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FIBRONECTINA EN PRODUCTOS SANGUINEOS

RESUMEN

Objstivo: Determinar la concentracién de fibronactina (FBN) en diferentes unidades
sanguineas disponibles en el bance de sangre dat Instituto Nacional de Pediatria.
Metodofogia: Se determiné la concentracitn de fibronectina en 14 unidades de sangre
fresca, 14 unidades de plasma congeladoy 15 unidades de crioprecipitado, obtenidos
y disponibles en el Banco de Sangre del Instituto Nacional de Padialria, mediante
nefeiometria,

Resultados: La concentracion de FBN en sangre fresca fue ( X 4 D.8.)483 + 230
meg/l., en plasma congelado 111 + 74 mcg/L. v en crioprecipitados 2707 *+ 682 meg/L
conuna diferancia estadisticamente significativa (p <.001). Adicionalmente se observd
que la concentracién de FBN en las unidades sanguineas almacenadas se reducs
significativamente conforme se incromenta ef tiempo de almacenaje.

Conclusiones: Launidad sanguinea apropiada para proporcionar canticdades suficien-
tasde fibronectina o5 o} crioprecipitado recién obtenido ya que es el que contiene las

concentraciones mas elevadas de esta glucoproteina.

Palabras clave: Fibronecting, productos sanguineos, respuesta inmune.



ABSTRACT

Objective: Determine plasma fibronectin (FBN) concentration in three differents blood
products availables in the Instituto Nacional de Pediatria blood transfusion service.
Methods: By nephelometry, plasma FBN concentration was measured in fourteen
fresh whole blood packages , in fourteen frozen plasma packages, and fifteen
crioprecipitates, availables in the blood transfusion service.

Resuits: Plasma FBN concentration was significatively different in the three blood units
(X £8.D) In SF was 483 + 230 mcg/L, inPC 141 +74mcg/l,and 2107 £682
meg/L inCP ( p <0.001). Aditionally we observed that FBN concentration decreased
inPC and CP in relation with the storage time.

Conclusions: The appropriated blood unit to infuse a sufficient amount of FBN is

crioprecipitates, specially when it has a very short storage time.



ANTECEDENTES _
La causa predominante de mortalidad tardia en los pacientes en la unidad de
cuidados intensivos (UCI) es la falla organica asociada a sepsis (1, 2).

El dafio multiorgdnico y la subsecuente insuficiencia organica observadas en
estos pacientes parecen ser iniciadas por la liberacién, entre otros, de los
potencialmente tdéxicos radicales libres de! oxigeno, de las proteasas
celulares, de la produccion de complejos inmunolégicos o de diversos
productos de la cascada de la coagulacién, los que una vez presentes en el
espacio vascular pueden producir embolizacién microvascular, isquemia
tisular, lesidn celular y finalmente falla orgénica.

Bajo circunstancias normales, el torrente sanguineo es depurado de este tipo
de microresiduos por las células del sistema reticuloendotelial (SRE), el cual
se encuentra compuesto por los macréfago hepaticos y esplénicos
principalmente, asi como por los pulmonares y los existentes en medula ésea
(35). Sin embargo se ha observado que en pacientes con trauma severo,
sepsis, estado de choque y cirugias mayores puede ocurrir una disfuncién de
aste sistema de depuracion (3, 8, 7).

Recientemente se ha demostrado, sin embargo, que esta propiedad de
depuracién no es exclusiva de los elementos celular del SRE, sino que es
debida adicionalmente a la presencia de ciertas sustancias circulantes con
propiedades opsénicas, las cuales discriminan entre los tejidos normales y
dafados, asf como entre los propios y no propios. Entre ellas se encuentran
principalmente la inmunoglobulina G (1gG), un producto de la degradacién del
tercer componente del complemento (C3b) y la fibronectina (FBN) (8-11).

En afios recientes se ha puesto especial atencién sobre el papel como uno
de los principales inmunomoduladores que tiene esta sustancia, una beta 2

