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RESUMEN

Objetivo: Determinar el porcentaje de hemodlisis producido en unidades de
concentrados de hematies durante sualmacenamiento en el banco de sangre de la Clinica
Delgado durante el periodo de agosto a septiembre 2019. Materiales y métodos: Se
realizé un estudio de tipo descriptivo, prospectivo y observacional, donde fueron
seleccionadas 400 unidades sanguineas, lasangre total se colect6 en una bolsa de sangre
cuédruple con CPD como anticoagulantey OPTISOL como solucién aditiva. Posterior
a ello, la unidad sanguinea se fraccion6 y los concentrados de hematies fueron
leucorreducidos. Luego se tomd una muestra de sangre de dos fragmentos de la
tubuladuralos dias 2, 7, 21, 28'y 35, se centrifugd y el sobrenadante se midi6 utilizando
el analizador HemoCue® Plasma/Low para la medicion de hemoglobina libre, el otro
fragmento de la tubuladura se empled para hallar el hematocritoy la hemoglobinatotal.
Por altimo, se empled la formula para el célculo del porcentaje de hemolisis.
Resultados: El porcentaje de hemdlisis se incrementd gradualmente desde el dia 2 hasta
el dia 35 de almacenamiento, observandose el menor porcentaje de hemdlisis en el dia
2 con una media de 0.12%, mientras que en el dia 35 fue en promedio 0.35%. El
porcentaje maximo de hemolisis registrado en las 400 muestras fue de 0.76%, con una
media general de hemdlisis de 0.27% (rango, 0.03-0.76%). Conclusiones: El porcentaje
de hemolisis aument6 de manera progresiva mostrando una correlacion positiva con los
dias de almacenamiento, sin pasar el limite permisible de 0.8% segun el requerimiento
de la EDQM, indicando el efecto de las condiciones dptimas de procesamiento y

almacenamiento en los concentrados de hematies.

Palabras clave: Concentrado de hematies, lesiones de almacenamiento, hemalisis,

hemoglobinalibre.



ABSTRACT

Aim: To determine the percentage of hemolysis produced in units of red blood cells
concentrates during its storage in the blood bank of the Delgado Clinic between august
and September 2019. Methods: We implemented a descriptive, prospective, and
observational study and 400 blood units were selected. Whole blood was collected in a
four-units bag with CPD as anticoagulantand OPTISOL as additive solution. All blood
units were fractioned, and the red blood cells concentrates were leucocyte-reduced.

Then, two blood samples were collected from two fragments of the tubules on days 2,
7,21, 28 and 35, were spined and the supernatant was measured using the HemoCue®
analyzer and the Plasma/Low for the measurement of free hemoglobin. The other
fragment of the tubules was used for hematocrit and total hemoglobin measurement.
Lastly, a formula was applied for the calculation of the percentage of hemolysis.
Results: The percentage of hemolysiswas gradually increased since day 2 until day 35
of storage, observing the lower percentage of hemolysisin the day 2 with an average of
0.12% while in the day 35 was on average 0.35%. The maximum percentage of
hemolysis registered in the 400 samples was 0.27% (rank 0.03 — 0.76%). Conclusions:
The percentage of hemolysis increased progressively showing a positive correlation
with storage days, without surpassing the allowable limits of 0.8% according to the
EDQM regulations, indicating the effect of the optimal conditions of processing and

storing among the red blood cell concentrates.

Keywords: Red blood cells concentrate, storage lesions, hemolysis, free hemoglobin.



INTRODUCCION

El sistema de almacenamiento de los concentrados de hematies en un banco de sangre tiene
como finalidad, contrarrestar el dafio que produce la maquinaria metabdlicaintrahematicaa
la membrana del hematie, para mejorar su viabilidad post-transfusion. En los altimos afios
se ha enfatizado la necesidad de un control mas estricto sobre la calidad de la sangre y sus
productos. Es por ello, que la evaluacion precisa y objetiva de la hemolisis es importante
para mantener la seguridad de los receptores de las transfusiones sanguineas, asi mismo, es
un parametro relevante para evaluar la calidad de los hematies almacenados. Por tal motivo,
la investigacion titulada: “Porcentaje de hemolisis en concentrados de hematies durante su
almacenamiento en el banco de sangre de la Clinica Delgado periodo agosto- septiembre

20197, se desarrolla a continuacion.

