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RESUMEN:
Las reacciones adversas a la transfusibn de hemocomponentes son una

complicacion potencial en los pacientes transfundidos. Estos efectos deletéreos se
deben a cambios metabdlicos y estructurales que afectan a los glébulos rojos (GR)
durante el almacenamiento, denominadas “lesiones por almacenamiento”. La
instauracion de técnicas de leucorreduccion ha disminuido la frecuencia de algunas
reacciones desfavorables en las cuales los propios leucocitos o sus mediadores
solubles estan involucrados. Sin embargo, su impacto sobre la activacion
inflamatoria y procoagulante asociada al almacenamiento de concentrados de GR
no se encuentra completamente caracterizado. Segun el ultimo reporte del Servicio
Nacional de Sangre emitido en el 2021, en nuestro pais se realizaron 107.705
transfusiones de hemocomponentes celulares al afio (sangre desplasmatizada y
concetrados plaquetarios) y solo 16.488 fueron preparados leucorreducidos (LR).
En este contexto, la pregunta bioldégica de este trabajo fue determinar si la
leucorreduccion modifica la activacion inflamatoria y procoagulante asociada al
almacenamiento de concentrados de glébulos rojos. Se plantedé como hipétesis que
la leucorreduccion disminuye tanto la activacion inflamatoria como el potencial
procoagulante mediado por factores solubles presentes en el sobrenadante de los
concentrados almacenados.

El objetivo de esta investigacion ha sido investigar el efecto de la LR sobre
diferentes parametros relevantes de los GR almacenados en las mismas
condiciones que en el banco de sangre. En el estudio se evaluo la integridad de los
GR, el potencial de los factores solubles presentes en el sobrenadante de las bolsas
de transfusion de desencadenar la activacion de células del sistema inmune celular
actuando sobre monocitos/macréfagos, y la capacidad del sobrenadante de activar
la cascada de la coagulacion. En los concentrados de GR (cGR) LR observamos
una disminucion de la hemodlisis de los GR respecto a los no leucorreducidos (NLR),
lo que sugiere una mejor preservacion de la integridad celular. Al mismo tiempo, el
sobrenadante de los cGR LR presentaron una presencia menor de la fraccion
activada de IL-13 y una menor capacidad de inducir la activacion del factor nuclear

NFkB en células THP-1 en cultivo, evidenciando una disminucién de la actividad



proinflamatoria. Los sobrenadantes de los cGR almacenados durante 42 dias fueron
capaces de activar la formacion del coagulo de fibrina al agregarlos sobre plasma
humano, independientemente de la presencia de leucocitos en la bolsa. No
obstante, este proceso fue mas precoz y mostré una mayor velocidad en presencia
del sobrenadante de las bolsas NLR, lo que sugiere un mayor potencial
procoagulante en ausencia de leucorreduccion. La fraccion de microvesiculas fue la
principal responsable del efecto procoagulante del sobrenadante de las bolsas de
transfusion.

En conjunto, los resultados obtenidos confirman parcialmente la hipotesis
planteada, ya que la leucorreduccion reduce la activacion inflamatoria y mejora la
integridad de los glébulos rojos, aunque no elimina completamente el potencial
procoagulante asociado al almacenamiento. Estos hallazgos refuerzan los
beneficios de la leucorreduccion y aportan nueva evidencia sobre los mecanismos

involucrados en las lesiones por almacenamiento.

TABLA DE ABREVIATURAS
Abreviatura | Nombre comun

ALDO Aldolasa

AC Anhidrasa carbodnica

AE1 Intercambiador de aniones 1 o banda 3

ATP Adenosin trifosfato

BPG Bifosfoglicerato

CHCM Concentracion de hemoglobina corpuscular media

EMP Via de Embden-Meyerhof-Parnas (via glucolitica)

GEC Complejo  enzimatico  glucolitico  (gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa, fosfofructoquinasa, deshidrogenasa lactica,
piruvato quinasa, aldolasa y enolasa);

GR Globulos rojos

cGR Concentrados de GR

GAPDH Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
Glut1 Transportador de glucosa 1

G3P Glucosa-3-fosfato

G6PD Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

GPI Glucosa fosfato isomerasa

FBP Fructosa 1,6-bifosfatasa

FBPasa Fructosa-1,6-bifosfatasa

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
Glut1 Transportador de glucosa 1




G6P

Glucosa-6-fosfato

GPA Glicoforina A

GPB Glicoforina B

GPC/D Glicoforinas Cy D

Gpx Glutatidn peroxidasa

GSH Glutation reducido

GSSG Glutation oxidado

Hb Hemoglobina

HCM Hemoglobina corpuscular media

HK Hexoquinasa

LAC Lactato

LW Landsteiner-wiener

MCT Transportador de mono carboxilatos
NADPH Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
O2Hb Hemoglobina oxigenada

PFK Fosfofructoquinasa

PMN Polimorfonucleares

PPP Via de las pentosas fosfato

Prx Peroxiredoxina

PS Fosfatidilserina

RA Reacciones adversas transfusionales
RDW Ancho de distribucién eritrocitaria

RFNHT Reaccién febril no hemolitica transfusional
RHAG Glucoproteina asociada a Rh

SVE Sobrenadante de VE

ST Sangre total

TRALI Lesién pulmonar aguda relacionada con la transfusién
TEV Tromboembolia venosa

VCM Volumen corpuscular medio

VE

Vesiculas extracelulares




FUNDAMENTACION Y ANTECEDENTES

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES DE LOS GLOBULOS ROJOS

La principal funcion de los glébulos rojos (GR) en la circulaciéon es el transporte de
oxigeno desde los pulmones a los tejidos periféricos, donde se empleara por la
cadena de transporte de electrones mitocondrial, acoplada a la sintesis de
adenosina trifosfato (ATP). Adicionalmente, los GR aportan la anhidrasa carbonica
que cataliza la hidratacion reversible del diéxido de carbono, facilitando su

transporte plasmatico y eliminacion pulmonar, colaborando en la homeostasis de

(100-75% SatO,)
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Figura 2.1. Esquema del metabolismo gaseoso eritrocitario, destacando la
conversion de CO, en bicarbonato mediada por la anhidrasa carbodnica y el
intercambio CI7/HCO;™ a través de la proteina AE1. Durante el almacenamiento de
concentrados de glébulos rojos, estas vias se asocian a alteraciones del pH, cambios
en la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno y acumulacién de metabolitos,
contribuyendo al desarrollo de lesiones por almacenamiento. Tomado de de Boron et
al.,2010.



protones [1] (Figura 2.1). A su vez, la disminucion del pH intra eritrocitario a nivel
periférico disminuye la afinidad de la hemoglobina (Hb) por el O2 (efecto Bohr).

El GR carece de nucleo, mitocondrias, complejo de Golgi, reticulo endoplasmico.
Esta caracteristica contribuye también a maximizar la capacidad de carga. Su forma
y composicidn unicas permiten que estas células especializadas lleven a cabo sus
funciones esenciales. El GR maduro tiene una forma discoide y biconcava, con un
diametro de solo 6-8 ym y una altura de menos de 3 um en la periferia y menos de

1 um en el centro (Figura 2.2) [2,3].
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Figura 2.2. Forma y tamafo de los glébulos rojos (GR). Tomado de Faghih
et al., 2019.

Esta forma y tamafno le permite la flexibilidad necesaria para trasladarse por el
sistema cardiovascular y presentar una mayor superficie para el intercambio,
aumentando la relacién superficie/volumen [4], lo que facilita la entrega de oxigeno
a los tejidos.

La hemoglobina ubicada en el citosol, es la proteina mas abundante, presenta una

estructura tetramérica (~20 mM mondémero) (Figura 2.3) y es la encargada de



facilitar el transporte de oxigeno hacia los tejidos [4]. La hemoglobina comprende el
98% del contenido de proteina del GR, y el 2% restante abarca a mas de mil
proteinas distintas las cuales contribuyen al funcionamiento celular [5]. La afinidad
de la hemoglobina por el oxigeno, esta determinada en gran medida por su
estructura que muestra cooperatividad positiva por su sustrato y se encuentra
modulada ademas por una variedad de factores dentro de la vasculatura, entre ellos
la temperatura, el pH, la concentracion de CO., de 2,3-difosfoglicerato (2,3-BPG),

de fosfatos organicos, e iones cloruro (CI) [6], lo que optimiza la captacion a nivel

Figura 2.3. Estructura de la hemoglobina. Estructura de la hemoglobina humana. Las
subunidades de globina a y 8 estan en rojo y azul, respectivamente, y los grupos hemo con
hierro, en verde. De PDB: 1GZX. Proteopedia Hemoglobina.

pulmonar y la entrega de O2 a nivel periférico.



METABOLISMO DE LOS ERITROCITOS:

El metabolismo del eritrocito esta orientado a sostener tres funciones
fundamentales: (i) la produccién de energia para el mantenimiento de la integridad
y deformabilidad celular, (ii) la regulacion de la afinidad de la hemoglobina por el
oxigeno, y (iii) la proteccion frente al estrés oxidativo. Estas funciones dependen
principalmente de la glucdlisis o via de Embden-Meyerhof (EMP) y de la via de las
pentosas fosfato [7].

Los eritrocitos en mamiferos dependen exclusivamente de la glucolisis anaerdbica
para la generacion de ATP. A través de esta via se producen ATP, NADH y 2,3-

bisfosfoglicerato (2,3-BPG) (Figura 2.4), moléculas esenciales para su funcion.



El ATP es requerido para el funcionamiento de las bombas de membrana que
mantienen el equilibrio osmatico y la forma celular; el 2,3-BPG modula la afinidad
de la hemoglobina por el oxigeno favoreciendo su liberacion en los tejidos; vy el

NADH participa en la reduccién de la metahemoglobina a hemoglobina funcional

[7].

Por otra parte, la via de las pentosas fosfato se ramifica desde la glucosa-6-fosfato

mediante la accion de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), y cumple un
rol central en la defensa antioxidante del eritrocito. Esta via consta de una fase

oxidativa, responsable de la produccién de NADPH, y una fase no oxidativa que
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Figura 2.4. Via glucolitica y ciclo de las pentosas en GR. La imagen representa las
multiples interrelaciones entre la via glucolitica y el ciclo de las pentosas. Las
abreviaturas se encuentran en la tabla del inicio de la tesis. Las enzimas de la via
glucolitica (via de Embden Meyerhof) se enmarcaron en verde, las de la derivacion de
Rapoport-Luebering (sintesis de 2,3-BPG) en gris, las de la fase oxidativa de la ruta
de las pentosas en azul, y la fase no oxidativa en amarillo.

genera ribosa-5-fosfato. EI NADPH es esencial para mantener la homeostasis
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redox celular, permitiendo la regeneracién de sistemas antioxidantes como el
glutation reducido. La deficiencia de G6PD compromete esta via, disminuyendo la
capacidad de los eritrocitos para neutralizar especies oxidantes y favoreciendo el

dafio celular [7].

Los eritrocitos desempefian un rol clave en el manejo de especies reactivas de
oxigeno, actuando como un “sumidero plasmatico” de oxidantes debido a su
elevada capacidad antioxidante [8]. Las principales fuentes intracelulares de
especies reactivas del oxigeno incluyen la autooxidacion de la hemoglobina, que
genera el radical anion superéxido (O,*7), asi como la actividad de enzimas como
las NADPH oxidasas y la liberacion de hierro, que favorece reacciones de tipo
Fenton y la formacion de peréxido de hidrogeno (H,0O,) [9,10].

El anion superodxido es rapidamente convertido en peroxido de hidrégeno por
accion de la superéxido dismutasa (SOD) [11]. El H,O, es posteriormente
detoxificado mediante multiples sistemas enzimaticos. La peroxiredoxina 2 (Prx2),
una de las proteinas mas abundantes del eritrocito, reduce H,O, con alta
eficiencia [12]. La catalasa también contribuye a la degradacién del peroxido de
hidrégeno en agua y oxigeno, sin requerir NADPH [13]. Por su parte, la glutation
peroxidasa (GPx) reduce hidroperoxidos utilizando glutation reducido, cuya
regeneracion depende del NADPH generado en la via de las pentosas fosfato [14].
La isoforma GPx1 es la mas abundante en eritrocitos, mientras que GPx4 participa
principalmente en la reduccion de hidroperdxidos lipidicos de membrana [15].
Ademas de las especies reactivas derivadas del oxigeno, el eritrocito participa en
el metabolismo de otras moléculas redox como el 6xido nitrico (NO) y el sulfuro de
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hidrégeno (H,S), que interactuan con la hemoglobina y modulan su afinidad por el
oxigeno, contribuyendo a la regulacion del tono vascular y la oxigenacion tisular

[16].

