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Resumen

El almacenamiento de paquetes globulares puede producir
metabolitos téxicos para el individuo que lo recibe. Algunos
de esos metabolitos pueden ser derivados del éxido nitrico
los cuales se unen a la hemoglobina y forman S-nitroso-he-
moglobina. La S-nitroso-hemoglobina tiene menos afinidad
por el oxigeno, por lo que su presencia puede implicar dafio
en el individuo que lo recibe. Objetivo: Determinar la con-
centracién de S-nitroso-hemoglobina en paquetes globulares
preservados hasta por 30 dias. Material y métodos: Diez
paquetes globulares obtenidos del banco de sangre de nues-
tra institucién fueron elegidos para este estudio. Se tomaron
muestras de cada paquete globular consecutivamente hasta
por 30 dias y se determiné la concentracién de S-nitroso-
hemoglobina presente en los eritrocitos. Resultados: Los
resultados muestran que existe un incremento importante
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Abstract

Storage of blood bags can produced toxic metabolites as can
damage at the receptor that receives it. Some of these toxic
metabolites are from nitric oxide as can reactive with
hemoglobin to form S-nitrosohemoglobin. Lower oxygen
affinity is development by S-nitrosohemoglobin thus a damage
to human receptor is possible. Objective: Our objective
was to determine the concentration of S-nitrosohemoglobin
in blood bags storage by 30 days. Material and methods:
Ten globular packages were chosen 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 of S-nitrosohemoglobin was
determined on erythrocytes. Results: An important incre-
ment was show in the concentration of S-nitrosohemoglobin
along the time in the erythrocytes from globular packages.
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en la concentracién de S-nitroso-hemoglobina a lo largo del
tiempo en los eritrocitos obtenidos de los paquetes globula-
res. Conclusiones: El incremento en la concentracién de S-
nitroso-hemoglobina en los paquetes globulares, puede ser
un factor que provoque reacciones adversas en el paciente
que recibe una transfusiéon sanguinea.

Introduccioén

L a transfusién de eritrocitos se lleva a cabo
para mantener una adecuada oxigenacién de
los tejidos en el receptor y asi aumentar su super-
vivencia ante un evento patolégico determinado.
Dicho procedimiento es un recurso terapéutico
muy extendido para el tratamiento de enferme-
dades cronicodegenerativas (como es el caso de
las leucemias); asi como en cirugias mayores (car-
diaca y grandes vasos) o en situaciones de emer-
gencia con pérdida importante de sangre (acci-
dentes).'¢

Sin embargo, a pesar de sus ventajas y potencial
terapéutico, la transfusiéon de paquetes globulares
puede representar un gran riesgo para la salud del
receptor ya que éste puede presentar reacciones
adversas de tipo inmunolégico, infeccioso o meta-
bélico que pueden incluso, causarle la muerte.'¢

En la actualidad, los bancos de sangre de todo
el mundo realizan pruebas para detectar un nu-
mero importante de agentes infecciosos en los
paquetes globulares destinados para transfusién,
lo que minimiza el riesgo para el sujeto que lo
recibe; sin embargo, poco se ha hecho para la
deteccién de agentes no infecciosos y que, por
su naturaleza, pueden afectar el metabolismo ge-
neral del paciente que es transfundido. Asi, ha sido
reportado que un paquete globular puede conte-
ner elementos téxicos y/o dafinos para el recep-
tor que pueden provenir directamente del do-
nante (citocinas, exceso de potasio, 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-

Conclusions: The increment in the concentration of S-
nitrosohemoglobin in the globular packages it can be a factor
that produces adverse reactions in the patient that receives a
blood transfusion.

tos téxicos para el receptor. En este dltimo caso,
se ha reportado en paquetes globulares la pre-
sencia de proteinas leucocitarias, factores de cre-
cimiento, asi como productos de la lipoperoxida-
cién lipidica (que denotan la accion de radicales
libres derivados del oxigeno).””'® Ademas, se ha
reportado que a lo largo del tiempo de almacena-
miento, los paquetes globulares presentan un in-
cremento en la concentracién de potasio libre y
de lactato, lo que sugiere que, a pesar de la baja
temperatura de almacenamiento del paquete glo-
bular, los eritrocitos contenidos en él no dejan de
tener un metabolismo activo.''"?

