturas ambiguas, o una incorrecta homogenizacién pueden ser los
factores desencadenantes de estos datos.

Los valores de referencia obtenidos fueron calculados por medianas ya que bajo
el criterio de la U de Mann-Whitney se decidié globalizarlo. Se utilizé profundidad de
mediana, dispersién de cuartos e intervalo de confianza de Ia mediana. %47

10. CONCLUSIONES

El presente trabajo me permiti6 concluir que las bolsas de paquete eritrocitario
fraccionadas con el sistema opti-press conteniendo como aditivo ADSOL manejadas con
donadores mexicanos, procedimientos mexicanos para la determinacién de las variables
previamente establecidas (hemoglobina libre, glucosa y potasio) y condiciones de equipo
mexicano, no garantizan la conservacion de los eritrocitos hasta 42 dfas ya que el
aumento de la hemoglobina libre en este lapso (259.5 mg/bolsa) est4 por encima de la de
21 dias de ACD (230.80 mg/bolsa) lo que no se esperaba, ya que bajo el criterio de
garantia de las bolsas, este valor deberfa ser igual o por debajo del valor de las bolsas
actualmente usadas en un lapso de 21 dias. Refiriéndonos al valor concerniente al potasio
esta sangre podrd ser usada hasta el dfa 28 de almacenamiento. En pacientes neonatos y
aquellos con problemas de insuficiencia renal, se seguird utilizando sangre de menos de
3 dias de extraccién o bien sangre lavada.

Este sistema, asi como las bolsas no deben ser descartados por no cumplir con la
garantfa referente al tiempo, ya que presta un importante servicio como es el de
minimizar el tiempo de fraccionamiento, de igual manera se estd garantizando un
producto de alta calidad en un menor tiempo. Cabe sefialar que este sistema nos provee
de paquetes eritrocitarios bajos en leucocitos, por lo tanto el tiempo requerido para su
lavado serd suprimido, dando oportumdad al personal de desempeiiar otras actividades,
asi mismo los paquetes al no presentar leucocitos favorecen al paciente para no
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desencadenar reacciones febriles después de la transfusion, o reacciones no hemoliticas.
Los paquetes eritrocitarios libres de leucocitos se ha observado que no hemolizan tan
rdpidamente. 39

Es por todo lo sedalado que se recomienda utilizar las bolsas opti-pac bajo la
consigna de que el almacenamiento serd solamente de 28 dias y no de 42 dias.

Los valores de referencia obtenidos en este trabajo son importantes ya que fueron
obtenidos de pacientes mexicanos con técnicas y equipos mexicanos, lo que permitird al
paciente tener la seguridad gue se le estd ofreciendo un producto especialmente para él.
Asi mismo estos datos permitirdn a control de calidad de Banco de Sangre realizar un
seguimiento de sus productos almacenados de una manera confiable. Ademds permitird la
evaluacién de nuevos productos (bolsas, aditivos, etc.) de una manera mds sencilla,
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