LA MEMBRANA PLASMATICA Y EL CITOESQUELETO DE LOS GR

Los glébulos rojos (GR) presentan una organizacion estructural especializada que
les permite cumplir funciones esenciales en la circulacion, destacandose: (i) la
deformabilidad y flexibilidad necesarias para atravesar capilares de pequefio
calibre, (ii) la resistencia mecanica frente a fuerzas de cizallamiento, (iii) el
transporte de gases y solutos, y (iv) la regulacion de su volumen y homeostasis
ionica. Estas propiedades emergen de la interaccion dinamica entre la membrana
plasmatica y el citoesqueleto subyacente.

Los GR se caracterizan por la interaccidn entre la membrana y el citoesqueleto, que
en conjunto determinan sus propiedades elasticas. La bicapa lipidica proporciona
rigidez de flexion y resistencia a los cambios locales de area, mientras que el
citoesqueleto, una red de espectrina conectada a complejos de union basados en
actina, proporciona resistencia al cizallamiento [7,8]. La interaccion entre ambos
sistemas es fundamental para mantener la forma bicdncava caracteristica y la
integridad celular durante la circulacion. La membrana celular esta compuesta por
una bicapa lipidica, con proteinas insertas en ambas caras. Las proteinas de
membrana cumplen funciones clave tanto estructurales como funcionales. Las
proteinas presentes en la membrana celular proporcionan a los GR sus propiedades

antigénicas (es decir, su capacidad de ser reconocidos por el sistema inmunitario)
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y también actuan como transportadoras y poros selectivos de iones. Entre estas
ultimas es de destacar la banda 3 o intercambiador de aniones 1 (AE1), que es la
proteina de membrana mas abundante de los GR y es la encargada del intercambio
CI'/H2COg3", contribuyendo de forma central al transporte plasmatico de CO, (Figura
2.1).

En el GR las proteinas del citoesqueleto, como espectrina, actina, proteina 4.1 y
anquirina, interactuan con proteinas de membrana, como la AE1, la proteina
transportadora de glucosa tipo 1 (Glut1), y la glicoforina A (GPA); entre otras (Figura

2.5) [4,9].
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Estas interacciones entre las proteinas de membrana y del citoesqueleto aseguran
la integridad estructural y aportan la flexibilidad caracteristica de los GR, que les
permite soportar cambios en el flujo sanguineos y atravesar lechos vasculares
estrechos [10], permitiéndoles tolerar deformaciones repetidas sin comprometer su
integridad.

Unbound Ankyrin Actin junctional
band 3 complex complex

Tropomyosin
Tropomodulin

FIGURA 2.5. Modelo de la membrana de GR. Aproximadamente el 40% de las
moléculas de la banda 3 (AE1) son tetrameros en un complejo con anquirina y otras
proteinas integrales cerca del sitio de autoasociacion de espectrina (complejo de
anquirina). Una fraccién aproximadamente similar de las moléculas de la AE1,
probablemente dimeros, se encuentran cerca de la union de espectrina-actina y se unen
a la espectrina a través de la proteina 4.1R (4.1), la proteina 4.2 (4.2) y la aducina
(complejo de union de actina). Los dimeros de AE1 restantes flotan sin asociaciones
dentro de la bicapa lipidica (AE1 no unida). El protofilamento de actina se encuentra
paralelo a la membrana. Los complejos de proteinas asociados con la AE1 no son
constantes; es decir, algunas proteinas estan presentes en numeros mucho mas
pequefos que otras. Tomado de Lux et al 2016.

El control de la forma del eritrocito ademas de depender de la interaccion del

citoesqueleto con la membrana plasmatica esta regulada por la concentracion de
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iones, y en particular del Ca?*. La mayor parte del Ca?* intracelular esta unido y una
concentracion baja de Ca?* ionizado se mantiene mediante una combinacién de

baja permeabilidad de membrana y una potente bomba de Ca?* dependiente de

Figura 2.6. Mecanismo de seializacion en GR al atravesar los capilares. A medida que
el GR entra en una constriccion, el contacto mecanico con la pared del vaso activa la Piezo1
(P1), permitiendo que el Ca?* entre en la célula. Esto activa el canal Gardos y se forma el
complejo de calmodulina de calcio (circulos amarillos). La activacion del canal Gardos (G)
lleva la pérdida de iones K*, que se acomparian por iones CI” y agua, llevando a contraccién
celular. El complejo Ca?*-calmodulina desestabiliza el complejo de actina-adusina-banda 4.1
y la red de espectrinas reticuladas se vuelve mas flexible (entramado de lineas oscuras
intracelulares). Ambos procesos facilitan el paso del GR a través de la constriccion.
Finalmente, la ATPasa de Na'/K* y la bomba de Ca?* restauraran las concentraciones de
iones originales y el volumen de los GR volvera a su tamafo original. Modificado de
Danielczok et al, 2017.

ATP. Esta bomba Ca?*-ATPasa es regulada por calmodulina, una proteina de bajo
peso molecular que se une a Ca?* con avidez y activa varias enzimas [11]. La
deformacion de los GR que atraviesan los capilares activa brevemente los canales
mecano sensibles piezo1, lo que permite la afluencia de Ca?* a favor de su gradiente
de concentracion, superando transitoriamente la bomba de calcio (Figura 2.6).
Este aumento intracelular de Ca?* activa los canales Gardos, induciendo la pérdida
de KCl y la deshidratacion celular, que lleva a que la celula se encoja. Al emerger
del vaso estrecho el GR retorna al equilibrio original (Figura 2.6) [10,12].

Ademas de su rol estructural, la AE1 participa en la regulacion metabdlica del

eritrocito actuando como un “interruptor molecular’” que modula el destino de la
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glucosa en funcién del estado de oxigenacion. La interaccidn entre la AE1 y la
desoxihemoglobina de forma avida y reversible funciona como un 'interruptor

molecular' que regula el estado metabolico de los eritrocitos [13—-15] (Figura 2.7).

AE1 AE1
1
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¥ HK
Hb G6P
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HMP  naoe*
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PKR
oD |
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Figura 2.7. Regulacion del metabolismo eritrocitario mediada por AE1. En condiciones
de hipoxia, la union de la desoxihemoglobina a AE1 libera enzimas glucoliticas, favoreciendo
la glucdlisis (EMP) y la produccién de ATP. En condiciones de oxigenacion, las enzimas
glucoliticas se asocian a AE1, desviando el metabolismo hacia la via de las pentosas fosfato
(HMP) y la generacion de NADPH, contribuyendo a la defensa antioxidante. La liberacion de
ATP se incrementa con la hipoxia y la deformacion celular a través de pannexina 1 (Px1).
Tomado de McMahon et al, 2021.
La unién de enzimas glucoliticas a la AE1 varia con la oxigenacion, desviando el
metabolismo de la glucosa hacia la glucdlisis en hipoxia y hacia la via de las
pentosas fosfato en presencia de oxigeno, protegiendo asi al eritrocito del estrés
oxidativo [16]. Este mecanismo permite adaptar el metabolismo eritrocitario a las
demandas fisioldgicas: en hipoxia, favorece la produccion de ATP, mientras que en
condiciones oxigenadas promueve la generacion de NADPH, contribuyendo a las
defensas antioxidantes. Ademas, la oxigenacion fortalece las interacciones AE1-
anquirina, estabilizando la membrana durante el flujo turbulento, mientras que la

hipoxia promueve la liberacion de ATP para facilitar la vasodilatacion y limitar la

adhesividad de los GR a las células endoteliales. [14,17-19]. La pannexina 1 (Px1)
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parece ser necesaria para la exportacion de ATP sensible al O, y a la deformacién

desde los GR (Figura 2.7).

LA TRANSFUSION SANGUINEA

IMPORTANCIA DEL TEMA'Y SITUACION ACTUAL EN URUGUAY

La transfusion de sangre desplasmatizada es una herramienta terapéutica
imprescindible en el tratamiento de las condiciones clinicas que cursan con anemia
severa. En nuestro pais se emplean ~70.000 volumenes de cGR al afo. Estos
proporcionan 300 — 350 mL de GR a los cuales se les ha removido la mayor parte
del plasma. La provisién de hemocomponentes depende de donantes voluntarios y
de la preservacion de estos productos, la cual sigue reglas establecidas por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Ministerio de Salud Publica (Decreto
N.° 118/024), tendientes a asegurar la inocuidad y eficacia terapéutica de los
hemocomponentes [20,21]. En nuestro pais, el medio de preservacibn mas
utilizado, compuesto por adenina, glucosa y manitol en solucién salina, asegura una
conservacion adecuada de los cGR por 42 dias.

Los GR almacenados aun por corto tiempo sufren cambios estructurales y
bioquimicos que tienen repercusiones clinicas nominadas reacciones adversas a la
transfusién. Estas pueden clasificarse en agudas o tardias, y a su vez en
inmunoldgicas y no inmunologicas [30]. Dentro de las reacciones agudas
inmunoldgicas, la reaccion febril no hemolitica constituye una de las mas frecuentes

y se asocia principalmente a la liberacion de citoquinas y otros mediadores solubles
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durante el almacenamiento de los hemocomponentes. En este contexto, y

considerando los mecanismos involucrados en las lesiones por almacenamiento, el
presente trabajo se centra en el estudio de estos procesos inflamatorios.

Segun la OMS, datos mundiales registran que 12,2 de cada 100.000 unidades de
componentes sanguineos causan reacciones adversas transfusionales [22]. En
particular, en los pacientes sometidos a cirugia cardiaca, la transfusion de cGR
almacenados mas de dos semanas se asocia a un riesgo mayor de complicaciones
postoperatorias y a una reduccion de la sobrevida del paciente. [23]. Estas
complicaciones se han relacionado con la aparicion rapida de signos tipicos de
envejecimiento en los GR almacenados [24].

En la circulacion sanguinea los GR humanos normales tienen una sobrevida de
~120 dias, tras lo cual son eliminados. Este es un proceso extremadamente
eficiente, ya que los macréfagos fagocitan unos 5 millones de eritrocitos cada
segundo sin liberacion significativa de hemoglobina en la circulacion [25]. En el
almacenamiento para transfusion, los GR alterados permanecen en la bolsa ya que

no cuentan con sistemas de remocion.

LESIONES POR ALMACENAMIENTO DE GR
La carencia de sistemas efectivos de remocion de los GR alterados en los

preparados para transfusion lleva a la acumulacion progresiva células portadoras
de alteraciones estructurales y funcionales, conocidas globalmente como “lesiones
por almacenamiento”. Las principales causas de la lesion por almacenamiento de
los GR incluyen una combinacién de estrés oxidativo y disfuncién metabdlica [26].

Estos cambios, pueden comprometer la viabilidad y funcionalidad de los eritrocitos
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transfundidos, e incluyen alteraciones metabdlicas, con menor generacion de ATP
y pérdida progresiva de antioxidantes. También se han descrito cambios
significativos en los lipidos y proteinas de la membrana plasmatica, que llevan a la
formacion y liberacién de vesiculas extracelulares (VE) [27-29].

Alteraciones metabdlicas

Entre las alteraciones metabdlicas de las lesiones por almacenamiento se incluyen
la disminucion de la concentracion intracelular de ATP y 2,3-DPG, y a nivel
extracelular aumentan las concentraciones de potasio, Hb libre y lactato [30,31]. Los
desequilibrios de potasio y otros iones son el resultado de la inactivacion de las
bombas de membrana durante el almacenamiento en frio. A medida que los
eritrocitos envejecen en almacenamiento, metabolizan la glucosa y generan lactato
y protones como productos finales, disminuyendo progresivamente el pH del
hemocomponente [30,32]. Si bien estos niveles se normalizan después de la
transfusion, se tarda hasta una semana para una recuperacién completa.

Adicionalmente, la capacidad de los GR de consumir el peroxido de hidrogeno
adicionado al medio extracelular disminuye progresivamente durante el
almacenamiento [33]. La pérdida de actividad y la acumulacion de la Prx2 oxidada

en el almacenamiento podria estar en la base de esta alteracion [27,34].

CAMBIOS ESTRUCTURALES

Durante el almacenamiento, las proteinas estructurales de los eritrocitos, los lipidos
y los carbohidratos sufren cambios oxidativos que afectan la estructura de la
membrana plasmatica. La reduccién dependiente del tiempo de la actividad Gpx

resulta en una oxidacion lipidica progresiva. La oxidacién de los acidos grasos da
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como resultado el aumento de los niveles de malondialhido, que tiene efectos
citotoxicos. A nivel proteico, la formaciéon del complejo espectrina-actina-proteina
4.1 disminuye durante el almacenamiento. La AE1, se agrega en grandes
oligobmeros que pueden resultar en la pérdida de la asociacion a fosfolipidos [35].

