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Resumen

Introduccién: La transfusién de paquete eritrocitario
no carece de riesgos para el receptor ya que éste pue-
de contraer una infeccién o alguna otra alteracién en
su salud ya que los eritrocitos almacenados presentan
un metabolismo activo capaz de producir metabolitos
dafinos para el receptor. Objetivo: Determinar la
concentracién de éxido nitrico y meta-hemoglobina en
paquetes globulares que se almacenan en un banco
de sangre. Material y métodos: Es un estudio
observacional y experimental en donde se selecciona-
ron paquetes globulares del banco de sangre de nuestra
institucién a los cuales se les determiné la concentra-
cién de éxido nitrico y meta-hemoglobina por 30 dias
consecutivos. Se analizaron los resultados usando la
prueba t de Student en el programa estadistico
GraphPad Prism V-4. Resultados: Los resultados
muestran que la concentracién de éxido nitrico y meta-
hemoglobina se incrementan a lo largo de los treinta
dias de almacenamiento. En los primeros cinco dias,
la concentracién de 6xido nitrico se incrementa en un
96.28% y la meta-hemoglobina en un 159.09%. Di-
cho incremento se hace mds evidente conforme pasa

Lista de abreviaciones

ON: 6xido nitrico
rpm: revoluciones por minuto
meta-Hb: meta-hemoglobina
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Abstract

Introduction: The transfusion of erythrocytes can rep-
resent a risk for the patient that receives it since can
acquire an infection or some alteration to your health
because the storage erythrocyte presents an active me-
tabolism. The metabolism can produce harmful sub-
stances for the human being. Objective: Our objective
was to determine in globular package the concentration
of nitric oxide and meta-hemoglobin along the time of
stored. Material and methods: This is an observa-
tional and experimental study. Globular packages were
selected of the blood bank in our institution. The con-
centration of nitric oxide and metahemoglobin was de-
termined along 30 days. Results was analyzed with Stu-
dent «t» test using GraphPad Prism V-4 program. Re-
sults: Our results show that an increase in nitric oxide
and meta-hemoglobin is developed along the time of
storage. In the first five days of stored, nitric oxide in-
creased up to 96.28% and meta-hemoglobin increased
up to 159.09%. These latter increment in both substances
are maintains along the time and is maximum at 30 days
of stored. Conclusions: The increment in the concen-
tration of nitric oxide and meta-hemoglobin in the globu-
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el tiempo, llegando a su punto méximo a los 30 dias.
Conclusiones: El incremento en la concentracién de
6xido nitrico y meta-hemoglobina en los paquetes glo-
bulares a lo largo del tiempo puede ser un factor que
provoque reacciones adversas en el paciente que reci-
be una transfusién sanguinea.

Palabras clave: Banco de sangre, meta-hemoglobi-
na, nitratos en sangre, 4xido nitrico, paquete globu-
lar, transfusién sanguinea.

Introduccion

Se ha descrito que la transfusiéon de paquetes
globulares a un sujeto que padece de una
enfermedad determinada puede provocar di-
versos tipos de alteraciones en su organismo.
Asi se sabe que, posterior a la transfusién de
paquetes globulares, el sujeto receptor suele
padecer reacciones a corto, mediano y largo
plozo que comprometen seriamente su esta-
do de salud.™®

Dentro de las reacciones a corto plazo se
encuentran las inmunoldgicas, infecciones se-
veras (por ejemplo neumonia y septicemia),
reacciones hemoliticas, manifestaciones de
intoxicacién o reaccién adversa a los compo-
nentes quimicos incluidos en las bolsas para
preservacion de eritrocitos, sobrecarga circu-
latoria, hipercalcemia, hipercalemia, sobrecar-
ga de sodio, entre otras.?¢

De esta forma, la transfusién de un paquete
globular es un riesgo potencial para el sujeto
que lo recibe, ya que puede contener elemen-
tos téxicos y/o dafinos por venir directamente
del donante (virus de la hepatitis, HIV, etc.) o
ser originados durante el proceso de almace-
namiento de los eritrocitos.?” En este Gltimo
caso, ha sido reportado que existen diversas
sustancias que presentan los paquetes de eri-
trocitos destinados para transfusién tales como
diversos tipos de proteinas leucocitarias, fac-

lar packages along the time can be a factor to produced
adverse reactions in the patient that receives a transfu-
sion of blood.

