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INTRODUCCION.

Las reaccionmes febriles postransfusionales, hechos
desfavbrablesken la terfpia transfusional ocasionan:

1) Sintomas indeseables en el paciente Yy

2) El1 desperdicio de la sangre que causb estas reac

ciones.

Los pacientes multitransfundidos o las mujeres mul -
tigestas se sensibilizan con gran frecuencia debido a --."
i1a presencia de leucocitos en las unidades de sangre'F-4
transfundidas o al paso de estos, durante el parto respec
tivamente. '

Por lo que en respuesta a este estimulo, producen -
aloanticuerpos principalmente contra los determinantes -
antigénicos del Sistema HLA que son comunes a neutr&6fi-
los, linfocitos y todas las células de la serie leucoci-
taria.

En los bancos de sangre modernos la presentacién -
habitual de los eritrocitos de la sangre son los concen-
trados de glébulos rojos, también llamados paquetes glo-
bulares, los cuales contienen casi el cien por ciento de
los leucocitos originales presentes en la sangre total -
debido a los métodos de obtencidn.

Se han publicado variocs trabajos acerca de la eli-
minacién de los leucocitos -o desleucocitacifén- de los
paquetes globulares, con la finalidad de evitar las reac

ciones febriles postransfusionales(1l).
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Desde 1960 (2 y 3}, se conoce que la peligrosidad de

estas reacciones puede reducirse por diversos métodos me- - -

diante la eliminacién méxima de los leucocitos de los pa-

quetes globulares destinados a la transfusidén como son:

1.-

Por

Centrifugacién invertida de los paquetes globula-
res.y eliminacién de la "‘nata de leucocitos".
Centrifugacién vertical de los paquetes globula-
res ¥ eliminacién de la "nata de leucocitos".
Sedimentacién con Dextran y eliminacidén de la --
''nata de leucocitos’.

Sedimentacién con Hidroxi-etil-almindon y eli--
minacién de la "nata de leucocitos'.

Congelacién de los eritrocitos glicerados.

- Filtracién del paquete globular, con filtros --

de malla de 20 micras de poro.
Combinacién de centrifugacién invertida y fil--
tracibén del paquete globular, con filtros de: -

malla de 20 micras de poro.

Otros métodos mias sofisticados.

anilisis estadistico, se observé que los mejores

métodos para la eliminacién de la '"nata de leucocitos' -

fueron aquellos en los que se utilizaron los filtros de

malla de 20 micras de poro, los cuales retienen la mayor

parte de

los microagregados de células que no son eritro

citos y que en un momento dado pueden sensibilizar al -

paciente que se esta transfundiendo(4).
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Se ha reportado que cuando se combinan la centrifu-
gacibn invertida y la filtracibén la efectividad puede -
aumentar hasta un 95% de desleucocitacién de los paquetes
globulares. Los demas métodos pueden proporcionar entre
un 60 y 80 % de efectividad (5).

Por otro lado, se considerd necesario determinar 1la
cantidad de leucocitos que contienen normalmente un pa-
quete globular para saber de este modo si esta cantidad
es suficiente para sensibilizar a un paciente, a partir
de esta idea se afirma que la cifra no debe Tebasar ----
0.5 X 109 leuceocitos per paquete (6).

Barret et. al. (7) reportaron que en la sangre re-
frigerada se forman espontanéa y progresivamente micreca-
gregados que van relacionados directamente con el tiempo
de almacenamiento de las sangres y que alcanzan su mAxi-
‘mo entre los 5 y 9 dias de almacenamiento y que debido a
esto es mis ficil eliminar los leucocitos de los paque--
tes globulares ya que estan formados por leucocitos, ---
‘plaquetas y fibrina.

Estos microagregados pueden retirarselde la sangre
con el empleo de filtros especiales que actualmente se
Fabrican en gran escala en paises industrializados.

El presente trabajo tiene el propbésito de distinguir
con que método, aplicando los recursos del Banco Central
de Sangre del Centro Médico Nacional.del IMSS, pueden --
obtenerse paquetes liberados de la mayor cantidad de leu

cocitos.
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Los>paquetes desprovistos de leucocitos con dos téc-
nicas empleadas, serén valoradas desde el punto de vista
del estimulo que pueden significar para los pac1entes "7
transfundidos, la formacién de anticuerpos, y/o reacc1o-
nes clinicas observables.

De manera que si 1las técnicasAque van a. ser empléa-
das retiran cantidades substanciales de leucocitos de la-
sangre por transfundir, la formacidén o el titulo de an--
ticuerpos y/o las reacciones postransfusionales clinica-

mente observables deben abatirse.



FUNDAMENTACION DEL TEMA.

H

Es bien conocido que las reacciongs febriles trans-
fusionales son secundarias, en éu mayoria, a la presencia
de anticﬁerpos‘antileucdcitos en la sangre del receptor,
éstos dan lugar a la fiebre al reaccionar con los leuco-
citos de la sangre transfundida.

Los anticuerpos antileucocitos se observan con mayor
frecuencia en las mujeres que han fecibido transfusiones
de sangre repetidas. En la actualidad la transfusibn es-
pecifica de leucocitos es un recurso (til para algunos -
pacientes. Los leucocitos se seleccionan mediante prue-
bas de compatibilidad, esto es, se prueba el suero del -
paciente contra los leucocitos del donador para comprobar
que no tienen anticuerpos especificos contra estas célu-
las. Por lo tanto cuando hay reacciones transfusionales
febriles {incluso muy severas que llegan a la insuficien
cia respiratoria )}, es indispensable seleccionar sangre
sin leucocitos para el caso de una transfusién en la --
que sélo se desean los glébulor rojos.

Como la inmensa mayoria de las transfusiones de ---
sangre se indican para mejorar un nfimero de eritrocitos
del paciente en la actualidad se ha considerado mis ----
préctico liberar a los eritrocitos de los leucocitos ---
antes de su transfusién logrando asi prevenir la sensibi-
lizacibén del paciente o evitarle reacciones postransfu--

sionales. Esto tiene ademds la ventaja de un costo mucho
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mis bajo que la seleccion de pruebas de compatibilidad o
por clasificacién del fenotipo leucocitdrio. Existen va-
rios trabajos sobre la eficiencia de métodos para sepa-
rar leucocitos de la sangre, conviene comprobar sus re--
sultados, en particular, para determinar los dias criti-
cos en los cuales las sangres por transfundir pueden ser
liberadas de la mayor proporcifn de leucocitos. En este

trabajo se pretende determinar esta caracteristica.



OBJETIVOS.

. Determinar el dfa o dias de almacenamiento de la

sangre después de extraida, durante los cuales es

mis eficaz la separacién de los leucocitos..

Realizar la cuenta de leucocitos antes y después
de aplicar el procedimiento de separacién de es--

tos por distintos métodos.



HIPOTESIS DE TRABAJO.

Los agregados de leucocitos que se forman durante
el almacenamiento de la sangre aumentan en relacion --
directa con los dias, hasta un lapso limite después --
del cual se desagregan ¢ probablemente se lisan . Es
factible determinar los dias en que estos agregados es-
t4dn en nfimero 6ptimo para favorecer una separacién més

eficaz de los leucocitos.



‘GENERALIDADES

La sangre se ajusta a la definicién de teji-
do en vista de que es un conjunto de células similares espe
cializaddas en el desempefio de ciertas funciones. La facili
dad para su obtencién ha permitido conocer las relaciqnés -

de la célula con su medio ambiente.

Aunque la sangre al fluir de una herida,fépg
rece como un i1iquido llamado plasma en el cual se encuentran
suspendidos los elementos formes: glébulos rojos, glébulos -
blancos y plaquetas. Estas (ltimas son pequefios fragmentos-
celulares, necesarios para desencadenar el proceso de la coa
gulacién, se derivan de los megacariocitos de la médula 6sea.
Los glébulos blancos sanguineos o leucocitos son de forma ---
irregular e incoloros. Pueden moverse dentro del plasma.Hay-
aproximadamente 7,000 glébulos blancos por milimetro.de san--
gre. Han sido llamados los guardianes del cuerpo. Estos glé

bulos blancos o leucocitos se dividen en cinco variantes.

Tres series de células con granulaciones y dos
llamadas agranulocitos. Estos se diferencian en un frotis de

sangre teflidas con el colorante de VWright o de Giemsa.