Recientemente, nuestro grupo de trabajo ha
reportado que existe un incremento a lo largo del
tiempo de almacenamiento en la concentracién
de nitratos y metahemoglobina en paquetes glo-
bulares almacenados en el banco de sangre hasta
por 30 dias.'* Este incremento en la concentra-
cién de nitratos puede ser causa de alteraciones
en el organismo del receptor de dicho paquete
globular. El efecto de los nitratos sobre los meca-
nismos homeostaticos en el ser humano es bas-
tante conocida.'>"”

El 6xido nitrico (NO, por sus siglas en inglés
para nitric oxide) es un metabolito originalmente
descubierto como producto del metabolismo de
las células epiteliales de los vasos sanguineos; sin
embargo, ha sido implicado en diversos mecanis-
mos fisiolégicos y fisiopatolégicos en el ser hu-
mano, lo que le confiere una gran actividad meta-
bdlica al regular procesos como la coagulacién, la
respuesta inmunoldgica de los leucocitos, el pro-
ceso de regulacién del tono de las vias aéreas, asi
como en procesos cardiocirculatorios, cardiopul-
monares y cardiorrenales.'>'"?
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Por otro lado, ha sido descrito que el NO que
se forma en los epitelios vasculares puede atrave-
sar la membrana celular del eritrocito y combi-
narse con la oxihemoglobina, formando un com-
puesto nitrosilado llamado S-nitroso-hemoglobina
(S-nitroso-Hb), la cual es una molécula de hemo-
globina que ha sido nitrosada en su cisteina 93.20
La S-nitroso-Hb una vez formada dentro del eri-
trocito es un compuesto que presenta una afini-
dad menor por el oxigeno, lo que puede provo-
car menor oxigenacién de los tejidos; sin embargo,
la S-nitroso-Hb es una molécula inestable que, bajo
ciertas condiciones de hipoxia, puede liberar NO
al medio ambiente, lo que provocaria incremento
de esta molécula activa con sus consecuentes al-
teraciones metabdlicas locales y/o generales en el
organismo.?-2 Por otro lado, ha sido descrito
que el eritrocito es el mayor reservorio de NO,
nitratos y nitritos en la sangre humana debido a
que la hemoglobina que posee acttia como catali-
zador de las reacciones espontaneas que produ-
cen a dichos metabolitos.?*

Como se menciond con anterioridad, nuestro
grupo de trabajo ha descrito'* que existe acumu-
laciéon de nitratos y metahemoglobina en los pa-
quetes globulares almacenados bajo condiciones
estandar que se manejan en un banco de sangre y
puesto que dichos paquetes globulares pueden
ser una fuente potencial de S-nitroso-Hb para el
paciente que lo recibe, el objetivo del presente
trabajo fue monitorear la concentraciéon de dicho
metabolito en paquetes globulares preservados
en un banco de sangre por treinta dias.

Material y métodos

Obtencion de muestras. Se obtuvieron paque-
tes globulares por venopuncién (aproximadamente
400 mL) de 10 sujetos masculinos (27.5 = 7.5
afos de edad), aparentemente sanos, que acudie-
ron como donadores voluntarios al Banco de San-
gre de nuestra institucién utilizando el protocolo
ya establecido en el mismo. La sangre fue colec-

tada en el sistema de bolsas cuadruples de Baxter
(Baxter-Fenwal; Unidad Bolsag con CPD/ADSOL,
Opti-System PL-146). Previa centrifugacion de la
sangre total, el paquete eritrocitario fue aislado
del plasma y del buffy coat (paquete leucocitario)
por medio del sistema Opti-press (Baxter-
Fenwal). Los paquetes globulares asi obtenidos
fueron almacenados y mantenidos en refrigera-
cion (1-6 °C) bajo las condiciones en que normal-
mente se encuentran en el banco de sangre, du-
rante todo el tiempo que duré nuestra observacién.
Todos los procedimientos fueron realizados acor-
de a normas y procedimientos establecidos para
el manejo de muestras sanguineas en el banco de
sangre de nuestra institucién, tal como fueron
descritas previamente.'*

