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INTRODUCCION

El fiio que es letsl para la mayoria de las células vivas, también puede acelerar o
detener reacciones bioquimicas y conservar o romper las estructuras celulares. Sin
embargo, también es capaz de preservar las células a largo plazo al detener ciertos
fenomenos biologicos y metabdlicos, preservando la estructura morfologica y la
funcionalidad en un proceso reversible. Ei desarrollo de la técnica de crio preservacion
surgi¢ después de numerosos estudios sobre el efecto de la congelacién en la viabilidad,
morfologia y funcionamiento de diversos tipos de células. En el afio 1955, Barnes y Loutit
consiguieron demostrar que la médula ésea de rata podia ser conservada utilizando la
técnica de Polge, descrita para espermatozoides en presencia dc; glicerol (1) Siguieron
estudios de Cavins, Storb y Thomas, en los que demostraban la capacidad de médulas 6seas
autblogns, alogénicas y singénicas congeladas a —80°C de reconstituir la hemapoyesis en
perros irradiados letalmente (2,3). Se estudiaron los agentes crioprotectores, entre 10s que
destaco el dimetilsulfoxido (DMSO) y se establecieron los principios generales de ia crié

preservacion. (4)

La crio preservacion de células hematopoyéticas es un fenémeno complejo, en el
cual la causa de dafio celular no esté del todo clara. La crib preservacion optima de
cualquier suspension celular depende de pardmetros entre los que destacan aspectos
modificables, como la velocidad de congelacion, con un limite éptimo de descenso de

temperatura para cada tipo celular, o la composicion de la solucién en iz que se congela.



(5).

Varias teorias intentan explicar el dafio producido por el frio. Lovelock postula en
un modelo realizado con hematies humanos, que ¢l dafio celular es la consecuencia directa
del aumento de concentracién de electrolitos dentro y fuera de la célula.(6) Meryman
interpreta los resultados no como una accion directa de los electrolitos, sino como una
consecuencia de la reduccion del volumen celular debido a la hiperosmolaridad
extracelular, por debajo de un volumen tolerable (7, 8). Mazur 1966 habla de procesos
independientes, con dailos por efectos de solucion con las congelsciones lentas, y otro por
la formacién de cristales intracelulares a las velocidades de congelacion répidas (9, 10).
Consideramos a la sangre periférica como suspension celular en un medio con solutos. Sila
enfriamos por debajo de los cero grados centigrados, pese a su gran contenido de agua
permanece sin congelar. Esto se debe, en parte, &l descenso crios;:bpico de su punto de
congelacién debido a la gran cantidad de solutos que contiene. En este momento no existe

daiio celular,

A los -5 a -7°C comienza a formarse hielo en forma de cristal a partir de un centro
de nucleacion, esto es de un conjunto de moléculas agrupadas al azar a partir de los cuales
se forman los cristales de hielo, extendiéndose por toda la suspensioén. El tamafio critico
para la formacién de estos micleos varia de acuerdo a la temperatura y es mayor a
temperaturas elevadas y menor a temperaturas mas bajas. El interior de las células
permanece sin congelar, pues la probabilidad de la nucleacion es muy baja, debido al menor

nimero de moléculas de agua libre y por actuar ia membrana como barrera, impidiendo el




crecimiento de hielo dentro de la célula.(11) En el momento del cambio de estado liquido a

solido, se produce una liberacion de calor, diferencia entre la formacion de liquido a sélido.

A medida que se forman los cristales a expensas de agua pura, se excluyen los
solutos, el medio extracelular experimenta un aumento de osmolaridad creciente. Al
continuar ¢l sobreenfriamiento, mas agua se ira incorporando al hielo, concentrando los
solutos en el liquido extracelular que permanece sin congelar, lo que produce una solucion
con puntos cada vez mis bajos de congelacion a cada nueva temperatura. Asgi, el remanente
de solucidn en estado liquido es cada vez menor, y su osmolaridad cada vez mayor; Vila,

1984.(12)

El agua intracelular tendera a salir de la célula con el fin de mantener ¢l equilibrio
osmético y la célula se deshidr'atarﬁ. Si la velocidad de congelacidn es lo suficientemente
lenta, la pérdida progresiva de agua deshidrataré a la célula, pero ésta no se congelara. Siel
descenso de la temperatura continia, la deshidratacion excesiva daflara a la membrana

celular y sus estructuras internas, que contribuiran a la destruccidn celular; Farrant, 1970,

(13)

Si, por el contrario, la velocidad de congelacion es muy rapida, se evitard la salida
del agua del interior de la célula al medio extracelular, pero su interior se sobre enfriara lo
suficiente como para que la probabilidad de formacion de un centro de nucleacion sea muy

elevada. Entonces se formaran cristales intracelulares y se producira una destruccion de las




estructuras internas y de la membrana celular, de tipo mecanico. (14)
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Si alcanza fa velocidad de congelacion, se llega a la temperatura de — 40°C. Esta es
la temperatura eutéctica del sistema al que nos estamos reﬁrie;ndo, a partir de la cual se
produce una nucleacion homogénea con formacion de solido amorfo, es decir sin una
estructura cristalina, en la que la formacién de solido no dafia las estructuras celulares. A
partir de esta temperatura, la muestra permanece inalterable y puede almacenarse a

temperaturas muy bajas. Rowe, 1966; Sherman, 1976. (14, 15)

Para que estos fendmenos ocurran es necesario que el agua esté libre, es decir no
unida a otras moléculas. Es justamente modificando el comportamiento del agua en lo que
se basa la accion de las sustancias {lamadas “crioprotectoras”. Estas unidas a una velocidad

de congelacion 6ptima, logran las méximas recuperaciones de viabilidad tras los procesos



de congelacién y descongelacion de sangre periférica. (16)

AGENTES CRIOPROTECTORES

Estas son sustancias hidrosolubles que modifican el diagrama de fases de las
soluciones intra y extracelulares. Es evidente que para que sean eficaces deben influir sobre
1a formacion de hielo extracelular, sobre la deshidratacion celular y sobre el desarrollo del

hielo intracelular. (16, 17}

Existen diversas sustancias con acciones crioprotectoras, iinicamente los que no son

toxicos y son biologicamente aceptables se utilizan en la congelacion de sangre.

