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Resumen

La transfusién de paquete globular representa un riesgo po-
tencial para el paciente, ya que durante el almacenamiento de
los paquetes, el eritrocito puede producir metabolitos que
originan diversas reacciones en el organismo. En el eritroci-
to, los radicales libres derivados del oxigeno (RLox) se pro-
ducen durante el intercambio gaseoso entre la
oxihemoglobina y la metahemoglobina. In vivo, los RLox son
eliminados por las enzimas antioxidantes; sin embargo, en
los paquetes eritrocitarios, la acumulacién de los RLox puede
danar la membrana del eritrocito y los sistemas antioxidantes
pueden fallar. Objetivo: Determinar la concentracion de
malondialdehido y la actividad de las enzimas antioxidantes

Abstract

The transfusion of globular package represents a potential
risk for the patient, because during the storage, the erythro-
cyte can produce metabolites that originate diverse reactions
in the organism. In the erythrocyte, the free radicals derived
from oxygen (RLox) take place during the gaseous interchange
between the oxi-hemoglobin and metahemoglobin. In vivo,
the RLox are eliminated by antioxidants enzymes, neverthe-
less, in globular packages the accumulation of the RLox can
damage the membrane of the erythrocyte and the antioxi-
dants systems can fail. Objective: Our objective was to de-
termine the malondialdehyde concentration and the activity
of antioxidants enzymes superoxide dismutase and glutath-
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superéxido dismutasa y glutatién peroxidasa en los paquetes
globulares preservados en un banco de sangre. Material y
métodos: En paquetes globulares se determiné en el tiem-
po ceroy hasta por 35 dias, la concentracion de malondialdehido,
la actividad de las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa
y glutatién peroxidasa, y la concentracién de la enzima lactato
deshidrogenasa y de potasio, como indice de hemdlisis. Re-
sultados: A partir de los siete dias de almacenamiento, au-
menté la concentracion de malondialdehido y disminuyé la
actividad de las enzimas antioxidantes. La presencia de potasio
y de lactato deshidrogenasa se incrementé gradualmente
hasta un méaximo a los 35 dias. Conclusiones: El incremento
en la concentracién de malondialdehido en los paquetes
globulares y la disminucién en la actividad de las enzimas
antioxidantes puede ser un factor que provoque reacciones
adversas a quienes reciben concentrados eritrocitarios.

Introduccioén

no de los objetivos principales de la transfu-
U sién sanguinea es mantener una adecuada oxi-
genacién de los tejidos en el receptor para aumen-
tar su supervivencia ante un evento patolégico
determinado. Asi, la transfusién sanguinea (también
llamada transfusion de paquete globular o de eritro-
citos) es un recurso terapéutico muy usado en per-
sonas que padecen algln tipo de anemia (por ejem-
plo, por leucemia); cirugias mayores (cardiaca y de
grandes vasos); en nifios prematuros, etcétera. '
Sin embargo, a pesar de sus ventajas y poten-
cial terapéutico, la transfusion de componentes
sanguineos no esta exenta de riesgos y peligros
para el receptor. La transfusién de paquetes glo-
bulares a sujetos adultos ha sido asociada con re-
acciones inmunoldgicas, infecciones severas (por
ejemplo, neumonia y septicemia); reacciones he-
moliticas, manifestaciones de intoxicacién o reac-
cién adversa a los componentes quimicos inclui-
dos en las bolsas para preservacién de eritrocitos;
sobrecarga circulatoria, hipercalcemia, hiperca-
lemia, sobrecarga de sodio, entre otras.'*
Por otro lado, un paquete globular puede con-
tener elementos téxicos y/o dafinos para el re-

ione peroxidase in preserved globular packages of a blood
bank. Material and methods: In globular packages was de-
termined in time zero and until for 35 days, the concentra-
tion of malondialdehyde, the activity of antioxidants enzymes
superoxide dismutase and glutathione peroxidase, as well as
the concentration of the enzyme lactate dehydrogenase and
potassium, like hemolysis index. Results: As of the seven
days of storage, increased in the malondialdehyde concentra-
tion and diminished the activity of antioxidants enzymes. The
lactate dehydrogenase and potassium presence was increased
gradually until a maximum of 35 days. Conclusions: The
increase in the malondialdehyde concentration in globular
packages and the decrease in the activity of antioxidants en-
zyme, being this a factor that brings about adverse reactions
to the people who receive erythrocyte concentrates.

ceptor que pueden provenir directamente del
donante (virus de la hepatitis, HIV, etcétera) o
ser originados durante el proceso de almacena-
miento, en donde los productos o subproductos
del metabolismo normal del eritrocito tienden a
acumularse y pueden ser una fuente de metaboli-
tos téxicos para el receptor. Asi, ha sido reporta-
do que en bolsas que contienen paquetes de eri-
trocitos destinados para transfusiéon pueden existir
compuestos que potencialmente pueden repre-
sentar un riesgo para la salud del individuo trans-
fundido. De esta forma, se ha reportado la pre-
sencia en paquetes globulares de proteinas
leucocitarias, factores de crecimiento, fragmen-
tos de hemoglobina; presencia de compuestos de-
rivados de los plasticos que rodean a las bolsas
que contienen a los eritrocitos, entre otras mu-
chas cosas mas.”"*

Bajo condiciones normales del organismo, den-
tro de los productos y/o subproductos que pue-
den producirse en los eritrocitos se encuentra la
generacién espontanea de radicales libres deriva-
dos del oxigeno.