Disefio experimental. Los paquetes globula-
res fueron puncionados por una de sus salidas con
jeringa de plastico bajo condiciones estériles para
aspirar una muestra (5 mL) de eritrocitos. Una
vez tomada la muestra, la bolsa fue sellada para
mantener la esterilidad del sistema. La toma de
muestras de eritrocitos se llevé a cabo en el mo-
mento de ser preparados los paquetes globula-
res (tiempo cero) y cada dia por cinco dias con-
secutivos, y posteriormente cada cinco dias hasta
por treinta dias totales. Las muestras de eritroci-
tos asi obtenidas fueron procesadas el mismo dia
de su obtencién de acuerdo con los procedimien-
tos descritos por Gutiérrez y colaboradores,?
como se describe a continuacién: la muestra de
eritrocitos fue colocada en un tubo de vidrio y
centrifugada a 1,500 revoluciones por minuto
(rpm) por |5 minutos. Al término de la centrifu-
gacion, el sobrenadante fue retirado agregandose
a los eritrocitos tres volimenes de solucién salina
isoténica con amortiguador de fosfatos (PBS, pH
7) frio. Los eritrocitos fueron agitados hasta re-
suspenderlos totalmente y fueron centrifugados
nuevamente bajo las condiciones previamente
descritas. Los eritrocitos fueron lavados dos ve-
ces y se dejaron a un hematécrito de 50% en
PBS para su uso posterior.
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Determinacion de S-nitroso-Hb. Todos los
reactivos quimicos fueron obtenidos de Sigma
(Sigma Chemical St. Louis, USA), de Merck
(Merck de México, SA) o de Mallinckrot (Mallinc-
krot de México, SA) de grado analitico y de la
mejor calidad posible. Se determiné la concen-
tracién de S-nitroso-hemoglobina (S-nitroso-Hb)
en los eritrocitos de acuerdo a la técnica reporta-
da por Wolz y colaboradores.? Brevemente, se
procedié como sigue: Una muestra de eritroci-
tos fue lisada, agregando dos volimenes de agua
bidestilada e incubandolos por diez minutos a 4
°C. Al término de la incubacién, la muestra fue
centrifugada a 10,000 rpm por |0 minutos en mi-
crocentrifuga (Hettich, Mod. EBA-12-R, Zurich,
Germ.). El sobrenadante fue recuperado y se
mezclé con un volumen de sulfato de amonio
(0.1% en HCI al 0.4 N). La mezcla fue nueva-
mente centrifugada como ya fue descrito en li-
neas anteriores y el sobrenadante fue recupera-
do. A un volumen del sobrenadante resultante del
paso anterior se le agregé un volumen de sulfani-
lamida (3%) y HgCl, (0.25% p/v en HCI al 0.4
N) de acuerdo con la técnica reportada por Cor-
tas y Wakid*” modificada por Sun.”® La mezcla fue
agitada por un minuto y se le agregd un volumen
de N-naptiletilendiamina (0.1% p/v en HCI al 0.4
N). La muestra fue agitada e incubada a tempera-
tura ambiente por |5 minutos, al término de los
cuales fue leida en un espectrofotometro (Jenway
6300, Cielovista, Cal., USA) a 540 nm. La con-
centracién de S-nitroso-Hb fue estimada con base
en una curva patrén hecha con cantidades cre-
cientes de NaNO,, reportando la concentracion
de S-nitroso-Hb en 4M de acuerdo a lo descrito
por Wolz y colaboradores.?