Key words: Erythrocytes, blood bank, blood nitrates,
meta-hemoglobin, nitric oxide, globular package, blood
transfusions.

tores de crecimiento, metabolitos derivados de
la accién de los radicales libres (malondial-
dehido y lipoperéxidos en general); fragmen-
tos de hemoglobina; presencia de compues-
tos derivados de los plésticos que rodean a
las bolsas que contienen a los eritrocitos, en-
tre otras muchas cosas mads.” '

Por otfro lado, se sabe que el 6xido nitrico
(ON) que se produce en los epitelios de los
vasos sanguineos puede reaccionar quimica-
mente con la hemoglobina de los eritrocitos
circulantes, lo que los hace una fuente rica en
este metabolito.’>'” El ON es un metabolito
producido en el organismo por la enzima 6xi-
do nitrico sintetasa a partir del aminoécido
arginina y ejerce un efecto regulatorio en di-
versos procesos intra y extracelulares tanto fi-
siolégicos como fisiopatolégicos. Asi, el ON
participa de manera importante en la regula-
cién del tono vascular, el impulso nervioso, la
activacién de plaquetas en la coagulacién o
durante una septicemia; también en la acti-
vacién de leucocitos en procesos infecciosos,
alteraciones en enfermedades coronarias, dia-
betes mellitus, hipertensién sistémica, hiperten-
sion pulmonar, prematurez, entre otras.'®?!

Tal y como mencionamos en lineas anterio-
res, el ON que se produce en los epitelios vas-
culares es capaz de reaccionar quimicamente
con la hemoglobina de los eritrocitos circu-
lantes ya que posee la capacidad de atrave-
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sar las membranas celulares y de esta forma
reaccionar con la oxi-hemoglobina formando
meta-hemoglobina (meta-Hb) y nitratos tota-
les.???* La meta-Hb presenta una menor afini-
dad por el oxigeno, lo que conduce a una
menor oxigenacidn de los tejidos mientras que
los nitratos formados pueden nuevamente,
mediante reacciones espontdneas de éxido-
reduccién con el hierro de la hemoglobinag,
formar otros compuestos nitrosados que reac-
cionan con las biomoléculas de la célula y las
danan.?2:25

Estas reacciones ocurren en forma espontd-
nea en la circulacién sanguinea en donde el
eritrocito mantiene un estricto control entre la
formacién de nitratos totales, la meta-Hb y el
ON que existe en el medio que lo circunda.?*
% Sin embargo, ha sido descrito que en con-
diciones in vitro o de éxtasis sanguinea (como
la que ocurre en una trombosis local), este
aparente equilibrio se rompe y los eritrocitos
pueden acumular meta-Hb y NOx, lo que pro-
voca serias alteraciones locales y/o genera-
les al organismo.'?-28

Por lo expuesto con anterioridad, el obijeti-
vo del presente trabajo es determinar las con-
centraciones de ON y meta-Hb en paquetes
globulares almacenados en el banco de san-
gre hasta por treinta dias.