Un radical libre (RL) se define como una espe-
cie quimica que tiene un electrén desapareado en
su orbital mas externo, por lo que presentan alta
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reactividad a moléculas vecinas.'*2' En los seres
vivos, los RL provienen principalmente del oxige-
no o del nitrégeno (por lo que son llamados RL
derivados del oxigeno o del nitrégeno, respecti-
vamente) y pueden dafar lipidos, proteinas, car-
bohidratos y acidos nucleicos.'*?' La formacién
de RL se lleva a cabo como resultado del meta-
bolismo oxidativo en todos aquellos comparti-
mentos subcelulares en donde existe un alto
intercambio metabdlico, como son las mitocon-
drias, el reticulo endoplasmico liso y el citosol.'*?!
Por otro lado, es conocido el hecho de que los
radicales libres derivados del oxigeno (RLox) pue-
den formarse in vitro e in vivo por medio de reac-
ciones espontaneas llamadas de Haber-Weis o tipo
Fenton en donde interviene como catalizador un
metal de transicién, siendo el mas importante el
hierro.'>?! La generacién espontanea de RLox re-
quiere la presencia de una molécula pro-radical y
al catalizador metélico, el cual, mientras existan
los sustratos y las condiciones adecuadas, seguira
generando RLox at infinitum, dando como conse-
cuencia un dafio importante a las estructuras ce-
lulares y subcelulares en los seres vivos.'*?!

En los eritrocitos de todos los mamiferos exis-
ten reacciones tipo Fenton y Haber-Weis como
consecuencia del intercambio gaseoso que ocu-
rre cuando la oxihemoglobina pasa a ser meta-
hemoglobina, en donde el hierro del grupo hemo
de la hemoglobina reacciona en forma esponta-
nea con el oxigeno.'*? Los RLox asi formados
reaccionan con las macromoléculas, principalmen-
te los acidos grasos poliinsaturados de la mem-
brana eritrocitaria, en donde se lleva a cabo el
fenémeno de la lipoperoxidacién que da como me-
tabolito final al malondialdehido (MDA), el cual se
determina en el laboratorio como un indice de
dafio ocasionado por los RLox.'*?* Por su parte,
el eritrocito posee enzimas antioxidantes que evi-
tan o minimizan el dano provocado por los RLox,
siendo las mas importantes la superéxido dismu-
tasa (SOD) y la glutatién peroxidasa, las cuales
acttan en conjuncién para evitar el dano al eritro-

cito.”?” Cuando en el eritrocito o la célula en
general existe un aumento importante en la for-
macién de RLox o una disminucién en los meca-
nismos antioxidantes, se produce una condicién
llamada estrés oxidativo, que se caracteriza por
un aumento en la lipoperoxidacién y una altera-
cién en los metabolitos antioxidantes vy, si dicha
condicién no es controlada, puede ocasionar un
dafo irreparable al eritrocito.'*2

Puesto que los eritrocitos que son preserva-
dos como paquetes globulares destinados a la
transfusion sanguinea pueden ser una fuente po-
tencial de dafio al acumular sustancias reactivas o
subproductos como el malondialdehido, el obje-
tivo del presente trabajo es determinar si los pa-
quetes globulares preservados bajo condiciones
éptimas en un banco de sangre presentan altera-
ciones en la concentracién de malondialdehido,
asi como en la actividad de las enzimas antioxi-
dantes superéxido dismutasa y glutatiéon peroxi-
dasa a lo largo de 35 dias de almacenamiento, que
es el tiempo maximo que se sugiere para almace-
nar un paquete globular en un banco de sangre.

Material y métodos

Todos los reactivos quimicos fueron obtenidos de
Sigma (Sigma Chemical Snt. Louis, USA), de
Merck (Merck de México SA) o de Mallinckrot
(Mallinckrot de México SA) de grado analitico y
de la mejor calidad posible. Los procedimientos
y técnicas fueron aprobados por los Comités de
Etica y de Investigacién de nuestra institucion.