El resultado acumulativo de estos cambios es que los eritrocitos envejecidos pierden
su forma clasica de disco biconcavo, cambiando posteriormente a equinocitos y
esferocitos (Figura 2.8), con pérdida de deformabilidad [36]. La fosfatidilserina (PS),
normalmente en el lado intracelular de la membrana plasmatica, se externaliza.
Estos cambios de membrana y el aumento de la fragilidad contribuyen al aumento
de la acidosis y la hemdlisis, asi como a la disminucion de la supervivencia de los

eritrocitos después de la transfusion [35].
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Figura 2.8. Efecto del almacenamiento sobre la morfologia de los GR.
Micrografia electronica de barrido de eritrocitos almacenados en bolsas de
sangre con SAGM (10000x), que representa los cambios en la morfologia de los
GR en los dias 0, 14, 28 y 42. Tomado de Mustafa et al, 2016.

Los analisis reportan que del 6 al 9 % de los GR presentan cambios morfolégicos
irreversibles ya a los 7 dias de almacenamiento y estos alcanzan a mas del 39% de
los GR en las bolsas almacenadas durante 42 dias [37]. Ademas, el estado
metabdlico de estos puede haber agotado su capacidad para manejar el estrés
oxidativo durante el almacenamiento lo que explica la pérdida promedio de
funcionalidad de 17,6% [31]. Adicionalmente, las anafilatoxinas del complemento
C3a y C5a, asi como el complejo de ataque de membrana, también se encuentran

en las membranas de los GR almacenados y aumentan en funcion del tiempo [35].
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LIBERACION DE VESICULAS EXTRACELULARES

Los cambios a nivel de membrana llevan a la a la liberacion de VE. Las VE son
particulas de membrana generadas por diferentes tipos celulares que participan en
la comunicacion intercelular y el transporte de macromoléculas entre células [38].
Actualmente, se desaconseja su clasificacion estricta en exosomas, microvesiculas
y cuerpos apoptoticos basada en su biogénesis, debido a la superposicion de
tamafos y a la dificultad de establecer su origen con certeza. En su lugar, la
International Society for Extracellular Vesicles (ISEV) recomienda clasificarlas
segun criterios operativos, como el tamafo (VE pequefias <200 nm y VE
medianas/grandes >200 nm), la densidad, la composicion molecular o el origen
celular [39].

Las VE generadas por los GR que formarian parte de un proceso homeostatico para
eliminar los componentes celulares alterados, como la hemoglobina y los
componentes de la membrana oxidados, prolongando asi la vida util del GR [40]. La
formacion de estas VE se desencadena por el desprendimiento de la membrana
celular causado por varios factores, como el aumento de la concentracion
intracelular de Ca?*, la activacion de la proteina quinasa C (PKC), la interrupcion de

la unién del citoesqueleto a la membrana, el estrés oxidativo asociado al
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envejecimiento, el agotamiento de ATP, el almacenamiento y ciertas enfermedades

(Figura 2.9) [41-43].
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Elevated intracellular Ca2+ Aggregation
Activated protein kinase C Thrombosis
Activated caspase ; Drugs
) Y
Aging process _,* DNA/RNA
Diseases Macromolecules

Red blood cells PS-exposed EVs
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Figura 2.9. Produccion de vesiculas extracelulares. Los GR producen MV en
respuesta al aumento de las concentraciones intracelulares de Ca?", la activacion de
PKC y caspasas, entre otros factores. Las MV son capaces de desencadenar
respuestas inflamatorias y/o tromboembadlicas que pueden llevar a agravar la patologia
del paciente transfundido. Extraido de Nguyen et al, 2022.

En los GR almacenados cambios en la organizacion proteina- lipido son un
desencadenante de la generacion de VE [44].

La vesiculacién, en general, se asocia a cambios en la organizacion de los
fosfolipidos, y la mayoria de las VE exponen PS. Durante el almacenamiento, la
fraccion de VE positivas para PS aumenta de aproximadamente el 70 % en la
primera semana a casi el 100 % entre las semanas tres y cinco. En la formacion de
VE esta involucrado también el dafo de las proteinas de membrana. La vesiculacién
comienza con cambios en la conformacion de la AE1, con disminucion de la unién

al citoesqueleto [43].
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La vesiculacidn perjudica la funcidén y la supervivencia de los GR después de la
transfusion, y contribuye a las reacciones transfusionales. La presencia del factor
tisular y la exposicion de PS en la superficie de las VE se consideran procoagulantes
dado que son capaces de promover y soportar el ensamblaje de los complejos de
la coagulacién [45].

Multiples estudios retrospectivos han reportado una asociacion entre la transfusién
de GR y la trombosis, sobre todo en contexto de transfusion masiva [46,47]. Los
resultados sugieren que las VE derivadas de GR generadas durante el
almacenamiento activan la coagulacion a través de multiples vias. Ademas de
promover el ensamblaje del complejo protrombinasa y activar la via intrinseca, las
VE activan directamente el factor Xll y la precalicreina (Figura 2.10). Calicreina

promueve la activacion del factor IX (FIX), incluso en ausencia de FXIl o FXI [45].

INFLAMACION Y TROMBOSIS.
La mayoria de los pacientes que presentan reacciones adversas debidas a la

transfusion sanguinea manifiestan alergia o reacciones febriles de transfusion no
hemolitica (FNHTR), ambas son condiciones claramente inflamatorias. Se atribuye
este efecto a los leucocitos transferidos con la sangre.

La respuesta inflamatoria inducida por los hemocomponentes transfundidos
involucra la activacidn de vias intracelulares clave en células del sistema inmune
innato del receptor, particularmente en monocitos y macrofagos. Entre estas vias,
el inflamasoma representa un complejo multiproteico central en la deteccion de

sefiales de dafo (DAMPs) y en la generacion de respuestas inflamatorias. Su
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activacion conduce al procesamiento de pro-IL-13 a su forma activa mediante la
accion de la caspasa-1.

Estos mecanismos son particularmente relevantes en el contexto de las lesiones
por almacenamiento, ya que el sobrenadante de los concentrados puede contener
mediadores capaces de inducir activacion inflamatoria en células del sistema
inmune del receptor, contribuyendo al desarrollo de reacciones adversas
transfusionales [48].

En este contexto, la respuesta del receptor constituye un factor determinante en la
magnitud del efecto inflamatorio inducido por la transfusion. Individuos cursando
estados patoldgicos graves suelen presentar un estado inflamatorio en el que el
endotelio y el sistema de coagulacién ya estan activados antes de la transfusion [49]
y se ha demostrado que la presencia de un estado inflamatorio en el receptor es un
factor de riesgo para el desarrollo de la lesion pulmonar aguda relacionada con la
transfusion (TRALI) [50].

Anticuerpos, citocinas, interleucinas, interferones, factores estimuladores de
colonias y VE presentes en el cGR promueven la activacion de células del sistema

inmune en el receptor, desencadenando el sindrome pulmonar (Figura 2.11) [51,52].
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Asimismo, en pacientes con un estado inflamatorio, pero que no presentan un
TRALI completamente desarrollado, la transfusion de GR puede exacerbar la
inflamacion de la patologia de base, provocando reacciones adversas
transfusionales que ponen en riesgo la evolucion y sobrevida del paciente [53-56].

Se ha observado que la transfusiéon de cGR se asocia con aumento en los niveles
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Figura 2.11. Mecanismos moleculares que impulsan la activacion de PMN en la
patogénesis de TRALI. La transfusion sanguinea induce la activacion de PMN
mediante la generacion de moléculas de sefalizacion que activan sus receptores, lo
que agrava el TRALLI. (A) La sobreexpresién de miR-144 promueve la activacion de
PMN mediante la activacion de la via de sefalizacion NF-kB/CXCR1 y la supresién de
KLF2. (B) PTP1B activa el PMN mediante la sefializacion CXCR4 dependiente de
PIBKy/AKT/mTOR. (C) HLA-A2 induce la produccion de ROS derivadas de PMN
mediante la activacion del inflamasoma NF-kB/NLRP3 mediante la activacién de Src.
Yu et al, 2023.

de biomarcadores de activacion de células endoteliales en los receptores [57,58].
La activacion de células endoteliales puede provocar un aumento de la

permeabilidad endotelial con extravasacion de neutrofilos y edema, lo que resulta
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en lesion organica [59]. La activacidon del endotelio también activa el sistema de la
coagulacion, lo que resulta en la formacion de microtrombos [60,61].

Un metaanalisis, que incluyé a 15 estudios con 1.880.990 pacientes, mostro que la
transfusién de cGR perioperatoria aumenta el riesgo de tromboembolia venosa

(TEV) posoperatoria (Figura 2.12) [46].

Es mas, la transfusidn en pacientes gravemente enfermos se asocia con un
aumento en los niveles circulantes del factor de von Willebrand (VWF), lo que

sugiere un aumento adicional en la activacion del endotelio [62].

Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup _log[Odds Ratio] SE Weight IV, Random, 95% Cl IV, Random, 95% CI
Davenport 2013 05878 02029 B.7% 1.80([1.21, 2.68]
Ghazi 2015 07227 01707 76% 2.061[1.47, 288]
Goel 2018 07419 00357 11.2% 2101[1.96, 2.25] -
Hart 2014 -0.0408 01413 8.5% 086 [0.73,1.27] I
Jackson 2021 01823 0.2409 57% 1.20[0.75,1.92] -
Lin 2021 03853 00914 100% 1.47 [1.23,1.76] -
Myers 2023 02546 03143 42% 1.291[0.70, 2.39] N
Madeern 2005 0.3784 0.9654 0.7% 1.46[0.22, 9.68]
Ramos 2020 04694 01926 7.0% 1.60[1.10,2.33] -
Raphael 2023 02546 0.1405 8.5% 1.29[0.98,1.70] T
Sheth 2022 04253 00932 59% 1.683[1.27,1.84] -
Shohat 2021 11282 03222 4.1% 3.09[1.64 581)]
Tan 2015 04637 02165 6.3% 1.591[1.04, 2.43] —
W 2021 08024 0385 3.2% 2.23[1.05,4.74]
Henos 2012 06366 02244 £.1% 1.88([1.22, 293] I
Total (95% Cl) 100.0% 1.61[1.37, 1.89] &
Heterogeneity: Tau®= 0.06; Chi*= 60.00, df=14 (P = 0.00001); *= 77% 0?1 u?z u?s ] z 5 1’0
Testlor overall effect Z= 5.80 (P < 0.00001) Favours [experimental]l Favours [control]

Figura 2.12. Diagrama de Forest del metaanalisis para la asociacion entre las
transfusiones de GR perioperatorias y TEV posoperatorio. Los resultados
muestran que la transfusion de cGR perioperatoria aumenta el riesgo de TVE [OR =
1.61, 95%CI (1.37, 1.89), P < 0.001]. Tomado de Mo et al, 2024.

Si bien los mecanismos de la inmunomodulacion relacionada a la transfusion (TRIM)
de los cGR aun no estan completamente caracterizada, se han identificado
numerosos mediadores potenciales. Estos incluyen mediadores derivados de los

glébulos blancos, componentes hemoliticos (hemo, liberacién de hierro), factores
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derivados de las plaquetas y de VE. Sus concentraciones se ven influenciadas por
el proceso de preparacion de los componentes sanguineos y las condiciones de
almacenamiento [63]. Mediadores lipidicos, citocinas y quimiocinas, estan
abundantemente presentes en diversos concentrados transfusionales y actuan
como modificadores de la respuesta [64]. En una variedad de modelos preclinicos,
se ha encontrado que la exposicion a productos de GR resulta en efectos
inflamatorios que incluyen el cebado de glébulos blancos, quimiotaxis de neutrofilos,
la activacion de monocitos/macréfagos y la liberacion de citocinas inflamatorias [65—
67]. Se han observado también efectos inmunosupresores de la transfusion de cGR
[68—-70]. Si bien la evidencia que respalda los efectos proinflamatorios e
inmunosupresores de la transfusion de cGR puede parecer contradictoria, dada la
naturaleza compleja de los productos sanguineos transfundidos y la multiplicidad de
mediadores potencialmente inmunomoduladores que contienen, los efectos mixtos
no son sorprendentes dada las variables inherentes a esta terapia, que se

complejizan aun mas por la patologia de base del receptor.

CONTROLES DE CALIDAD DE SANGRE DESPLASMATIZADA.