Los agentes cﬁoprotectt;res son clasificados como penetrantes y no penetrantes. Los
agentes penetrantes como el glicerol y el dimetilsulféxido (DMSO) son pequefias
moléculas que cruzan libremente la membrana celular introduciéndose al citoplasma. Los
crioprotectores intracelulares proveen una fuerza osmoética que evita que el agua migre
hacia el espacio extracelular y se forme hielo. Una alta concentracién previene la formacién

de cristales de hielo y consecuentemente dafio a la membrana.

El glicerol es un alcohol trihidrico, es menos colorido, de sabor dulce y un liquido
parecido a jarabe, soluble en agua. Farmacologicamente, ¢l glicerol es relativamente inerte.

Dentro de sus caracteristicas esté la de ser penetrante y actuar como agente coligativo. La
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importancia de que el crioprotector penetre a la célula radica en que no contribuye a
aumentar la osmolaridad extracelular y agravar el dafio que debe prevenir. Asi, su
incorporacién produce un aumento de la osmolaridad a ambos lados de la membrana,
manteniendo un balance, Evidentemente un requisito es que no sea téxico para la célula a la

concentracion utilizada.

Los agentes coligativos tienen la propiedad de ligar moléculas de agua. Esto hace
gue la proporcion de agua que puede incorporarse al cnstal de hielo, a cualquier
temperatura, este reducida, atenuéndose de esta forma el aumento de la presion osmotica y

los efectos de solucion. (16)

Los agentes no penetrar;tes son macromoléculas que no penetran a la célula. Tales
como el hidroxietil, Estas moléculas protegen a las células por un proceso llamado de
vitrificacion, porque ellos forman una cubierta de cristales alrededor de 1a célula. Estos
evitan la perdida de agua y el dafio por deshidratacién y altera la temperatura de la
solucion transicion para liquido a solido. El hidroxietil es un polimero crio protectante,
inicialmente se utilizo para globulos rojos, pero este junto con DMSO se utilizan para la

cri6 preservacion de células hematopoyeticas progenitoras. (17)

El método mas popular en la prictica clinica para la crié preservacién de eritrocitos



humanos requiere de aditivos penetrantes como el glicerol a alta concentracién 45 & 50% 6

a baja concentracién al 18 a 20% con técnicas de congelamiento rapidas. (16,17)

ANTECEDENTES

Se han realizado varios estudios sobre el efecto del glicerol en los eritrocitos entre
ellos el trabajo realizado por Contreras y Valeri, cuando valian la recuperacién de los
eritrocitos in  vitro, hemoglobina sobrenadante, potasio extracelular y potasio
eritrocitrocitario, osmolaridad del sobrenadante, albimina residual, glicerol posterior & su
descongelamiento de unidades almacenadas con glicerol a alta y baja concentracion. Ellos
utilizaron cuatro procesadores de células sutomatizados; tres de esn:Js utilizaban cloruro de
sodio a diferentes concentraciones con circulacion continua y centrifugacion. El otro utilizd
solucion glucosada y centriﬁxg:lacién. Los procesadores IBM y ¢l Fenwal Eluatramatic que
utilizan solucién con cloruro de sodio tienen excelentes resultados. Ellos concluyeron que
para lograr un lavado més eficiente, tres principios deben utilizarse:

a) Los valores de hematocrito de 90% de la sangre previos a la congelacion y al

descongelar.

b) Las unidades de sangre con valores de hematocrito mayores a 90% deben ser
diluidas con soluciones hipertonicas de cloruro de sodio con anterioridad a la
recuperacion y lavado

c) Las células rojas de sangre que contienen 20% o 40% de glicerol deberian de

diluirse con soluciones hiperténicas de cloruro de sodio antes de Ia recuperacion
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y lavado.
Esto favorece la viabilidad de los eritrocitos posterior al descongelamiento y elimina

casi por completo el glicerol intracelular. (18)

En 1977, Szymanski y Carrington realizaron una evaluacion de un programa a gran
escala de sangre congelada en la Cruz Roja de los Estados Unidos de Norteamérica. Donde
muestran que una glicerolizacion (glicerol 6.2 M) gradual de los eritrocitos da como
resultado una aceptable recuperacion in vitro de los mismos. Fstas unidades crid
preservadas mantuvieron niveles normsales de ATP y 2,3 DPG; no se reporta ninguna
contaminacién bacteriana. Las transfusiones tcrapéuticas tuvieron supervivencia de

veinticuatro horas in vivo. (19)

Moroff y Meryman concluyeron que la glicerolizacion de eritrocites humanos
frescos principalmente reduce h.)s niveles de ATP con retorno a su valor original seguido a
la desglicerolizacion. La reduccion de los niveles de ATP es prevenido por piruvato pero
no por glucosa e inosina, solas o en combinacién. Esto implica que el ATP esta asociado a
lesion por glicerolizacion  que se reflegja mas con la disminucion de la relacion
NAD/NADH por consiguiente una reduccion de la actividad de gliceraldehido-3-
fosfatodehidrogenasa. Los niveles de 2,3-DPG no fueron influenciados por la
glicerolizacién y desglicerolizacion. Los eritrocitos depletados de ATP en presencia de
glicerol tienen que recuperar sus niveles de ATP, reemplazando por cualquiera de los dos
compuestos piruvato o inosina, pero requiere de la presencia de ambos compuestos ¢n un

pericdo de incubacion para mantenerse durante y post-rejuvenecimiento, Esta demostrado



que la presencia prolongada de glicerol influye en la relacion de NAD/NADH y en el
carbono como intermediador de 1a glicélisis. El glicerol no influye en el reemplazo de ATP
de los eritrocitos almacenados a 4°C por 20 dias, con inosina en combinacion con piruvato,

pero substancialmente disminuye el reemnplazo de los niveles de 2,3-DPG. (20)

Las células rojas sanguineas, en presencia de glicerol, pueden ser slmacenadas por afios & —
80°C con excelente recuperacion posterior al descongelamiento y supervivencia in vivo.
Segun la experiencia referida por ¢l Dr. Valeri y la Marina de los EE.UU., estas unidades
pueden mantenerse almacenadas hasta por 10 afios sin modificaciones.

