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Resumen

La transfusion de paquete globular puede representar un riesgo
para el paciente que lo recibe, ya que el metabolismo del
eritrocito durante su almacenamiento produce sustancias
responsables de diversas reacciones en el organismo. En el
eritrocito, el 6xido nitrico reacciona con la hemoglobina y
forma metahemoglobina y nitritos. Ambos metabolitos acu-
mulados en el paquete globular pueden producir alteraciones
en el sujeto que lo recibe. Objetivo: Determinar si los pa-
quetes globulares preservados bajo condiciones éptimas en
un banco de sangre presentan alteraciones en la concentra-
cién de oxido nitrico y metahemoglobina a lo largo del tiem-
po. Material y métodos: Se eligieron doce paquetes globula-
res siguiendo los procedimientos rutinarios del banco de san-
gre de nuestra institucién. Se tomaron muestras de cada pa-
quete diariamente por cinco dias y posteriormente cada cinco
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Abstract

The transfusion of globular package can represent a risk for
the patient that receives it since the metabolism of the eryth-
rocyte during its storage substances that can be responsible
for diverse reactions in the organism can take place. In the
erythrocytes the nitric oxide can react with hemoglobin to
form meta-hemoglobin and nitrates. Both substances con-
tained in the globular package can produce alterations in the
human that receives it. Objective: Our objective was to
determine if globular packages preserved under normal con-
ditions in a Blood Bank present alterations in the concentra-
tion of nitric oxide and meta-hemoglobin along the time.
Material and methods: Twelve globular packages were cho-
sen following the routine procedures of the Blood Bank of
our institution. Samples of each package were obtained daily
for five days and every five days until 30 days. Concentration
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dias durante 30 dias. En las muestras se determiné la con-
centracién de nitratos totales (como un indice del éxido nitri-
co) y el porcentaje de metahemoglobina. Resultados: Existe
un incremento importante en la concentracién de nitratos
totales y de metahemoglobina a lo largo del tiempo en los
eritrocitos obtenidos de los paquetes globulares. Conclu-
siones: El incremento en la concentracién de éxido nitrico
en los paquetes globulares, asi como de metahemoglobina,
puede ser un factor que provoque reacciones adversas en el
paciente que recibe una transfusiéon sanguinea.

Introduccion

no de los objetivos principales de la transfu-
U sién sanguinea es mantener una adecuada oxi-
genacién de los tejidos del receptor para aumen-
tar su sobrevida ante un evento patolégico
determinado. Asi, la transfusién sanguinea (también
llamada transfusién de paquete globular o de eri-
trocitos) es un recurso terapéutico muy usado en
personas que padecen algln tipo de anemia (leuce-
mia, por ejemplo), en cirugias mayores (cardiaca y
de grandes vasos), en nifios prematuros, etc."?
Sin embargo, a pesar de sus ventajas y poten-
cial terapéutico, la transfusién de componentes
sanguineos no estd 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 dafiinos para el re-
ceptor transmitidos directamente del donante
(virus de la hepatitis, HIV, etc.) o ser originados
durante el proceso de almacenamiento en donde
los productos o subproductos del metabolismo
normal del eritrocito tienden a acumularse y pue-
den ser una fuente de metabolitos téxicos para el

of total nitrates (as an index of the presence of the nitric
oxide) and meta-hemoglobin were determined. Results: An
important increment was show in the concentration of total
nitrates and meta-hemoglobin along the time in the erythro-
cytes from globular packages. Conclusions: The increment
in the concentration of nitric oxide and meta-hemoglobin in
the globular packages it can be a factor that produces adverse
reactions in the patient that receives a blood transfusion.

receptor. Asi, ha sido reportado que en bolsas
que contienen paquetes de eritrocitos destinados
para transfusion pueden existir compuestos que
potencialmente representan un riesgo para la sa-
lud del individuo transfundido. De esta forma, se
ha reportado la presencia en paquetes globulares
de proteinas leucocitarias, factores de crecimien-
to, metabolitos derivados de la accién de los ra-
dicales libres (malondialdehido y lipoperéxidos en
general), fragmentos de hemoglobina, presencia
de compuestos derivados de los plasticos que
rodean a las bolsas que contienen a los eritroci-
tos, entre otros.”'*

Por otro lado, es conocido el hecho de que el
oxido nitrico (NO por sus siglas en inglés para
Nitric Oxide) es un metabolito producido en el
organismo, principalmente en los epitelios de los
vasos sanguineos en donde ejerce una accién re-
guladora del tono vascular.'