En vista de los cambios ciertos y potenciales de los cGR durante el almacenamiento
se sugieren la realizacién de una serie de controles de calidad. Estos estudios son
fundamentales en los servicios de hemoterapia para garantizar que los
componentes sanguineos transfundidos cumplan con los estandares
internacionales de seguridad, eficacia y uniformidad. En el caso particular de los
cGR, la Asociacion Americana de Bancos de Sangre (AABB) ha establecido en sus
Standards For Blood Banks And Transfusion Services parametros de control que
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permiten verificar que el producto final conserve sus propiedades funcionales, tenga
un volumen y contenido celular adecuados, y que no haya sufrido alteraciones

importantes durante el procesamiento y almacenamiento [71].

ATP 2,3-DPG B .

Dia (umol/g (umol/g pH K+ Hemdlisis | Hb libre Lactato Na+ Glucosa Fosfato
Hb) Hb) (mmol/L) (%) (mg/dL) | (mmol/L) | (mmol/L) (mg/dL) | (mmol/L)

0 6,5 14 7,2 4 0,1 30 2 150 400 1,2

7 5,8 6 7 12 0,2 50 5 140 350 1,5

14 5 3 6,8 24 0,3 70 8 130 300 1,8

21 4 1,5 6,6 35 0,4 90 11 120 250 2,2

28 3 0,5 6,5 45 0,5 120 13 110 200 2,5

35 2 0,2 6,4 55 0,6 150 15 100 150 2,8

42 1,5 0,1 6,3 65 0,8 180 17 90 100 3

Figura 2.13. Control de calidad. Valores de referencia para ATP, 2,3-DPG, hemdlisis,
potasio, pH, entre otros, en diferentes tiempos de almacenamiento. Se menciona la
disminucion progresiva de ATP y 2,3-DPG, el aumento de K* extracelular, y el descenso del
pH (storage lesion) de los GR.

La tabla de control de calidad propuesta por la Association for the Advancement of
Blood & Biotherapies (AABB) (figura 2.13) ofrece una guia practica y estandarizada
que incluye parametros criticos que permiten evaluar la calidad del producto en
distintos momentos del almacenamiento [72]. Ademas, permite identificar
desviaciones que puedan implicar riesgos clinicos para el receptor, lo cual subraya
la necesidad de monitorear y mejorar continuamente los procedimientos de

procesamiento y conservacion de hemocomponentes.

LEUCORREDUCCION
La leucorreduccion se define como una etapa de procesamiento de la sangre para

disminuir el contenido de leucocitos a menos de 5 x 108 (1 x 108 en Europa)
leucocitos residuales por unidad de componente, con lo que se logra la eliminacion
de >99.9% de los leucocitos [73]. Una unidad de sangre total o una de cGR tiene 5

x 10° leucocitos, por lo que las técnicas de leucorreduccion disminuyen el nimero
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de glébulos blancos en mas de 1000 veces. En todo el mundo se utilizan tres
meétodos de leucorreduccion (LR): filtracion, eliminacion de la capa leucocitaria y

una combinacion de los dos métodos anteriores (Figura 2.14) [74].

En la filtracion, el mecanismo principal de eliminacion se basa en la adhesion
mediada por fuerzas de Vander Waals y electrostaticas, que promueven la
asociacion de las cargas negativas de los leucocitos al material del filtro [75].

Hay 2 estrategias de leucorreduccién con filtros, antes del almacenamiento (banco

o en linea) y después del almacenamiento (al lado de la cama).
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Figura 2.14. Procesamientos de leucorreduccién. La sangre completa recolectada
con anticoagulante CPD se procesa mediante alguno de los dos métodos
esquematizados. En el método de eliminacion de la capa leucocitaria (B1), la sangre
completa se centrifuga para separar los GR de las plaquetas y el plasma.
Posteriormente, los GR se leucorreducen (LR) mediante filtracion. En el método de
filtracion (B2), la sangre completa se filtra directamente para eliminar las plaquetas y
leucocitos y se centrifuga para separar los GR. En ambos métodos, los GR se mezclan
con la solucién aditiva de solucion salina-adenina-glucosa-manitol (SAGM). Tomado de
https://anesthguide.com/topic/blood-components/
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La filtracion antes del almacenamiento se realiza en el laboratorio del servicio de
hemoterapia dentro de las primeras 48 horas después de la recoleccion de la unidad
de sangre completa. La filtracidén al lado de la cama (bed side) se usa durante la
transfusién. En Uruguay el ultimo abordaje es el que se emplea y solo en situaciones
particulares.

Entre los beneficios clinicos de la reduccién de leucocitos en hemocomponentes
celulares se describe una disminucion en la frecuencia y severidad de la reaccion
febril no hemolitica transfusional (RFNHT); un menor riesgo de transmisién de
citomegalovirus; una reduccion del riesgo de aloinmunizacion HLA, y refractariedad
plaquetaria, y menor mortalidad y disfuncién organica en pacientes con cirugia
cardiovascular [76,77]. La reduccién de leucocitos previo al almacenamiento elimina
el potencial perjuicio ocasionado por citocinas proinflamatorias y lipidos bioactivos
(prostaglandinas y tromboxanos), generados por leucocitos y plaquetas presentes
en el preparado [78,79].

En un estudio donde se cuantificaron biomarcadores infamatorios antes y después
de la transfusion de GR y plaquetas, los pacientes que presentaron RFNHT
mostraron un aumento significativo en la IL-6 circulante a pesar de haber sido
transfundidos con preparados LR [80]. Por su parte, en pacientes que desarrollaron
RFNHT luego de la transfusién con cGR NLR se observé un aumento en los niveles
de IL-8 en el receptor [75]. Tanto IL-6 como IL-8 habrian sido generados por el
receptor, dado que los niveles de citocinas presentes en la bolsa de transfusion
fueron muy bajos durante todo el almacenamiento [80]. En cambio, otros autores

reportaron diferencias significativas en los niveles iniciales y en la evolucion durante
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el almacenamiento de las citocinas IL-6, IL-8, TNF-a y RANTES entre preparados

LR y NLR [81,82].

En un estudio de Antonelou y colaboradores [83], en el que se compararon unidades
LR y NLR, a los que se les aplico leucorreduccion previa al almacenamiento, se
encontraron resultados a favor de la leucorreduccion mediante la medicion de
diferentes parametros. Por ejemplo, la hemdlisis y la liberacion de potasio el dia de
la donacion se encontr6 aumentada en las unidades LR, pero posteriormente y
hasta el final del periodo de almacenamiento, ambos parametros fueron
significativamente mayores en las unidades NLR. Después de un almacenamiento
prolongado, el indice RDW (ancho de distribucion eritrocitaria) de los GR NLR
también fue sustancialmente mayor en comparacion con los GR LR. En este estudio
adjudican que la hemdlisis inicial en unidades LR podria deberse a la susceptibilidad
individual de los GR de algunos donantes al proceso de filtrado. El aumento del
RDW en unidades NLR se podria relacionar con esferocitosis y fragmentacion
celular [83].

La comparacion de distintos leucofiltros revela diferencias significativas en los
parametros eritrocitarios. Especificamente, se observaron concentraciones de
hemoglobina post-leucorreduccidn estadisticamente mas bajas en todas las
unidades, un efecto atribuido a la retencion de volumen sanguineo dentro de los
leucofiltros. Esta reduccion en la concentracién de hemoglobina fue mas marcada
en unidades con menor volumen inicial (350 mL). En relacion con otros parametros,

todos los indices de GR experimentaron cambios estadisticamente significativos
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después de la leucorreduccion, con la excepcion del volumen corpuscular medio
(VCM), que mostré un aumento [84].

Adicionalmente, algunos estudios demuestran que la leucorreduccion atenua la
formacion y las propiedades proinflamatorias de la VE, asociando esto a cambios
en las propiedades bioquimicas, como la composicién lipidica o la presencia de
mediadores inflamatorios que es menor en los productos LR [85]. Sin embargo, hay
poca informacion sobre el efecto de la leucorreducciéon en la formacion de VE en
unidades de GR almacenadas.

Si bien se ha alcanzado un consenso a nivel internacional respecto a los beneficios
de la leucorreduccion y su uso se ha implementado en multiples sistemas de salud,
el procedimiento implica un costo elevado y su aplicacion no es universal. En
Uruguay, la leucorreduccion se reserva para situaciones especificas y, en muchos
casos, se emplean concentrados de globulos rojos no leucorreducidos (NLR)
almacenados por periodos cortos como estrategia alternativa para garantizar su
inocuidad.

En este contexto, persiste una incertidumbre respecto al impacto real de la
leucorreduccion sobre los cambios inducidos por el almacenamiento,
particularmente en relacion con la generaciéon de mediadores proinflamatorios y
procoagulantes.

Esta falta de evidencia local y de comprension de los mecanismos fisiopatoldgicos
involucrados, dificulta la toma de decisiones respecto a la eventual universalizacion
de la técnica en nuestro medio.

En base a lo descrito, y con el objetivo de aportar evidencia en este sentido, se

decidi6 comparar el efecto del almacenamiento sobre preparados de cGR
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leucorreducidos (LR) y no leucorreducidos (NLR), analizando parametros
bioquimicos de los eritrocitos, asi como sus propiedades proinflamatorias vy

procoagulantes.
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HIPOTESIS

La leucorreduccion de concentrados de globulos rojos disminuye la acumulacion de
cambios estructurales y bioquimicos, ademas de los mediadores inflamatorios y
microvesiculas durante el almacenamiento, reduciendo asi su capacidad de inducir

respuestas inflamatorias y procoagulantes in vitro.
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OBJETIVO GENERAL
Evaluar el impacto de la leucorreduccidn sobre integridad de la membrana, la

actividad proinflamatoria y procoagulante de los preparados de globulos rojos

almacenados para transfusion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar la hemdlisis y otros indicadores de envejecimiento eritrocitario

entre cGR leucorreducidos y no leucorreducidos durante el almacenamiento.

2. Cuantificar la expresién de IL-1B en sobrenadantes de cGR durante el

almacenamiento.

3. Evaluar la capacidad del sobrenadante de cGR LR vs NLR de activar el

inflamasoma en monocitos/macrofagos en cultivo.

4. Evaluar la capacidad de los sobrenadantes (totales y fracciones purificadas)

de inducir la formacion de coagulo de fibrina en plasma humano.
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MATERIALES Y METODOS

PRODUCTOS QUIMICOS.

Los reactivos se adquirieron de Sigma, Applichem y Acros Organics.

OBTENCION DE SANGRE DESPLASMATIZADA.

Las unidades de sangre se obtuvieron de donantes voluntarios varones, no
fumadores de entre 18 y 45 anos del Hospital de Clinicas. Los donantes fueron
debidamente informados antes de firmar un formulario de consentimiento. El
protocolo de investigaciéon fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital de
Clinicas y cumple con los principios éticos de la Declaracion de Helsinki [86]. El
proceso de obtencion de sangre total (ST) se realizé segun el estandar utilizado en
el Banco de Sangre, como se describié anteriormente [33,87], de acuerdo con las
normas de bioseguridad correspondientes. La ST de los donantes se recolect6 en
una bolsa triple TERUMO (Terumo Corporation, Tokio, Japén) que contenia una
solucidon anticoagulante de acido citrico, citrato de sodio, fosfato monosoddico y
dextrosa (CPD) bajo agitacion continua. Las unidades fueron posteriormente
sometidas a fuerza centrifuga utilizando una centrifuga de bolsas Roto Silenta 630
RS (Hettich, Alemania), a 3000 g durante 10 minutos, lo que permitié la separacion
de las fracciones correspondientes al concentrado de globulos rojos y el plasma rico
en plaquetas. Los GR se mezclaron con una solucidn aditiva conservante que
contenia NaCl, dextrosa, manitol y adenina (SAGM), y se almacenaron a 4 °C. Una
vez obtenidos los resultados serologicos negativos para enfermedades infecciosas,
las unidades de GR se procesaron bajo estrictas condiciones de esterilidad

utilizando una camara de flujo laminar, para obtener unidades no leucorreducidas
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Figura 6.1. Representacion esquematica del proceso de separacion de las fracciones LR
y NLR y de las condiciones de almacenamiento de las muestras de cGR.