La estructurade la presente tesis estd compuesta por V capitulos:

e En el capitulo | se encuentran claramente definidos el planteamiento, formulacién,
objetivos, justificacion, delimitacionesy las limitaciones de la investigacion.

e El capitulo Il, estd conformado por el marco tedrico y los antecedentes relacionados al
tema que aportan un sustento cientifico adecuado al estudio, ademas, de la formulacion
de la hipotesis a investigar.

e En el capitulo Il se presenta la metodologia del estudio, en la cual se indica el método
de investigacion, enfoque, tipo, disefio, poblacién, muestra, variables y su
operacionalizacion, técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, procesamiento y
analisis de los datos obtenidos, asi como, los aspectos éticos.

e El capitulo IV hace referenciaa los resultados e interpretacion de cada una de las tablas
y graficos presentados. Ademas, de la discusion de los resultados obtenidos.

e Y Finalmente, el capitulo V que presenta las conclusionesy recomendaciones obtenidas
del trabajo de investigacion.

Xi



CAPITULO I: EL PROBLEMA
1.1. Planteamientodel problema

En la actualidad, los bancos de sangre tienen por objetivo proveer hemocomponentes
adecuados, entre ellos, concentrados de hematies que suministren oxigeno de manera
eficiente a los tejidos, y sobrevivan en la circulacién del receptor el tiempo esperado para
cumplir sus funciones. Sin embargo, durante la colecta, el procesamiento, el manejo y el
almacenamiento podrian ocurrir cambios morfologicos y fisiol6gicos en la membrana de los
hematies, lo que representa un reto para los bancos de sangre que se esfuerzanen proveer la
méaxima seguridad y efecto terapéutico de los hemocomponentes, pudiendo producirse
hemdlisisy con ello la liberacion de hemoglobinaal plasma y un incremento de la toxicidad
dada por la hemoglobina libre, la cual puede tener efectos perjudiciales, como son, dafio
renal, nervioso, circulatorio y en casos extremos incluso llegar a causar la muerte (1).
Diversas investigaciones realizadas a nivel internacional demuestran que los concentrados
de hematies almacenados experimentan cambios bioquimicosy estructurales, denominados
"lesiones de almacenamiento”, los cuales probablemente influyen en la afinidad de la
hemoglobina por el oxigeno, la capacidad del hematie por cambiar de forma, la estabilidad
de la membrana del mismo y otros factores que afectan la funcion de estas células y la

eficaciade la transfusion (2-4).

La Direccion Europea de Calidad de Medicamentos y Atencion Sanitaria del Consejo de
Europa (EDQM), presenta la guia para la preparacion, el uso y la garantia de calidad de los
componentes sanguineos donde se establece como requerimiento segun el estandar de

calidad, que los concentrados de hematies deben tener un porcentaje de hemdélisis <0.8% en
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la muestra control, mientras que para la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA) de los Estados Unidos (EE.UU) es <1.0% (5).

En Peru, el Ministeriode Salud (MINSA), a través del Programa Nacional de Hemoterapia
y Banco de Sangre (PRONAHEBAS), drgano dependiente de la Direccién General de
Donaciones, Trasplantes y Banco de Sangre (DIGDOT) regula el uso de la sangre, sus
componentes y derivados, y hemos constatado que no existe entre las normas del
PRONAHEBAS; una norma que mencione la medicion de hemolisis en los concentrados de
hematies a pesar de que se cuenta con un manual de calidad institucional (6).

El banco de sangre de la Clinica Delgado produce un aproximado de 4800 unidades de
concentrados de hematies al afio. A la Clinicaacude una considerable poblacion de pacientes
quirargicos, oncolégicos y hematoldgicos, los que requieren de concentrados de hematies
seguros y eficaces, libres de hemalisis. Por ello, vemos la necesidad de evaluar el porcentaje
de hemolisis, ya que éste representa uno de los indicadores claves de la calidad e integridad
de los productos sanguineos. Por lo expuesto parrafos arriba, consideramos importante
realizar la investigacion titulada: “Porcentaje de hemolisis en concentrados de hematies
durante su almacenamiento en el banco de sangre de la Clinica Delgado periodo agosto-

septiembre 2019”.