El colorante que se emplea en esta técnica se-
llama policromitico porque produce varios colores. Es una so
lucibn de alcohol metf{lico de un colorante ficido y otro bési-
ce, que tifie los grénulos de las células granulociticas y es-

uno de los mejores y mis empleados para tefiir frotis en hema-

tologfa (14).
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LEUCQCITOS GRANULOCITOS:

a) Los granulocitos neuntréfilos cuyas granula-
ciones especfficas se tifien de color viole-
ta con el colorante de Wright o Giemsa.

b) Los granulocitos eosinéfilos poseen granu?' 
laciones gruesas que se tifien de ;dlor‘f656 
Yy . .

c) Los granulocitos bas§filos-se caracterizan-

por la presencia de granﬁiq vréndes -
de color azul oscuro. -
Afin cuando estas tres variedédesud igfénﬁldci-
tos comparten un precursor <omin, la fisiologia‘dé'iasf;éigias
diferenciadas es totalmente distinta. V 7"
Neutr6filos: Tienen un didmetro medio-de iZ mi-
cras son mayores que los baséfilos, y menores que los monici--
tos y eosindfilos. Su nficleo se tifie intensamente, es irregu-
lar y adquiere a menudo formas que pueden comparar con las le-
tras E, Z y 8. Con frecuencia parece haber varios nficleos se-
parados, y de ahf su denominacién de leucocitos polimorfonu---
cleares. Un neutréfilo segmentado o mdduro presenta sus 16bu-
los separados por un filamento. El nGmero de 1l6bulos en los -
neutréfilos normales es de una media de (3). Los l6bulos nuclea
res presentan bloques toscos de crématina comn espacios paracro-
miticos muy bien definidos. El citoplasma por si mismo esta lle
no de finas granulaciones (0.2 a 0.3 micras) que se tifden de co
lor rosa con el colorante éé Wright. Alrededor de los tercios de
estas son grinulos azuréfilos; la intensidad de coloracién de -

estos Qltimos es menor que la de la célula inmadura.
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Funciones: Los neutréfiles responden al estimu
lo quimiotictico atravesando las paredes capilares y dirigién
dose hacia el foco inflamatorio, donde se ponen en contacto--
con las partfculas extrafias a las cuales fijan y engloban en-
vacuolas fagoc{ticas.

Los granulocitos neutréfilos son las células =
con capacidad fagocftica méis importante. Los monocitos son -
claramente menos activos en fagocitosis. Los eosinéfilos - -
también pueden fagocitar algunas sustancias, pero su papel en
la remocién de agentes bacterianos es pobre; la estructura de
estas células se parece a la de los neutréfilos poliMorfonu--
clares, pero con la singular diferencia de que los grénulos -
son mis grandes, redondos y ovalados y con gran afinidad por-
los colorantes &cidos. Se identifican fdcilmente por el tama
flo vy color de los grédnulos que toman un color rojo brillante-
con un colorante que tenga Eosinma. Su citoplasma es incoloro
presenta un tono débilmente azul celeste. El nGcleo se tifie -
algo menos intenso que el de los neutréfilos polimorfonuclea--
res, Y suele tener dos segmentos conectados, rara vez mis de -
tres. El dilmetro de 1los eosinéfilos es de 13 micras.

Funciones: Los eosinéfilos son menos conocidos-
en su funcionamiento que los neutr6filos. Los eosin6filos con
tienen alrededor de un tercio de histamina de la sangre. Son-
capaces de moverse y de fagocitar, aundque menos activamente que
los neutréfilos. Los grinulos eliminan su contenido en las va
cuolas fagocfiticas. Los eosinffilos actuan habitualmente jun-

to con las células plasmiticas, en las fases tardias de la in-
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flamacibn. Son atrafdos a los complejos antigeno-anticuer-

po, a los que ingieren.

Los bas6filos en general se parecen a los ==~
neutréfilos polimorfonucleares, pero su nficleo es menos irre
gular, los grénulos son mayores y con gran afinidad por los-
colorantes b#sicos. Se identifican f4cilmente. En algunos-
bas6filos faltan 1la mayorf{a de los grénulos por ser estos muy
solubles en agua, dejando aberturas bien definidas en el ci-
toplasma. Lkn un frotis bien preparado con el colorante de -~
Wright, los grénulos son de. color pfirpura oscurc, mientras --
que el nGcleo se ve algo més pilido y a menudo estd parcialmen
te oculto por la grénulaciones, por lo que resulta diffcil dis

tinguir su forma.

Funcicnes: En contraste con otros granulocitos,

las granulaciones bas6filas no son lisosomas.

A pesar de su pequefio nfimero, los baséfilos son
portadores de alrededor de una mitad de la histamina de la san
gre. Los baséfilos reaccionan en los estados alérgicos espe--

cialmente en los de atopfa.

Los linfocitos son pequefias células mononuclea-
res sin gr4nulos citoplasmiticos especf{ficos. Vienen a ser --
del tamaifio de un eritrocito o algo mayores (6 a 10 micras), pe
ro su difmetro depende mucho del espesor de la extensifn pues-
es muy grande en las delgadas, donde los leucocitos estan muy-
aplanados. El linfocito t{pico tieme un s6lo nfcleo definido-

que contienen bloques grandes de cromatina, esta se tifie de --
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azul oscuro con el colorante de Wright, mientras que la para
cromatina se dlstlngue como unas rayas de un tono m4s claro;
en la per1fer1a del nﬁcleo, la cromatina esta condensada. EIl
citoplasma se tifie de azul. El rasgo caracteristico del nfi-
cleo consiste en una transicién gradual entre la cromatica ¥y
la paracromatina, de modo que es précticamente imposible dis
tinguir donde termina aquella y donde comienza ésta, EI nd--
cleo suele ser redondo, pero a veces pfésenta una escotadura
en un iador(é yA10). ’

No son una poblacién homogénea y en base a la
existencia de marcadores espec{ficos de la membrana es posi--
ble distinguir linfocitos T, B o nulos., Los linfocitos T o in
fluenciados por el timo y sus descendientes actfian sobre la -
inmunidad mediada por células, que incluye la hipersensibilidad
retardada, el rechazo de injerto, las reacciones injerto-hues-
ped, la defemsa contra microorganismos intracélulares.

De acuerdo con los conceptos actuales (Craddrock
y cols 1971), durante la vida fetal, el precursor de los linfo
citos se origina en la médula 6sea y se orienta o programan -
para desempefiar una funcién determinada en algunos de los 6rga
nos linfoides primarios, sea el timo o 'la bolsa o saco equiva
lente' (un érgano caracter{stico, la bolsa de Fabricio se obser
va en las aves): se supone que en el hombre y-otros mamiferos--

existe una bolsa equivalente, cuya situacién se desconoce.
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Los Gltimos perfodos de la vida fetal y en -
la vida postnatal los linfocitos se producen en el tejido lin
foide; bazo, ganglios linfdticos y tejido linfoide intesti-
nal. Las células B y T tienden a localizarse en partes ana
témicamente distintas del tejido linfoide, donde tienen lu-
gar la proliferaci6én. En la sangre las células By T com--
prenden la mayor parte de los linfocitos circulantes, pero-
no pueden distinguirse por su tamafio o por la tincibn de --
Wright; se requieren técnicas especiales. La mayorfa de los
linfocitos circulantes son células T que tienen una vida me-
dia de meses o afios. Las células B constituyen una pobla---
cién menor (10 a 30% de los linfocitos). Tienen una vida --
mis corta, de dias.o semanas, y se distinguen por la presen-
cia de considerables cantidades de inmunoglobulinas sobre su

membrana superficial.

Los linfocitos B y los linfocitos T pueden =--
dividirse en varias subclases, los linfocitos B pueden clasi
ficarse de acuerdo a las diferentes clases de Ig que sSe pro-
ducen por la progenie de estas células cuando se estimulan -
adecuadamente. Los linfocitos T pueden diferenciarse por su
reactividad con el anticuerpo Antily, 10 y por sus diferentes
habilidades; asf{ como los linfocitos TH coadvuvan con los --
linfocitos B para producir IgG, los T participan en la hi--
persensibilidad retardada. Los Ty destruyen gl4ébulos blan-
cos especificamente al ponerse en contacto con ¢llos, y los
Ts células supresotras, suprimen la respuesta de otros linfo-

citos, mientras los Tf ejercen potentes efectos inhibitorios-
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de retroalimentacién al activar las células Ts, de tal ma-
nera que estas dos filtimas variantes modulan en la respues

ta inmune (11).

Los monocitos son las cflulas motores de 1la
sangre normal su didmetro viene a ser de dos a tres veces-
mayor que el de un eritrocito (de 14 a 20 micras), aunque-
se encuentran algunos miAs pequefios contienen un sélo nGcleg
lébulado, profundamente mellado en forma de herradura y en
ocasiones redondo y ovalado. El citoplasma es abundante.--
Con el colorante de Wright el rasgo distintivo del nficleo -

es que. presenta la cromatina en forma de cordones.

El monocito se forma en la médula ésea, se -
transporta por la sangre y emigra 2 los tejidos en que fun-

ciona como macrofago.

Cuando el monocito se convierte en un macro-
fago se vuelve mayor (de 20 a 40 micras); el nficleo puede -
volverse ovalado y la cromatina mis reticular o dispersa, -
por lo que pueden ser visibles los nficleolos. Es posible -

que se demuestre una zona clara perinuclear (Golgi).

GLOBULOS ROJOS:

Los glébulos rojos o eritrocitos son discos-
biconcavos, de 7 a 8 micras de didmetro y de 1 a 2 de gro -
sor., A diferencia de la mayor pnarte de las células, los -~
eritrocitos de los mamiferos no tienen nficleo. Su estructu
ra elfstica interna a la vez que conserva lua forma discoidal,

'pérmite oue estd célula cambie de forma. Los eritrocitos -
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se destruyen y se renuevan incesantemente, de modo que su-
nlimero permanece constante; se originan en la médula 6sea-

roja, ubicada en el hueco central de algunos huesos.