(NLR) y leucorreducidas (LR). Cada una de estas unidades se fraccionaron en 5
bolsas pediatricas que se almacenaron en las condiciones del banco de sangre
(estatica, a 4° C) para ser analizadas en los dias 1, 7, 14, 21 y 42 de
almacenamiento. El filtro de leucorreduccion utilizado fue IMUGARD III RC (Terumo
Corporation, Tokio, Japon). En el dia correspondiente, se retiraron varias alicuotas
de 2 mL de la bolsa y se centrifugaron a 900 g durante 5 minutos para sedimentar
las células. Se retird el sobrenadante para su posterior analisis y el sedimento
celular se suspendio en un buffer que contenia NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NaoHPOg4
10 mM y KH204 1.8 mM (PBS) y se lavo por centrifugacion tres veces. Finalmente,
se afadieron inhibidores de proteasa, mezclando cuidadosamente, y los
sobrenadantes y las fracciones celulares se almacenaron a -80 °C hasta su analisis.
El plasma rico en plaquetas, obtenido como se describié anteriormente y

conservado a -20 °C, se utilizé para analizar la formacion de gel plasmatico.
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AISLAMIENTO DE VESICULAS EXTRACELULARES.

Se colocé aproximadamente 1 mL del sobrenadante de la bolsa en tubos de
centrifuga, los cuales se llenaron hasta 3 mm del borde (~4,2 mL) con TBS pH 7,4.
Los tubos se centrifugaron a 14000 g, 40 min, 4°C. El sobrenadante se centrifugo
nuevamente a 100.000 g durante 90 min a 4 °C, sin freno, en tubos de 4,4 mL, rotor
TH-660, utilizando una ultracentrifuga Sorvall WX-80 (Thermo Scientific). Se recogio
el sobrenadante libre de VE (SVE) y el pellet que contenia las VE se suspendid en
100 yL de TBS y se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones. La
concentracion de proteinas de ambas muestras se evaluo utilizando el NanoDrop
Lite (Thermo Scientific) utilizando 1 (mg/mL)"' como coeficiente de extincién a 280

nm. Las muestras se conservaron a -80 °C hasta su uso.

CARACTERIZACION HEMATOLOGICA DE LAS MUESTRAS.

Los analisis hematoldgicos se realizaron con el analizador hematologico CELL-DYN
Ruby (Abbott Laboratories) en el Laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital de
Clinicas. Estas determinaciones se realizaron en los dias 1, 7, 14, 21 y 42 de

almacenamiento.

DETERMINACION DE METABOLITOS EN EL SOBRENADANTE.

La glucosa, la lactato deshidrogenasa y los iones Na*, K* y CI" se determinaron
utilizando el C501 y el modulo ISE integrado del Cobas 6000 (Roche), midiendo la
reduccion de NADP* a 340 nm con hexoquinasa y glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa, la reduccion de NAD* a 340 nm y electrodos selectivos de iones,
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respectivamente. Estas determinaciones se realizaron en los dias 1, 7, 14, 21y 42

de almacenamiento.

DETERMINACION DE HEMOGLOBINA EN EL SOBRENADANTE.

Se realizaron espectros de los sobrenadantes y se empleoé la absorbancia a 630 y
577 nm para calcular la concentracion de hemoglobina en el compartimento
extracelular de las muestras NLR y LR, como se describio en [88].

Estas determinaciones se realizaron en los dias 1, 7, 14, 21 y 42 de

almacenamiento.

EVALUACION DE IL-1p POR WESTERN BLOT

Se realizaron separaciones electroforéticas de las proteinas del sobrenadante de
las muestras almacenadas leucorreducidas (LR) y no leucorreducidas (NLR) en
geles de poliacrilamida (PAGE) en presencia del detergente anionico SDS (0,1%),
segun el método descrito previamente [89].

De cada muestra se cargaron 25 ug de proteinas en una solucion amortiguadora
compuesta por: Tris-HCI (pH 6,8) 50 mM, glicerol 10%, SDS 2%, -mercaptoetanol
1% y azul de bromofenol 0,02%, en geles de poliacrilamida al 12%. La electroforesis
se realizé a 25 mA en una solucion amortiguadora compuesta por Tris (pH 8,3) 25
mM, glicina 192 mM y SDS 0,1%. Se utilizé un marcador de peso molecular Novex®
(Thermo Fisher™).

La inmunodeteccion de proteinas se llevd a cabo mediante la técnica de Western
blot, incluyendo la transferencia electroforética a membrana de acuerdo con los

meétodos descritos por Towbin et al. y Renart et al.[90,91].
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Las proteinas fueron transferidas a membranas de PVDF (Thermo Fisher™)
utilizando una solucion de transferencia compuesta por Tris (pH 8,3) 25 mM, glicina

192 mM y metanol 20%, aplicando 100 V durante 1 h.

Las membranas se bloquearon en una solucion compuesta por Tris-HCI (pH 7,5) 10
mM, NaCl 75 mM, Tween-20 0,1% (TBS-T) y leche descremada al 5%, durante 1 h
a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo primario
anti-IL-18 de conejo (Abcam™), diluido 1:1000 en solucién de bloqueo, durante 1 h

a temperatura ambiente.

Luego de tres lavados de 5 min con TBS-T, las membranas se incubaron con el
anticuerpo secundario IRDye® 680LT anti-IgG de conejo (LI-COR Biosciences™),
diluido 1:10000 en solucion de bloqueo, durante 1 h a temperatura ambiente. La
sefal fluorescente fue registrada en un equipo G-Box (Syngene™), con tiempos de
exposicion entre 30 s y 5 min. El analisis densitométrico de las sefales obtenidas

se realizo utilizando el software ImageJ (U.S. NIH).

Estos ensayos se realizaron en los dias 1,7, 14, 21 y 42 de almacenamiento.

CULTIVO DE CELULAS THP-1

La linea de celular de monocitos humanos THP-1 (ATCC-TIB-202) se mantuvo, no
mas de 8 pasajes luego de descongeladas, en estufa a 37°C con CO2 5% en medio
Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI) con alto contenido de glucosa (4.5
g/L), glutamina (4 mM) y piruvato de sodio (110 mg/L) (Gibco™). EI RPMI se

suplementd con penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 mg/L) y 10 % de suero
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bovino fetal inactivado por calor. Los ensayos se realizaron siempre con las células
en semi-confluencia, diferenciadas a células tipo macréfago con forbol-12-miristato-

13-acetato (PMA, 200 nM) por 48 h.

ACTIVACION DE NFkB

Las células THP-1 (0.5x108) se sembraron en placas de 24 pocillos en RPMI
completo y se activaron incubandolas con 200 nM PMA por 48 hs. Posteriormente
las células se lavaron y se incubaron 24 h en las siguientes condiciones: solo con el
medio (control negativo), sobrenadante de bolsas de transfusion almacenadas por
42 dias diluido 1:1 en RPMIl y RPMI con LPS (1 pg/mL) mas INFy (400 U/mL) (control
positivo de activaciéon). Finalmente, las células se lavaron dos veces con PBS-BSA
5% y una vez mas con PBS, luego se fijaron con paraformaldehido 2.5% en solucién
amortiguadora compuesta de PIPES 60 mM, HEPES 25 mM, EGTA 10 mM y MgCl:
2 mM, pH 7.2 (PHEM), a 4°C durante 10 minutos, seguido de un paso de
permeabilizacion con PHEM que contiene TX100 0.1% durante 10 minutos. A
continuacion, los nucleos se tifieron con Hoechst 33342 (Ana Spec, CA) y con el
anticuerpo monoclonal p65-NFkB-Alexa594nm (Santa Cruz Biotechnology) y las
células se lavaron con PHEM dos veces. Las células se observaron empleando un
microscopio Zoe Fluorescent Cell Imager (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA)
usando un filtro rojo para el anticuerpo fluorescente y uno azul para el Hoechst. La
prueba de colocalizacion se realizé con el software Imaged (NIH), mediante analisis
de todo el campo (sin definir Region Of Interest o Mask). Se evaluo la colocalizacion
del canal azul vs rojo utilizando el desarrollo de Costes (smoothed noise),

reportandose el coeficiente de correlacion (R) de Pearson [92].
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Este ensayo se realizé exclusivamente sobre muestras correspondientes al dia 42

de almacenamiento utilizando sobrenadante LR y NLR.

ANALISIS DE LA GELIFICACION DEL PLASMA.

Los ensayos de coagulacion se realizaron en placas UV de 96 pocillos (Greiner). Se
diluyeron 9,5 mg de proteina/mL de plasma humano en TBS (Tris 50 mM, NaCl 140
mM, pH 7,4) y se equilibr6 a 37 °C durante 15 min. La polimerizacion, tanto en
ausencia como en presencia de 10 uL del sobrenadante de la bolsa, se inicio
mediante la adicion de CaCl, 2 mM. La gelificacidn se monitorizé siguiendo el
aumento de absorbancia a 350 nm utilizando un lector de placas Varioskan Flash
(Thermo Scientific, Finlandia), a 37 °C. El aumento de la absorbancia en ausencia
de calcio se rest6 de la condicidn con calcio, y la polimerizacion se ajustdé a una

funcion logistica de cuatro parametros (Ec. 1).

Top—Bottom
_‘op—sottom Ec. 1

Absorbancessgn, = Bottom + — )
0 (t—tl/
1+ e 2

La pendiente (Vo), t» y la amplitud (top-bottom) obtenidas en presencia de
sobrenadantes se compararon con los mismos parametros obtenidos para la
polimerizacidon de plasma sin sobrenadante, considerada como 100 %.

Este ensayo se realizO con muestras correspondientes al dia 1 y 42 de

almacenamiento utilizando sobrenadante LR y NLR.

ANALISIS ESTADISTICOS.

Los datos cuantitativos se expresaron como media + SD de 8 donantes diferentes.

Los datos se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido
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por analisis de Turkey para comparar dentro de cada grupo el efecto del
almacenamiento (dia 1 vs cada otro dia) y de Sidak para comparar los dos tipos de
almacenamiento dentro del mismo tiempo. Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando el software GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, EE.

UU.). Los valores con p < 0,05 se consideraron significativos.
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RESULTADOS

EVOLUCION DE LOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS DURANTE EL
ALMACENAMIENTO.

Con el objetivo de evaluar el impacto de la leucorreduccion sobre las caracteristicas
basales de los concentrados de globulos rojos, se analizaron los parametros
hematoldgicos de las unidades leucorreducidas (LR) y no leucorreducidas (NLR) al
inicio del periodo de almacenamiento. En la tabla 7.1 se presentan las
caracteristicas hematoloégicas de los cGR obtenidos a partir de ocho donantes,
cuyas unidades fueron divididas en dos fracciones: una sin leucorreducir (NLR) y

otra leucorreducida (LR)

Tabla 7.1. Caracteristicas hematolégicas de las muestras analizadas dia 1.

PARAMETRO NLR LR p
Eritrocitos (x10%/uL) 56+0.3 57104 ND
Hemoglobina (g/dL) 16.9+0.9 170+ 1.1 ND
Hematocrito (%) 50.7+£25 51.2+26 ND
VMC (fL) 90.1+5.0 89.8+4.9 ND
HCM (pg) 30.0+£0.7 29.8+0.8 ND
CHCM (%) 334+16 332+1.2 ND
ADE (%) 11.5+1.4 11.5+1.5 ND
Plaquetas (x10%/pL) 89.8 +34.5 40127 <0.001
Leucocitos (x10%/uL) 7.2+16 0.013 £ 0.005 <0.0001

e El hemograma se realizé empleando Cell-Dyn Ruby (Abbott).
e Las diferencias se analizaron mediante multiple t test (difference p<0.05)
¢ ND, sin diferencia

Las caracteristicas hematologicas se analizaron en colaboracion con el Laboratorio
de Analisis Clinicos del Hospital de Clinicas. No se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos en los parametros eritrocitarios clasicos (recuento

de eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, volumen corpuscular medio, hemoglobina
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corpuscular media, concentracion de hemoglobina corpuscular media y ancho de
distribucion eritrocitaria), lo que indica que el procedimiento de leucorreduccion no
altera estas variables. En contraste, los recuentos de leucocitos y sus
subpoblaciones mostraron una eliminacion practicamente completa en los cGR LR,
confirmando la eficacia del procedimiento (reduccion leucocitaria significativa
p<0.0001). Asimismo, el recuento plaquetario fue significativamente menor en los
productos LR en comparacion con los NLR (p < 0,001), evidenciando que la

leucorreduccion también reduce otros elementos celulares residuales.

Con el objetivo de evaluar el efecto del almacenamiento sobre los concentrados de
glébulos rojos, se analizaron los parametros hematologicos en los dias 1y 42 en

unidades leucorreducidas (LR) y no leucorreducidas (NLR).
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Tabla 7.2. Comparacion de parametros hematolégicos determinados en cGR LR y

NLR entre el dia 1 y 42 de almacenamiento.