1.2. Formulacion del problema
1.2.1. Problema general

¢ Cudl seré el porcentaje de hemolisis producido en los concentrados de hematies durante su
almacenamiento en el banco de sangre de la Clinica Delgado periodo agosto-septiembre
20197

1.2.2 Problemas especificos
e ¢Se podrad determinar adecuadamente la concentracion de hemoglobina libre
mediante fotometria en concentrados de hematies almacenados en el banco de sangre

de la Clinica Delgado, periodo agosto -septiembre 2019?
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e ;Cual sera la relacion que existe entre el porcentaje de hemolisis con los dias de
almacenamiento, en los concentrados de hematies almacenadosen el banco de sangre

de la Clinica Delgado, periodo agosto -septiembre 2019?

1.3. Objetivos de la investigacion
1.3.1. General

Determinar el porcentaje de hemolisis producido en unidades de concentrados de hematies
durante su almacenamiento en el banco de sangre de la Clinica Delgado, periodo agosto-

septiembre 20109.

1.3.2. Especificos

e Determinar la concentracion de hemoglobina libre mediante fotometria en
concentrados de hematies almacenados en el banco de sangre de la Clinica

Delgado, periodo agosto -septiembre 2019.

e Identificar larelacion que existe entre el porcentaje de hemolisis con los dias de
almacenamiento, en los concentrados de hematies almacenados en el banco de

sangre de la Clinica Delgado, periodo agosto-septiembre 2019.

1.4. Justificaciénde la investigacion
1.4.1. Teorica

Con la elaboracion de la presente investigacion se buscé mediante la aplicacion de la teoria
y los conceptos basicos relacionados al porcentaje de hemdlisis, contribuir a mejorar la
calidad de los concentrados de hematies y aumentar la seguridad transfusional. Teniendo
presente que las transfusiones de hematies proporcionan al paciente un aumento en la
concentracion de hemoglobina y suministro de oxigeno a los tejidos, evitando la hipoxia
tisular, consecuencia de procesos anémicos, por ello, es necesario que la hemoglobina se
mantenga intactaen el interior del hematie para que cumpla su funcion. Ademas, se conoce
que una unidad de sangre contiene entre 45y 75 g de hemoglobina (7) y un hematocrito de
entre 65y 75% (5,8) que una vez transfundidos en el receptor produciran un incremento del
hematocrito equivalente entre 3 a 5 % (9), empiricamente se ha podido demostrar que una

unidad de hematies transfundidaaumenta la hemoglobina en promedio de 1 a 1.7 g/dL, sin
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embargo, esto puede verse afectado si el hematie se hemoliza por diversos factores, lo cual
hace que la hemoglobinase libere de su interior y ya no pueda mantenerse dentro del hematie
para que continte ejerciendo su funcion de transporte de oxigeno, siendo las lesiones
producto del almacenamiento el principal factor que altera el metabolismo intrahematico del
hematie originando causas irremediables de lesiones en la membrana celular y la
consecuente hemolisis que conllevaria a una disminucion de la hemoglobina y por

consecuencia causando un efecto no esperado y quiza, perjudicial para el paciente.

1.4.2. Metodoldgica

Para lograr los objetivos del estudio se emplearon fichas de recoleccién de datos, que fueron
llenadas eligiendo concentrados de hematies que cumplieron con los criterios de inclusion
necesarios. Donde los puntos a considerar fueron la fecha de ingreso, de salida, el nUmero
de donacidn, el grupo sanguineo y el tiempo de extraccion de la unidad. Asi como, los dias
de almacenamiento, medicién del hematocrito, la hemoglobina, hemoglobina libre y el
porcentaje de hemdlisis de la unidad sanguinea. Por otro lado, la técnica de medicién se
realizd a partir de la tubuladura del concentrado de hematies, la hemoglobina libre se midié
utilizando el Sistema HemoCue® plasma/ Low Hb, para lamedicién de la hemoglobina total
se empled el hemoglobindmetro HemoCue® Hb 301, mientras que para la medicién del
hematocrito se utilizé una centrifuga para microhematocritos. Todas estas mediciones nos

permitieron determinar el porcentaje de hemolisis empleando una formula matematica.