Ademas, el NO ha sido implicado en diversos
mecanismos fisiologicos y fisiopatolégicos tales
como el estimulo nervioso, la activaciéon de pla-
quetas en la coagulacién y septicemia, la activa-
cién de leucocitos en procesos infecciosos, alte-
raciones en enfermedades coronarias, diabetes
mellitus, hipertensién sistémica, hipertensién pul-
monar, prematurez, etc.'®'8

Por otro lado, bajo condiciones normales de
un individuo, el NO que se forma en los epitelios
vasculares puede atravesar la membrana celular
del eritrocito y combinarse con la oxihemoglobi-
na formando metahemoglobina (meta-Hb) y ni-
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tratos (NOx).'"#2 La met-Hb, una vez formada,
es un compuesto que presenta una afinidad me-
nor por el oxigeno, lo que provoca una menor
oxigenacién de los tejidos. Por su parte, los nitra-
tos que se forman pueden nuevamente, mediante
reacciones de oxido-reduccién con el hierro de
la hemoglobina, formar nitritos que reaccionan
con otras moléculas y las dafan.'*?

Todos estos eventos ocurren en la circulacién
sanguinea en donde existe un equilibrio en el eri-
trocito entre la formacién de NOx y meta-Hb y el
NO que existe en el medio que lo circunda; '*»
sin embargo, en condiciones in vitro o de estasis
sanguinea (como la que ocurre en una trombosis
local), este aparente equilibrio se rompe y los
eritrocitos pueden acumular meta-Hb y NOx, lo
gue provocaria serias alteraciones locales y/o ge-
nerales al organismo.'*?’

Puesto que los eritrocitos que son preserva-
dos como paquetes globulares destinados a la
transfusién sanguinea pueden ser una fuente po-
tencial de meta-Hb y NOx para el receptor, el
objetivo del presente trabajo es determinar si los
paquetes globulares preservados bajo condicio-
nes 6ptimas en un banco de sangre presentan al-
teraciones en la concentracién de NOx y meta-
Hb a lo largo de treinta dias de almacenamiento.

Material y métodos

Todos los reactivos quimicos fueron obtenidos de
Sigma (Sigma Chemical Saint Louis, USA), de
Merck (Merck de México SA) o de Mallinckrot
(Mallinckrot de México SA) de grado analitico y
de la mejor calidad posible.

Obtencion de paquetes globulares y disefio
experimental

Se obtuvieron muestras de sangre de |12 sujetos
masculinos (25 a 40 afios de edad) aparentemen-
te sanos y que acuden al banco de sangre de nues-
tra institucién como donadores voluntarios.

Las muestras de sangre (cerca de 400 mL) se
obtuvieron utilizando el protocolo que normalmen-
te se sigue en esta Unidad. La sangre fue obtenida
por venopuncién y se colocé en un sistema de
bolsas de plastico cuadruples (Baxter-Fenwal; Uni-
dad Bolsag con CPD/ADSOL, Opti-System PL-
[46), con salida superior e inferior. La sangre total
fue centrifugada a 2000 rpm por |2 minutos, des-
pués las bolsas fueron colocadas en el sistema
Optipress (Baxter-Fenwal) para separar al paque-
te globular (eritrocitos) del plasma y del concen-
trado de leucocitos (buffy coat). Una vez obteni-
das las bolsas que contienen a los paquetes
globulares, fueron almacenadas y mantenidas en re-
frigeracion (1 a 6 °C) bajo las condiciones norma-
les de almacenamiento del banco de sangre, dejan-
dose en esas condiciones durante el tiempo que
duré el estudio. Todos los procedimientos fueron
realizados conforme a normas y procedimientos
establecidos para el manejo de muestras sangui-
neas en el banco de sangre de nuestra institucion.