Obtencion de paquetes globulares y dise-
fno experimental. Se obtuvieron paquetes glo-
bulares de 34 sujetos masculinos (25 a 40 anos
de edad) aparentemente sanos y que acudieron al
banco de sangre de nuestra institucién como do-
nadores voluntarios.

Los paquetes globulares (cerca de 400 mL de
sangre total) se obtuvieron utilizando el protoco-
lo que normalmente se sigue en esta Unidad y que
ha sido reportado previamente por nuestro gru-
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po de trabajo.'*"'” La sangre fue obtenida por ve-
nopuncién y se colocé en un sistema de bolsas de
plastico cuadruples (Baxter-Fenwal; Unidad Bol-
sag con CPD/ADSOL, Opti-System PL-146), con
salida superior e inferior. La sangre total fue cen-
trifugada a 2,000 revoluciones por minuto (rpm)
por |12 minutos; al término de esto, fueron colo-
cadas en el sistema Opti-press (Baxter-Fenwal)
para separar al paquete globular (eritrocitos) del
plasma y del concentrado de leucocitos (buffy
coat). Una vez obtenidas las bolsas que contienen
a los paquetes globulares, éstas fueron almacena-
das y mantenidas en refrigeracién (1-6 °C) bajo
las condiciones normales de almacenamiento del
banco de sangre, dejandose en esas condiciones
por todo el tiempo que duré el estudio. Todos
los procedimientos fueron realizados acorde a
normas y procedimientos establecidos para el
manejo de muestras sanguineas en el banco de
sangre de nuestra institucion.

Las bolsas que contienen al paquete globular
fueron puncionadas por una de sus salidas con je-
ringa de plastico bajo condiciones estériles y se
aspiré una muestra (10 mL) de eritrocitos. Una
vez tomada la muestra, la salida de la bolsa fue
sellada para mantener la esterilidad del sistema.
La toma de muestras de eritrocitos descrita con
anterioridad se llevé a cabo en el momento de
ser preparados los paquetes globulares (tiempo
cero) y hasta por 35 dias, tomando muestras en
los dias nones tal como se muestra en las graficas
de la seccién de resultados. Las muestras de eri-
trocitos asi obtenidas fueron procesadas el mis-
mo dia de su obtencién, de acuerdo a los proce-
dimientos descritos previamente,'*'” como se
detalla a continuacién: La muestra de eritrocitos
fue colocada en un tubo de vidrio y centrifugada a
1,500 rpm por |5 minutos. Al término de la cen-
trifugacién, el sobrenadante fue aspirado con pi-
peta Pasteur y reservado para determinar la acti-
vidad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)
y la concentracién de potasio como indicadores
de hemodlisis.

A los eritrocitos se le agregaron tres volime-
nes de solucién salina isoténica con amortiguador
de fosfatos (PBS, pH 7) fria. Los eritrocitos fue-
ron centrifugados nuevamente bajo las condicio-
nes ya descritas y fueron lavados dos veces mas.
Una vez obtenidos los eritrocitos, se procesaron
para la obtencién de citosol y membranas celula-
res para la determinacién de las enzimas antioxi-
dantes y la concentraciéon de malondialdehido,
respectivamente.

Obtencion de fraccion citosdlica y mem-
branas celulares de los eritrocitos. Los eritro-
citos fueron lizados de acuerdo con la técnica
previamente reportada,'’?% usando un amorti-
guador hipoténico de fosfatos (5P8; 5 mM de
buffer de fosfatos, pH 8). Brevemente, se proce-
dié como sigue: a un volumen de paquete de eri-
trocitos se le agregaron 5 volimenes de solucién
5P8 con agitacién moderada, dejandose reposar
por |5 minutos a 4 °C. Los eritrocitos lizados
fueron centrifugados a 10,000 rpm por |5 minu-
tos. El sobrenadante fue recuperado y considera-
do como la fraccién citosélica, mientras que el
precipitado es la fracciéon membranal.'”?%?° La
fraccion membranal fue lavada dos veces mas con
5P8 y resuspendida en solucién salina isoténica
(NaCl 0.9%) hasta su posterior uso.

Determinacién de malondialdehido. La
concentracién de malondialdehido (MDA) como
un indice de lipoperoxidacién fue determinada en
las membranas aisladas de los eritrocitos, de acuer-
do con el método descrito previamente'®* y
basado en Ohkawa.}' Brevemente, se procedié
de la siguiente manera: una muestra de membra-
nas de eritrocitos (300 mg de proteina total) fue
colocada en un tubo de ensayo, junto con | mL de
amortiguador de Tris (Tris-HCI, 0.15M, pH 7.0)
e incubada a 37 °C por 30 minutos. Al término de
la incubacién, se agregé 1.5 mL de acido acético
(5% v/v) y 1.5 mL de acido tiobarbiturico (0.8%
p/v). Las muestras fueron incubadas por 60 mi-
nutos a 90 °C. Después se enfriaron y se agrega-
ron | mL de KCI (2% p/v) y 3 mL de una mezcla
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de butanol/piridina (1:10 v/v). La mezcla asi ob-
tenida se agité y centrifugd durante 10 minutos a
3,000 rpm en una centrifuga clinica; al término de
esto, se recuperd la interfase de butanol/piridina,
la cual fue leida a 532 nm en un espectrofotéme-
tro (Jenway 6300, Cielovista, Cal. USA). La con-
centracién de MDA (calculada a partir del coefi-
ciente de extincién 1.54 x 10° M"' cm™') fue
expresada como nmol/mL.'¢303!