Ademas de los beneficios de almacenamiento a largo plazo, ¢l lavado extensivo
asociado con la desglicerolizacion anula esenciaimente todas las plaquetas, plasma, micro
apregados celulares y detritus celulares, existe alguna evidencia de In disminucion de la
transmisién post-transfusion de hepatitis. La mayoria de¢ las célules blancas se pierden
durante el tratamiento. (21) El trabajo realizado por Alter y col. muestra que los
chimpancés transfundidos con sangre HBsAg positivo antes de ser congeladas y negativas
para HBsAg posterior al descongelamiento transmitieron la enfermedad a los chimpancés
transfundidos. Estos resultados no soportan que el uso de congelacion de globuloes rojos

previene Ja transmision de hepatitis post-transfusion (22,23)

Un estudio publicado en Francia, por Beaujean y col.; ellos evalian la conservacion
de los eritrocitos congelados a —25°C con glicerol al 28%. Donde las unidades son
almacenadas de 1 a 6 meses. Posterior a descongelar las unidades con solucién de clorure

de sodio en el Procesador de Sangre IBM 2991. lLos parametros siguientes se investigaron




antes de] congelamiento y después de descongelados, lavados y en su almacenamiento &
4°C por 24 horas. ei nivel de hemoglobina sobrenadante, feucocitos y plaquetas, cantidad
de 2,3-DPG y ATP. Los datos preliminares muestran, que la calidad in vitro de los
eritrocitos almacenados a —25°C se conserva bicn por 4 meses y que este método simple
puede aplicarse en cualquier Banco de Sangre (22) Elghouzzi y col. ; comparan dos
técnicas para congelar eritrocitos humanos, uno con glicerol al 60% el cual lo agregan al
concentrado eritrocitario en dos pasos y otro donde agregan volumen a volumen glicerol al
40%. Posteriormente son lavados en el Procesador de Sangre 2991, Determinando nivel de
hemoglobina sobrenadante, glicerol residual, leucocitos, plaquetas, cantidades de 2.3-DPG
y ATP intraeritrocitario. El resultado de estas dos técnicas para congelar es similar, Elios
muestran que la solucion salina-adenina-glucosa (SAG) no impide la penetracion del

glicerol. El control de calidad in vitro de los eritrocitos es bien preservada. (24)

Los concentrados de eritrocitos pueden rejuvenecerse antes de la crié preservacion
con glicerol a -80°C con solucion que contiene piruvato de Na -inosina-glucosa- fosfato di
sodico-adenina, para que sus niveles de 2,3-DPG se aumenten y su afinidad por €l oxigeno

disminuya. {25)

Aunque el método de glicerol a alta concentracibén tiene muchas ventajas para
preservar células rojas sanguineas, ningin procedimiento es factible para una
desglicerofizacion completa. Sin embargo, por sedimentacion las células glicerolizadas con
anterioridad &l congelamiento y descargando el exceso de glicerol, posterior al

descongelamiento y desglicerolizacion puede simplificarse; esto consiste inicialmente en

10




dilucién doble con Cloruro de Na hipertonica y solucion isotonica salina-glucosa seguidos
por dos ciclos de sedimentacidn y resuspension cn solucién isoténica salina-glucosa. Este

método es aplicable a unidades congeladas a —~80°C 6 en vapor de nitrégeno liquido. (26)

La popularidad y la promesa de células rojas congeladas en el decenio de 1970 era
en su mayor parte atribuible a problemas logisticos asociados con el almacenamiento a 21
dias y a los beneficios remunerativos adicionales de agotamicnto de reacciones
transfusionales febriles por la deplecion de leucocitos, plasma v minimizacion de
aloinmunizacion; asi también se especula la disminucion del riesgo de transmision del virus
de hepatitis B. (27) Actualmente Ja congelacion de globulos rojos humanos es aplicado
principalmente para almacenar unidades con tipos sanguineos raros, pacientes con mezclas
de aloanticuerpos y unidades autélogas. Estas sangres conpeladas s¢ pretende utilizarlas cn
desasires naturales o en casos de guerras civiles, pero su alto costo y su vida media
posterior a la desglicerolizacién de 24 horas hacen que no se utilice de mitina en los Bancos
de Sangre. (17, 30, 31) La sangre congelada también tiene importancia con fines

antropologicos. (28)

Un adecuado control de calided produce la deteccién de una inadecuada
desglicerolizacién de las unidades de sangre, estc cs factible; aunque costo-efectivo del
empleo rutinario de tales prucbas necesarias tienen que ser consideradas por cada Banco de
Sangre de forma individual. Cuando el protocolo esténdar para desglicerolizacion es
scguido meticulosamente por personal experimentado, los errores producidos llamados

mala desglicerolizacion son excepcionales. La transfusién de células con exceso de

11




glicerol residunl tiene Gmicamente resultado en la lisis intravascular de las células
infundidas. Sin embargo cada Banco de Sangre siente la necesidad de implementar
pruebas de control de calidad para la desglicerolizacion de los enitrocitos, las células
suspendidas en NaCL al 0.7% se debe estimar ¢ porcentaje_de hemolisis, midiendo
hemoglobina_en_el sobrenadante con_el método mas_confiable y_efectivo. (29) Estudios
recientes realizados en humanos demuestran que la transfusion de sangre crié preservada es
una buena alternativa y que esta es tolerable; en 10 pacientes con cirugia de corazon se les
transfundié eritrocitos crié preservados, valuando con microscopio elertronico ue los crid
eritrocitos en los pacientes con cirugia cardiaca son suficientemente resistentes a factores
desfavorables de la circulacion extracorpérea, v que no se producen cambios en las
propiedades morfologicas de los eritrocitos; esto fundamenta que pueden ser aplicados
como terapia de transfusion en cirugias de corason abierto. (32i En otro estudio s
transfundieron 7 unidades de sangre cri¢ preservadas de donadores autologos, las cuales
fueron bien toleradas. No se detecto ninguna reaccion adversa al frio. Solamente se reporto
feucocitosis post-transfusion y un moderado incremento de LDH y bilirrubinas, pero estos
cfectos desaparccieron en 20 horas. La concentracion de plaquetas, electrolitos, ures,
proteinas y creatinina se encontraban en rangos fisiologicos. Las actividades de las enzimas
hepiticas y los parimetros de los tiempos de coagulacion no presentaron cambios.
Inicialmente los niveles hemoglobina libre en plasma presento un incremento con un factor
de 2. Disminuyendo en 20 horas, acompafiado de la restauracion de haptoglobina. Més del