Las bolsas que contienen el 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 descrita con anterioridad se llevé a cabo
al momento de ser preparados los paquetes glo-
bulares (tiempo cero) y cada dia por cinco dias
consecutivos, y posteriormente, cada cinco dias
hasta por treinta dias totales. Las muestras de
eritrocitos asi obtenidas fueron procesadas el
mismo dia de su obtencién de acuerdo a los pro-
cedimientos descritos por Gutiérrez et al.”® como
se describe a continuacién: La muestra de eritro-
citos fue colocada en un tubo de vidrio y centrifu-
gada a 1,500 rpm por |5 minutos. Al término de
la centrifugacion, el sobrenadante (SBte) fue aspi-
rado con pipeta Pasteur y reservado para su pos-
terior analisis. Al precipitado de eritrocitos se le
agregaron tres volimenes de solucién salina isoténi-
ca fria con amortiguador de fosfatos (PBS, pH 7).
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Los eritrocitos fueron centrifugados nuevamente
bajo las condiciones ya descritas con anterioridad
y se descarté el sobrenadante para agregarse nue-
vamente PBS frio y lavar dos veces mas el paque-
te de eritrocitos. Una vez obtenidos los eritroci-
tos, se les agregd PBS para obtener un
hematocrito a 50% y ser usados en las determi-
naciones subsiguientes.

Determinacion de éxido nitrico

Como un reflejo de la concentracién de 6xido
nitrico presente en el SBte de las muestras, se
determiné la cantidad de nitratos totales (NOXx)
de acuerdo con la técnica reportada por Cortas
y Wakid,” el cual deriva todos los nitratos usan-
do granulos activados de cadmio y determinan-
do los nitratos con el reactivo de Griess. Breve-
mente se prosiguié como sigue: un volumen de
SBte fue filtrado a través de un filtro de 0.22 um
(Millex-GV, PVDF-durapore, Millipore Co, Be-
dford MA USA). El filtrado fue desproteinizado
agregando cuatro volimenes de solucién de sul-
fato de zinc (75 mm) e hidréxido de sodio (55
mm) agitando brevemente y centrifugando a
5,000 rpm por |0 minutos para recuperar el
sobrenadante. Un volumen del sobrenadante li-
bre de proteinas (SsP) fue usado para su deriva-
cién con granulos activados de cadmio de la si-
guiente forma: previo al uso del cadmio, éste fue
activado colocandolo con varios volimenes de
H,SO, (0.1 M) 24 horas antes de su uso. El aci-
do es retirado y el cadmio lavado tres veces con
agua bidestilada. Terminado dicho lavado, se agi-
té por dos minutos con una solucién de sulfato
de cobre (5 mm) en amortiguador de glicina-
NaOH (0.2 M de glicina ajustado su pH a 9.7
con una solucién 2 M de NaOH). Terminado el
periodo de agitacién, el cadmio es lavado tres
veces con amortiguador de glicina-NaOH, usan-
dose inmediatamente.

En un recipiente adecuado, se mezclan un vo-
lumen de SsP junto con un volumen de cadmio

activado y de amortiguador de glicina-NaOH vy
cuatro volimenes de agua bidestilada. La mezcla
se agita constantemente por 90 minutos, al tér-
mino de los cuales se recuperan dos volimenes
de sobrenadante para agregarles 2.5 volimenes
de agua bidestilada. Se mezclan por agitaciéon y se
agrega un volumen de sulfanilamida (3% p/v en
HCI 0.4N) y de N-naptiletilendiamina (0.1% p/v
en agua bidestilada). La mezcla se agita brevemen-
te y se deja incubar 30 minutos, al término de los
cuales se lee 2 540 nm en un espectrofotémetro
(Jenway 6300, Cielovista, Cal. USA). La concen-
tracion de 6xido nitrico se reporta como nitratos
totales (NOx) de acuerdo con una curva patrén
hecha con concentraciones variables de KNO, en
el rango uM.?”