Analisis estadistico. Los resultados se expre-
san como promedios * error estandar de 10
muestras (paquetes globulares) independientes
realizando al menos tres determinaciones por
muestra por puncién. Los resultados fueron ana-
lizados usando el programa estadistico GraphPad
Prism V-4.00 (GraphPad Software, San Diego,

Cal., USA), usando la prueba t de Student y to-
mando un valor de p < 0.05 como estadistica-
mente significativo.

Resultados

La figura | muestra el curso temporal de la con-
centracién de S-nitroso-Hb en los eritrocitos de
los paquetes globulares preservados durante los
primeros cinco dias posteriores a su obtencién.

Como puede observarse, la concentracién de
S-nitroso-Hb en los eritrocitos presenta un au-
mento sostenido durante los primeros cinco dias
de almacenamiento; este aumento fue estadisti-
camente significativo (p < 0.05) a partir del ter-
cer dia de almacenamiento en comparacién con
el tiempo cero. En promedio, este incremento
respecto al tiempo cero fue de 63.43% al tercer
dia de almacenamiento, de 109.13% al cuarto dia
y de 128.13% al quinto dia (figura 1).

Por otro lado, la figura 2 muestra el curso tem-
poral de la concentracién de S-nitroso-Hb, en
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Figura 1. Curso temporal de la concentracién de S-nitroso-
Hb en eritrocitos provenientes de paquetes globulares alma-
cenados por cinco dias en condiciones estandar del banco de
sangre. La concentracién de S-nitroso-Hb esta expresada en
UMy cada resultado como promedio * el error estandar de
|0 muestras independientes y al menos tres determinacio-
nes por muestra. * p < 0.05 vs tiempo cero.
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Figura 2. Curso temporal de la concentracién de S-nitroso-
Hb en eritrocitos provenientes de los paquetes globulares
mostrados en la figura | a partir de los 10 dias de almacena-
dos y hasta por treinta dias en condiciones estandar del banco
de sangre. La concentracién de S-nitroso-Hb esta expresada
en #My cada resultado como promedio * el error estandar
de 10 muestras independientes y al menos tres determina-
ciones por muestra. * p < 0.05 vs tiempo cero.

periodos de cinco dias, a partir del dia 10 hasta el
dia 30 de almacenamiento, bajo las condiciones
de observacién ya descritas. Como se puede ob-
servar, el perfil de incremento en la concentra-
cion de S-nitroso-Hb en los eritrocitos mostrada
durante los primeros cinco dias de almacenamien-
to del paquete globular se mantiene a lo largo de
los 30 dias que duré el estudio. Este incremento
se presenta en forma gradual conforme pasa el
tiempo de almacenamiento y llega a ser de hasta
503% sobre la concentracién encontrada en el
tiempo cero (1.93 * 0.093 versus 0.32 = 0.03
UM, respectivamente; p < 0.001) a los 30 dias
de almacenamiento.

Discusion

La transfusiéon de paquetes globulares obtenidos
a partir de donadores aparentemente sanos es un
medio de tratamiento muy utilizado en diversas
patologias clinicas y quirlrgicas que comprome-
ten el estado de salud del paciente.'

Sin embargo, su uso puede representar un ries-
go para la salud del individuo transfundido, ya que
un paquete globular que es almacenado en un ban-
co de sangre presenta un deterioro normal origi-
nado del metabolismo del eritrocito, aun cuando
éste se encuentra a bajas temperaturas.'® De esta
forma, aunque ciertos elementos que represen-
tan un riesgo directo para la salud del individuo
pueden ser detectados (por ejemplo los virus, los
anticuerpos y los grupos sanguineos), no todas
las sustancias contenidas en un paquete globular
pueden ser detectadas y neutralizadas. Entre es-
tas Ultimas se encuentran fragmentos de hemo-
globina y de membrana eritrocitaria, lipoperéxi-
dos, incremento en calcio, sodio y potasio
extraeritrocitarios y acumulacién de acido lactico
entre otras muchas cosas mas.*’'?