VLa médula 6sea roja consiste en una red de-
tejidoi_ﬁonéctivo en innumerables vasos sangufneos de pecaue
o diﬁ@étrb de cuyo revestimiento se desarrollan los glébu-
los rojos. Es evidente que la divisibn celular normal dni-
camente és posible en una célula nfcleada, de modo que los-
preéurSdres:dg los eritrocitos en la médula 6sea son todavia
células sin especializacibn, nficleadas, carentes de hemoglo-

bina y sin la adopcifn a la forma discoidal biconcava (8).

Con respecto de 1os grupos sanguineos de las-
células de la sangre se sabe aue los antigenos eritrocitarios
del sistema ABO puede darnos 10 genotipos a partir de 4 feno-

tipos: A, -, A, , B y O.

2

1
El sistema Rh-hr a partir de la combinacién de

18 fenotipos nos dan 36 genotipos. En cambio los 4,500 feno-
tipos del sistema de Antigenos Leucocitarios Humanos nos dan-

cerca de 10,000 genotipos (Cepellini Van Rood 1878).

La enorme cantidad de fenotipos existentes de-
los antfgenos HLA leucocitarios hacen de estas células el més
potente inmunogéno de los antfigenos sanguineos: en orden decrtg
ciente estin considerados las plaquetas, los eritrocitos, los

leucocitos y finalmente las proteinas plasméticas.
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Por 1o que el-empleo de la terapefitica con cdm

ponentes de la sangre correctamente preparados y de transfu51o

nes esmeciales, no solamente brlnda al enfe mo: unfme or‘trata—

miento sino que evita hasta donde es p051ble el nellgro de alo

inmunizacién y/o reaccién transfu510nal permftlendo muchas ve

ces un considerable ahorro de sangre.

Por ejemplo, cuando los pacientes requieren frac

ciones especiales como:

1.~ PIasma Frescd{r

2.- Plasma FrescqiLib na Antihemoff

iica.
3.~ Paquete Giﬁﬁﬁlar Er;proci@gp;o;bé#iéﬁéoci-

tado. 1 : f ! o
4.~ Concentrado Plaﬁuétafid.

5.- Concentrado Leucocitario,

En algunos casos de pacientes multitransfundi~-
dos o mujeres multigestas, la transfusién de gldébulos rojos po
bres de leucocitos elimina por completo el peligro de anticuer
pos contra estos. Se utiliza este producto cuandeo existe el -
peligro de que anticuerpos contra leucocitos administrados pro
duzcan una reaccién transfusional que puede dar como resultado
desde fiebre hasta shock anafildctico.

Los problemas que se presentan después de la -
transfusiones son secundarias e reacciones inmunolfgicas entre
aloanticuerpos transfundidoé en este caso leucocitos y los -

aloanticuerpos del receptor o anticuerpos adquiridos por cau
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sa de transfusiones sangufineas previas. Estas son las lla-

madas reacciones febriles no hemoliticas,

Los anticuerpos del receptor son dirigidos -
centra los anticuerpos del sistema HLA; estos antf{genos se-
presentan en los leucocitos (granulocitos y linfocitos) y en
las plaquetas, as{ como también en todas las células nuclea
das del cuerpo. Una pequefia cantidad de antigeno HLA se -
presenta en el plasma y, posiblemente en los gl6bulos rojos-
circulantes, sin embargo, estos representarian una minima -
cantidad comparada con la de los pacientes que reciben trans
fusiones con los leucocitoes que restan en los paquetes glo-
bulares, es trascendente particularmente para los enfermos -
que reciben transfusiones y en especial para los candidatos-

a transplantes de érganos.

ANTIGENOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD.

En el humano, como en los dem4s mamiferos es-
tudiados hasta la fecha, hay una regién cromosémica que con-
tiene genes importantes fundamentalmente vara las respuestas
inmunitarias. Estos genes incluyen entre otros: los genes -
de histocompatibilidad HLA situados en el cromosoma nfimero 6.
Este cromosoma contiene también los genes para algunos de --
los componentes del sistema del complemento. En los estudios
iniciales (Dausset 1957) los productos de los genes HLA fue-
ron primero definidos por reacciones de anticuerpos con leu-
cocitos y la terminologia debfa significar M, Humanos; L. Leu

cocitos: A, primera regibén definida para los antfigenos de los
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leucocitos humanos,

Hay 5 genes fntima

regién cromosémica que han sido:

genes HLA: HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-D,

Los productos de los geh§s:ﬂLA“¥;_
individuo a otro y son los determinantesfoiﬁﬁfiéﬁjm @;aﬁfe;
los cuales los injertos extrafos son reconécidos } rechazé--
dos. Los antigenos HLA-A y HLA-B han sido localizados sobre
la mayor parte de las células del cuerpo. Estos antigénos -
se encuentran presente sobre rifién, higado y células de la -
piel, entre otros tejidos. En la sangre los antigenos HLA-A
y HLA-B pueden ser identificados sobre los granulocites, lin
focitos y plaquetas. Se encuentran presentes sobre los eri-
trocitos adultos en cantidades residuales solamente y en oca
siones no existen en estas células. Su ausencia sobre los -
eritrocitos podria relacionarse con el hecho de que los anti
genos HLA se pierden constantemente y estén siendo renovados
por las células nficleadas lo que es un proceso imposible pa-
ra los eritrocitos maduros sin nficleo. Sin embargo, los anti
genos HLA se pueden demostrar sobre los reticulocites. Hay-
evidencia de que los antigenos HLA sobre los eritrocitos han
sido demostrados previamente como antigenos Bg (correlaciondn
dose B2 con B, ; BY  con B,y BZ con A 28). Los antfgenos -

b
HLA se hallan también en bajas concentraciones en plasma y

orina,
Los antfgenos HLA tienen movilidad libre en la

membrana celular, cuando son expuestos a anticuerpos marcades



con fluoresceina, se observa que los antigenos se aglutinan
coalecen en casquete en un extremo de la célula-y luego de-
saparecen. Este fenbmeno de la formacién de casquete ha --
constitufdo una 4til herramienta para probar que los produc
tos de diferentes genes HLA se hallan sobre moléculasrpnde-
pendientes por lo que los antfigenos de - los ioéi‘HLA;A?THLA-B
y HLA-C forman casquetes independientes. o o

Los antfgenos HLA son glUCOProtéfnas; ﬁ g

do solubilizadas de la membrana celular por detergente, ghf
zimas proteoliticas y concentraciones eleVadas de cloruro -
de sodio y cloruro de potasio. B : 7
Los antigenos HLA-A y HLA-B soluﬁilizédos por
detergentes estfn compuestos de 2 subunidades: una glucopro
tefna, que contiene las especificidades antigénas y un poli-

péptido. Este polipéptido es una By microglobulina que esta

determinada por un gen ubicado sobre el cromosomd 15. Se ba
obtenido la secuencia parcial de los aminodcidos de la glu-
coprotefina HLA. Se ha sugerido que la molécula de HLA se -~
extiende sobre membrana celular, siendo anclada por una re--
gi6én hidrofébica con la porcidn mayor de la molécula y su -
B; microglobulina insertada extendiéndose fuera de la membra
na celular (14).

LOS ANTIGENOS LEUCOCITARIOS.

Los hematélogos observaron que algunos pacien
tes politransfundidos con sangre total sufrfan reacciones fe

briles intensas despuds de la transfusibn, a pesar de que -



sus pruebas de compatibilidad eran perfectas. Como.no te--

nian evidencias de hemflisis anormal, se penso‘quéﬂla:reaccién

febril era causada por un conflicto de antlcuernos en el Da-
ciente contra los leucocitos de la sangre del donante.\fAl -

mejorar las técnicas de su 1nvest10ac16n 1en espec1al con -

materiales de vidrio, pudo comprobarse la ex1stenc1a de anti
cuerpos citotéxicos detectados -con técnlcas de consumo de -

antiglobulina.

Los pediatras observaron por otro lado, que -
algunas mujeres multiparas tenfan hij.s con bajas cifras de-
granulocitos y pudo demostrarse en es os_casos que las,seﬁo-

ras tenian anticuerpos antileucocitos. que pasaban la placen

ta y que producian la destruccién de .qs ?ranuloc1tos del re

cien nacido (15).

Posteriores estudios.
cuerpos con mejores técnicas, por ‘muc éstigédbres} ile
garon a la conclusién de que se podri n a eptar dos acciones
distintas para el mismo anticuerpo, u a dirigida contra los-

granulocitos y otra dirigida contra ? s linfocitos.

En esta etapa surge la fiebre de los trans--
plantes de érganos y los cirujanos logran dominar las téeni
cas quirdrgicas, pero los enfermos rechazan a su injerto --
(algunas veces el injerto dafiaba al paciente). En estas cé
lulas de érganos transplantados, los anticuerpos cifotéxicos

actuan de modo que producen la destruccién de estas células.

2



Los anticuerpos antileucocitos tienen mucha -
importan;igyden?:grde la medicina en: |

”Effi;?!Transfusiones de "Sangre.

iZ;Q Transfusiones de Plaquetas.

3.~ Transfusiones de Granulocitos.

4.- Transfusiones de Linfocitos.

5.- Transplantes de drganos.

6.~ Transplantes de médula 6sea.

7.- En estudios de antropologia.

8.- En estudios para deteccién de asociaciébn

con enfermedades especificas.