NLR LR
Dia 1 Dia 42 p Dia 1 Dia 42 p
Eritrocitos (x10%/uL) 5.6+0.3 6.0+0.5 ND 57 +0.4 6+03 ND
Hemoglobina (g/dL) 16.9+0.9 17 £1 ND 17.0+£1.1 17.3+05 ND
Hematocrito (%) 50.7+25 54+5 ND 51.2+26 55+ 3 ND
VCM (fL) 90.1£50 91+2 ND  898%49 906+0.7 ND
HCM (pg) 30.0+07 29:x1 ND  29.8+08 288+05 ND
CHCM (g/dL) 334+16 32+2 ND  332%12 318%07 ND
ADE 11.5+14 12+1 ND 115+15 11.8+04 ND
Plaquetas (x10%/uL) 89.8 +34.5 58+17  ND 4.0+27 27+8 <005

Leucocitos (x10%uL) 7.2+1.6 0.5+0.4 <0.0001 0.013 +0.005 0.02+0.02 ND

e Los valores obtenidos al dia 1 se compararon con los obtenidos a los 42 dias de
almacenamiento mediante ANOVA de dos vias, seguido por el analisis de
comparaciones multiples de Sidak's.

e ND, sin diferencia.

En la Tabla 7.2 se presenta la comparacion de los parametros eritrocitarios y
leucocitarios entre ambos tiempos de almacenamiento. Los parametros
eritrocitarios, incluyendo el recuento de eritrocitos, hemoglobina y hematocrito, se
mantuvieron relativamente estables a lo largo del periodo de almacenamiento, sin
diferencias significativas entre las condiciones LR y NLR. Esto sugiere que el

almacenamiento, en las condiciones evaluadas, no afecta de manera relevante la

masa eritrocitaria.

En contraste, los leucocitos mostraron una marcada diferencia entre ambas
condiciones. En las unidades LR, los niveles de leucocitos se mantuvieron

practicamente nulos tanto al inicio como al final del almacenamiento, mientras que
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en las unidades NLR se observé una disminucion progresiva significativa a lo largo

del tiempo.

DISCUSION DE RESULTADOS

Estos resultados demuestran que la leucorreduccion permite una eliminacién eficaz
de leucocitos acorde a los estandares internacionales de leucorreduccion (<5x10°
leucocitos/unidad).

Que el proceso de leucorreduccidon no compromete la masa eritrocitaria, lo que
resulta relevante para disminuir potenciales fuentes de mediadores inflamatorios sin
afectar la calidad del hemocomponente.

Estos resultados también indican que, en ausencia de leucorreduccion, los
leucocitos residuales presentes en los concentrados de glébulos rojos sufren lisis
durante el almacenamiento, lo que podria contribuir a la liberacion de mediadores
proinflamatorios en el sobrenadante. En contraste, la leucorreduccién previene este

fendmeno al eliminar estas células desde el inicio del proceso.

EVOLUCION DE LOS PARAMETROS METABOLICOS DURANTE EL
ALMACENAMIENTO.

Con el objetivo de evaluar las alteraciones metabodlicas asociadas al

almacenamiento de los concentrados de glébulos rojos, se analizaron los niveles de
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sodio (Na*), potasio (K*), cloro (CI7) y glucosa en el sobrenadante a lo largo del
periodo de almacenamiento (Figura 7.1).

Se observd una disminucién progresiva de sodio y cloro extracelular, junto con un
aumento sostenido de potasio durante el almacenamiento. Asimismo, los niveles de
glucosa disminuyeron de manera continua a lo largo del tiempo. Estos cambios
presentaron un comportamiento similar en las muestras leucorreducidas (LR) y no

leucorreducidas (NLR), sin diferencias estadisticamente significativas entre ambas

condiciones.
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Figura 7.1. Evolucion de los parametros bioquimicos del sobrenadante en cGR LR
y NLR. Sodio (A), potasio (B), glucosa (C), cloruro (D). Se evaluaron en el sobrenadante
al comienzo del almacenamiento y luego de 7, 14, 21 and 42 dias.

Estos resultados evidencian los cambios metabdlicos clasicos asociados a las

lesiones por almacenamiento de los globulos rojos. Son consistentes con
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alteraciones en el metabolismo eritrocitario, particularmente con la disminucion de
la disponibilidad de glucosa y la consecuente reduccion en la produccién de ATP, lo
que impacta sobre la actividad de bombas dependientes de ATP, como la Na*/K*-
ATPasa. Esto genera un desequilibrio idnico caracterizado por la salida de K* y la
disminucion de Na* y CI™ en el medio extracelular.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones
leucorreducidas (LR) y no leucorreducidas (NLR), lo que indica que la
leucorreduccion no modifica de manera relevante el metabolismo eritrocitario
durante el almacenamiento.

Es de destacar que, a pesar de estas modificaciones, los valores observados al dia
42 se mantuvieron dentro de los rangos considerados aceptables para la
transfusion, de acuerdo con estandares internacionales (Asociacion Americana de

Bancos de Sangre).

EVALUACION DEL DANO CELULAR DURANTE EL ALMACENAMIENTO

Con el objetivo de evaluar el dafo celular asociado al almacenamiento de los
concentrados de globulos rojos, se analizaron dos marcadores de lisis: por un lado,
la lisis eritrocitaria, evaluada mediante la cuantificacion de hemoglobina
extracorpuscular en el sobrenadante; y por otro, la lisis leucocitaria, evaluada a

través del recuento de leucocitos y la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH).

LISIS ERITROCITARIA

Como indicador de la integridad de los globulos rojos, se evalud la concentracion de
hemoglobina extracorpuscular en el sobrenadante de las bolsas de transfusion

mediante espectrofotometria UV/Vis (Figura 7.2).
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Se observo un aumento significativo de la hemoglobina extracorpuscular a partir de
los 21 dias de almacenamiento en ambas condiciones (LR y NLR). Al dia 42, este
incremento fue significativamente mayor en las muestras NLR, indicando un mayor
grado de hemdlisis en ausencia de leucorreduccion. Estos resultados muestran que
el almacenamiento no solo afecta la viabilidad de los leucocitos, sino también la
integridad de los globulos rojos, siendo este efecto mas pronunciado en las
unidades NLR.

Cabe destacar que, a pesar de este incremento, los niveles de hemdlisis son leves
en relacién con la concentracion de hemoglobina intracelular (~20 mM) y se

mantienen dentro de los rangos considerados seguros para la transfusion (<1%).

DISCUSION DE RESULTADOS
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Figura 7.2. Hemoglobina extra corpuscular. A. La concentracion de hemoglobina en el
sobrenadante de las bolsas de transfusion almacenadas en ausencia (azul) y presencia
(rojo) de leucocitos se evaludé mediante absorbancia. B. La absorbancia a 630 y 577 nm
se utilizé para calcular la concentracion de hemoglobina extracelular en las muestras NLR
(barras blancas) y LR (barras grises). Los resultados se analizaron mediante ANOVA de
una via seguido por el analisis de Tukey para comparaciones multiples (****p <0.0001).
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Estos resultados evidencian que el almacenamiento afecta la estabilidad de la
membrana eritrocitaria, promoviendo hemodlisis progresiva. La mayor hemodlisis
observada en las muestras NLR sugiere que la presencia de leucocitos podria
contribuir indirectamente al dafio eritrocitario, posiblemente a través de la liberacion
de mediadores que alteran la integridad de la membrana.

Asimismo, el incremento mas marcado de la hemdlisis hacia etapas tardias del
almacenamiento podria explicarse por la pérdida progresiva de los mecanismos de
defensa del eritrocito. En condiciones iniciales, los globulos rojos conservan su
capacidad metabdlica, su equilibrio redox y la integridad de su membrana, lo que
les permite contrarrestar el estrés generado por el entorno extracelular. Sin
embargo, a medida que avanza el almacenamiento, la disminucion de la
disponibilidad de ATP y de los sistemas antioxidantes compromete estas funciones,
favoreciendo el dafio estructural y la lisis celular.

Este fendmeno es consistente con las caracteristicas propias del eritrocito maduro,
que carece de nucleo y ribosomas, y por lo tanto no puede sintetizar nuevas

proteinas ni reparar eficazmente los dafios acumulados durante el almacenamiento.

LISIS LEUCOCITARIA

En paralelo, se evalud la evolucidn del recuento leucocitario residual y los niveles
de lactato deshidrogenasa (LDH) en el sobrenadante durante el almacenamiento

(Figura 7.3).
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Figura 7.3. Evolucién del recuento leucocitario y niveles de LDH en el sobrenadante
de cGR LR y NLR durante el almacenamiento. Se observa una disminucion exponencial
de leucocitos en NLR (t% = 4 dias) (A) y un aumento progresivo de LDH (B), consistente con
lisis leucocitaria. Datos expresados como media = SD (n = 8). El analisis estadistico se
realizé mediante ANOVA de dos vias, seguido por el andlisis de Tukey.

Como se observd previamente, la leucorreduccion produjo una disminucion
altamente significativa en el numero de leucocitos, alcanzando niveles
practicamente nulos en las unidades LR.

En contraste, las unidades no leucorreducidas (NLR) presentaron un recuento inicial
elevado de leucocitos, que disminuyé de forma exponencial durante el
almacenamiento, con una vida media aproximada de 4 dias (R? = 0,8) (Figura 7.3).
La mayor reduccidn se observo en los primeros dias, indicando que la mayor parte
de los leucocitos se pierde en una fase temprana del almacenamiento.

En paralelo, se evidencié un aumento progresivo de los niveles de LDH en el
sobrenadante de las unidades NLR, con un patrén no lineal. Estas diferencias fueron
estadisticamente significativas a partir del dia 14 de almacenamiento. Dado que
ambas condiciones contienen globulos rojos, pero solo las unidades NLR presentan

leucocitos residuales, y considerando que la hemdlisis eritrocitaria observada fue
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minima, estos resultados sugieren que el aumento de LDH proviene principalmente

de la lisis de los leucocitos.

DISCUSION DE RESULTADOS

Estos resultados indican que la presencia de leucocitos en las unidades NLR
conduce a su posterior lisis durante el almacenamiento, contribuyendo al aumento
de LDH libre en el sobrenadante. Este proceso ocurre de manera temprana y
progresiva, lo que sugiere que la lisis leucocitaria constituye un evento inicial dentro
de las lesiones por almacenamiento.

La liberacién de contenido intracelular asociada a esta lisis, incluyendo enzimas,
proteinas y otros mediadores, podria actuar como un amplificador del eje
inflamatorio y procoagulante mediante la generacion de sefales de dafio (DAMPs),
contribuyendo asi al potencial efecto biolégico del sobrenadante sobre células del

sistema inmune del receptor.

EFECTO PROINFLAMATORIO DEL SOBRENADANTE DE LAS BOLSAS
DE TRANSFUSION

A continuacion, evaluamos el potencial proinflamatorio del sobrenadante de las
bolsas de concentrados de globulos rojos almacenadas en presencia (NLR) y

ausencia (LR) de leucocitos.

ACTIVACION DE IL-1B

Como marcador de activacion inflamatoria, analizamos los niveles de IL-1f3

mediante Western blot (Figura 7.3).
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Figura 7.3. Analisis de IL1B en el sobrenadante de preparados almacenados en las
condiciones del banco de sangre. A. La sangre desplasmatizada se almacen6 a 4° C
en muestras no leucorreducidas (NLR) (+) y leucorreducidas (-) por los dias
especificados y las proteinas presentes en el sobrenadante de las bolsas se sometieron
a SDS-PAGE 12%. Se evidencié la presencia de IL-1B mediante un anticuerpo
policlonal. Se muestran las bandas a 31 kDa de pro-IL1B y la banda de 17 kDa que
corresponde a la forma activa de la IL1[3. B. El analisis densitométrico de las bandas se
realizé6 empleando el software ImageJ 1.5 (NIH, USA). Los valores se expresan como el
porcentaje de area bajo la curva respecto al promedio de areas de las muestras NLR al
dia 42 de almacenamiento, considerada como el dia de maxima liberacion de IL-13
activa (100%). Se analizaron muestras LR y NLR de tres donantes diferentes. Se emple6
ANOVA de dos vias seguido por analisis de Turkey para comparar dentro de cada grupo
el efecto del almacenamiento (dia 1 vs cada otro dia) (**, p < 0.01, ****, p < 0.0001) y de
Sidak para comparar los dos tipos de almacenamiento dentro del mismo tiempo (&, p <
0.05).