Determinacion de metahemoglobina

Se determiné el porcentaje de metahemoglobi-
na (meta-Hb) en los eritrocitos de los grupos en
estudio de acuerdo a la técnica reportada por
Kohn y cols.’® Brevemente, se prosiguié de la
siguiente manera: a un volumen de paquete eri-
trocitario se le agregan 5.5 volimenes de agua
bidestilada y se incuban por diez minutos a tem-
peratura ambiente. Al término de la incubacién,
la muestra es centrifugada a 14,000 rpm por 15
minutos. Se recupera el sobrenadante (hemoli-
zado) y se reserva para la determinacién de meta-
Hb. La meta-Hb se determina como sigue: se
colocan 100 mL de hemolizado en una cubeta
(I mL de capacidad) de cuarzo y se determina
la absorbancia a 630 nm en un espectrofotéme-
tro (Jenway 6300, Cielovista, Cal. USA). Una vez
hecha esta primera lectura, se le agregd al he-
molizado 50 mL de una solucién de cianuro de
sodio (5.3% p/v) en acido acético (5.6% v/v) y
se agitan brevemente para hacer una segunda lec-
tura a 630 nm. La absorbancia de la muestra sin
cianuro menos la absorbancia de la muestra con
cianuro es una medida de la presencia de meta-
Hb.3°
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Analisis estadistico

Los resultados se expresan como promedios =+
error estandar de |12 muestras (paquetes globu-
lares) independientes, realizando al menos tres
determinaciones de metabolitos por muestra de
puncién. Los resultados fueron analizados usando
el programa estadistico GraphPad Prism V-4.00
(GraphPad Software, San Diego, Cal., USA). Los
datos se analizaron usando la prueba t de Student
tomandose un valor de p < 0.05 como estadisti-
camente significativo.

Resultados

La figura | muestra el curso temporal de la con-
centracién de 6xido nitrico (expresado como ni-
tratos totales; NOx) determinado en el sobrena-
dante de los paquetes globulares almacenados en
refrigeracion (1 a 6 °C) hasta por 30 dias.

En el inserto (grafica menor de la figura 1) se
muestra la concentracion de NOx a tiempo cero
(dia de extraccion y procesamiento de la sangre
total) y la concentracién de este metabolito a lo
largo de los primeros cinco dias de almacenamien-
to del paquete globular. Tal como se puede ob-
servar, existe un incremento en la concentracién
de NOx desde el primer dia de almacenamiento;
sin embargo, dicho incremento es estadisticamen-
te significativo (p < 0.05) a partir del tercer dia
de almacenamiento, cuando se eleva la concen-
tracion de NOx en 52.63% con respecto de la
concentracién de este metabolito a tiempo cero
(63.4 = 4.9 uMvs 32.3 = 5.0 uM, respectiva-
mente). La concentracién de NOx se eleva gra-
dualmente conforme pasa el tiempo y llega a ser
de 96.28% (63.4 = 4.8 uM) con respecto del
tiempo cero, al quinto dia de almacenamiento. El
curso temporal en la concentracion de NOx en el
sobrenadante de los paquetes globulares deter-
minada cada cinco dias y preservados hasta por
30 dias se muestra en la grafica mayor de la figura
I. Tal como puede observarse, el perfil de incre-

mento en la concentracién de NOx mostrada
durante los primeros cinco dias de almacenamien-
to del paquete globular se mantiene a lo largo de
los 30 dias que durd el estudio. Es de notar que la
concentracién de NOx muestra un incremento
promedio sostenido de 96% con respecto del
periodo inmediato inferior a los 10, 15y 20 dias
de almacenamiento de los paquetes globulares;
esto es, que la concentracién de NOx presenta
un incremento de cerca de 96% cada cinco dias
en el periodo que va de los 10 a los 20 dias de
almacenamiento de los paquetes globulares. A su
vez, a los 25 y 30 dias de almacenamiento, el por-
centaje promedio de incremento entre ambos
periodos en la concentracion de NOx es de 155%.
Ademas, dichos periodos de tiempo son los que
registran la mayor concentraciéon de este meta-
bolito en comparacién con el tiempo cero (203.4
+ 83 uMy2564 = 9.8 uMvs 32.3 = 5.0 uM;
respectivamente p < 0.001).