Los anticuerpos antileucocitarios se observan
con mayor frecuencia en las mujeres que han tenido mGltiples
embarazos y también se observa en pacientes que han recibido

transfusiones de sangre repetidas.

Es bien conocido que las reacciones transfu--
sionales febriles son secundarias, en su mayorfa a la presen
cia de anticuerpos antileucocitdé en la sangre del receptor -
estos dan lugar a fiebre al reaccionar con los leucocitos de-

la sangre transfundida.

Por tanto cuando hay reacciones transfusionales
febriles (incluso tan severas que llegan a 1a‘insuficiencia -
respiratoria (16) ), es indispensable seleccionar sangre sin-
leucocitos para el caso de una transfusién en la que sblo se-

desean los glébulos rojos.

Como la inmensa mayoria de las transtusiones =

de sangre que se indican para mejorar el nimero de eritrocitos
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del paciente, en la actualidad se ha considerado mds précti-
co liberar a los eritrocitos de los leucocitos antes de su -
transfusién logrando asi prevenif la sehsibflizacién del pa-
ciente o evitar la reaccién.

En la actualidad la transfusién especifica de
leucocitos es un recurso {itil para algunos pacientes como: -
Anemia Refractaria, Enfermedades Hematol6gicas Malignas, Cén
cer de cualquier tipo, etc. Los leuco¢itos se seleccionan-~-
mediante pruebas de compatibilidad ya sea por HLA o por anti
cuerpos citotfxicos, o se prueba el .suero del paciente contra
los leucocitos del donador para comprobar que no tienen anti-

cuerpos especificos contras estas células.



PRECAUCIONES PARA OBTENCION SAVGUINEA

Cuando la sangre se- extrkﬂa:a los mecan1smos de
coagulacién se ponen en marcha y la’ sangre:se coagula.

La sangre para transfu516n sanguinea debe de -
ser obtenida sin rastros de coagulac16n dado que 51 1os huble
ra el consumo de factores procoagulantes Y las células como,w
las plaquetas, leucocitos y er1troc1tos?se danarian-en su.fu&
cién. | 7

Por lo que los depésitos para recibir la san--
gre para transfusién sangufnea en este caso bolsas de plésti-
co contienen un anticoagulante idénéo para evitar la coagula-
cién y preservarle en éptimas condiciones para un perfodo de-
terminado.

La solucibn anticoagulante mis comunmente emplea
da es el ACD cuya composicién es la siguientef 7

Férmula A para la recoleccién de%SdO-ml. de =-

sangre. | 7

Férmula A:

Acido citrico 800 mg.

' Citrato trisédico 2.2¢g.

Dextrosa 2.54 g.

Agua inyectable c.b.p. 100 ml.

Hay diferentes presentaciones de estas bolsas:
1.- La bolsa simpie que actualmente en los Ban-

cos de Sangre Modernos, no se emplea.



fﬁfbols matr12.~“

.- Las bolsas sencillas, se utilizan-cuando -

‘-se.necesita una unidad de:.sangre fresca --

-VIIT vy paquete globular.

inmediatamente.

Las bolsas dobles, se utilizan cuéndoféér4
necesita alguna fraccidn de sangre (plégma
frasco, concentrado plaquetario,vfaétprjffnr

VIII, etc.) y paquete globular.

Las bolsas triples se utilizan cuando se

necesita concentrado plaquetarlo, factor -

Las bolsas cuéddruples se_utilizan'cuahdo -
se requiere de concentrado plaquetarid,'fag
tor VIII, plasma fresco y paquete globular,

o también si se necesita fracciones de san-

gre completa (200 cc de sangre fresca total,

“etc.).



BOLSAS DE PLASTICO PARA RECOLECCION DE LA SANGRE.

{ )

BOLSA SIMPLE.
i

BOLSA DOBLE.




BOLSA CUADRUPLE.
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La sedimentacién sin centrifugacién se lleva a -

cabo muy lentamente de 2 a 5 horas.

Para recolectar este proceso se emplea é;één-
trifugacién y cuando queremos separar cada una de las fracc1o
nes antes mencionadas se emplea la centtlfugac16n d1ferenc1a1

Hay una relacién estrecha entre 1as revoluc1o—-
nes por minuto y la gravedad lo que se refleja en la férmula -
siguiente: _ , : _i,

G=NX r X 0;"‘00'0;_(')1171;7’ "3;\;'}  o

En donde: o :

G = G?avedad.

N = Revoluciones por minuto (r.p.m.).

r = Radio de la centrifuga donde se -

trabaja (16 cm.)
0.0000118 = Factor de correcci6bn.
Ejemplo:
400 G = Z r.p.m.

N = G
‘ r X 0.0000118

N =~ 400
16 X 0.0000118

N = 1455.6
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SEDIMENTACION DE LA SANGRE.

En la sangre4sed1mentada (1 X G) los compon nte‘

sangumneos se separan de 1a 51gu1ente maneza segu_

sidad : (Tabla No.kl)

1.~ ERITROCITOS

 LEUCOCITOS . .1.075

5.- . LINFOCITOS

4.- PLAQUETAS

TABLA No. 1 VALORES DE DENSIDAD DE LOS DIFERENTES =~ .

ELEMENTOS SANGUINEOS.




SEDIMENTACION DE LA SANGRE

ANTES DE SEDIMENTAR

[=: IR
u
J)

=

DESPUES DE SEDEMENTAR.

9
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MATERIAL Y METGCDOS

Se estudiaron 173 pacientes qgue achierqp §1:Banco-
Central de Sangre del Centro Médico Nacionai"ﬁéijiﬁSé”béfa_
transfusiones como pacientes ambulatorios,.azibégﬁﬁéléS'se-
les hizo bGsgueda de anticuerpos linfocitotéxiéosréntes de -~
la transfusidén del primer paquete globular y 15 6 20 dfas--
después de este. Se revisaron sus expedientes para saber si
tenfan antecedentes transfusionales o no y de acuerdo a es-
tos, se determiné si se transfundia el enfermo Gnicamente -
con paquetes globulares lavados con solucién salina fisiol$
gica o lavada y filtrada libre de microagregados utilizando
filtros (Fenwal 4C 2423), segGn si los antecedentes eran ne

gativos o positivos respectivamente.

Los paquetes de glébulos rojos se.almacenaron de 1-
a 10 dias ; 4°C, posteriormente estos paquetes se fueron la
vando segln se iban utilizando en el Banco Central de San--
gre. Los paquetes antes de ser lavados se mezclaron de 40-
a 50 veces, as{ como se pesaron antes y después de esta ma-
niobra. Inmediatamente después de ser lavados los glébulos
rojos se pasaron a otra bolsa Fenwal de 300 ml conteniendo
25 ml de solucién salina fisiolbgica estéril 0.9% de mane-
ra que la '"nata de leucocitos' no pasara al paquete de eri-

trocitos.

Los paquetes lavados sélo pueden ser transfundidos-
dentro de las cuatro horas después de ser lavados ya que de
.10 contrario estos se van hemolizando debido a la poca resis

tencia de los eritrocitos en la solucién salina 0.9% en la -
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que se encuentran resuspendidos.
Las muestras para contar leucocitos;de:losﬁpaquetes
globulares, se tomaron antes y despﬁéside lavadbs;y/b'lavar

dos y filtrados.



Técnica no. 1

LAVADO DE PAQUETES GLOBULARES

REACTIVO.—ﬂr’

. Soluc16n sallna estérll 0.9%
MATERIAL S '
Bolsas de pléstlco Fenwal (F40P4) de 500 ml. i
7;Bolsas,de pléstlcq Fenwal (E37P7) 4e_300,m1, , 
'1EAUipds de transfusién de plaquetas (unibnesj_f
Agujas estériles. ‘ LT e
Campana de flujo laminar. - -
Centrifugas Sorval RC-3l(HG-4L\Héadj,Vd¢éfg&i§

Pinzas, Tijeras.

Ethuetas (para el grupo, No. de bolsa, Feché‘y -
‘hora de entrega del paquete globular
7Gasas estériles.
MATERIAL BIOLOGICO
Sangre de donadores sanos.
PROCEDIMIENTO |
Obtencién de la sangre. ;
Los donadores aprobados 51iniéaﬁénte;péééﬁféTlﬁfsé

la de sangrado.

En la sala sentados cémodamente los donadores se -
les busca la mejor posicién para la punsibn de la vena - -

mis apropiada.



Una vez extrafda la sangre paso al 4rea de fraccio

namlento .

En estaférea se fracc1on6 la sanyre en:
'lasma fresco rico en plaquetas.,':
‘fZQ{ Concentrado plaquetar1o._,r; :,v T 7
fsifrPlasma fresco y/o Cr10préc1pitados.

4.~ Paquete globular,

Una vez que se ha separado
componentes se almacenan a 4°C de
Los paquetes se ideﬁtificéfbp;qgnjl iif#g
cién y el dfa en que llegan a su”éédﬁéidéd .
LAVADO DE LOS PAQUETES GLOBULARES.
Dentro de una Campana estéril‘m'i u. | a;SOV-
veces lo mejor posible con mov1n1entos‘de béscula 1os Daque-
tes globulares, limpiar perfectamente e .wfit  ,oto con una

torunda impregnada con izodine v cortar con.: tljeras estériles,

Tomar la muestra del paquete,y enseguida conectar el
equipo de unién para después conectarlo al frasco de solucién
salina estéril al 0.9% y llenar la bolsa que contiene el pa--
quete.