Determinaciéon de la actividad de las en-
zimas antioxidantes. Para llevar a cabo la de-
terminacién de la actividad de las enzimas antioxi-
dantes en la fraccién citosdlica de los eritrocitos,
se procedié a eliminar el exceso de hemoglobina
de acuerdo al método reportado por Bannister y
Bannister.3? Brevemente, se procedié como si-
gue: una muestra de fraccién citosdlica de eritro-
citos fue mezclada con un volumen de una solu-
cién de etanol/cloroformo (5/3, v/v) con agitacién
continua por diez minutos. Posteriormente, se
agregd 1/5 de volumen de NaCl isoténico en agi-
tacion continua. El resultado fue centrifugado a
3,000 rpm por 60 minutos, descartando el pre-
cipitado y usando el sobrenadante, el cual se con-
sidera como fraccién libre de hemoglobina (FLH),
que fue usado para determinar la actividad de las
enzimas antioxidantes.

La actividad de la enzima superdxido dismuta-
sa (SOD) fue determinada usando un kit de reac-
tivos comercial (SOD Assay Kit, Calbiochem EMD
Biosciences, Inc, USA), siguiendo las instruccio-
nes proporcionadas por el fabricante y que esta
basado en la técnica reportada por McCord y
Fridovich,? usando un generador de radicales
superoéxido a partir de la reaccién de la xantina
con xantina oxidasa, detectando la inhibicién de la
reaccion por medio de la formacién de formazan
a partir del compuesto cloruro de 2-(4-iodofe-
nil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolio (INT). Bre-
vemente, se prosiguié como sigue: En una cubeta
de cuarzo se colocé una muestra de FLH diluida
10 veces con amortiguador de fosfatos (KH,PO,,
10 mM, pH 7.0), agregando 170 uL de mezcla

de reaccién (xantina 0.05 mM; INT 0.025 mM).
La solucién fue agitada gentilmente y se inicié la
reaccion, agregando 25 plL de xantina oxidasa (80
U/L) y 10 pL de H,O, (3% en agua), monito-
reando la absorbancia a 500 nm por 210 segun-
dos. Bajo estas condiciones, una unidad de activi-
dad de SOD se considera como la cantidad de
enzima que inhibe 50% de la formacién de for-
mazan, tomando en cuenta una curva testigo con
SOD pura. Dicha curva testigo fue realizada bajo
las mismas condiciones ya descritas, pero usando
SOD de eritrocitos de bovino (20 U/L; Sigma
Chemical St. Louis, USA) en lugar de las mues-
tras experimentales y expresando la actividad
como mU/mg Hb.*La actividad de la enzima glu-
tatién peroxidasa fue determinada por medio de
un kit de reactivos (Glutathione Peroxidase Ce-
llular Activity Assay Kit, Sigma-Aldrich, St. Louis
MO, USA), siguiendo las instrucciones incluidas
por el fabricante y basado en el método reporta-
do por Paglia y Valentine.** Brevemente, un volu-
men de muestra de FLH fue diluido con un volu-
men de buffer de dilucién (Tris-HCI 50 mM; EDTA
0.5 mM, pH 8.0), agregandose 50 pL de buffer
de NADPH (NADPH 5 mM; glutation reducido
42 mM; glutatién reductasa 10 U/L) y disparando
la reaccién con 10 pL de ter-butilhidroperéxido
(70% v/v en agua). La reaccién fue seguida por
60 segundos en un espectrofotémetro a 340 nm.
La actividad de la enzima fue expresada en U/g
Hb.33

Determinacion de la actividad de lactato
deshidrogenasa (LDH) y potasio. Como indi-
cadores de la hemdlisis de los eritrocitos, se de-
termind la actividad de la enzima LDH y la con-
centracién de potasio en el sobrenadante de los
eritrocitos aspirados directamente de las bolsas
(tal como fue descrito en parrafos anteriores).