Material y métodos

Obtencién de paquetes globulares. Los
paquetes globulares fueron obtenidos frescos
del banco de sangre de nuestra institucién y
provenian de sujetos masculinos (18-45 afos
de edad) aparentemente sanos que acudie-
ron como donadores voluntarios. A los suje-
tos se les llevé a cabo una historia clinica com-
pleta junto con una exploracién fisica
minuciosa para determinar su estado de sa-
lud. La sangre completa fue obtenida por ve-
nopuncién de acuerdo con la rutina estableci-

da en el banco de sangre y recolectada en un
sistema de bolsas de plastico cuddruples (Bax-
ter-Fenwal; Unidad Bolsag con CPD/ADSOL,
Opti-System PL-146). Una vez obtenida, la
sangre fue centrifugada a 2,000 rpm por 12
minutos para separar los diversos componen-
tes sanguineos usando el sistema Opti-press
(Baxter-Fenwal) el cual separa el plasma vy el
«buffy coat» de los eritrocitos. Una vez obteni-
dos los paquetes globulares, fueron coloca-
dos en un refrigerador de banco de sangre y
mantenidos en refrigeracién a 3-7 °C y dejdn-
dose bajo las condiciones normales de alma-
cenamiento durante el tiempo que duré el es-
tudio. Todos los procedimientos fueron
realizados de acuerdo a normas y procedi-
mientos establecidos para el manejo de mues-
tras sanguineas en el banco de sangre y apro-
bados por nuestra institucion.

Obtencién de muestras. Una vez obte-
nido el paquete globular, la bolsa que lo con-
tiene fue puncionada bajo condiciones de es-
terilidad por una de sus salidas para obtener
10 mL de muestra de eritrocitos. Una vez to-
mada la muestra, la salida de la bolsa fue
sellada para mantener la esterilidad del sis-
tema y el paquete globular se regresé al refri-
gerador. La toma de muestras de eritrocitos
de los paquetes globulares el mismo dia de
su extraccién fue considerada como el tiem-
po cero y posteriormente se tomaron mues-
tras a los 5, 10, 20 y 30 dias de almacena-
miento. Todos los procedimientos fueron
hechos de acuerdo con las normas y procedi-
mientos oficiales del banco de sangre de
nuestra institucién, asi como los procedimien-
tos y normas que rigen el manejo de produc-
tos sanguineos en humanos.

Lavado de eritrocitos. Los eritrocitos ob-
tenidos de cada muestra fueron procesados
el mismo dia de acuerdo a los procedimien-
tos generales descritos por Gutiérrez y cols?’ y
que consisten brevemente en lo siguiente: Los
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eritrocitos fueron colocados en un tubo de en-
saye y centrifugados 10 minutos a 1,500 rpm
en centrifuga clinica. El sobrenadante fue re-
cuperado y reservado para su posterior uso. A
los eritrocitos resultantes se les agregaron tres
voltmenes de solucién salina isoténica fria
(NaCl 0.9%) para ser lavados tres veces por
centrifugacién tal y como fue descrito con an-
terioridad y por tres veces consecutivas. Una
vez obtenidos los eritrocitos, se reservaron para
llevar a cabo determinaciones subsiguientes.

Determinacién de éxido nitrico. La de-
terminacién de éxido nitrico fue realizada en el
sobrenadante de los eritrocitos obtenido segin
la descripcién de lineas anteriores. La cantidad
de ON presente en las muestras de sobrena-
dante de eritrocitos se llevé a cabo de acuerdo
con la técnica reportada por Cortas y Wakid,3°
la cual determina la cantidad total de nitratos
como reflejo de la concentracién de ON pre-
sente en las muestras. En sintesis, la técnica con-
siste en lo siguiente: Un volumen de sobrena-
dante de eritrocitos se pasa a través de un filiro
de 0.22 mm (Millex-GV, PVDF-durapore, Milli-
pore Co, Bedford MA USA). Al filtrado resultan-
te se le agregan cuatro volumenes de sulfato
de zinc (75 mM) e hidréxido de sodio (55 mM).
La mezcla es centrifugada a 5,000 rpm por 10
minutos. A un volumen de sobrenadante resul-
tante se le agrega un volumen de cadmio acti-
vado en amortiguador de glicina (0.2 M de gli-
cina ajustado su pH a 9.7 con una solucién 2
M de NaOH) y cuatro volimenes de agua bi-
destilada, dejéndose en agitacién constante por
90 minutos. A dos volimenes de sobrenadante
resultantes de la incubacién anterior se le agre-
gan 2.5 volimenes de agua bidestilada y 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 brevemente y
se deja incubar 30 minutos al término de los
cuales, es leida a 540 nm en un espectrofoté-
metro tipo Jenway 6300 (Cielovista, Cal. USA).