Sellar el tubo plloto, separar la bolsa del frasco de
la solucién salina y colocar la bolsa en posicién invertida.

Centrifugar a 3,500frfp‘m.ydurante 10 minutos en la -

centrifuga refrigerada a 4°C. -
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Mientras tanto en otra bolsa de 300.m1,¢olocar
aproximadaménfé ZSVhl"de SOIﬁcién.salina estéril él 0'9% asf-
como la ethueta con el grupo, nGmero de la bolsa orlglnal fe

cha y hora en que ‘se lavo.

mis posible, que pase la '"nata de 1eucoc1tos“iffi
A la bolsa se le:saco el alre se~dé§¢5ﬁét£b de
la otra bolsa y se sello, se peso Yy entrego a 1a enfermera pa
ra traanundlrlo. ' _ : »
La muestra Para determlnar los 1eucoc1tos're—-

manetes, tomarla antes de ser transfundldo elmpaquete 41 enfer

mo. ER, ?;,,T‘, o




Técnica No. 2

'CUENTA 'DE LEUCOCITOS

REACTIVOS

Solucifn de 4cido acéticoialxq%zf -
MATERIAL | e

Tubos de ensaye de 13 X 75.

Gradillas. |

Pipetas volumétricas de 2 ml.

Pipetas serol6gicas de 0.1 ml.

Pipetas Pasteur.

Cémaras de Neubauer.

Cémara Hlmeda.

Papel parafilm,.

Bulbos de pléstico.

Microscopio éptico.

Contador automitico.
MATERIAL BIOLOGICO

Sangre humana antes de ser lavada (paquete globular).

Sangre humana después de ser lavada (paquete globular).
PROCEDIMIENTO

10 tubos de 13 X 75 mm etiquetar con el nGmero de la-
bolsa del paquete globular.

En una libreta aparte anotar el nfimero de la bolsa, su
peso antes y después de lavarse, la fecha de extraccibn y el -
nombre del paciente al que se le va ha transfundir el paquete-

globular lavado, por Gltimo se apunta el resultado de las cuen



tas de leucocitos en las muestras tomadas antes y después de
lavados los paquetes globulares.

ACONDICIONAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

La muestra para 13 cuenta de 1eucoc1tos, mez-

clarla de 15 a 18 veces suavemente y;

con una pipeta serolbgica de 0 l ml 1ntroduc1r a un tubo con
2 ml 'de 4cide acético alES%,,QeJarmflu;p len;amente para que-

conforme vaya fluyendo no se\quede*hadé en las paredes'de la-

pipeta, al final se sopla sdavemenﬁejaﬂiﬁjﬁibeta pafé(due ba-

je totalmente la muestra.

Tapar el tﬁb65bd

perfectamente.

Estas mue‘

con papel espec1a1 para mlcroscoplo

Contar tos cuadros'méS‘g

la, ubicados en-sus extremos de la-

ra No. 1.

DONDE:

”m‘:

1 mm X 1 mm” —vlvmm_

e
H

1 mn?x 0.1 mm = 0.1 mm3vi; 



4 3mm

s

A

¥ g
i LT
'
[ kl

Cubreo bJ’ eto

. Protundidad  de Co’hd?fa~ = Odmm

FIGURA No. 1°. CAMARA DE NEUBAUER

_ PARA LA CUENTA DE GLOBULOS.BLANCOS:SE
EMPLEAN LOS CUADRO A, B, C Y D. -
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Técnica No. 3

TECNICA ‘DE_LINFOCITOTOXICIDAD =

s . ‘————  ——

Prueba de linfocitotoxicidad.

Cuando los linfocitos se incuban con una mezcla de -
suero conteniendo anticuerpos linfocitotéxicos, complemento-
y colorante como la eosina, y contienen el antigeno correspon
diente al anticuerpo la reaccién Ag-ac se lleva a cabo, el -
complemento se fija y la membrana de la célula se dafia por lo
que el colorante entra a la célula y la tifie de color guinda.
El porcentaje de las células tefiidas (muertas) es proporcio--

nal a la intensidad de la reaccién Ag-ac.

Debe recordarse que los linfocitos empleados deben de
ser del grupo "O' ya que los anticuerpos anti AB reaccionan -

con los linfocitos.

REACTIVOS:

Agua libre de hierro.

Eosina al 5% acuosa.

Solucibén de Formol ajustada a pH 7.0 con solucibn de fosfato-
disédico monobldsico (NapHPO4) 0.15 M (2.13 g c¢.b.p.100 m1 ) ¥y
cuya concentracifn final debe ser de 35% en el formol.
‘Solucidén de Ficoll-Hypaque.

Se toma solucién de Hypaque al 50%: 6.56 ml + 3.44 ml de --
Agua libre de hierro, y se agrega solucibn de Ficoll al 8%: 8%
1.92 « 24 ml de agua libre de hierro y se mezclan las dos S0~

luciones agitando suavemente,
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Solucibén de Hnaks a IX (se nesa 1.1 g de Hanks Medio

199 y se agrega agua libre de: .b.p. 10 ml ajustar el

pH 7.0 con bicarbonato de sod

MATERIAL

Perlas de vidrio.

Jeringa Hamilton de 1 lambda.

Jeringa Hamilton de 5 lambdas.

Tubos de ensaye de 13 X 100.

Pipetas graduadas de 10 ml.

Pipetas graduadas de 2 ml,

Pipetas Pasteur. 5 -

Placas de Falcon 3034 Drepérad?§ ¢on[7,$;miL de aééi§§ minE
Laminillas de vidrio de 5 X 7.5-¢m;»;;v~-"

Microscopio invertido.

MATERIAL BIOQOLOGICO.

3 ml. de mezcla de sueros del grupo AB.

Suero buffer (1.2 ml de sueroc del grupo AB mis 0.3 de Hanks 4X)..
Complemento de conejo (a un frasco de complemento liofilizado-

comercial, se le agrega 1.2 ml de agua libre de hierro).

1 ml de suero problema.
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Obtencién de linfocitos peor: gradlente de densidad.

Mucstras de sangre. desfxbrlnada de l;; iiT’t ﬁi1n0n Rh .
PROCEDIMIENTO. er

1.- En matr1c65~de erlas de vi--

drio tomar una muestra de S QﬁfRﬁ;’dé-ca-
cada uno. de 10 donadores sanos. . 7

f,2;; Hezclar con. mov1m1entos rotat1vos suaves para des
flbrlnar durante 7 a 10 minutos hasta aparlclén de f1br1na -

atrapada por las perlas de V1dr1o.-

33 De la soluc16n de Flcoll Hypaquercolocar 2.0 ml -
en cada uno de los 10 tubos de 13 X 100%— e o o

mente. g;3;Q~m"‘

gar 2 ml_de sangre desf1br1nada mezclar por 1nver516n'5,ve—-
ces y Ia soluc16n pasarla a la serie de tubos con FlCOll Hypa

que estratlflcéndola por las paredes del tubo con mucho cu1——

dado,,Eff;,,,, ' : | :

V 6.? Centrifugar de 30 a 40 minutos a 18?C'a 1350 rpﬁ~
retirar:de 12 centrffuga con mucho cuidado y observar las ca-
pas para distinguir l1a de los linfocitos, que corréspén@éra 1a
capa delgada de color blanco, colocada en 1la interfase de la-
capa transparente y la capa de color amarillo.

7.- Con pipeta Pasteur extracr los linfocitbs.deAcadaﬁ
tubo y pasarlos a otra seric de tubos rotulados; agregar. 4 ml
de Hanks a IX a cada uno de los tubos, para lavar losrliﬁfo;if
tos, decantar el sobrenadante y los tubos secarlos sobre papel

absorbente.
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€.- A cada tubo que contiene los linfocitos agregar-

una gota de suero buferiado.

9.- En las placas de Falcon pr adas con aceite mi
neral, colocar k

1 LT de 11nfoc1tos suspendldos en. el suero buferlado

en cada uno de los 60 pozos., ‘ v
En la. hllera A colocar solamenteilzul infééitcs
y l_ul de soluc16n de Hank: ‘ L
_En la hilera B colocar l ﬁ}[ée5f
'de'sﬁero'téstigo positijo;;
En la hilera C colocar 1 uiid'
de Suero testigo negAtiﬁb. |
En la hilera D colocar L'u;;d€>
de sﬁero problemé sin diidir.?jw
En 1a ‘hilera E colocar 1 ul . de: iid§OCit

de suero problema diluido 172

Ver Figura No. 2

Dejar reposar 30 minutos y aﬁa@it;sj1ambdé$ydeﬂ;om7—,
plemento a cada pozo, dejar incubar durante»BO'minutos,athm
peratura de 22°C aproximadamente. Posteriormente_adidiﬁhar:f

2 lambdas de Eosina. Dejar reposar 10 minutos.

Para fijar las células agregar 3 lambdas de formol
Cubrir la placa de Falcon con una laminilla de v1drlo
procurando no hacer burbujas para evitar dificultad durante -

la lectura.

Dejar reposar de 5 a 24 horas a la temperatura ambien

te.
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Se lee-en microscopio invertido.
Las células tefiidas son células muertas (se tifle de-

color guinda).