glucoproteina presente en forma insoluble sobre las superficies celulares y en



e! tejido conectivo y en forma soluble en el plasma y otros liquidos corporales
como e liquido cefalorraquideo, sinovial, amnidtico, seminal y saliva (12). Esta
glucoproteina tiene una vida media de 24 a 72 horas y es sintetizada por una
variedad de células como fibroblastos, macréfagos, células endoteliales y
hepatocitos, siendo estos ditimos la principal fuente de produccién (13).
Posee un peso molecular de 440,000 daltons y esta compuesta de dos
dimeros casi idénticos unidos por dos puentes disulfuro (14), cada uno de los
cuales poses un 5% de hidratos de carbono y se encuentra constituido por
2,300 amino4cidos ordenados en secuencias homologas de repeticién
denominadas secuencias |, Il y lil (16). Cada dimero se divide a su vez en dos
subunidades casi idénticas cada uno de los cuales se encuentra integrada
por dominios funcionales (16) (Figura No. 1). El dominio 1 y el 8 son dominios
que unen fibrina, el 2 y 9 fijan coldgena, la que a su vez une complemento
(C1q), el 6 participa en la adhesién celular y la funcién del 3 y 5§ son
dasconocidas. Adicionaimente, se une a !os componentes de la membrana
basal y actua como agente de opsonizacién ante algunas particular virales,
Candida albicans, Staphylococcos, Streptococcos, Escherichia coli,
Treponema Pallidum, Trypanosoma cruzi y Leishmania (17-29).

Desde el punto de visla funcional participa en [as uniones intercelulares, se
adhiere a las membranas basales, facilita la estabilizacién del coagulo,
aumenta la actividad plaquetaria, facilitando el deposito de coladgena y fibrina
en los tejidos lesionados, facilita la fagocitosis, migracién de fibroblastos,
proliferacion celular, unién de las linfocinas a los macréfagos y en la
quimiotaxis. Adicionalmente facilita la neovascularizacion al estimular la
migracion de las células endoteliales y sirve como guia para el movimiento de
células epidérmicas en el tejido de granulacion, siendo ademas importante en

la embriogénesis y en la regeneracion nerviosa (30-42).



Las concentraciones plasmaticas de esta proteina, ‘segﬁn los repories
existentes en la literatura, varian con la edad y mientras no se observan
diferencias en las concentraciones de FBN entre recién nacidos pretermino y
de termino, se abserva un incremento lineal durante los primeros 6 mesas de
la vida, alcanzandose el 65% de los niveles dal adulto, no observandose
incrementos posteriores hasta la edad adulta cuando se reportan
concentracionss en el hombre de x 410 + 82 mcg/ml y de 347 £ 64 meg/ml en
la mujer (12,41,43).

Se han reportado niveies plasmaticos de FBN inferiores a lo normal en
pacientes con disfuncion hepética, coagulacidn intravascular diseminada,
sepsis, quemaduras y trauma (44-46). Recientemente se han identificadc
también niveles bajos de esta glucoproteina en recién nacidos y en pacientes
pediatricos desnutridos yfo con sepsis, lo que sugiere que los niveles bajos
de FBN pudieran incrementar la susceptibilidad a infecciones bacterianas y
SBpSIS (23,47-49).

Por lo anterior se han efectuado multiples intentos para llevar los niveles de
FBN en estos pacientes a valores normales. Hasta la fecha la mayoria de los
estudios han sido efectuados mediante la administracién de crioprecipitado
(CP) y solo unos pocos mediante de administracion de soluciones de FBN
purificada o de algunos oftros hemoderivados como el plasma fresco
congelado (47,60-56).

En relacion con la administracion de CP si bien este tipo de hemoderivados
son facilmente disponibles, hay que considerar que no solo contiene dicha
proteina sino que también se encuentra adicionado de factor VUi, von
Willebrand, alfa-2-macroglobulina y fibrindgeno por lo que el beneficio de

dicha infusién no puede ser totalmente atribuible a la FBN per se, aunado a



que recientemente se ha demostrado una disminuci6n tiempo-dependiente en
{a capacidad opsénica de esta sustancia (57).

El presente estudio se planted con la finalidad de conocer las
concentracicnes de FBN en las diversas fracciones sanguineas dispenibles
en el Banco de sangre del Instituto Nacional de Pediatria y como fase inicial
de un estudio prospectivo de la eficacia en la utilizacion de esta