La concentracién de éxido nitrico se reporta
como nitratos totales de acuerdo con una cur-
va patrén hecha con concentraciones variables
de KNO3 en el rango uM.*

Determinacién de meta-hemoglobina.
El porcentaje de meta-hemoglobina (meta-Hb)
en las muestras de eritrocitos fue determina-
do usando el método reportado por Kohn y
cols.®’ usando el hemolizado acuoso de un
volumen de eritrocitos. Brevemente, la meta-
Hb se determiné como sigue: A un volumen
de eritrocitos se le agregaron tres volUmenes
de agua bidestilada y se incubaron a 4 °C por
15 minutos. Posteriormente, se colocaron 100
uL de hemolizado en una cubeta (1 mL de
capacidad) de cuarzo y se determiné la ab-
sorbancia a 630 nm en un espectrofotémetro
(Jenway 6300, Cielovista, Cal. USA). Una vez
hecha esta primera lectura, se le agregé al
hemolizado 50 mL de una solucién de cianu-
ro de sodio (5.3% p/v) en 4cido acético (5.6%
v/v) y se agité brevemente para hacer una se-
gunda lectura 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!

Andlisis estadistico. Los resultados se ex-
presan como promedios de 12 muestras (pa-
quetes globulares) independientes, realizando
al menos tres determinaciones de metaboli-
tos por muestra por puncién. Los resultados
fueron analizados usando el programa esta-
distico GraphPad Prism V-4.00 (GraphPad
Software, San Diego, Cal., USA) usando la
prueba t de Student y tomando un valor de p
< 0.05 como estadisticamente significativo.

Resultados

La determinacién de ON se realiza tomando
en cuenta la cantidad total de nitratos presen-
tes en la muestra que se analiza y, de esta for-
ma, se infiere la cantidad total de ON que se
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ha formado en la muestra.®® El cuadro | mues-
tra el porcentaje de incremento en la cantidad
de ON a lo largo del tiempo en muestras de
eritrocitos obtenidas de los paquetes globula-
res almacenados bajo condiciones normales
en el banco de sangre y hasta por 30 dias.

La cantidad inicial (tiempo cero) de ON (de-
terminado como nitratos totales) fue en pro-
medio de 32.3 = 5 uM, lo que concuerda con
la concentracién de nitratos totales reportado
previaomente y presentes en la circulacién san-
guinea.???% Tomando dicho valor como el
100% de nitratos totales presentes en los eri-
trocitos de los paquetes globulares, se puede
observar que se presenta un incremento esta-
disticamente significativo en la cantidad de
6xido nitrico a los 10, 20 y 30 dias de alma-
cenamiento, tal como se muestra en el cua-
dro I. Dicho incremento es del 96.28% (63.4
uM) con respecto al tiempo cero en los prime-
ros cinco dias de almacenamiento y llega a
ser del orden del 693.8% (256.4 = 9.8 uM) a
los 30 dias de almacenamiento.

Por otro lado, el cuadro Il muestra el por-
centaje de met-Hb en los eritrocitos provenien-
tes de los paquetes globulares almacenados
hasta por treinta dias. Tal como sucede con el

Cuadro I. Porcentaje de incremento a lo largo
del tiempo en la concentracién de 6xido nitrico
(determinado como nitratos totales) en eritrocitos

provenientes de paquetes globulares almacenados
hasta por treinta dias. El porcentaje esta expresado
como promedio de 12 paquetes globulares.