El grado de p051t1v1dad depend16 de( r 6é1g~
las muertas, y cuyos resultados se: ) ; una

a cuatvTo cruces).

Figura No. 2.- Esquema de la ubicacién de las reacciones en -

placa de Falcon.

A B C D E E

1 0 0 0 0 0 0

‘2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 o
4 0o 0.0 o0
5 0 o 0 LINFOCITCS
6 0 : 0 0
7 ‘“Of; 00
8 6 0 0 -0 0 0

p

9 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0

i Fila A Linfocitos solos con Hanks.
Fila B Linfocitos con suero testigo negativo.
Fila C Linfocitos con suero testigo positivo.
Fila D Linfocitos con suero problema puro sin diluir.
Fila E Linfocitos con suerc problema diluido 1/2.
Fila F Linfocitos con otro suero problema sin diluir.



ESTUDIOS 'EFECTUANOS

1.1 IN VITRO o

Se. h1c1eron cuentas de leucoc1tos ‘en los paquetes glo
bulares conservados a 4 C, por 1 a 10 dias. Lab cuentas se hi
cieron por duplicado, se- contaron 1eucoc1tos antes y después-
de lavados y filtrados. En grupos de 11 a 12 paquetes conser

vados desde el ‘dfa 1°+ a el dfa 10 y'ée hizo el promedio y la

desviacién estandar de cada grupo correspondiente a cada dfa.

1.2 IN VIVO.

Se estudlaron 173 pac1entes a los cuales se s pfac-

ticaron transfu51ones de uno o varlos paquetes globulares la-

vados o lavados y flltrados segﬁn antecedentes transfu51ona1es.

Una muestra de 1eucoc1tos se’ tomo inmediatamente antes

de lavar el paquete y otra antes de 1la transfu516n al paciente.

Se; selecc10n6 a los. pac1entes en 2 grupos:
1.- El1 que tenia antecedentes transfu51onales y reac-
ciones transfusionales, Yy '

2.- Los que no tenian.

Para aquellos .con antecedentes se agrego u

Fenwal 4C2423 ademds del lavado del paqu asegurar una

mayor desleucocitacidn.

En estf forma resultafdﬁf@;g?ppp :
1.~ De 93 pacientes que se transfundieron con paquetes

tim

globulares lavados.



2.~ Otro de 80 pacientes con paquetes lavados y fil-
trados con filtros Fenwal 4C2423, | v 7

En todos los pacientes se hizotuna‘invéétigacién de --
anticuerpos linfocitotéxicos previa:a,lé transfusién delkpaque
te de eritrocitos; se transfundiefon cotidianamente de uhq a -
tres paquetes globulares distribuidos enlperiodos de.ls a-ZOA—
dias; y entre 15 y 20 dfas después de la apiicacién del primer
paquete globular se hizo una nueva invéstigaciénrde‘anfichr-—
pos linfocitotéxicos.

Los pacientes fuerdhatté§5£undidqs éljazar'con paﬁue--

tes globulares c0nservadosféc4?é*por’ﬁnpra diez dias.



D. DE A. NO., DE P PRGEDIO DL LEUCCCITOS — P.CUDE™  DRSVIACTON ESTANDAR

ANTES X 109 DESPULS XI0B  L.R. T ANILS DESPUES
1 12 0.4062015  0.683789 17.94 5964711 750288
2 12 0.3594969  0.541615 15.15 3039235 824040
3 12 0.3480663  0.440929 13.01 4343803 526665
4 12 0.3224545  0.433561 14,0bf 2059506 230757
5 12 "16;4425173".0.504049 ©12.11 4557265 882301
6 12 0.4199089  0.368874 fféifé’*’iQSOglsl‘ - 676822
7 o » 0.3311681 0.326511 8.84 2729964 467175
8 11 0.3774390 0.161424 4,33 4629320 366198
9 12 0.3689892  0.303769 8.43 244324 468636

10 11 0.3917196  0.468576 13,02 2320224 422496

CUADRO No. 1 NGmero de’leucocitos residuales de cadé:grupo de
paquetes globulares lavados. -

D. DE A, = DIAS DE ALMACENAMIENTO.

No. De P. = NUMERO DE PAQUETES 7

P.C. DE L.R. = PORCIENTO DE LEUCOCITOS RESIDUALES.
Seglin lps-dias de almacenamiénto: | '

En el cuadro no. 1 se ven laS'cifraé'aBédlutas-
promedio de leucotitbs obtenidas de los paquetes globulares --
conservados por 1 a 10 dfas y posteriormente lavados;’es clara
su tendencia a disminuir en razén de los dias de al@acenamiento

a partir del 6o. dié, alcanzando la cifra mfinima el dia 8.

En la grifica No. 1 estos datos se registran -
en por ciento de leucocitos residuales segln los dias de alma-

cenamiento.
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D. DE A. NO.DE P PROMEDIC DE LEUCOCITOS P.C. DE DISVIACION ESTANDAR

. ESPUES X 108 L.R. ANTES  DESPUES
1 12 0.5019214  0.3768192 7.52 1098433 92586
2 12 0.4194870  0.2406553 5.85 2049188 122411
3 12 0.3481413  0,206558 5.93- 1341790 147585
4 10 0.4094727  0,237087 5.79 780100 98839
5 1z 0.3639668  0.133575 5.67 1521179 90976
6 12 0.3430638  0,111833 3.26 858548 38489
7 10 0.3627717  0.129146 3.56 758064 ' 51143'
8 12 0.3636378  0.65091 1.79 877714 48323
9 10 0.4337222  0.074166 1.71 119663 76444

10 10 0.3674283  0.224131 6.10 564631 120009

CUADRO No. 2 Nfmero de leucocitos residuales de cada grupo de paquetes-
g@obulares lavados y filtrados seg(n los dfas de almacena-
miento. .

D. DE A. = DIAS DE ALMACENAMIENTO.

No. DE P. = NUMERO DE PAQUETES.

P.C. DE R.L.= PORCIENTO DE LEUCOCITOS RESIDUALES. "_

En el cuadro no. 2 se ven las cifras absolutas-.
promedio de leucocitos y su desviacibn estandar obtenidas de -
los paauetes globulares después de lavados y filtrados, conser
vados de 1 a 10 dfas: en este caso es clara su tendencia a - -
disminuir a partir d01.50. dfa de almacenamiento alcanzando la-
cifra minima el dfa 9.

En la gréifica No. 2 estos datos sec registran en

porciento de leucocitos residuales segfin los dfas de almacena---

miento.
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NCTTPACTENTES —ANTECLDENTES
TRANSFUSIONALES
POSITIVOS
93 93
80 0

+ INCLUYE DOS PACIENTES DE SEXO FEMENINO MULTIGESTAS.

CUAWRO No. 3: Anticuerpos linfocitotéxicos detectados en los --
pacientes antes de la primera transfusibn del pa-

quete globular.

Se agrupan. segfin: Con o sin antecedentes transfu-

sionales.

nen anticuerpos linfocitot

Como se aclara en el cuadro, dos de 1

sin antecedentes transfusionales’ con ant1cuerpos 11nfoc1tot621-~
cos, son mujeres multiparas. De” los cuatro restantes dos co--
rresponden a Hipoplasfa de Médula Osea, uno aerelqmakMﬁltlple y

otro a Cirrosis Hep4tica.



-En el cuadro no.;,f

sultado 1nmedlato de la transfu516n de’
re1a61onéndolotc0n la nresenCLa de a

cos y el empleo de filtros durante’ la transmu516n.

NO.PACIENTES.  ANTICUERPOS REACCION

“LINFOCITOTOXICOS  CON "RANSFUSIONAL

5050 0
s 0 50 0
93 S 0 93 .. ”;b_;gugjﬁ,V;f;f1.~ fo‘”

CUADRO No.-'4:.Nlmero-de reacciones transfusionales observables -
" después de transfundir paquetes desleucocitados, -
relacionadas con la presencia de anticuerpos llnfo

c1tot6x1cos y el empleo de letro

Como puede verse en 30 casos con antituerpbsrlin-
focitotdxicos (se agrego el caSb‘no. 32, que en la segunda‘deteg
minacién resulté con anticuerpds linfocitotéxicos positivos), hu
bo dos reacciones fransquionales dehtro del grupo de aqdellos—
que ademis de lavado de paquetes transfundldos uno. tenia 9 dias -
del almacenamlento y otro un dla, con c1fras absolutas de leuco-

LR

c1to; de 553 612 000 y 431 892 000 respectlvamente.:_



DIAGNOSTICO ,NO' PACIENTES ..~ PACIENTES POSITIVOS

Mo, %
CANCER UTERINO 36 e 2 5.55
INSUFICIENCIA RENAL G :
CRONICA - * 200 3
ENF.HEMATOLOGICA MALIGNA 40 =~ = S
CANCER DE MAMA ';35f7;' R '1v
ANEMTA REFRACTARIA LT 10
CANCER PROSTATA '1~ “¥iif'?"‘ R
HbINURIA PAROXISTICA = .
NOCTURNA 4. 30
CIRROSIS HEPATICA B TR e T
ANEMIA BENIGNA 2 L

ANEMIA HEMATOLOGICA
MALIGNA 2

CUADRO No. S: Frecuencia de linfocitotéxicidad segfin diégnéstico.