Al igual que todas las sustancias anteriores, los
metabolitos derivados del NO pueden estar pre-
sentes en los eritrocitos de los sujetos que sirven
como donantes de sangre. De acuerdo con re-
portes recientes, el NO puede reaccionar espon-
taneamente con la hemoglobina dentro del eri-
trocito, formando S-nitroso-Hb; el NO se
acumula en esta célula y representa una fuente
potencial de NO en el torrente circulatorio que a
su vez puede ser liberado espontaneamente de la
S-nitroso-Hb y, de esta forma, incrementar su
concentracién en el torrente circulatorio.20-242%:30

En condiciones normales, la concentracién de
S-nitroso-Hb presente en los eritrocitos esta en
el rango de 30 a 40 uM,?*3° pero se ha descrito
que, bajo condiciones de hipoxia tisular o in vitro,
esta concentracion puede incrementarse hasta en
50%, originando constricciéon de las arterias de
mediano y grueso calibre.”*° De acuerdo con los
resultados obtenidos en este trabajo, la concen-
tracion de S-nitroso-Hb en el tiempo cero en los
paquetes globulares es de 32.3 uM en promedio,
lo que coincide con lo reportado previamen-
te.!6222429.30 Conforme aumenta el tiempo de al-
macenamiento de los paquetes globulares, la con-
centracion de S-nitroso-Hb se incrementa
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gradualmente llegando a ser mayor a 500% a los
30 dias de almacenamiento (figura 2).

Esta gradual acumulacién de S-nitroso-Hb en
los eritrocitos contenidos en los paquetes glo-
bulares puede ser en parte producida por la re-
accién espontanea del grupo hemo de la hemo-
globina con el NO previamente acumulado en
los eritrocitos del sujeto donante.?®* También
se ha descrito que los eritrocitos in vitro mues-
tran produccién espontanea de NO, la cual se
piensa es el producto de la reaccién espontanea
de la liberacién de radicales libres derivados del
oxigeno, cuando la oxihemoglobina presente en
estas células libera al oxigeno que contiene. Este
oxigeno liberado de forma espontanea es capaz
de reaccionar con los compuestos de nitrato y
nitrito presentes en el medio ambiente y produ-
cir al NO, el cual reaccionaria con la hemoglobi-
na formando S-nitroso-Hb.20-*2%3% Pyesto que
todas las reacciones descritas anteriormente se
realizan de manera espontanea, el factor limitan-
te es la disposicion de oxihemoglobina en el
medio que, en un paquete globular, puede alcan-
zar altas concentraciones.

A pesar de lo anteriormente descrito, el ori-
gen exacto de la acumulacién de S-nitroso-Hb en
los paquetes globulares a lo largo del tiempo debe
ser investigada. Este metabolito puede estar pre-
sente en grandes cantidades en un paquete globu-
lar destinado a la transfusién y representar un alto
riesgo porque, al ser una fuente potencial de NO,
puede liberarlo en la circulacién del receptor y
ocasionar alteraciones generales relacionadas con
los procesos fisiolégicos normales del individuo.

Conclusiones

La transfusion de paquetes globulares que han
sido almacenados por mas de cinco dias puede
contener una cantidad importante de S-nitroso-
Hb, lo que involucra un riesgo para el sujeto que
lo reciba. La generacién espontanea de S-nitro-
so-Hb representa sélo uno de muchos otros

cambios metabdlicos que seguramente estan lle-
vandose a cabo en un paquete globular que es
almacenado por varios dias en un banco de san-
gre. Estas reacciones son el reflejo del metabo-
lismo de los eritrocitos, asi como de reacciones
quimicas y bioquimicas espontaneas llevadas a
cabo dentro del paquete globular, por lo que fu-
turas investigaciones deben ser encaminadas a
identificar dichos metabolitos y reacciones que
pueden comprometer el estado de salud del pa-
ciente que lo recibe.
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