Por su parte, el curso temporal de la concen-
tracién de meta-Hb en los eritrocitos de los pa-
quetes globulares preservados hasta por 30 dias
se muestra en la figura 2.

Tal como fue descrito para la figura /, en el in-
serto (grafica menor) de esta figura se muestra el
curso temporal de la concentracién de meta-Hb a
tiempo cero y durante los primeros cinco dias de
almacenamiento. Como puede observarse, al igual
que lo que sucede con la concentracién de NOXx,
el porcentaje de meta-Hb presente en los paque-
tes globulares, muestra un incremento estadistica-
mente significativo de 68.18% con respecto del
tiempo cero (p < 0.05) a los tres dias de almace-
namiento. A los cinco dias, el incremento en el
porcentaje de meta-Hb es de 159.09% con res-
pecto del tiempo cero (0.57 = 0.03% vs 0.22 =
0.015%, respectivamente; p < 0.05).

Por otro lado, la grafica mayor de la figura 2
muestra el curso temporal de la concentracién
de meta-Hb en periodos de cinco dias y hasta
por 30 dias, bajo las condiciones ya descritas. El
incremento en la concentracién de meta-Hb en
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los eritrocitos se presenta en forma gradual con-
forme pasa el tiempo de almacenamiento y llega a
ser, a los 30 dias, de hasta 959% sobre el por-
centaje de dicho metabolito que existe a tiempo
cero (2.33 = 0.1% vs 0.22 = 0.015%, respecti-
vamente; p < 0.001).

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 usa-
dos en el tratamiento de diversas patologias que
comprometen el estado de salud del sujeto.'”’ Sin
embargo, su uso, aun bajo condiciones de extre-
ma 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 provie-
nen ya sea del sujeto donante (por ejemplo virus,
factores de crecimiento, anticuerpos, leucocitos
y tromboxanos), o sustancias que se producen
dentro del recipiente que los contiene y que
generalmente son productos del deterioro nor-
mal que sufre el eritrocito o como resultado
del metabolismo normal que lleva a cabo esta
célula."¢'3132 En cualquier caso, ambas posibili-
dades representan un riesgo potencial para el re-
ceptor de dicho paquete globular y, aunque cier-
tos elementos que representan un riesgo 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 neu-
tralizadas.

Lo anterior es importante para los metaboli-
tos originados por el deterioro normal de los eri-
trocitos o como consecuencia directa del meta-
bolismo normal que esta célula lleva a cabo bajo
condiciones de almacenamiento.

De esta forma, ha sido reportado que existe
alo largo del tiempo de almacenamiento una acu-
mulacién de sustancias potencialmente téxicas
para el organismo, tales como lipoperéxidos,
fragmentos de hemoglobina, fragmentos de
membranas de eritrocitos, acumulacién de cal-
cio, sodio y potasio, disminucién del pH del pa-
quete globular, acumulacién de acido lactico,
entre otras mas.t'* 3!-38