Pro-IL-18 31 kDa

1 7 14 21 42

IL-1B 17 kDa
Almacenamiento (dias)

Se detecto la presencia tanto de la forma precursora (pro-IL-13, 31 kDa) como de
la forma activa (IL-1B, 17 kDa) en el sobrenadante de las unidades almacenadas.
Se observo un aumento en la sefal correspondiente a la forma activa de IL-13 a
partir del dia 7 de almacenamiento, particularmente en las muestras NLR, lo que
sugiere una activacion temprana de esta citoquina. El analisis densitométrico
confirmo un incremento significativo de IL-13 activa en las muestras NLR en etapas
iniciales del almacenamiento, seguido de una fase de estabilizacidn sin variaciones
significativas en los tiempos posteriores.

Asimismo, al dia 21 se evidenci6 una diferencia estadisticamente significativa entre

ambas condiciones, mientras que hacia el final del almacenamiento los niveles
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tendieron a aproximarse. Este comportamiento sugiere una cinética caracterizada

por una fase temprana de activacion seguida de una meseta en las bolsas NLR

DISCUSION DE RESULTADOS

La asociaciéon temporal entre el incremento de IL-13 activa, la disminucion
exponencial del recuento leucocitario y el aumento de LDH en las unidades NLR
sugiere que el procesamiento y liberacion de esta citoquina podrian estar vinculados
a la lisis leucocitaria previamente demostrada. En este sentido, los leucocitos
residuales actuarian como una fuente temprana de mediadores proinflamatorios.
En conjunto, estos resultados indican que la presencia de leucocitos en las unidades
no leucorreducidas favorece la generacién precoz de un microambiente inflamatorio
durante el almacenamiento, mientras que la leucorreduccion atenua esta
acumulacion.

Si bien en este estudio no se evalud directamente la activacién del inflamasoma, el
predominio de la forma activa de IL-1f resulta compatible con la participacion de

vias de procesamiento inflamatorio asociadas al dafio leucocitario.

ACTIVACION DE NFxB INDUCIDA POR EL SOBRENADANTE

Adicionalmente, abordamos el potencial efecto estimulante del sobrenadante sobre
la activacion inflamatoria de macréfagos. Con este fin expusimos a un cultivo de
células THP-1 al sobrenadante de las bolsas de transfusion (Figura 7.4). El numero
de células diferenciadas aumento6 en presencia de ambos sobrenadantes, pero fue

mayor en presencia del sobrenadante NLR. Al mismo tiempo se produjo la
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activacion del factor nuclear NFkB, objetivado por un aumento de la colocalizacion
de la sefal con la sefial nuclear. La localizacion nuclear del factor se produjo con
ambos sobrenadantes, pero fue significativamente superior en las muestras NLR
(Figura 7.4), sefialando a esta condicion de almacenamiento de los cGR como
proinflamatoria y potencialmente capaz de inducir una mayor activacion de la

respuesta inmune en el receptor.
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DISCUSION DE RESULTADOS
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Figura 7.4. Efecto del sobrenadante sobre la activacion de NFkB. A. Los monocitos
THP-1 se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 0.5x10° células en
RPMI completo, y se diferenciaron en presencia de 200 nM PMA por 48h. Luego se
incubaron 24 h en RMPI completo en ausencia (control) y en presencia de sobrenadante
de bolsas LR y NLR (1:1 en RPMI). Las células se observaron con microscopio de campo
claro. B. La presencia del factor nuclear NFxB se evidencié empleando un anticuerpo
monoclonal anti-p65-NFkB-Alexa594nm y los nucleos se tifieron con Hoechst,
empleando el microscopio de fluorescencia Zoe. C. ImageJ se empled para el analisis
de las imagenes y el calculo de la R de Pearson. Las diferencias en la colocalizaciéon de
las sefales con los diferentes tratamientos se analizaron mediante ANOVA de una via
seguido por Tukey's multiple comparisons test (*, p<0.05).



Estos hallazgos indican que el sobrenadante de las unidades almacenadas no solo
contiene mediadores inflamatorios, sino que estos conservan su capacidad
funcional de activar células del sistema inmune.

La mayor activacion observada en las muestras NLR es consistente con la
acumulacion de mediadores proinflamatorios previamente descritos, incluyendo IL-
1B y productos derivados de la lisis leucocitaria. En este contexto, la activacién de
NFkB podria estar mediada por la accion combinada de citoquinas y DAMPs
liberados durante el almacenamiento.

Asimismo, el aumento en la activacion de NFkB sugiere que el sobrenadante
proveniente de unidades no leucorreducidas genera un microambiente con mayor
potencial inmunoestimulador. Esto sefiala a esta condicion de almacenamiento
como proinflamatoria y potencialmente capaz de inducir una mayor activacion de la
respuesta inmune en el receptor.

Adicionalmente, estos resultados refuerzan que la leucorreduccion no solo
disminuye la carga celular residual, sino que también atenua el impacto funcional
del sobrenadante sobre células inmunes.

Este experimento fue concebido como una prueba de concepto orientada a evaluar
la capacidad del sobrenadante de inducir activacion celular en la condicion de mayor
relevancia biolégica, correspondiente al sobrenadante de unidades NLR,
almacenadas durante 42 dias. Si bien podrian incorporarse controles adicionales,
los resultados obtenidos permiten evidenciar la actividad proinflamatoria diferencial

entre condiciones.
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ACTIVIDAD PROCOAGULANTE DEL SOBRENADANTE DE LOS CGR

Dado que la inflamacién y la coagulacién constituyen sistemas biologicos
estrechamente interrelacionados, planteamos la hipotesis de que los cambios
inducidos durante el almacenamiento de los concentrados de glébulos rojos podrian
impactar no solo sobre la activacién inflamatoria, sino también sobre la activacion
de la coagulacion.

En particular, la lisis celular, la liberacion de mediadores inflamatorios y la
generacion de microvesiculas durante el almacenamiento podrian favorecer un
estado procoagulante en el sobrenadante.

Con este objetivo, evaluamos la capacidad del sobrenadante de las bolsas de
transfusién de inducir la formacion de gel de fibrina mediante un ensayo de
turbidimetria, que permite monitorear la polimerizacion de fibrina a través del

aumento de la absorbancia a 350 nm.

El agregado de calcio al plasma induce la activacién de trombina y la polimerizacion
de fibrindgeno, llevando a la gelificacién del plasma y produciendo un aumento de
absorbancia a 350 nm (Figura 7.5.A). El analisis funcional de la capacidad
procoagulante del sobrenadante se realiz6 mediante ensayos de formacién de gel
de fibrina en presencia de sobrenadante de bolsas almacenadas 1y 42 dias.

El grafico de gelificacion (absorbancia a 350 nm) en funcion del tiempo mostré una
forma sigmoidea, con una fase inicial de latencia, seguida por un aumento rapido
de gelificacidon y culminando con una fase estacionaria (Figura 7.5.A). El agregado
de sobrenadante de las bolsas de transfusion provoco un aumento en la pendiente

de incremento de la absorbancia (Figura 7.5.B).
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Este aumento en la pendiente refleja una aceleracion de la cinética de formacion
del gel de fibrina, indicando un incremento en la actividad procoagulante del
sobrenadante.

Esas pendientes aumentaron linealmente con la cantidad de proteina del
sobrenadante agregada. Esta relacion dosis-dependiente (R? > 0,8) sugiere que el
efecto procoagulante estd mediado por componentes solubles presentes en el
sobrenadante, cuya concentracion aumenta con el almacenamiento.

El aumento de la pendiente, inducido por el sobrenadante de las bolsas NLR
almacenadas por 42 dias (263 = 9 %/mg de proteina), fue mayor que el provocado
por las bolsas almacenadas LR durante el mismo tiempo (160 £ 17 %/mg de
proteina) y que las bolsas conteniendo cGR frescos (1 dia de almacenamiento) (141
+ 47 %/mg de proteina). Estos resultados indican que el almacenamiento
prolongado, particularmente en presencia de leucocitos, potencia significativamente
la capacidad procoagulante del sobrenadante.

Por otro lado, el tiempo hasta generar la mitad de la sefal (t1,2) disminuyo con la
adicién del sobrenadante, y esta disminucién fue mas evidente para el agregado del
sobrenadante de las bolsas almacenadas por 42 dias que para los sobrenadantes
de las bolsas frescas (Figura 7.5.C). La reduccion del ti/, refuerza la idea de una
aceleracion del proceso de formacion del coagulo, consistente con un aumento en
la velocidad de generacion de trombina o en la eficiencia del ensamblaje de los
complejos de coagulacion.

El almacenamiento en presencia de leucocitos indujo un aumento significativo en la
velocidad (pendiente) de gelificacion del plasma (Fig. 7.5.D). De hecho, la

pendiente de las muestras almacenadas 42 dias en presencia de leucocitos (168 +
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20 %/mg de proteina), fue significativamente mayor que la pendiente inducida por
el agregado de la muestra almacenada 42 dias en ausencia de leucocitos (118 £ 45
%/mg de proteina, p < 0,05) y también que la de las muestras frescas (NLR 115 +
19 %/mg de proteina, p< 0,01y LR 86 + 27 %/mg de proteina, p <0,001) (Fig. 7.5.D).
Por otro lado, las t12 de las muestras almacenadas por 42 dias fueron similares en
ambas condiciones de almacenamiento (NLR 62 £ 6 % y LR 59 + 5) y menores a
las observadas y menores a las observadas en las muestras frescas (NLR 83 £ 7 y

LR 88 + 7) (Figura 7.5.E).
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Figure 7.5. Gelificacion del plasma en presencia de iones calcio. A. La formacion del
coagulo de fibrina en el plasma humano (9.5 mg de proteina/mL) expuesto a 2 mM de CaCl a
37° C en TBS, se sigui6é a 350 nm en ausencia (linea negra) y en presencia de 0.25 y 2 mg de
proteina/mL de sobrenadante de una bolsa de transfusion NLR almacenada por 42 dias (los
registros son representativos de 8 determinaciones con muestras de donantes diferentes). B.
La formacion del gel de fibrina se desencadend en presencia de concentraciones crecientes de
proteinas del sobrenadante de bolsas LR almacenadas por 1 (A) y 42 (A)dias, y del
sobrenadante de bolsas NLR almacenadas por 1 (o) y 42 dias (e). Los valores se muestran
como media * SD de tres determinaciones de donantes independientes. Los valores de R? para
el ajuste lineal fueron 0.818 (p = 0.09), 0.988 (p = 0.07), 0.91 (p = 0.012) y 0.995 (p < 0.0001),
para las bolsas LR almacenadas por 1y 42 dias, y para las NLR almacenadas por 1 y 42 dias,
respectivamente. C. Correlacion entre el tiempo medio (t12) relativo y la concentracion de
proteina del sobrenadante de bolsas de transfusion almacenadas por 1 (A) y 42 (A) dias, y del
sobrenadante NLR de bolsas almacenadas por 1 (o) y 42 dias (e). D. Pendiente relativa de
formacion del coagulo de fibrina obtenida adicionando al plasma los 1 mg proteina/mL de
sobrenadantes de las muestras almacenadas LR y NLR durante 1 (simbolos claros) y 42 dias
(simbolos oscuros). E. ti relativa de formacion del coagulo de fibrina obtenida adicionando al
plasma 1 mg proteina/mL de sobrenadantes de las muestras almacenadas LR y NLR durante 1
dia (simbolos claros) y 42 dias (simbolos oscuros). F. Amplitud relativa de formacién del coagulo
de fibrina obtenida adicionando al plasma 1 mg de proteina/mL de sobrenadantes de las
muestras almacenadas LR y NLR durante 1 dia (simbolos claros) y 42 dias (simbolos oscuros).
Las diferencias se calcularon mediante ANOVA de dos vias seguido por Tukey para
comparaciones multiples (*, p< 0.05; **, p < 0.01; ****, p < 0.0001).

Estos resultados confirman, en condiciones comparables de carga proteica, que el

efecto procoagulante es maximo en

las unidades NLR almacenadas
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prolongadamente.

Por su parte, la amplitud de la sefial no mostré una variacion sustantiva con ninguna
de las condiciones (Figura 7.5.F). La ausencia de cambios en la amplitud sugiere
que la cantidad final de fibrina formada no se modifica, sino que el efecto del
sobrenadante es predominantemente cinético, acelerando la formacion del coagulo
sin alterar la masa final del gel.

Este hallazgo indica que los componentes presentes en el sobrenadante actuan
como moduladores de la velocidad del proceso, mas que como determinantes de la
cantidad de fibrina generada.

Cuando se aislaron del sobrenadante de las bolsas para transfusién las fracciones
de SVE y de VE, se observo un efecto estimulatorio mayor de esta ultima fraccion
en la formacion del gel de fibrina (Figura 7.6.A). Esto sugiere que las microvesiculas
contienen los principales determinantes de la actividad procoagulante observada en
el sobrenadante.