La actividad de la LDH se determiné usando
un kit de reactivos comerciales (LDH Cell titer,
Promega Corporation, USA) y siguiendo las ins-
trucciones proporcionadas por el fabricante y
expresando la actividad en U/L.3* La concentra-
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cién de potasio fue determinada de acuerdo al
procedimiento reportado por Knight,** usando
un fotémetro de flama (Radiometer Cophenha-
gen) y expresando la concentracién en mmol/L.

Determinacion de hemoglobina total. La
concentracién de hemoglobina (Hb) fue determi-
nada en muestras de eritrocitos de acuerdo a la
técnica reportada por Kohn.** Brevemente se
prosigue de la siguiente manera: A un volumen de
paquete eritrocitario se le agregan 5.5 volume-
nes de agua bidestilada y se incuban por diez mi-
nutos a temperatura ambiente. Al término de la
incubacién, la muestra es centrifugada a 14,000
rpm por |5 minutos. Se recuperé el sobrenadan-
te (hemolizado), al cual se le determiné la con-
centracién de Hb por medio de la diferencia de
absorbancias a 630 nm entre una muestra con cia-
nuro y otra sin cianuro.’

Analisis estadistico. Los resultados se expre-
san como promedios * error estandar de 34
muestras (paquetes globulares) independientes,
realizando al menos tres determinaciones de me-
tabolitos por muestra por puncién. Los resulta-
dos fueron analizados usando como base una hoja
de calculo Excel (Microsoft Corporation, USA) y
el programa estadistico GraphPad Prism V-4.00
(GraphPad Software, San Diego, Cal., USA). Los
datos fueron analizados usando la prueba U de
Mann-Whitney, tomando un valor de p < 0.05
como estadisticamente significativo.

Resultados

La figura | muestra el curso temporal de la con-
centracién de MDA en la membrana de los eri-
trocitos almacenados en condiciones éptimas para
su transfusién, hasta por 35 dias.

Tal como se puede observar, a los siete dias de
almacenamiento, existe un incremento estadisti-
camente significativo de 1.14 veces en la concen-
tracion de MDA con respecto a la concentracién
encontrada en el tiempo basal (tiempo cero) (4.2
+ 0.12 vs 3.69 = 0.1 nmol/mL, p < 0.05, res-

pectivamente). Dicho incremento se mantiene de
forma importante y alcanza un primer maximo a
los 13 dias de almacenamiento, en donde repre-
senta un incremento de |.5] veces con respecto
al tiempo cero y alcanza otro incremento impor-
tante de 1.83 veces a los 21 dias de almacena-
miento. Finalmente, la concentracién de MDA al-
canza un maximo de |.92 veces con respecto al
tiempo cero, a los 35 dias de almacenamiento (7.1
+ 0.1l vs 3.69 = 0.1l nmol/mL, p < 0.05, res-
pectivamente; figura 1).

En las figuras 2 y 3 se muestra la actividad de las
enzimas superéxido dismutasa (SOD) y glutatién
peroxidasa, respectivamente, a lo largo del tiem-
po de estudio. Como puede observarse, para am-
bas enzimas, existe una disminucién gradual en sus
actividades, siendo estadisticamente significativo a
partir de los siete dias de almacenamiento (figuras
2 y 3, respectivamente). En el caso de la SOD, la
disminucién en la actividad a los siete dias de al-
macenamiento es de 18.28% con respecto al tiem-
po cero (1.0l *= 0.05 vs 1.236 *= 0.032 mU/mL,

p < 0.05
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Figura |. Concentracién de malondialdehido (MDA) en la
membrana plasmatica de los eritrocitos provenientes de pa-
quetes globulares preservados hasta por 35 dias. Los resulta-
dos estan expresados como promedios * el error estandar
de 34 muestras independientes y al menos tres determina-
ciones por muestra. El paréntesis entre los datos indica una
diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) entre cada
uno de los puntos versus el tiempo cero.
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respectivamente); mientras que a los || y 35 dias
de almacenamiento, la actividad de dicha enzima
alcanza Unicamente 67.07 y 65.62% con respecto
al tiempo cero (figura 2). Del mismo modo, la en-
zima Glut Perx presenta una disminucion estadisti-
camente significativa en su actividad a partir de los
siete dias de almacenamiento, en donde la activi-
dad que presenta es Unicamente de 82.58% con
respecto a la actividad que presenta a tiempo cero
(28.2 = 1.02 vs 34.15 = I.1 U/g Hb, p < 0.05,
respectivamente; figura 3). A partir de los siete dias
de almacenamiento, la actividad de dicha enzima
disminuye gradualmente hasta llegar a ser de 70.83%
a los 35 dias de almacenamiento, con respecto a la
actividad mostrada a tiempo cero (24.19 = .0l
vs 34.15 = 1.1 U/g Hb, p < 0.05, respectivamen-
te; figura 3).