glucoproteina en pacientes sépticos e hipofibronectindmicos.
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MATERIAL Y METODOS.
Se determiné la concentracién de FBN en 14 unidades de 500 mi de sangre
fresca (SF) contenida en bolsas con 70 ml. de citrato fosfato dextrosa adenina
{CPDA) como anticoaguiante y de menos de 6 horas de ext'raccién; en 14
unidades de plasma fresco congelado (PFC) a lemperaturas de ~70 Cy en 15
unidades de crioprecipitado (CP) almacenadas por un lapso no mayor a las 72
hrs.
El PFC fus preparado de las unidades de sangre fresca recién ohbtenidas
mediante la separacién de los elemantos formes por centrifugacion y
congelamiento posteriar.
El CP se preparo mediante precipitacién por enfriamiento del plasma,
manteniéndose por espacio de 24 hrs auna temperaturade4 a6 ¢, se separd
ol plasma por centrifugaciény se almacend finalmente e! CP encongelacién
a temperaturas de ~20 a-40C.
Después de realizar ta toma de las muestras para el ensayo, se almacenaron
an tubos de plastico conteniendo 0.2 mi de citralo sédico-alfal antitripsina al
3.8% como inhibidor de proteasa y para evitar la degradacién de la
fibronectina. Se centrifugd, se separd el plasma y se mantuvo a temperatura
de 60C hasta el momento de! andlisis. Todas {as muestras fueron procasadas
al mismo  tiempo, con  técnica nefelométrica (Fibronectina Boehringer
Mannheim, GmbH Waest Germany). El ensayo se inicid con ia incubacion en
bafio maria a 37 C durante 15 minutos. En las cubetas de ensayo se coloct 1
ml de mezcla de amortiguador anticuerpe con 0.01 mf de la muestra o del
control. La primer fectura se efectud 60 segundos después de haber realizado
esta operacién y la segunda después de incubar ias cubetas con las mezclas
por 10 minutos. Las diferencias entre estas iecturas se extrapolaron en la curva

de calibracién para abtener la concentracion de FBN.



La lectura se realizb en un nefelémetro laser Behring. Se anoté en cada
unidad sanguinea el liempo de almacenamiento con el propésito de efectuar
una curva de distribucién de la concentracién de FBN.

El andlisis estadistico se efectud en una computadora personal con disco duro
y mediante el programa EPIINFO de la Organizacion Mundial de la Salud. Se
efectut cdlculo de media ( X ) y desviacién estandar (DS) para cada grupo (SF,

PFC y CP) y comparacién entre los grupos mediante andlisis de varianza,

RESULTADOS.

La concentraciénde FBN (% +D.S.) mas elavadas se encontraronenel CP con
2107 + 684 mcg/l y las menores en e PC con 111 + 74 mcg/l (Fig. 1),
observandose diferencias estadisticamente significativas en las 3 unidades
sanguineas estudiadas (p <.0001)

La curva de distribucién de FBN en CP y PC mostré reducci6n significativa de
la concentracién de esta glucoproteina con el incremento en el tiempo de

almacenamiento { p < 0.001) (fig. 2).



DISCUSION.

Este estudio es el primero en reportar la concentracién de FBN en las unidades
sanguineas en México, Se demuestra que el crioprecipitado es la fraccién
sangulnea que contiene de manera estadisticamente signi!ica.tiva la concentra-
ciébn mas eievada de esta glucoproteina en comparaci6n con la sangre fresca y
el plasma fresco congelado.

Las concentraciones de FBN enlas muestras de CP informados por Perttila (48)
en 10 unidades fus ( x + D.S.) 3249 + 502 meg/m! con 9 a 10 meses de
almacenamiento en congelacidny de 224 + 78 mcg/ml en el PC con 35.9 + 13.8
dias de almacenamiento. Nuestras unidades de CP y PC tuvieron menos FBN
y si bien el tiempo de almacenamiento en congelacién fue menor de 72 hrs,
probablemente esta diferencia se encuentre en relacién a que el proceso de
separacion de! plasma fresco y el método de obtencion de los crioprecipitados
difiere con el descrito por Perttila, ademas de que el tiempo requerido antes de
su congelacién es 24 hrs mas prolongado. La curva de distribucién mostré que
la concentracién de FBN se reduce de manera répida con el almacenamiento. En
CP con 48 hrs de almacenamiento existié sélo un 47% de la concentracién
encontrada en los CP de menos de 12 hrs. En el PC, la concentracién de FBN
alas 48 hrs de almacenamiento fue el 27% de la concentracién encontrada en
el PC de menos de 12 hrs de almacenamiento. Estos resultados son consistentes
con otros reportes (48) en donde se concluye que la actividad bioldgica opsonica
de la FBN en el crioprecipitado decae con el almacenamiento, por lo que es
recomendable, en caso necesario, utilizar crioprecipitados de menos de un mes
de preparacion. Esto tiene importancia clinica cuando se utiliza crioprecipitado
como fuente de FBN , debiéndose especificar el tiempo de aimacenamiento
de las unidades sanguineas, ya que de no realizarlo se puede dar lugar a

resultados clinicos muy divergentes o centradictorios.



FIG. 1, FIBRONECTINA EN UNIDADES SANGUINEAS
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FIG. 2. CURVA DE DISTRIBUCION DE FIBRONECTINA
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