85% de HES (hidroxietil) fue eliminado del plasma en un dia. (31)

El uso de almidon hidroxietil (HES) es una alternativa al glicerol para la crio
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preservacion de eritrocitos. Inmediatamente después del descongelamiento los eritrocitos
sipuen alteraciones en ¢! esqueleto de la membrana y disminuye la rigidez de la misma_ Sin
embargo en pocos minutos posteriores a la resuspension en una solucién fisiologica
inicialmente existen cambios de poiquilocitosis en la bolsa a normocitos. Los niveles de
ATP en los eritrocitos fue de aproximadamente 20 a 40% y no existe disminucion de 2,3-
DPG. Los radicales libres de 02, generados es consecuencia de los procesos de
congelacion/descongelamiento cuando son inactivados los eritrocitos con sistemas
antioxidantes. La hemolisis de eritrocitos humanos después del dcscongelamiento fue
alrededor de 5%. Muchos de los problemas metodologicos y cientificos concernientes a la
crié preservacion de eritrocitos son considerados ya resueltos. Después del permiso oficial
para el uso en humanos, practicamente se excluye completamente el riesgo de infecciones.

(1)

A diferencia de las mediciones colorimétricas, lijima utilizo un estudio de cambios
térmicos de la solucion de glicerol-agua 6 sistema binario y un sistema complejo glicerol-
basado en solucion crioprotectora, estas son utilizadas como soluciones crioprotectoras; en
otsos estudios se ha examinado el papel del glicerol en la preservacion de globulos rojos en
el congelamiento. La transicion de temperatura entre el congelamiento y descongelamiento
de las soluciones crioprotectoras de uso clinico fue medida, basada en un diagrama no
equilibrado de fase de soluciones incorporéndose solucion salina isoténica como un fosfato
4 buffer. Dos zonas fueron identificadas en las cuales la solidificacion ocurrié cuando se

formaron los cristales de hielo; un estado congelado esto es cristalograficamente amorfo fue
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fundamemtado por concentraciones de glicerol entre 40-55% en el sistema birario y entre
45-60% en el sistema complejo; un estado de congelamiento en completa ausencia de hielo
se fundamenta a grandes concentraciones de glicerol de 55% para el sistema binario o 60%
para el sistema complejo. En la practica clinica, los crioprotectores son utilizados
inicialmente a concentraciones bajas que aquellos con los cuales estos dos estados de
congelacién ocurren pero esto incrementa la concentracion efectiva del plicerol dentro y
fuera de la célula se forma hielo durante el proceso de congelacion. (34)  El
comportamiento de los cristales de hielo y la estructura de los eritrocitos humanos durante
la congelacion puede ser bien estudiada con un microscopio tridimensional de rayo laser en

células suspendidas en solucion fisiologica con glicerol al 2.4%. (35)

La toxicidad de los crioprotectores es ¢l principal obstéculo del fuerte potencia! de
crib preservacion artificial, no obstante es pobre la que se entiende de este fenbmeno.
Desafortunadamente no se han realizado mas estudios bioquimicos basicos que demuestren
los mecanismos de toxicidad. Un estudio modelo bioquimico fue realizado por Baxter y
Iathe, el cual demostrd que la alteracion especifica de la enzima fructosa difosfatasa , fue
causa de dafio en la glucolisis después del tratamiento para remover el DMSO. Este daflo es
previsible por la aplicacion de amidas simuitaneamente. Baxter y Lathc postularon que el
efecto del DMSO previene de la unién entre €l hidrogeno y el DMSO y el grupo amino a la
superficie de los residuos de lisina de la fructosa difosfatasa, esto findamenta que las
moléculas con las cuales se ensamblan estos grupos aiteran los bloques frios inducidos por
¢l DMSO, presumiblemente por competir con la lisina para la asociacion con el DMSO.

(36) Los efectos fisicoquimicos de! glicerol convierten a fos eritrocitos biconcavos en
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estomatocitos, con lo cual se disminuye el 4rea de superficie expuesta La externalizacion
de alcaloides y alcalinoides y la penetracion del glicerol da como resultado una
disminucion en el drea de superficie proyectada y la formacion de esferocitos lisos. (37) El
incremento de la concentracion celular durante la crio preservacion de los glébulos rojos
aumento la hemolisis. Las demanda importante aparece cuando los mniveles de
concentracién celular exceden al 60%. El rechazo por hemolisis se presenta en un 63% de

los paquetes eritrocitarios con exceso de volumen. (38)

Otros intentos para prevenir la hemolisis causada por las temperaturas bajas en los
eritrocitos son la utilizacion de rayos laser previamente a su congelamiento, esto mostrd
que por arriba del 80% de los eritrocitos fue recuperado posterior al descongelamiento. {39)
Un estudio hecho con electroforesis en gel de policrilamida dla las proteinas de Ja
membrana de los eritrocitos, muestra que el total de proteinas y el 4cido sidlico son
significativamente disminuidos durante el congelamiento. El dafic dc la membrana
eritrocitaria es causado por la adicion de NaCl incrementando su osmolaridad. Estos

cambios de la membrana son eliminados con la adicion de glicerol. (40}

La experiencia desde 1971 de la transfusion de unidades crié preservadas en ultra-
freezer y nitrogeno liquido, muestran que los efectos toxicos del glicerol son minimos,
cuando se realiza una adecuada desglicerolizacion. Y la viabilidad de los eritrocitos post-

transfusion es adecuada. (41)




La disminucion gradual de ATP en los globulos rojos almacenados altera la funcidn
de la bomba Na/K; ademas, como las células se lisan durante el almacenamiento, se
produce alza en el potasio plasmatico. El nivel del potasio plasmético se puede clevar hasta
28 mEg/L en la sangre almacenada en CPDA-1 por 21 dia. Es bicn conocido que 1a
capacidad de transporte de oxigeno se reduce con la sangre almacenada El efecto resulta en
una alteracion en 1a afinidad de la hemoglobina por el oxigeno con reduccion en los niveles
de 2,3-DPG, durante el almacenamiento {después de los 5 & 7 dias de almacenamiento a
6°C). Cuando los niveles de 2,3-DPG se reducen, se aumenta la afinidad de la hemoglobina
por el oxigeno Desvia la curva de disociacion de la Hb hacia la derecha, disminuye el
volumen de oxigeno que puede descargar a la presion fisiologica de O2 venoso de 40 mm

Hg (42)

Caracteristica de In Sangre Totzl almacenadn por 35 dias en CPDA-!