Como una prueba de la hemdlisis de los eri-
trocitos, se determiné la actividad de la enzima
LDH (figura 4) asi como la concentracién de po-
tasio (figura 5) en los paquetes globulares a lo lar-
go del tiempo de almacenamiento.

SOD (mU/mg Hb)

0.6 —t—t—+— —t— +— +—
01 357 911131517192123252729313335
Tiempo (dias)

Figura 2. Actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD)
en eritrocitos provenientes de paquetes globulares preser-
vados hasta por 35 dias. Los resultados estan expresados
como promedios * el error estandar de 34 muestras inde-
pendientes y al menos tres determinaciones por muestra.
El paréntesis entre los datos indica una diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05) entre cada uno de los puntos versus el
tiempo cero.

Como puede observarse, tanto la presencia de
la enzima LDH como la concentracién de potasio
se incrementan en los paquetes globulares con-
forme pasa el tiempo de almacenamiento, siendo
este incremento estadisticamente significativo con
respecto al tiempo cero a los cinco dias en el caso
de la LDH y a los siete dias en el caso del potasio
(figuras 4 y 5, respectivamente). A diferencia del
comportamiento temporal de las enzimas antioxi-
dantes, la enzima LDH presenta un incremento
estadisticamente significativo de 1.35 veces
(516.11 = 18.3 U/L) con respecto al valor a tiem-
po cero (381.71 = 17.4 U/L), a los cinco dias de
almacenamiento, alcanzando un valor maximo de
2.028 veces (774.4 = 21.3 U/L), con respecto
al tiempo cero, a los 35 dias de almacenamiento
(figura 4).

En el caso de la concentracién de potasio, se
observa un incremento de |.65 veces con res-
pecto al tiempo cero, a los siete dias de almace-
namiento (6.93 = 0.25 vs 4.2 = 0.32 mmol/L, p
< 0.05, respectivamente), y su concentraciéon se

36 -
34 1

- p < 0.05

30 4

28 -
26

Glut Perx (U/g Hb)

24
221

20 +—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—++
01 357 911131517192123252729313335

Tiempo (dias)

Figura 3. Actividad de la enzima glutatiéon peroxidasa
(GlutPerx) en eritrocitos provenientes de paquetes globula-
res preservados hasta por 35 dias. Los resultados estan ex-
presados como promedios * el error estandar de 34 mues-
tras independientes y al menos tres determinaciones por
muestra. El paréntesis entre los datos indica una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05) entre cada uno de
los puntos versus el tiempo cero.
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Figura 4. Actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)
en eritrocitos provenientes de paquetes globulares preser-
vados hasta por 35 dias. Los resultados estan expresados
como promedios * el error estandar de 34 muestras inde-
pendientes y al menos tres determinaciones por muestra. El
paréntesis entre los datos indica una diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05) entre cada uno de los puntos versus el
tiempo cero.

p < 0.05
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Figura 5. Concentracidon de potasio en eritrocitos prove-
nientes de paquetes globulares preservados hasta por 35 dias.
Los resultados estan expresados como promedios =+ el error
estandar de 34 muestras independientes y al menos tres
determinaciones por muestra. El paréntesis entre los datos
indica una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05)
entre cada uno de los puntos versus el tiempo cero.

incrementa gradualmente hasta llegar a ser de 4.95
veces (20.78 = 0.61 mmol/L) a los 35 dias de
almacenamiento (figura 5).

Discusion

La transfusién de eritrocitos preservados en bol-
sas como paquetes globulares y que son almace-
nados en un banco de sangre representan uno de
los productos biolégicos mas frecuentemente
usados en el tratamiento de diversas patologias
que comprometen el estado de salud del sujeto.'”
Sin embargo, su uso aun bajo condiciones de ex-
trema seguridad, puede representar un riesgo
para la salud del individuo transfundido.'”’

Un paquete globular o concentrado de eritro-
citos que se almacena en el banco de sangre pue-
de contener sustancias o metabolitos que pueden
provenir, ya sea directamente del sujeto donante
(por ejemplo, virus, factores de crecimiento, an-
ticuerpos, leucocitos y tromboxanos), o ser sus-
tancias que se producen dentro del recipiente que
los contiene y que generalmente son productos
del deterioro normal que sufre el eritrocito, o
como resultado del metabolismo normal que lle-
va a cabo esta célula."®'***2 En cualquier caso,
ambas posibilidades representan un riesgo poten-
cial para el receptor de dicho paquete globular vy,
aunque ciertos elementos que representan un ries-
go directo para la salud pueden ser detectados
(como es el caso de los virus, los anticuerpos y
los grupos sanguineos), no todas las sustancias
contenidas en un paquete globular pueden ser
detectadas y neutralizadas.

Lo anterior es principalmente importante para
los metabolitos originados por el deterioro nor-
mal de los eritrocitos o como consecuencia di-
recta del metabolismo normal que esta célula lle-
va a cabo bajo condiciones de almacenamiento.