Oxido nitrico

Tiempo (dias) (% incremento) [P
0 100.00 —
5 96.28 0.01

10 188.73 0.001

20 383.96 0.001

30 693.80 0.001

* vs tiempo cero.

ON, el porcentaje de met-Hb presente en los
eritrocitos muestra un incremento estadistica-
mente significativo a lo largo del tiempo de
almacenamiento. En el cuadro Il se puede
observar que existe un incremento de meta-
Hb de 2.59 veces con respecto al tiempo cero
(0.57% vs 0.22%; p < 0.01) a los cinco dias
de almacenamiento. Dicho incremento en la
concentracién de met-Hb en los eritrocitos lle-
ga a ser de 10.59 veces sobre el tiempo cero
(2.33% vs 0.22%; p < 0.001) a los 30 dias de

almacenamiento del paquete globular.
Discusion

Uno de los productos biolégicos més frecuen-
temente usados en el dmbito clinico como
coadyuvante en el tratamiento de diversas
patologias que aquejan al ser humano es el
paquete globular, el cual se compone de eri-
trocitos que han sido obtenidos mediante do-
nacién voluntaria de sujetos aparentemente
sanos. Sin embargo, a pesar de su aparente
utilidad, la transfusién de paquetes globula-
res puede representar un riesgo para la salud
del individuo que lo recibe.’->32

Cuadro II. Concentracién de meta-hemoglobina
expresada como porcentaje en los eritrocitos
provenientes de paquetes globulares almacenados

hasta por treinta dias. Los resultados estan expresados
como promedio de 12 paquetes globulares.

Tiempo
(dias) % meta-Hb Incremento* [
0 0.22 — —
5 0.57 2.59 0.01
10 0.87 3.96 0.001
20 1.44 6.54 0.001
30 2.33 10.59 0.001

* veces sobre el valor a tiempo cero.
** vs tiempo cero.

meta-Hb: meta-hemoglobina.

D.E.: desviacion estandar.
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Ha sido demostrado que, una vez que ha sido
obtenido y almacenado bajo estrictas normas
de seguridad, un paquete globular puede pre-
sentar una gran cantidoad de compuestos que
potencialmente representan un riesgo para la
salud del sujeto que lo recibe. Dentro de ellos
se encuentran virus, factores de crecimiento,
derivados leucocitarios, asi como productos del
metabolismo del eritrocito que, al no encon-
trar salida, se van acumulando dentro de la
bolsa que los contiene y que son el reflejo de la
actividad metabdlica que presenta el eritrocito
aun a bajas temperaturas. 14323 Como ejem-
plo de lo anterior, se ha descrito que a lo largo
del tiempo de almacenamiento, el paquete
globular puede contener lipoperéxidos, frag-
mentos de hemoglobina, fragmentos de mem-
branas de eritrocitos, acumulacién de calcio,
sodio y potasio, disminucién del pH del paque-
te globular, acumulacién de écido léctico, en-
tre otras mds.61431-38

Dichas sustancias pueden ser el reflejo del
metabolismo normal del eritrocito durante el
tiempo que permanece almacenado o el re-
sultado del deterioro normal que sufre el eri-
trocito a lo largo del tiempo. En cualesquiera
de los dos casos anteriores, el resultado neto
es la acumulacién de elementos potencial-
mente toxicos para quien los recibe cuando
se le instala una transfusiéon de paquetes eri-
trocitarios, ya que, a diferencia de los virus,
este tipo de sustancias no son detectadas ruti-
nariamente en el banco de sangre.