1.4.3. Préctica

De acuerdo con los objetivos del estudio, este permitio conocer de manera indirecta si el
manejo y procesamiento de la sangre es el adecuado, a su vez medir si la metodologia
empleadaen este estudio es aplicable en el banco de sangrey con ello mejorar la calidad del
componente sanguineo que se esta entregando al paciente. La deteccion de hemdlisis
excesiva también es importante para minimizar la transfusion de concentrados de hematies
contaminados con bacterias. Ademas, se conoce que el nivel de hemoglobina libre es un
indicador de hemodlisis, la misma que es el resultado de una alteracién en la membrana de
los hematies durante el almacenamiento, por consiguiente, el porcentaje de hemdlisis se

vuelve un parametro importante para evaluar la calidad del producto sanguineo (1,4).
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1.5. Delimitaciones de la investigacion
1.5.1. Temporal

El desarrollo de este estudio de investigacion se llevd a cabo en los meses de agosto hasta

septiembre del afio 2019.

1.5.2. Espacial

Esta investigacion se desarrollé en el servicio de banco de sangre de la Clinica Delgado en
la cuidad de Lima, Peru.

1.5.3. Recursos

Para la realizacién del presente trabajo de investigacion se cont6 con recursos humanos
(autores y asesor), bienes (materiales de escritorio y computadoras) y servicios (internet,
movilidad, fotocopias e impresiones entre otros) los cuales fueron solventados por las
investigadoras.

Por otro lado, aquellos equipos, materiales de procesamiento, consumibles y reactivos
empleados de manera rutinariaen el servicio de Banco de Sangre fueron solventados por la
Clinica Delgado. No obstante, los equipos e insumos pertenecientes al Sistema HemoCue
Plasma Low fueron adquiridos por la clinica para la realizacion del presente estudio y

solventados en su totalidad por lamisma, sin necesidad de sucompra por parte de las tesistas.

1.6. Limitacionesde lainvestigacion
Entre las principales limitaciones del estudio encontramos:

e No existe bibliografia nacional sobre el tema en mencién, por lo que se tuvo que
recurrir a fuentes internacionales para desarrollar el marco teérico y dar sustento
cientificoal estudio.

e No se pudo realizar la medicion de otros indicadores de hemolisis como la
concentracion de potasio y LDH, debido a que no se tuvo acceso a los reactivosy
equipos necesarios para la medicion.

e A todas las unidades de concentrados de hematies no se midio el porcentaje de
hemdlisis losdias 7,21,28 y 35; puesto que, el banco de sangre de la Clinica Delgado
abastece constantemente con unidades sanguineas a una considerable poblacion de

pacientes tanto en Lima como en otras ciudades.
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No se pudo estudiar la extension del porcentaje de hemdlisis hasta por 42 dias de
almacenamiento, debido a, que la mayoria de nuestros concentrados de hematies se
entregan y transfunden dentro de los 35 dias.

La medicion de los hematocritos en los concentrados de hematies necesario para
hallar el porcentaje de hemalisis no se realizé mediante un equipo automatizado, ya
que, el servicio de Banco de Sangre solo cuenta con una microcentrifuga calibrada

de manera rutinaria para realizar dicha medicion.
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CAPITULO I11: MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes de la investigacion

Lopez, Y.y col. realizaron un estudio en el afio 2017 titulado “Control de calidad de sangre
desplamatizada: Evaluacién de la hemolisis” en Uruguay, cuyo objetivo fue comparar la
hemdlisis medida del centro de la bolsa de sangre desplamatizada con respecto a los
segmentos de las tubuladuras, después de escurrirlos y mezclarlos minuciosamente para
asegurar su homogeneidad. Su estudio fue descriptivoy comparativo en 138 concentrados
de hematies que fueron analizados empleando muestras obtenidas de las tubuladuras y del
centro de la bolsa. Los principales resultados fueron que la hemolisis aumentd
progresivamente en funcion a los dias de almacenamiento del producto sanguineo, mientras
que el promedio de hemdlisis al dia de vencimiento fueron 0.79% en los segmentos de las
tubuladuras y 0.54% en el centro de la bolsa. Los autores concluyeron que la hemdlisis
medidaen las tubuladuras de los concentrados de hematies no reflejade manera confiable el
mismo parametro que en el interior de la bolsay en realidad la sobreestimd y, por ende, no

son una fuente confiable para la medida de hemolisis (10).