Carncteristicas 0 7 14 21 35
Potasio plasma mEq/L 33 12.3 17.6 217 172
pH sangre total 7.16 6904 | 693 6.87 673 |
Amonio sangre total 82 280 423 521 703
(ng/dl)
Hemoglobina plasma 0.5 13.1 247 2417 45.6
(mg/dl)
ATP GR (pmol/gHb) 4.18 - - - 2.40
2,3-DPG GR 13.2 6.80 5.40 3.52 240
{umol/gHb)
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JUSTIFICACION

La sangre es un tejido de gran importancia y que actualmente aun con la tecnologia
mas desarrollada no se ha podido sustituir. Este es un liquido vital que ha restaurado la
salud de millones de personas . A pesar de que la oferta y la demanda de la sangre en
Meéxico es abastecida, en algunas circunstancias como la presencia de grupos sanguineos
raros, desastres naturales y guerras civiles, pacientes con mezcla de aloanticuerpos esta
obtencion y conservacion de la misma, no es adecuada. Es aqui donde importante y
trascendente es la mejor conservacion y almacenamiento, ya que con métodos
convencionales de refrigeracion de eritrocitos su almacenamiento es a corto plazo. Para
estas personas una alternativa es la crio preservacion de eritrocitos, método dptimo para

preservar unidades a largo plazo.

HIPOTESIS

Las unidades de globulos rojos crio preservadas con glicerol a alta concentracién posterior

a su descongelamiento y desglicerolizacion cubriran los estandares internacionales de

viahilidad eritrocitaria.
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OBJETIVGS

1.- Evaluacién y validacién del método de glicerolizacion y congelacion de globulos rojos,

con glicerol a alta concentracion.

2.- Establecer un protocolo de control de calidad adecuado para la ctid preservacion de

eritrocitos en el Banco de Sangre Hospital ABC, LA.P.

MATERIAL Y METGDOS

Se realizard un cstudio longitudinal prospectivo, en cual se emplearin scis
concentrados eritrocitarios de donadores aitruistas ¢ familiares del Banco de Sangre del
Hospital ABC, 1.A.P. con menos de seis dias de extraccion y colectadas con CPDA-1, a las
cuales se determinard su peso inicial, potasio, hemoglobina libre, plaquetas, leucocitos,
hematocrito y 2,3-DPG basales. Para ser crio preservadas por el método manual con
glicerol a alta concentracion de Meryman y Valeri y almacenadas a —80°C en congelador
F, modelo REVCO, por un periodo de 12 a 19 dias. Posteriormente sc eliminar4 el glicerol
y se les realizard determinaciones de: Hemoglobina sobrenadante , 2,3-DPG, peso final,

potasio, cuenta de leucocitos, plaquetas y hematocrito.
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CRITERIOS DE INCLUSION

Donantes con historia clinica completa

2- Carta firmada por el donador de su consentimiento (altruista) 6 carta del Jefe de Banco
de Sangre que dona las unidades para dicho protocolo.

3- Colectadas en CPDA-}

4- Serologia negativa de las unidades a cri6 preservar

5- Concentrados Eritrocitarios con peso inicial de 300 a 360gr

6- Concentrados Eritrocitarios con hematocrito de 55 a 80%

7- Concentrados Eritrocitarios de seis o menos dias de extraccion.

CRITERIOS DE EXCLUSION

1. Ertrocitos de donantes con serologia positiva

2. Unidades con mas de seis dias de extraccion

3. Unidades que no son recolectadas con CPDA-1

4. Unidades de peso menor a 300gr 6 mayores de 390gr

5. Unidades con presencia de coagulos

6. Concentrados Eritrocitarios con presencia de hemolisis a simple vista
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METODO DE MEYMAN Y VALERI

Material

1. Seis unidades de critrocitos de donante colectadas en CPDA-1
2. Seis soluciones para crio preservacion: Glicerol 6,2 M. 450 ml
3. Balanza

4, Bafio termostatico a 37°C

5. Conectores

6. Congelador F, Modelo REVCO -80°C

7. Centrifuga de Bolsas

8. Gasas estériles

9. Conector esténl

Procedimiento:

1- Una vez seleccionada la unidad a congelar se debe tener en cuenta su peso y los dias
transcurridos desde la extraccion. No debe sobrepasar de los 6 dias desde la extraccion.

2- La unidad seleccionada se deja a temperatura ambiente para que tome temperatura de
25°C. También puede ser colocada en un baflo termostatico (se coloca envuelta en una
bolsa plastica) para que alcance dicha temperatura. En paralelo se produce de igual
manera con glicerol, Una vez alcanzada la temperatura Optima se procede con la
glicerolizacion.
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3-

Se conecta en forma aséptica (utilizando el conector estéril) el extremo de la bolsa con
glicerol al chicote de la bolsa de globulos.

Una vez realizada la conexion se agrega 50 ml. de glicerol por medio de un desnivel
entre la bolsa de glicerol y la bolsa de globulos. La diferencia de altura debe ser de
aproximadamente 25 a 30 cm a favor de la primera. Todo el procedimiento debe
realizarse mientras se agita constantemente la bolsa de globulos. Este movimiento
continuo se realizard en forma circular con una intensidad de 200 ciclos, dejando a
continuacién a la unidad en reposo por 5 minutos. Una vez transcurrido el plazo en el
cual 1a bolsa permanece esttica, se repite el movimiento de agitacién circular de la
unidad y se deja en reposo durante otros 5 minutos.