* EN UN CASO SE DETECTO EN LA SEGUNDA DETERMINACION.

En el cuadro no. 5 se analiza la frecuencia de -
anticuerpos linfocitotéxicos segln el diagndstico de los pacien
tes transfundidos. Destacan las causas en que el nGmero de en-
fermos fué superior a 10 (Céncer Cervicouterino, Insuficiencia-
Renal Crénica, Enfermedades Hematoldgicas Malignas, Clncer de =
Mama y Anemia Refractaria porque de 17 enfermos 9 tuvieron anti
cuerpos linfocitot6xicos en la primera determinacién en unﬁ.de-
ellos se demostraron despuds de la transfusién de 4 paquetes =--
globulares, hay que distinguir que este enfermo tenia antecedég

tes previos de por lo menos 4 transfusiones.



Es dificil valorar los grupos de eqfermos con menos
de 5 casos, sin embargo, s{ se agrupan los pacientes de Anemia
Refractaria, Hemoglobinuria Parox{stica Nocturna y Enfermeda--
des Hematecldgicas Malignas (61 Pacientes), mis del 30% tienen-

anticuerpos linfocitotéxicos.



En el cuadro no. 6 se fehiﬂtraﬁ'lns'résulféddé -

de 1la 1nvest1gac16n de/antxcucrpos 11nf0c1totéx1c05 antes de

la ap11c3c16n y después de esta

?tdo paquctes globulares lava

dos y filtrados; comprenden 30 enfermos de los cuales sejet-'

el titulo aumentd dcjf';
las del panel fué de 2 de

que originalmente no mos

totbéxicos después de 1

11nfoc1tot6x1cos p051

no hubo estimulo: en tanto e: titulo preV1o se abatlo como tam--

bién se negativizo: 5610', ;unOt(ZéR{V;)*, el tltulo no varfo.

En el caso de- T G S vla'c1fra absoluta de leucocitos
transfundidos fué de 102 690: 000 y en A, F R. 742 864 000. Es -
decir que el nfimero de leucocitos transfundidos que estimulo al
paciente fué inferior a la cifra ﬁedié menes .una desviacién es-
tandar, segln se anota, para las cifras correspondientes en el-
cuadro no. 2.

En vista de estos filtimos resultados, se separaron --
los datos de los pacientes anotados en el cuadro no. 6, en dos
cuadros. : :

Uno conteniéndo los datos de‘los;que:noufgéqu'é;ti-
mulados por la transfusién ya que desaparecid eljantiéuerpo --
linfocitotéxico (cuadro no. 7); y otro en el que se consideré-
también que no hubo estfimulo porque el titulo del anticuerpo -

descendid notablemente (cuadro no. 8).
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En ambos casos se anotan las c1 T »Co'utééfde los'
leucocitos transfundidos y las c1fras pronedlo corréspond1entes
a los dias de almacenamiento de 10$.paqu§tes transfundldos para
hacer la comparacibn correspondientefes deCir: en el-cuadro no.
7 de ocho pacientes en los que hubo desaparicién de anticuerpos’
linfocitotéxicos, en siete la cifra absblutavde leucocitos trans
fundidos fué también muy superior a la @edia:mésruna deéyiaci6n~

estandar,

Otra observacién relevante del cuadro no.}
datos de los pacientes S.R.A. y L.A.C. que ‘tuvieron reacc16n -
transfusional con la primera trans“u516n, Yy a pesar de esto se-
abatio el t{tulo de antlcuerpos 11nfoc1tot6x1cos en S, A F. de -
1/128 a 1/4 y la reactividad contra células del panel de'8 a 10
a 3 de 10 y en L A C. de 1/4096 a 1/512 y 1la react1v1dad contra
células del panel de 6 de 10 a 2 de 10.

G

*Siglas del nombre del Paciente.



CUADRO No. 6

VARIACION DEL TITULO DE LOS ANTICUERPOS LINFOCITOTOXICOS
ANTES Y DESPUES DE LA TRANSFUSION, DE LOS PAQUETES GLOBU-
LARES LAVADOS Y FILTRADOS.

PACIENTE REACTIVIDAD Y TITULO CONTRA CELULAS DEL PANEL

ANTES DE LA TRANSFUSION DESPUES DE LA TRANSFUSION.
REACTIVIDAD TITULO REACTIVIDAD TITULO
L.J.B. 2 DE 10 Sp NO REGRESO
A.R.J. 2 DE 10 1/2 NO REGRESO
V.A.G. 2 DE 10 /4 NO REGRESO ..
H.R.G. - 2 DE 10 <1477 - NO ‘REGRESO
T.G.S. 2DE10 - 1/& 3 DELO0._ . 1/16
A.F.R. C NEGATIVO . J2ZDE10 1/2
Z.R.V. 1LDE10 . 1/2. - 1 DE 10 1/2.
O.N.T. 2'DE 10 NEGATIVO
T.M.H. -3 DE 10 NEGATIVO
B.G.E. 2 DE 10 NEGATIVO
M.T .M. 3 DE 10 1/ NEGATIVO
M.B.L. 4 DE 10 -1/ NEGATIVO
P.B. _ 2 DE 10. .. Sp: NEGATIVO
R.P.M.J. 2 DE 10 1/ NEGATIVO
ALALT 2 DE 10 N § NEGATIVO
S.S.T. 4 DE 10 S 1/16 2 DE 10 1/2
S.T.M.L. 2 DE 10 1/2048 2 DE 10 1/512
G.G.E 2 DE 10 1/128 4 DE 10 1/16
M.0.A. 4 DE 10 1/256 3 DE 10 1/64
S.R.A. 8 DE 10 1/128 3 DE 10 1/8
L.A.C. 6 DE 10 1/4096 2 DE 10 1/512
R.R.HM. 2 DE 10 1/128 3 DE 10 1/32
G.S.E. 2 DE 10 1/2048 2 DE .10 1/256
B.M.L. 2 DE 10 1/256 1 DE 10 Spr
C.Z.A. 3 DE 10 1/16 2 DE 10 1/2
0.S5.V. 2 DE 10 1/16 2 DE 10 1/4
H.C.R. 2 DE 10 1/16 2 DE 10 1/2
C.D.G. 2 DE 10 1/64 2 DE 10 1/4
G.P.M.A. 4 DE 10 1/4 3 DE 10 1/2
G-M.P. 4 DE 10 1/4 2 DE 10 Sp




33

CUADRO No. 7
PACIENTES EN OUIENES EL ESTIMULO FUE NULO DESAPARICION DEL

ANTICUERPO LINFOCITOTOXICO‘V

PACIENTE "C;A,jbé”fvif“;"
LEUCOCITOS ~ DE LO ”fobﬁéﬁiACiON
TRANSFUNDIDOS P . RRESPONDIENTE ~~ ESTANDAR
x 10° ALOS Du DE A.
' iX;1O9" |
0.N.T. 0.085065 ©0.1118333 38489
T.M.H. 0.13002 10 -~ 0.303193 120090
 B.G.E. 0.406350 5 0.199121 90976
M.T.M. 0.270195 8 - 0.061023 48323
ol.B. L. 0.25032 g 0.061023 48323
P.B. 0.518175 10 0.303193 90976
R.P.M.J. 0.8946 1  0.368192 92586
A.A.T. 0.3528 .2 .0.206537 122411
D. DE. A. DIAS DE ALMACENAMIENTO
P.G. PAQUETES GLOBULARES
C.A. CIFRA ABSOLUTA
C.P. CIFRA PROMEDIO
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C.A. DE D. DE A.

PACIENTES LEUCOCITOS
LEUCOCITOS DE LOS C.P. DESVIACION
TRANSFUNDIDOS P.G. CORRESPONDIETE ESTANDAR
x 10° A 10S D. DE A.
x 108
S.S5.T. 0.372963 4 0.23708 98839
S.T.M.L. 0.2688 3 0.206447 147585
G.G.E. 0.03528 8 0.065091 48323
M.O.A. 0.39585 10 0.22413 120009
S.R.A. 0.553612 S 0.07460 76444
L.A.C. 0.431892 1 0.3774 95586
R.R.M. 0.294234 3 0.206441 147585
G.S.E. 0.111047 6 0.111833 38489
B.M.L. 0.028190 7 0.12946 51143
C.Z.A. 0.095130 9 0.07469 76444
0.S.V. 0.463046 1 0.3774 92586
H.C.R. 0.46610 8 0.065091 48323
C.D.G. 0.1944 3 0.206447 147585
G.P.M.A. 0.57453 3 0.206447 147585
G.M.P. 0.65600 3 0.206447 147585
Cuzdro No. 8 Casos en los que hubo descenso notable en el titulo de
anticverpos linfocitotéxicos.
P.G. a PAQUETES GLOBULARES
D. DE A, = DIAS DE AILMACENAMIENTO.
C.A. = CIFRAS ABSOLUTAS.

C.pP.