Al igual que muchas sustancias que acompanan
al eritrocito en un paquete globular, el 6xido nitri-
co (NO) esta presente dentro del eritrocito, ya
que éste reacciona con la hemoglobina, forman-
do meta-Hb y nitratos.'>'¢!921-242¢ En condicio-
nes normales, el porcentaje de meta-Hb presen-
te en los eritrocitos no es superior a 0.3%
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Figura I. Curso temporal de la concentracién (uM) de éxido
nitrico expresado como nitratos totales (NOx) en paquetes
globulares preservados hasta por 30 dias. El inserto (grafica
menor) muestra la concentracién de dicho metabolito den-
tro de los primeros cinco dias y la grafica mayor representa la
concentracién de dicho metabolito hasta los 30 dias de alma-
cenamiento del paquete globular. Los resultados estan ex-
presados como promedios * el error estandar de |2 mues-
tras independientes y al menos tres determinaciones por
muestra. * p < 0.05 vs tiempo cero.
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Figura 2. Curso temporal del porcentaje de metahemoglobina
(meta-Hb) en eritrocitos provenientes de paquetes globula-
res preservados hasta por 30 dias. El inserto (grafica menor)
muestra el porcentaje de dicho metabolito dentro de los
primeros cinco dias de almacenamiento, mientras que la gra-
fica mayor ilustra el porcentaje de dicho metabolito hasta los
30 dias de almacenamiento del paquete globular. Los resulta-
dos estan expresados en porcentaje de promedios * el error
estandar de |2 muestras independientes y al menos tres
determinaciones por muestra. * p < 0.05 vs tiempo cero.

mientras que la concentracién de nitratos fluctta
alrededor de 25 a 45 uM en el plasma fresco hu-
mano.'>'¢!19.21-242¢ Djchas cantidades de metabo-
litos estan presentes en los paquetes globulares
frescos, tal como lo muestran nuestros resulta-
dos (figuras | y 2). Por otro lado, conforme pasa
el tiempo, ambos metabolitos se acumulan gra-
dualmente llegando a ser maximos a los 30 dias
de almacenamiento.

La gradual acumulacién de NO en los eritroci-
tos contenidos como paquetes globulares puede
explicar el incremento en el porcentaje de meta-
Hb y la concentracién de nitratos presentes ya
que ha sido reportado que el NO es un com-
puesto que espontaneamente reacciona tanto in

vivo como in vitro con la oxihemoglobina forman-
do meta-Hb y NOx.'"22

El origen exacto de la gradual acumulacién de
NO en los paquetes globulares a lo largo del
tiempo debe ser investigada. Sin embargo, una
posibilidad para dicho comportamiento es el
hecho de que se ha reportado que existen reac-
ciones de oxido-reduccién espontaneas llevadas
a cabo entre los NOx y el hierro contenido en la
hemoglobina.'®!*-2338 Estas reacciones de oxido-
reduccién hacen que los NOx presentes en el
medio ambiente produzcan nuevamente NO y
que éste a su vez «ataque» a las moléculas de
hemoglobina aumentando de esta forma la con-
centracién de meta-Hb. Puesto que la concen-
tracién de hemoglobina en un paquete de eri-
trocitos es muy grande, se establece un circulo
de oxidacién-reduccién en donde el resultado
final es la acumulacién progresiva de NOx y de
meta-Hb.

La acumulacién de estos dos metabolitos en el
paquete globular puede ser altamente riesgosa
para el paciente que lo recibe, ya que tanto la meta-
Hb como los NOx pueden provocar hipoxia (en
el primer caso) o alteraciones generales (en el
segundo) relacionadas con los procesos fisiologi-
cos normales del individuo.

Conclusiones

Buena parte del éxito de una transfusién sangui-
nea reside en que los eritrocitos obtenidos de
donantes sanos permanezcan sin cambios aparen-
tes durante el tiempo que pasan en almacenamien-
to bajo condiciones éptimas, de acuerdo a nor-
mas y procedimientos seguidos por los bancos
de sangre de instituciones hospitalarias publicas y
privadas.

Sin embargo, una vez que los eritrocitos salen
del donante, tienden a presentar diversos cam-
bios a nivel metabdlico y estructural, aun cuando
hayan sido almacenados bajo condiciones éptimas,
por lo que el prolongado almacenamiento de pa-
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quetes globulares puede representar un riesgo
para la salud del sujeto que lo recibe.

Es por eso que los paquetes globulares desti-
nados a la transfusién en humanos deben ser dis-
puestos lo mas frescos posibles para de esa for-
ma evitar la entrada de sustancias dafinas que
comprometan el estado de salud del paciente, tales
como la meta-Hb y los NOx.
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