Una de estas sustancias es el éxido nitrico
(ON) que se encuentra en los eritrocitos de la
circulacién sanguinea y que acompafa a los
eritrocitos de un paquete globular. Lo anterior
estd sustentado en el hecho de que nuestros
resultados demostraron que, a tiempo cero,
los eritrocitos de los paquetes globulares pre-
sentan una concentracién de ON semejante a
la encontrada en la circulacién sanguinea.
Una vez que el ON se encuentra en el eritroci-

to, éste puede reaccionar con la hemoglobi-
na formando meta-Hb y nitratos totales, tal
como ha sido descrito para experimentos he-
chos in vitro.1517:22:28

En condiciones normales, el porcentaje de
meta-Hb presente en los eritrocitos no es su-
perior al 0.3% mientras que la concentracién
de nitratos fluctGa alrededor de 25-45 uM en
el plasma fresco humano.'s17:22-2835 De acuer-
do con nuestros resultados, conforme pasa el
tiempo de almacenamiento de los paquetes
globulares, ambos metabolitos se acumulan
gradualmente, llegando a presentar cantida-
des muy superiores a las que se encuentran en
la circulacién sanguinea (Cuadros |y 1l).

El origen exacto de la gradual acumulaciéon
de ON y meta-Hb en los paquetes globulares
a lo largo del tiempo debe ser investigado;
sin embargo, podemos suponer que dichos
metabolitos se pueden formar gracias a un
proceso de reaccién esponténea llevado a
cabo por radicales libres, ya sea derivados del
oxigeno y/o el nitrégeno, tal como sucede en
otro tipo de sistemas.?3:35-40

Como mencionamos con anterioridad, se
ha comprobado en experimentos hechos in
vitro que el ON presente en el medio puede
reaccionar espontdneamente con la hemo-
globina del eritrocito y formar meta-Hb y ni-
tratos. Una vez que se han formado nitratos
como producto de esta reaccién, se llevan a
cabo reacciones de éxido-reduccién esponté-
neas llevadas a cabo entre estos nitratos y el
hierro contenido en la hemoglobina de los eri-
trocitos, lo que genera como subproducto més
ON en el medio.'>17:22283539 De esta forma,
podemos hipotetizar que estas reacciones de
6xido-reduccién espontdneas descritas con
anterioridad pueden ser una fuente de gene-
racién de ON en la bolsa que contiene al pa-
quete globular, lo que hace que este metaboli-
to reaccione nuevamente con la hemoglobina
y que, con el tiempo, tenga una acumulacién
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progresiva de meta-Hb y nitratos como hemos
observado.

Puesto que la concentracién de hemoglo-
bina en un paquete de eritrocitos es prdctica-
mente infinita, se establece un circulo de oxi-
dacién-reduccién en donde el resultado final
es la acumulacién progresiva de met-Hb y ON.
La acumulaciéon de estos dos metabolitos en
el paquete globular puede ser altamente ries-
gosa para el paciente que lo recibe ya que
tanto la met-Hb como los nitratos pueden pro-
vocar hipoxia (en el primer caso) o alteracio-
nes generales (en el segundo caso) relaciona-
das con los procesos fisiolégicos normales del
individuo.33-3539.40

Conclusiones

Como medida terapéutica, la transfusién san-
guinea ha probado tener excelentes resulta-
dos ya que ofrece un soporte fisiolégico como
medida de oxigenacién de los tejidos en di-
versas patologias agudas o crénicas que
aguejan al ser humano. Sin embargo, la trans-
fusién de eritrocitos no carece de riesgo para
el receptor ya que, durante el tiempo de al-
macenamiento, un paquete globular puede
generar una serie de compuestos quimicos
muy reactivos que potencialmente afectan los
procesos fisiolégicos del organismo.

Los eritrocitos obtenidos de donantes sanos
y almacenados bajo condiciones 6ptimas en
un banco de sangre tienden a presentar diver-
sos cambios a nivel metabdlico y estructural,
por lo que su prolongado almacenamiento
puede representar un riesgo para la salud del
sujeto que lo recibe. Es por eso que los pa-
quetes globulares destinados a la transfusién
en humanos deben ser dispuestos lo més fres-
co posible para que, de esa forma, se evite la
entrada de sustancias dafinas tales como la
met-Hb y los nitratos que pueden comprome-
ter ain mds su estado de salud.
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