Sayeedul, A.y col. realizaron una investigacion en el ano 2016 titulada “Study of Hemolysis
During Storage of Blood in the Blood Bank of a Tertiary Health Care Centre” en la India,
cuyo objetivo fue ver la extension de la hemdlisis durante el procesamiento y el
almacenamiento de los hematies en diferentes intervalos de tiempo en condiciones del banco
de sangre, junto con el nivel plasmatico de LDH y potasio. Su estudio fue prospectivo en
una muestra de 46 donantes después de obtener su historia clinica detallada, el examen fisico
necesarioy la estimacion de hemoglobina. Los principales resultados del estudio fueron que
el nivel de hemoglobinalibre y el porcentaje de hemdlisis aumentaban progresivamente con
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el almacenamiento junto con el nivel de LDH y potasio, sin embargo, la extensién de la
hemolisis no excedio el limite permitido de 0.8% hasta 42 dias de almacenamientoy 15
bolsas de sangre que mostraron hemolisis visual en el dia 28, no excedieron el umbral del
0.8% de hemdlisis. Los autores concluyeron que la hemdlisis reducida obtenida en este
centro puede explicarse por el uso de la solucién de aditivos SAGM y DEHP como

plastificante utilizadosen las bolsas de sangre para el almacenamiento prolongado (11).

Uwe, N. y col. realizaron un estudio en el afio 2015 denominado “Non-invasive detection of
free hemoglobin in red blood cell concentrates for quality assurance”, en Alemania, cuyo
objetivo fue implementar un nuevo dispositivo éptico que permita la medicion de la
concentracion de hemoglobina libre en las bolsas de concentrado de hematies y con ello
implementar un método que aumente la seguridad de las transfusiones. Su estudio fue
transversal en muestras diluidas de concentrados de hemoglobina libre las cuales se
repitierontres veces. Los resultados fueron que los calculos de desviacion estandar obtenidos
dieron un limite de deteccion de 2.3 g /dL y un error promedio de 1.0 a 2.4 g/dL. En
conclusion, el sensor optico de mano utilizado para medir la hemdlisis permite la
determinacion no invasivade hemoglobina libre en hematies con un alto grado de precision,
asi como también se prevé un uso adicional del sensor para la determinacion de hematies

residuales en plasmay plaquetas (12).

Makroo, RN. y col. realizaron un estudio en el afio 2011 denominado “Evaluation of the
red cell hemolysis in packed red cells during processing and storage”, en la India, cuyo
objetivo fue evaluar la extension de la hemdlisis en los hematies durante su almacenamiento
y el efecto de la leucorreducciény la composicién de la solucién de aditivos en el mismo.
Su estudio fue prospectivo con un muestreo de 80 unidades de sangre entera, 40 almacenadas
en SAGM después de laleucorreducciony 40 en ADSOL sin filtros de leucorreduccion entre
mayo y octubre del 2009. Entre los principales resultados se observd un aumento en el
porcentaje de hemolisis de una mediade 0.10% en el dia 0 a 0.55% en el dia 42 con SAGM,
y de 0.09% en el dia 0 a 0.54% en el dia 42 con ADSOL, a pesar de ello en el dia 42 del
almacenamiento, la hemoglobina libre en todas las unidades de hematies estaba dentro del
nivel permitido, el porcentaje medio de hemdlisis fue ligeramente mayor en las bolsas que
contenian SAGM con un filtro de leucorreduccion integral en comparacion con las bolsas
que contenian ADSOL. En conclusion, la hemdlisis presentada en los hematies aumenta con

el almacenamiento, sin embargo, la hemdlisis no superé los limites permisibles en ningun
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momento, lo que indica el efecto de las condiciones Optimas de procesamiento y

almacenamiento de los hematies (13).

Sawant, RB. y col. realizaron una investigacion en el afio 2007 titulada “Red cell hemolysis
during processing and storage”, en la India, cuyo objetivo fue investigar el impacto de
diversos procedimientos de preparacion de hematies con el grado de hemolisisy cuantificar
los niveles de hemoglobina plasmatica en concentrados de hematies con dos soluciones
aditivas diferentes durante el almacenamiento. Su estudio fue prospectivo en la cual se
colectaron 25 bolsas de sangre con CPDA-1, SAGM y ADSOL. Los principales resultados
fueron que las unidades almacenadas en ADSOL tenian hemolisis minima (media= 0.29%,
rango: 0.14 a 0.50%), la hemolisis maxima (media=0.35%, rango: 0.12 a 0.70%) se asocid
con las unidades que tenian SAGM, mientras que las unidades de CPDA-1 mostraron una
hemdlisis media de 0.31% (rango: 0.07 a 0.68%). En conclusion, la inspeccion visual de la
hemolisis conduce a un descarte involuntario de concentrados de hematies y por tal motivo
la rutina para la hemolisis de componentes sanguineos se debe realizar utilizando métodos

como el analizador de hemoglobinacon plasma de TMB o HemoCue (14).