De esta forma, ha sido reportado que existe a
lo largo del tiempo de almacenamiento, una acu-
mulacién de sustancias potencialmente téxicas
para el organismo, tales como fragmentos de he-
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moglobina; fragmentos de membranas de eritro-
citos; acumulacién de iones de calcio, sodio, po-
tasio; acumulacién de disminucién del pH del pa-
quete globular; acumulacién de acido lactico; entre
otras méS.7‘8’IO_I4’37_39

El hecho de que el eritrocito que se encuentra
en un paquete globular para transfusién conserve
su principal funcién, que es la de transportar oxi-
geno, implica que su metabolismo intermedio
debe estar preservado lo mejor posible. Es por
eso que se han ideado una serie de mezclas que
sirvan para preservar a lo largo del tiempo, tanto
la funcién como la estructura de los eritrocitos.
Sin embargo, ningin medio de preservacién de
eritrocitos que existe en la actualidad puede con-
trarrestar los efectos adversos que el metabolis-
mo normal del eritrocito tiene durante el perio-
do de almacenamiento en una bolsa para
transfusién; de hecho, uno de los éxitos de las
mezclas actuales es precisamente que pueden
mantener por largo tiempo de almacenaje, el fun-
cionamiento del metabolismo del eritrocito en
indices razonablemente aceptables para que con-
serve su funcién como transportador de oxige-
no'l,40—43

Tal como se mencioné en lineas anteriores, la
conservacién del metabolismo intermedio del
eritrocito es fundamental para que pueda servir
como transportador de oxigeno, el cual reaccio-
na espontaneamente con el grupo hemo de la
hemoglobina para formar oxihemoglobina (oxi-
Hb) y de esta forma llevar el oxigeno a las células.
Una vez en ellas, la oxi-Hb libera al oxigeno y se
transforma en metahemoglobina (meta-Hb), la cual
estd lista nuevamente para recibir al oxigeno y
transformarse en oxi-Hb."*?” En condiciones in
vivo, la transformacién de oxi-Hb a meta-Hb y
viceversa genera radicales libres derivados del
oxigeno (RLox) los cuales, si no son neutralizados
por los sistemas antioxidantes del eritrocito (prin-
cipalmente las enzimas superéxido dismutasa,
catalasa y glutatiéon peroxidasa), pueden reaccio-
nar con lipidos y proteinas del eritrocito, forman-

do compuestos nitrogenados y MDA, los cuales
deben ser eliminados para no causar mayores al-
teraciones al organismo.?#24

Se ha descrito que en condiciones normales, la
concentracién de MDA presente en los eritroci-
tos humanos es de 3.5 a 4.5 nmol/mL vy la activi-
dad de las enzimas antioxidantes es de 1.2 a |.4
mU/mg Hb para la SOD y de 32 a 36U/g Hb para
la glutatién peroxidasa, y dichas cifras pueden en-
contrarse en un paquete globular fresco obteni-
do de un adulto sano.'?'82021:33-38 De jgual forma,
se ha reportado que la actividad basal de enzima
LDH en los paquetes globulares es de 350 a 460
U/L y la concentracién de potasio esta en el ran-
go de 3.5 a 4.5 mmol/L."!"26:30.38

Los anteriores valores de actividad de enzimas,
asi como la concentracién de MDA y potasio, es-
tan presentes en los paquetes globulares frescos,
tal como lo muestran nuestros resultados (tiem-
po cero en todas las figuras). Por otro lado, con-
forme pasa el tiempo de almacenamiento, tanto
la actividad de las enzimas como de los metaboli-
tos se modifican gradualmente, lo que se observa
a partir de los siete dias de almacenamiento en el
caso de las enzimas antioxidantes, asi como en el
MDA y el potasio. En el caso de la enzima LDH,
los cambios empiezan a los cinco dias de almace-
namiento para hacerse maximos a los 35 dias
posteriores a la obtencién de los eritrocitos.

La acumulacién gradual de MDA en la membra-
na de los eritrocitos contenidos en los paquetes
globulares denota un dafio a la membrana de los
eritrocitos producido por la generacién de radica-
les libres derivados del oxigeno (RLox), ya que di-
chos compuestos son capaces de reaccionar con
los acidos grasos poliinsaturados de las membra-
nas bioldgicas y producir lipoperoxidacién de los
mismos con la consiguiente produccién del MDA
como metabolito final.'>'” En condiciones in vivo,
la generacion de RLox se presenta en el eritrocito
durante el intercambio de oxigeno, cuando la oxi-
hemoglobina reacciona en forma espontanea para
liberar al oxigeno y se convierte en metahemoglo-
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bina y viceversa. En dicha reacciéon espontanea, el
grupo hemo de la hemoglobina (que tiene un cen-
tro de hierro) cataliza una reaccién tipo Fenton o
Haber-Weis, lo que origina de forma espontanea a
los RLox."*"'? Por otro lado, se ha descrito que
existe la generacion espontanea de RLox en condi-
ciones in vitro, en donde el grupo hemo de la he-
moglobina interviene, formando dichas especies
reactivas y, por tanto, puede generar dano a las
estructuras adyacentes.'>"'?