De hecho, el agregado de VE aisladas de las muestras NLR almacenados durante
42 dias indujeron un aumento de la velocidad de formacion del gel de fibrina (189 +
25 %) mayor al provocado por el sobrenadante completo (168 £ 7 %). Este resultado
indica que la fraccién de VE no solo contribuye, sino que concentra la actividad
procoagulante del sobrenadante.

Contrariamente la fraccion SVE almacenada en las mismas condiciones fue incapaz

de estimular la formacién del coagulo (78 + 11 %), independientemente del tiempo
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Figura 7.6. Efecto de las microvesiculas sobre la formacién del coagulo de fibrina.
La formacion del gel de fibrina por el plasma humano (9.5 mg de proteina plasmatica/mL)
se ensayo en presencia de 10 yL de sobrenadante completo (simbolos azules), del
sobrenadante libre de vesiculas (simbolos negros) y de la fraccion de MVs (simbolos
rojos) obtenidas de bolsas de transfusion almacenadas a 4° C durante 1 y 42 dias en
presencia (A) y ausencia (B) de leucocitos. La velocidad de gelificacion del plasma luego
del agregado de Ca®* 2 mM se siguid a 350 nm en TBS a 37° C. La sefial se ajusté a una
ecuacion sigmoidea y las pendientes se expresaron como porcentaje respecto a la
pendiente obtenida con el plasma en presencia de la misma concentracion Ca®". Los
resultados se analizaron con ANOVA de dos vias seguido del test de Tukey para
comparaciones multiples (*, p< 0.05, *** p<0.001).

de almacenamiento. En las muestras frescas LR, se observdo un aumento en la
pendiente, inducido por la fraccion de VE (Figura 7.6.B), probablemente atribuible a
la pérdida de inhibidores de peptidasas en el procesamiento de las muestras. Sin
embargo, consistente con la falta de efecto del sobrenadante completo observada
previamente, las fracciones aisladas de las muestras LR con 42 dias de
almacenamiento no generaron cambios en las pendientes de formacion del gel de
fibrina (Figura 7.6.B). Estos resultados indican que el efecto procoagulante del
sobrenadante de las bolsas de transfusion almacenadas en presencia de leucocitos
(NLR) esta asociado principalmente a las VE.

Desde el punto de vista bioldgico y fisiopatologico, este efecto podria explicarse por
la exposicion de fosfatidilserina en la superficie de las microvesiculas, que actua

como plataforma para el ensamblaje de complejos de coagulacion, facilitando la
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generacion de trombina y acelerando la formacion del coagulo. Asimismo, la
liberacion de fragmentos de membrana, factor tisular y otros componentes celulares

durante la lisis contribuiria a este estado procoagulante.

DISCUSION INTEGRATIVA DE RESULTADOS

Con el objetivo de integrar los hallazgos obtenidos, se presenta un esquema
resumen de los principales cambios asociados al almacenamiento de los

concentrados de glébulos rojos (Figura 7.7).
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Figura 7.7. Evolucion de parametros durante el almacenamiento de GR
leucorreducidos (LR) y no leucorreducidos (NLR). Se agrupan en cinco categorias:
Hematoldgicos: disminucion de plaquetas y leucocitos posterior a leucorreduccion, diferencias
significativas entre condiciones. Lisis: aumento de Hb extracorpuscular y LDH mayor en NLR,
con diferencias significativas al dia 21 (p < 0.0001). Metabdlicos: las concentraciones de sodio,
cloro, glucosa y potasio mostraron variaciones temporales esperables, sin diferencias
significativas entre grupos. Inmunolégicos: incremento de IL-18 y activacion de NF-kB, mas
marcado en NLR. Coagulacién: el sobrenadante de unidades NLR a los 42 dias gener6 una
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mayor formacion de microvesiculas y una aceleracion en la formacion del coagulo en
comparacion con LR. Las lineas de tiempo superiores representan los puntos de muestreo (dias
1,7,14,21y42).

En la Figura 7.7 se esquematizan los principales hallazgos observados durante el
almacenamiento de unidades leucorreducidas (LR) y no leucorreducidas (NLR),
integrando en un mismo modelo las alteraciones hematologicas, metabdlicas, de

lisis, inmunolodgicas y de coagulacion.

Los parametros hematologicos se mantienen estables en el tiempo, confirmando la
comparabilidad inicial entre condiciones. Durante el almacenamiento, se evidencian
alteraciones metabdlicas eritrocitarias caracterizadas por disminucion de glucosa y

cambios en el equilibrio idnico (| Na* y CI7, 1 K*), sin diferencias entre LR y NLR.

En paralelo, en las unidades NLR se observa una lisis leucocitaria temprana,
asociada a un aumento de LDH, seguida de dafo eritrocitario progresivo
evidenciado por el incremento de hemoglobina extracorpuscular. Estos fenémenos
se acompanan de la acumulacion de mediadores inflamatorios, incluyendo IL-1(3

activa, y de la activacion de NFkB en células inmunes expuestas al sobrenadante.

Finalmente, el sobrenadante presenta actividad procoagulante, evidenciada por la

formacion de coagulo y la presencia de microvesiculas.

La integracion de estos hallazgos sugiere que los cambios observados durante el

almacenamiento no constituyen eventos aislados, sino que responden a una
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secuencia temporal de fendmenos interrelacionados, donde la lisis celular, la
activacion inflamatoria y la coagulacion forman parte de un mismo proceso

bioldgico.

En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que el almacenamiento de
concentrados de globulos rojos se asocia a una serie de cambios progresivos que
abarcan alteraciones metabdlicas, lisis celular y la generacién de un microambiente

proinflamatorio y procoagulante en el sobrenadante.

En primer lugar, las modificaciones en los parametros metabdlicos reflejan el
deterioro funcional del eritrocito durante el almacenamiento, caracterizado por la
disminucién de glucosa y el consecuente descenso en la produccion de ATP, lo que
impacta sobre la actividad de bombas iénicas como la Na*/K*-ATPasa y genera el
desequilibrio idnico observado. Estos cambios no se vieron modificados por la
leucorreduccion, indicando que corresponden a un fenémeno intrinseco al

metabolismo eritrocitario.

Por otro lado, la lisis leucocitaria se presentd como un evento temprano y dinamico
en las unidades no leucorreducidas, con una disminucion exponencial del recuento
leucocitario y un aumento concomitante de LDH en el sobrenadante. Este proceso
se asocio temporalmente con la liberaciéon de mediadores inflamatorios, evidenciado
por el aumento precoz de la forma activa de IL-1[3, lo que sugiere que los leucocitos
residuales constituyen una fuente relevante de sefales proinflamatorias durante las

fases iniciales del almacenamiento.
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Tambien se evidencié dafio eritrocitario, reflejado en el aumento de hemoglobina
extracorpuscular, indicando que la integridad de la membrana de los globulos rojos

se ve comprometida a medida que progresa el almacenamiento.

Finalmente, los ensayos funcionales demostraron que estos cambios no son
unicamente bioquimicos, sino que tienen relevancia biologica. El sobrenadante fue
capaz de inducir activacién inflamatoria en células del sistema inmune, evidenciada
por la translocacion nuclear de NFkB, siendo este efecto significativamente mayor

en las unidades no leucorreducidas.

Asimismo, el sobrenadante de las unidades almacenadas fue capaz de inducir la
formacion de coagulo de fibrina, evidenciando la presencia de actividad
procoagulante. Este fenomeno se observé en ambas condiciones, aunque con

mayor precocidad y velocidad en las muestras no leucorreducidas.

Este comportamiento, junto con la evidencia experimental obtenida, sugiere que el
efecto procoagulante del sobrenadante esta principalmente mediado por la
acumulacion de microvesiculas y productos derivados de la lisis celular, que

generan un entorno favorable para la activacion de la coagulacion.

En conjunto, estos hallazgos permiten proponer un modelo en el cual la lisis
leucocitaria temprana conduce a la liberacién de DAMPs y citoquinas como IL-1(3,

que activan vias de sefalizacion inflamatoria como NFkB y contribuyen a la
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generacion de un entorno proinflamatorio. Paralelamente, la acumulacion de

microvesiculas y otros componentes derivados del dafo celular favoreceria la

activacion de la cascada de coagulacion, generando un estado procoagulante.

CONCLUSIONES

1.

La leucorreducciéon de cGR resulto eficaz en la eliminacion de leucocitos, sin
alterar los parametros eritrocitarios basicos. Esto sugiere que la técnica es
segura y no compromete la calidad hematolégica inicial del componente.

En los parametros analizados no se encontraron diferencias significativas
entre las muestras LR y NLR, salvo en la concentracion de Hb extra
corpuscular que fue significativamente mayor en las muestras NLR al dia 42
de almacenamiento. Si bien la LDH aumento en el liquido extracelular en los
preparados NLR, este aumento estaria relacionado a la lisis de los leucocitos
presentes en esta condicion.

Se detectd la presencia de IL-1B activa en los sobrenadantes de los
preparados almacenados para transfusion, que fue mayor en los cGR NLR y
este sobrenadante fue capaz de activar e inducir la migracion nuclear del
factor NFkB, sefhalando la actividad proinflamatoria de estos preparados.
Los sobrenadantes de cGR NLR almacenados durante 42 dias indujeron una
activacion procoagulante significativa in vitro, reflejada en el aumento de la
pendiente de formacion del coagulo de fibrina. Este efecto no fue observado

en los productos LR, lo que indica que la leucorreduccién previene la
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7.

acumulacion de factores activadores de la coagulacion durante el
almacenamiento.

Las microvesiculas presentes en los cGR NLR fueron responsables, al
menos parcialmente, del efecto procoagulante observado, ya que la fraccion
vesicular aislada reproduce completamente la capacidad de estimular la
gelificacion del plasma, a diferencia de la fraccion libre de vesiculas. En los
productos LR, ninguna fraccion presento actividad procoagulante, reforzando
el rol protector del procedimiento.

Estos hallazgos resaltan la importancia de la leucorreduccion no solo como
medida preventiva frente a reacciones inmunoldgicas, sino también como
herramienta para reducir el potencial procoagulante de los componentes
sanguineos, especialmente relevante en pacientes criticos o con riesgo
trombatico.

A nivel metodoldgico, el ensayo de gelificacidn utilizado demostrd ser una
herramienta sensible para detectar actividad procoagulante en
sobrenadantes de cGR, proponiéndose como método complementario para
evaluar la calidad funcional de componentes sanguineos almacenados.
Este trabajo respalda la implementacion de la leucorreduccion universal en
bancos de sangre de Uruguay, con el objetivo de mejorar la seguridad
transfusional mediante la reduccion de mediadores bioactivos

proinflamatorios y procoagulantes acumulados durante el almacenamiento.
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PERSPECTIVAS
Los resultados obtenidos en este trabajo abren diversas lineas de investigacion

futuras orientadas a profundizar en los mecanismos involucrados en las lesiones
por almacenamiento y su impacto biologico en el receptor.

En primer lugar, seria relevante avanzar en la caracterizacion mas detallada de los
mediadores presentes en el sobrenadante de los concentrados de globulos rojos,
particularmente aquellos derivados de la lisis leucocitaria y eritrocitaria, incluyendo
citoquinas, microvesiculas y otros componentes con potencial actividad biologica.
Asimismo, resultaria de interés evaluar de manera mas directa la participacion de
vias inflamatorias especificas, como la activacion del inflamasoma, mediante el
analisis de sus componentes moleculares y su relacion con la generacion de IL-1f3
activa durante el almacenamiento.

Por otro lado, los hallazgos vinculados a la actividad procoagulante del
sobrenadante sugieren la necesidad de profundizar en el rol de las microvesiculas,
particularmente en lo que respecta a su origen celular, composicién y capacidad
funcional para modular la coagulacion en modelos mas complejos.

Desde una perspectiva funcional, seria relevante evaluar el impacto de estos
cambios en modelos celulares y, eventualmente, en modelos in vivo, con el fin de
determinar su relevancia en el contexto clinico de la transfusion.

En este sentido, estudios futuros podrian orientarse a analizar la respuesta
inflamatoria y hemostatica en receptores de transfusiones, asi como la posible
asociacion entre las caracteristicas del hemocomponente transfundido y la aparicion
de eventos adversos.

Finalmente, los resultados obtenidos refuerzan la importancia de la leucorreduccién
como estrategia para disminuir la carga bioloégica del sobrenadante. En este
contexto, este trabajo podria contribuir a la evaluacion de la implementacion de la
leucorreduccion como estandar en los bancos de sangre de Uruguay, considerando
su potencial impacto en la reduccion de mediadores proinflamatorios y

procoagulantes y, en consecuencia, en la seguridad transfusional.
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