Luego de transcurridos los 5 minutos, se agregan los 400 ml de glicerol restantes. El
procedimicnto sz repetiré tzl como sz lo desceribio en el punte 4_, pero ¢l desnivel entre
las bolsas seré de 70 cm. a favor del glicerol,

Una vez completada la glicérolizacic’m de los eritrocitos se deja que estos refluyan hacia
la bolsa que contenia €l glicerol. Para ello se coloca la bolsa de glébulos a 50 cm.
aproximadamente sobre el glicerol. Nuevamente se realiza una agitacion lenta hasta que
se complete el trasvase.

Cuando se haya completado el traspaso de células a la bolsa que contenia el glicerol, se
selta el extremo y se rotula la bolsa con los siguientes datos: No. De Unidad,
Resultados de serologia, Grupo ABO y Factor Rh (en el caso que sea negativo aclarar el
genotipo), Fecha de extraccion y Masa inicial de globulos rojos (M.1.). Ademés, debe
colocarse una aclaracion que especifique NO USAR PARA TRANSFUSION, unidades

de protocolo de investigacion.
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Este paso de identificacion puede realizarse también luego de la centrifugacion, pero
manteniendo la identificacion de la unidad para no perder datos de la bolsa.

8- Se centrifuga la unidad a 1000 g durante 10 minutos, se elimina el glicerol sobrenadante
cortando el extremo de la tabuladora en forma aséptica y se le sella utilizando un
sellador mecénico.

9- Se comrobora que todos los codigos de barras estén colocados.

10-Se introduce la bolsa en una caja plastica o de cartéon para ascgurar su integridad
durante ¢l almacenamiento.

11-Se ingresa en los registros del banco de sangre la condicién de "globulos congelados”
para la unidad procesada.

12- Se coloca la unidad en el congelador F, modelo REVCO a -80°C, entre 2 bolsas ya
congeladas para favorecer su congelamiento. Si al momento ‘de congelar Ja unided
transcurrieron mas de 4 horas desde la glicerolizacion, la unidad debera colocarse a 4°C

hasta su congelacion,

DESCONGELAMIENTQ Y DESGLICEROLIZACION (Lavado Manual)

Materizi:

1- Baifto Termostatico a 37°C,

2- Sotucion de Cloruro de Na 12%
3- Solucién de Clorurc de Na 1.6%
4- Solucién de Cloruro de Na 0.9%

5- Centrifuga de Bolsas
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1

5- Centrifuga de Bolsas
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Balanza
Gasas Estériles
Sellador

Conector

Procedimiento:

Colocar lo Glébulos Rojos seleccionados en ¢l bafio termostético ( 37°C), dentro de un
recipiente protector,

Agitar manualmenie el recipiente en forma periodica, con interv;alos de 3 minutos, para
favorecer el descongelamiento. Debe controlarse permanentemente que la temperatura
del bafio se mantenga estable a 37°C.

El proceso de descongelamiento dura entre 15y 20 minutos.

Una vez descongelada la unidad, se la conecta por medio del chicote al extremo distal
de la bolsa de cloruro de sodio al 12%.

Se colocan las unidades en un desnivel de 60 cm. entre la bolsa de cloruro de sodio al
12% vy la bolsa a descongelat, que de esta manera recibird de la piimera el cloruro de
sodio al 12%.

Se agregaran 50 ml de cloruro de sodio al 12%, agitando la bolsa a desglicerar para
favorecer 1a homogeneizacion. Posteriormente [a bolsa con los glébulos debe quedar en

reposo durante 5 minutos.



4- Una vez transcurridos los 5 minutos se conecta el extremo que contiene el chicote a la
orejuela preparada para tal fin que tiene fa bolsa de cloruro de sodio al 1.6%. Se
agregan 300 ml de solucién con un desnivel entre la bolsa de cloruro de Na y la bolsa a
descongelar de 90 centimetros. Se sella la tabuladora y se deja reposar 1a unidad durante
5 minutos.

5- Se equilibra para la centrifugacién y eliminacion del sobrenadante. Se centrifugard a
una velocidad de 1000 g durante 10 minutos, dejando que ésta se detenga totalmente sin
utilizacion del freno.

6- Se coloca la bolsa, tratando de no agitarla, y se procede a eliminar el sobrenadante. Esto
se realiza cortando el chicote distal de la bolsa y separando el sobrenadante por medio
de una prensa de bolsas.

7- Una vez eliminado el sobrenandante se agrega nuevamente cloru'ro de sodio al 1.6% tal
cudl se describio en el paso No. 4. Nuevamente se deja en reposo a la unidad durante 5
minutos y se la vuelve a centrifugar, segin lo descrito en el paso No 3.

8- Se repiten los pasos No. 6 y 7 consecutivamente hasta completar un volumen de lavado
del cloruro de sodio al 1.6% de aproximadamente 2000 ml.

9. Si el sobrenadante no es limpio, se repiten los pasos 6 y 7 hasta alcanzar un volumen de
lavado de 1000 mi, con solucion de cloruro de sodio al 1.6%. S$i no se alcanza el nivel
minimo de hemoglobina sobrenadante se descartard la bolsa. Fste pardmetro esth
detallado al fina) de la técnica, en los aspectos relacionados con el control de calidad.

10-Si se observa el sobrenadante limpio, se procede a realizar los lavados con cloruro de
sodio al 0.9% y su posterior resuspension en dicha solucion.

11-Se lava a los eritrocitos desglicerolados con 300 mi de cloruro de sodio al 09% y se
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elimina en cada paso el sobrenadante, cortando el extremo distal del chicote de la bolsa.
Se repiten los lavados y luego se sella el extremo distal. Se completard
aproximadamente un volumen de 1000 ml de lavado.

12- Una vez completado el lavado con cloruro de Na al 0.9%, se realiza una resuspension
en dicha solucién, agregando 50 mi mediante la conexion del extremo distal det chicote
de la bolsa al extremo de la tabuledora conectada al cloruro de sodio.