En nuestro caso, podemos considerar al pa-
quete globular como un sistema in vitro, en don-
de, por las caracteristicas de la solucion de pre-
servacién usada en ellos, se mantiene el
metabolismo oxidativo del eritrocito, asi como la
generacién espontanea de RLox por parte de los
grupos hemo de la hemoglobina, ya que se ha
demostrado que la de conversién de oxihemo-
globina (principal componente del eritrocito) a
metahemoglobina, se lleva a cabo de manera es-
pontanea, la cual, como se mencioné en lineas
anteriores, es un sistema generador de RLox. Por
otro lado, para contener el dafio que puedan pro-
vocar los RLox, el eritrocito posee diversas enzi-
mas antioxidantes que tienen la funcién de elimi-
nar a los RLox. Entre las mas importantes se
encuentran la superéxido dismutasa (SOD) y a la
glutatién peroxidasa; esta Ultima conectada meta-
bélicamente con el ciclo de las pentosas en el eri-
trocito.'>212>3334 Bajo condiciones normales in
vivo, el recambio de oxihemoglobina a metahe-
moglobina que genera RLox, estos Ultimos son
eliminados a través de las enzimas antioxidantes
SOD vy glutatiéon peroxidasa, las cuales se renue-
van constantemente a través del metabolismo
normal del eritrocito. Sin embargo, podemos su-
poner que, en un sistema in vitro como seria el
paquete globular, el eritrocito carece de las con-
diciones normales para su funcionamiento, por lo
que la oxihemoglobina que contiene el paquete
globular espontaneamente libera al oxigeno y se
convierte en metahemoglobina con la consiguien-
te produccién de RLox. Dichos RLox son conte-

nidos por las enzimas antioxidantes al menos por
los primeros siete dias de almacenamiento, ya que
en ese tiempo, la actividad de las enzimas antioxi-
dantes SOD y glutatién peroxidasa empieza a de-
caer y se incrementa al mismo tiempo la concen-
tracion de MDA (figuras | a 3).

Por otro lado, el dano a la membrana del eri-
trocito se manifiesta por la presencia en el medio
de la enzima LDH, asi como el incremento gra-
dual en la concentracién de potasio (figuras 4y 5).
Tanto la actividad de la enzima LDH, asi como la
concentracién de potasio en el paquete globular
se consideran como marcadores de dafo a la
membrana eritrocitaria que se interpreta como
hemodlisis de los mismos.'"?*3° De acuerdo con
nuestros resultados, la hemdlisis de los eritroci-
tos se iniciaria de manera mas acentuada a los 5-7
dias de almacenamiento y seria maxima a los 35
dias (figuras 4 y 5). Con base en todo lo anterior,
podemos afirmar que durante el tiempo de alma-
cenamiento de los paquetes globulares, aun bajo
condiciones éptimas, se presenta un dafio impor-
tante al eritrocito generado por los RLox, que se
manifiesta por aumento en la cantidad de MDA,
probablemente debido a la disminucién en la acti-
vidad de las enzimas antioxidantes SOD vy gluta-
tiéon peroxidasa.

Una buena parte del éxito de una transfusién
sanguinea reside en que los eritrocitos que son
obtenidos de donantes sanos permanezcan sin
cambios aparentes durante el tiempo que pasan
en almacenamiento, bajo condiciones éptimas, de
acuerdo a normas y procedimientos seguidos por
los bancos de sangre de instituciones hospitala-
rias publicas y privadas. Sin embargo, una vez que
los eritrocitos salen del donante, éstos tienden a
presentar diversos cambios a nivel metabdlico y
estructural aun cuando hayan sido almacenados
bajo condiciones éptimas, por lo que el prolon-
gado almacenamiento de paquetes globulares pue-
de representar un riesgo para la salud del sujeto
que lo recibe. Es por eso que los paquetes globu-
lares destinados a la transfusién en humanos de-
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ben ser dispuestos lo mas frescos posibles, para
de esa forma evitar la entrada de sustancias dafii-
nas al organismo, tal como puede ser el potasio y
el MDA que pueden comprometer el estado de
salud del paciente que lo recibe, ademas de que,
al transfundir eritrocitos dafados, éstos pierden
su funcién de acarreadores de oxigeno, lo que hace
que pierdan su potencial terapéutico y puedan ser
dafinos o téxicos para el organismo.
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