CIFRAS PROMEDIO .-
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DISCUSION

Es bien conocido que en las reacciones:transfu®

sionales por anticuerpos antileﬁéq:itosﬁé¥istéu“ﬁféndgsiﬁaria-
bles que se traducen desde un leQe\Auméﬁiblﬁéﬁfémﬁegéfﬁra cor-
noral hasta la Insuficiencia.Respiratdfia}Séﬁeta que puede lle
var a la muerte. ‘ “ G 7

En.1a literatura sé'réportan‘variqs procedimien
tos wara desleucocitar la sangre embléadaVCOmorpaqhetes ﬁlobu-
lares y evitar sensibilizaciGn contra-leucocitos yv/o reacciones
postransfusionales. .

LoS datos de este trabajo nds pérmiten ver una-
gran disparidad de resultados desde los que reportan que con -
la simple sedimentacién de la bolsa invertida se protege de --
reac¢iones transfusionales al 95% de los casos hasta aquellas-
aue dicen que la sangre tetirada de la "nata de leucocites'" y-
lavada s6lo protegen el 68% de los casos. ' . :

Recientemente se han reportado nuevas metodolo- . .
gfas para desleucocitar la sangre, de esta destacan 2: '

1.- En la que se retiran un gran nfimero de leu-
cocitos (16), emplea sangre que haysido almacenada por una se-
mana o mis y después se pasa el pacuete globular através de un
filtro disefiado especialmente para impedir el paso de microagre

gados; con esta técnica se ha retirado cerca del 90% de los leu

cocitos.
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2.~ En la que se -utilizan filtros de fibra de algo-
d6n para filtrar la sangre (Erypuf e Imugard M.R.)'y que son-
capaces de retirar mis del 98% de los leucocitos.

Con estos dos filtimos métodos se ha determinado que
la cifra minima de leucocitos que resta en los paquetes y que
es incapaz de estimular al paciente para la formacién de-anti
cuerpos es de 0.5 X 109.

De manera que para estos autofes‘la cifra de 0.5 X
109 serfa el umbral 1fmite para eVitarrfeac;iones transfusio-
nales y estfmulo para la_fbrmacién de.ahticuerpos linfocitot$
xicos cuando se'traﬁfunde un paquete gloBulér deépfovisto—de -
leucocitos. : V

En el presente trabajo ;e,énsayaton 2 procedimientos
para abatir el contenido de Iéucécitos; ﬁno_medianté el lavado
y eliminacién de la capa'de Ieucocitogiyrotrb édicionando en -
el momento de la aplicacibn, un filﬁro para ié retencién de --
agregados (Fenwal 4C2423) en ambos procedimientos se evalub el
promedio de leucocitos residuales en un minimo 'de 10 paquetes -
lavados y se obtuvo una cifra absoluta inferior a 0.5 X 109 en-
los conservados por 3 y hasta 9 dfas; 1la cifra minima fesidual-
se observo al octavo dfa de almacenamiento (0.3 X 109). En.los
paquetes lavados y filtrados desde el primer dia de-almacena--
miento la cifra fué inferior a 0.1 X 10°. Por lo tanto estos -
procedimientos son (itiles para eliminar una cantidad razonable-
de leucocitos particularmente cuando se utiliza el lavado y el-
filtrado de los paquetes ( ©<£0.05). Esto nos permite sugerir-
que desde el punto de vista de la transfusibn es recomendable -

emplear paquetes lavados y filtrados que tengan de 7 a 9 dfas -
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CUADRO NO. 9

~ REACTIVIDAD ‘CONTRA CELULAS DEL PANEL.

TITULO /10 4/10 5/10 6/10 7/10 8/10 9/10 10/10
Sp - - - - - -
1:2 - - - - - -
1:4 - - - - : -
1:8 - - : - = Z
1:16 - 3 1-- : ~ CHEEATDATE L
1:32 - - - DL TR T
1:64 ST S DR TRt I .
1:128 S i I e R Lol
1:256 - 1 -1 - - S e
1:512 T S S S
1:2048 - 2 - ST - S N -
1:4096 T = (R

CUADRD No. 9 Caracteristicas de reactividad (Titulo y Reaccifén contra
células del panel) de los anticuerpos linfocitotbxicos -
encontrados en 29 pacientes que los presentaban antes de
la primera transfusién.



de almacenamiento.
En los 29 pacientes que tienen anticuérpOé-linfoci-

totbxicos antes de la primera transfu516n se observaron dos --

reacciones a pesar de que fueron transfundldos conq vaq
vados y filtrados.

Al buscar una explicacién a esto,
tos de las caracterf{sticas de reactividad de los ant1cueroos ~-
linfocitotéxicos encontrados en estos pac1entes,con los:regultg
dos que se anotan en el cuadro no. 9, en el cuél se observa el-
t{tulo y la reactividad contra 10 muestras de leucocitos del pa
nel, en el se observa que dos de los pacientes que tuvieron reac
ciones transfusionales, uno tuvo un titulo de 1/128 y reaccioné-
con 8 de las 10 muestras de leucocitos del panel, v el otro tu-
vo un tftulo de 1/4096 y reaccionb con y de 10 muestras del pa-
nel, es decir que posiblemente debido a esta actividad que se --
presenta contra las células de panel, los pacientes presentaron-
reacciones debido a que la mayorfa de los donadores los sensibi-
lizan con sus leucocitos y por lo tanto se presentd la reaccibn-

postranfusional,
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Por otro lado, como se-anoté en el Cuadro No. §
los pacientes que probablemente tienen 1la mayor'ffecuencia
de anticuerpos linfocitotéxicos, padécieron también Anemia
Refractaria como los 2 pacientes sin antecedentes tfansfu—
sionales que tuvieron también anticuerpos linfocitotbxicos,
2 de ellos padecian también de Anemia Refractaria.

A mayor abundamiento el cago A.F.R. del Cuadro -
No. 6 que en la primera determinacién ﬁo‘tuvo anﬁicuerpos-
linfocitotéxicos fué el fGnico que'loSAhresento después de-
la primera transfpsién en este estudio'y que también pade-
cfa Anemia Refractaria.

Se debe mencionar que las varias técnicas para -
desleucocitacién tienen como caracteristica importante que
un alto cosﬁo su diffcil accesibilidad como la de los eri-
trocitos congelados y la de-separacién por centrifugacién?
discontinua. 7 -

Las técnicas empleadas‘en-este trabajé son técni
cas accesibles en tanto se hicieron con el equipo rutinario
del Banco Central de Sangre dél Centro Médicdo Nacional del-
IMSS.

La observacién del comportamiento de 3 pacientes-
con diagnéstico de Anemia Refractaria 2 de ellos presentan-
do reacciones transfusionales a pesar del uso de paquetes -
desleucocitados v filtrados y el otro una respuesta inmune-
secundaria obligada a ser las siguientes consideraciones:

1.- Los pacientes con antecedentes transfusionales

y de multiparidad tienen una gran posibilidad de haber produ-
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T

cido anticuerpbs~anti1eucocitarios,(24,75f'“'”  réépeEtivg~“

,Logvvarios grupos quelhahiirabéjadq7en5és£é3¥' 
coinciden en dﬁé‘es indispensable retirar la mayor cantidad
de leucocitos para evitar reacciones transfusionales o esti
mulo a la formacién de anticuerpos leucocitarios.

3.- La observacién de que ios pacientes con anti-
Cuerpos linfocitotéxicqs a alto tftulo 1/128 o mayores con-
comitantes con un anticuerpo especffico contra antfgenos de
alta frecuencia, obliga a considerar la investigacién de es
tos anticuerpos antes de la transfusién del paquete lavado-
y filtrado (para agregados) en particular en enfermos con -
hematopatf{as malignas como la Anemia Refractaria.

4.- Es factible que con la técnica de separacién-
de leucocitos en paquetes almacenados durante 7 a 9 'dias la
vades y pasados por filtro de algoddn, los pacientes con -
anticuerpos a alta frecuencia puédan.ser transfundidos para
evitar sensibilizacién y/o reaccién postranfusional.

De no contrar con estos filtros, es indispensable
seleccionar los paquetes a transfundir con pruebas cruzadas

contra los leucocitos de donadores.




60

CONCLUSIONES

La eliminacién 6ptima de leucocitos se alcanz6 en”sangre a1—

lavados y f£iltr ados no reestlmulan a los pacmentes que._f"'

nen anticuerpos linfocitotéxicos prev1os a 1a transfu516n,

sin embargo, la cantidad de leucocitos que: puede dar a reac—-

ciones o estimulo esta entre 0.1 y 0.75 X 109 y los pac;entes
con anticuerpos linfocitotéxicos a titulos de 1/128,0 mayores
deben transfundirse con paquetes desprovxstos de 1eucoc1tos -
que contengan el menor nlmero posible de células remanentes -
para evitar reacciones postranfusionales severas.

Se encontr6 que el 20% de pacientes con antecedentes transfu-
sionales presentaron anticuerpos linfocitotéxicos en contfaste

con el 6% que no tuvieron antecedentes transfusionales. =

Por otro lado, observamos que en los enfermos con Anemias Re--

fractarias hubo mayor incidencia de anticuerpos linfocitotbxi-

COos.,

Se recomienda: La investigacién de anticuerpos linfocitotéxi--
cos en pacientes con Anemia Refractaria previa a la transfusién.
También se recomienda utilizar paquetes globulares 1lavados -

y filtrados almacenados por 7 a 9 dfas debido a que-

proporcionan un menor n@mero de leucocitos.
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