La bolsa se debe mantener hasta su uso a una temperatura de 1 a 6°C durante no més de

24 horas. (17, 43)

Control de Calidad:

Temperaturg, La temperatura del congelador se contrela como minimo 3 veces al dia y con
alarma auditiva que indique cuando estén fuera del rango de temperatura aceptado.

Peso: Se debe recuperar como minimo el 80% del peso inicial de la bolsa de globulos.
Hemoglobina Sobrenadante: Se determina la hemoglobina sobrenadante con método de
bencidina. Esta no debe ser mayor de 1gr/funidad.

Observacion del Sobrenadante: El sobrenadante debe ser limpio y sin hemolisis.

A e e et
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elimina en cada paso el sobrenadante, cortando el extremo distal de! chicote de la bolsa.
Se repiten los lavados y luego se sella el extremo distal. Se completarh
aproximadamente un volumen de 1000 ml de lavado.

12-Una vez completado el lavado con cloruro de Na al 0.9%, se realiza una resuspension
en dicha solucién, agregando 50 ml mediante la conexidn del extremo distal del chicote
de Ia bolsa al extremo de la tabuladora conectada al cloruro de sodio.
La bolsa se debe mantener hasta su uso a una temperatura de 1 a 6°C durante no mis de

24 horas. (17, 43)

Contro! de Cnlidad:

Temnperaturg: La temperatura del congelador se controla como minimo 3 veces &l dia y con
alarma auditiva que indique cuando estén fisera del rango de temperatura sceptado.
Peso: Se debe recuperar como minimo el 80% del peso inicial de la bolsa de glébulos,

Hemoglobina Sobrenedante: Se determina la kemoglobina sobrenadante con método de

bencidina. Esta no debe ser mayor de lgrfunidad.

Qbservacidn del Sobrenadante: El sobrenadante debe ser limpio y sin hemélisis.
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Tabla de Contro! de la Unidad Descongelada:

NO. Tiempo de Leucoci | K| Pesode Hemaoglobina | Motive de
Unidad | almacenamiento tos unidades | Sobremadante | descarte
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México D.F. a _ del 2000.

Yo ; por medio de la presente

hago constar que dono mi sangre Yy autorizo utilizarla; para un protocolo de crib

preservacion de globulos rojos a alta concentracion de glicerol, que se realizard en el

Hospital ABC, LA.P. ; México D.F.

Acepto bajo mi responsabilidad, las reacciones adversas inherentes a la donacién.

Atentamente

Firma del donador
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RESTLTADCS

Se seleccionaron seis unidades de Concentrados Eritrocitarios colectados en
CPD/ADSOL, del Banco de Sangre del Hospital ABC, LAP. de diferentes grupos
sanguineos, dos de 6 dias, dos de 3 dias ¥ dos de 3 horas de extraccion respectivamente.

En la tabla 1 y grafica | se muestra el porcentaje de recuperacion de masa de cada
unidad.

PORCENTAST DT RICUPIRACION DT MASA

BASAL FINAL
UNMIDAD |PESO (gro)|  PESO (grs) | % RECUPERACION

1 386.5 320.3 82,87192755
2 3326 271.8 81.71978352
3 349.2 343.5 98.36769759
4 374.4 269.5 71.98183761
5 349.8 292.3 83.56203545
6 3252 319.6 98.27798278

TABLA 1

TORCENTALE DE RECUPERACION l

[G% RECUPERACION |




La temperatura del congelador ¥, modelo REVCO se mantuvo entre 80° y 81°C
durante los 19 dias de congelamiento.

En la tabla 2 y grafica 2 se presenta el porcentaje de recuperacidon de hematacrito, de
las unidades posterior a su descongelamiento.

HEMATCCRITO
BOLSA | BASAL POST-TRAT. % RECUPERACIORN.
1 73 61.4 84.109589
2 712 68.3 95.9269663
3 57 574 100.701754
4 61.3 64.1 104.5677
5 60.7 525 86.490939
6 56.3 546 86.9804518
TABLA 2

HEMATQCRITO

=

UNIDAD

[3BASAL [IPOST-TRAT. |
GRAFICA 2

29



En la tabla 3, grafica 3 se muestra la concentracion de hemoglobina libre por
unidad; basal posterior al descongelamiento y su seguimiento por 72 horas.

EFMOGLORTNA LIBRT 2OR JNIDAD

UNMIDAD | BASAL POST 24 HRS A8 HRS 72 HRS
mefunided | mefunidad mo/unided | me/unided modunidad
1 331.3 37.05 173.63 188.17 297.22
2 353.56 39.76 136.27 141.08 152 99
3 207.12 15.59 147.39 172.22 182.09
4 407 47 20.05 142.8 148.1 148.1
5 182.98 17.28 143 .44 154.24 161 .54
6 124.15 41.09 154.4 171.19 176.88
TABLAJ
HEMOGLOBINA LIBRE S
UNIDAD
o b _
o5 (IBASAL
:!:'.; : (IPOST
’gl 1 124 HRS
(148 HRS
(172 HESLJ
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Podemos observar en la tabla 3.1, que la ¢
durante el primer lavado de la unidad nimero cuatro €3 mayor a un gramo, deb

mayor presencia de hemdlisis.

TABLA DE HB LIBRE / UNIDAD

1er. Lavado |uaitimo Lavado
UNIDAD mglunid mglunid
B 67428 L
2 753.5 878
3 848.9 15,59
4 12343 20.05
5 620.15 17.28
] 549 .4 41.09

cncentracion de hemoglobina libre
ido ala

La concentracién de plaquetas y leucocitos por unidad se muestra en la tabla 4 y

graficas 4y 4.1.
TABLA DE PLAQUETAS Y LEUCOCITOS
s PLAQUETAS LEUCOCITOS
BASAL POST BASAL POST
UNIDAD Miles/Unidad MilosfUnidad Miles/Unidad MitesfUnidad
1 1000 1000 300 100
2 1000 400 €00 100
3 1000 1000 1900 100
4 1000 1000 200 100
5 5000 1000 400 200
8 2000 0 1300 200

K} |




e HEZ\SﬁAE}
o : i TIPOST
K& H -
= m
1234586
Ualii2AD
GRAFICA 4
e
HeUGOCIIeS
2000 ——- i
1500 { - -1t - -- - 1 [oBAsAL
‘iggn o iH - "‘ OPOST
ol Lol e
0| r—IEL,ﬂL 11“‘1]] m
1 2 3 4 5 6
UNDAD
- — S |
GRAFICA 4.1
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En la tabla 5 y grafica 5 se muestra la concentracion de potasio de las seis unidades
crio preservadas con cifras basales y posterior a su descongelamiento.

TABLA DI POTASID

UNIDAD BASAL POST
1 27.55 18
2 21.99 15
3 10 1
2 91 14
5 1.08 0.9
6 1.04 1
TABLA 8
i( PDOTASTO
e J
[ :
£ 20 15 CIBASAL
0 o
U ll r}‘lrwlil-—‘l"‘\lx:"x_:
1 2 3 4 5 & |
B UMDAD '

GRAIMCAS
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En la tabia 6, grafica 6 se muestra el volumen corpuscular de los eritrocitos previos
a su glicerolizacion y posterior al descongelamiento.

VOLUMEN CORPISCULAR MEDIQ

L FOST % AUENTO
7. .
7 308 35.8 5.607929515
2 88.5 90.5 2 259887005
3 87.6 90.7 3.538812785
) 87 85.8 3.218300805
5 90.3 93.7 3.765227021
6 87 89.7 3.103448276
TABLAG
T T - —
\VTon |
|
100 1
g5/ I}
©. 90 e
o I (IBASAL
, POST
80 I} —
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No se documento ninguna contaminacion bacteriana, el reporte de los hemocultivos
de las seis unidades post-desglicerolizacion a los siete dias fue negativo.

En la tabla 7, grafica 7 mostramos que los niveles de 2.3-DPG, se conservan
posterior al congelamiento y descongelamiento.

TABLA DE 2,3-D7G

e BASAL FO8Y

1 13 45

2 15 53

3 18 94

4 25 6.7

5 5 12.5

6 6 11.5

TABLA 7
2,3-07PG

147

12 T—=
® 1% S i
5 o nl
2 6 H  |OBasa
i Q-M |

2_4 feees

MR AT

T T T 1

z 2 3 4 5 6
UNLDAD

GRAFICA 8
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DISCUSION

El objetivo del trabajo se cumplio se logré congelar glébulos rojos con ¢l método
manual de Meryman y Valeri.

La cuenta de leucocitos y la determinacién de potasio mostrd una disminucion
posterior a la desglicerolizacion, similar a los reportes hechos en la literatura. (21, 27)

La disminucion de las plaquetas en nuestras unidades fue minimo, ya que nuestros
concentrados eritrocitarios son fraccionados con un método de leucotreduccion.

Se observo un incremento del VCM de los eritrocitos, lo cual no es referido en la
literatura. Quizés este incremento se deba a remanentes de glicerol en el interior del
eritrocito. Similar a lo encontrado  por la Fundacion Hematolégica Sarmiento, en
Argentina. (43)

Los niveles de hemoglobina libre por unidad post-desglicerolizacién muestran que
la velocidad de congelacion fue optima y la lisis eritrocitaria fue dentro de limites
permisibles; excepto en la unidad nimero cuatro en la cual la hemélisis posterior a la
glicerolizacion fue mayor a lo permisible; al realizar la glicerolizacién con la misma
metodologia asi como su descongelamiento, quizas esta hemolisis se deba a un dafio
provocado por el glicerol a la membrana eritrocitaria.

Con ¢l objeto de valorar la hemolisis realizamos un seguimiento de la hemoglobina
fibre, se puede observar que a las 24 horas presenta una elevacién importante mayor &l
100% y posterior a las 48 horas tiende ha mantenerse el incremento de la hemolisis mis
estable, esto confirma que en nuestras unidades 1a hemélisis s¢ encuentra dentro de la
reportada en diversos trabajos. (41)

Durante el procedimiento de glicerolizacion como de descongelamiento y
desglicerolizacion se utiliza una técnica estéril, la cual se corrobora con los resultados de
hemocultivos negativos de todas las unidades sometidas al procedimiento; como lo refiere
la Marina de los Estados Unidos y la Cruz Roja Americana. (19)

Los niveles de 2,3-DPG se mantuvieron aceptables pre y pos-tratamiento de las
unidades, lo cual nos indica buena capacidad de transporte de oxigeno. (19,20)
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El método es facil y laborioso, se debe tener un seguimiento adecuado sin omisién
de la técnica, se debe contar con adecuados contenedores para la conservacién de las
unidades.

CONCLUSIONES

Se cumplid con los objetivos, se logro glicerolizar, congelar a -80°C las seis
unidades de globulos rojos y desglicerolizarlas con técnica estéril. El segundo realizar
diferentes determinaciones basales y post-desglicerolizacion de plaquetas, leucocitos,
potasio, hemoglobina libre por unidad y 2,3-DPG.

Logramos validar la técnica de glicerolizacion y congelacion de gldbulos rojos.

Por lo que, nuestra hipotesis fue cierta al obtener resultados de pruebas in vitro que
demuestran la  viabilidad de los eritrocitos posterior al descongelamiento  y
desglicerolizacion, asi como la eliminacion casi total de las plaquetas, leucocitos y potasio
de las unidades; se demostrd la reproducibilidad del método.

Las unidades de menos tiempo de extraccidn presentan menor hemolisis durante el
procedimiento y niveles adecuados de 2.3-DPG, por lo cual recomendamos glicerolizar
unidades de menos de 24 horas de extraccion.

Para realizar un adecuado control de calidad de las unidades posterior a su
desglicerolizacion el mejor indicador de viabilidad eritrocitaria son la determinacién de la
hemoglobina libre/ unidad en el ultimo lavado con solucién 1.6% para descartar hemélisis
mayores de 1g/unidad y los niveles de 2,3-DPG.

Nosotros recomendamos realizar, estudios in vivo, en donde el objetivo sea valorar
la viabilidad de los eritrocitos cri¢ preservados.
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