Janatpour, KA. y col. realizaron una investigacion en el afio 2004 titulada “Visual
assessment of hemolysis in red blood cell units and segments can be deceptive”, en
California, cuyo objetivo fue comparar tres métodos para evaluar los niveles de hemoglobina
libre. Su estudio fue prospectivo, en él se emplearon 10 unidades de hematies recogidos en
CPDA-1 y 10 unidades de hematies almacenados en ADSOL, utilizando para ello los
métodos de inspeccidn visual, método quimico con TMB, y un método fotométrico con
HemoCue Plasma Low. En los principales resultados se observaron que la evaluacion visual
tendié a sobrestimar la hemolisis, mientras que los resultados del HemoCue fueron
ligeramente superioresa TMB (n =400, r2 = 0.894, Hemocue = 0.043 + [0.770 x Sigma]),
y gue ninguna unidad se habria descartado en base a un nivel de hemdlisis de al menos 0.6
g/dL (aprox. 1%) si se midiera por un método quimico, sinembargo, el 50 % de concentrados
de hematies con CPDA-1 y el 10% de concentrados de hematies con ADSOL se habrian
descartado si solo se usaran criterios visuales. En conclusion, la evaluacion visual de la
hemolisis puede dar lugar a un desperdicio innecesario de componentes de la sangre. El
método fotométrico empleado en este estudio ofrece una alternativa para evaluar la

hemoglobinaplasmaticaen el control de calidad de rutinay la validacion de procesos, y asi
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ayudar en el desarrollo de criterios objetivos para la hemolisis excesiva en componentes

sanguineos (15).

2.2 Bases tedricas
2.2.1 Lesiones de almacenamiento en los concentrados de hematies

El almacenamiento de los concentrados de hematies, aun siendo, este a temperatura
controlada y dentro de los rangos que permiten solo la minimizacion del metabolismo
intrahematico, induce consecuentemente de manera paulatinaa que se produzcan lesiones
en sus células a causa de mecanismos interrelacionados que se caracterizan por la
modificacidnen la forma de los hematies, las lesiones oxidativas de los lipidos y proteinas,
las alteraciones en la afinidad y el suministro de oxigeno, el aumento de la adhesion de los
hematies a las células endotelialesy la acumulacion de sustancias bioactivas en los medios
de almacenamiento (2). Las posibles consecuencias clinicas de estos efectos son numerosas
e incluyen, mayor riesgo de infeccion debido a la activacion o disfuncién de los macrofagos,
liberacion de citoquinas, isquemia tisular por disfuncion endotelial, trastorno de la lesion
oxidativa, toxicidad e inflamacion inducida por hemolisis y hierro libre, dafio renal, hepético,
eventos cardiacos, mayor tasa de morbimortalidad y mortalidad dependiente de

transfusiones, entre otros (16).

La unidad sanguinea utilizada para transfusion es colectada generalmente en una solucion
anticoagulante y preservante (ACD, CPD, CPDA-1) que contienen una combinacion de
diversas sustancias como, citrato, fosfato, dextrosa, adenina, entre otros. Los concentrados
de hematies obtenidos después del fraccionamiento, se suspenden en soluciones aditivas
(SAGM, OPTISOL, ADSOL) para mejorar la calidad de las células y proporcionar una
mayor duracion del almacenamiento hasta por 42 dias (17). Los hematies no poseen
mitocondrias, por ende, tienen que depender de la glucélisis anaerdbica para generar
primordialmente adenosina trifosfato (ATP) que es la principal fuente de energia para las
numerosas reacciones bioquimicas de las células. La glucdlisis constante da como resultado
la acumulacion de acido lactico en el sobrenadante, la acidosis y la conservacion de los
concentrados de hematies a 4°C en un medio &cido inhibe la glucodlisis dando como
resultado, que la sangre almacenada tenga caracteristicas bioguimicas y funcionales
particulares, dependiendo de los dias de conservacion que ésta tenga al momento de ser

utilizada. Por la inhibicién de la glucélisis se ocasiona una reduccion progresiva de la mayor
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parte de los metabolitos, como el 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) provocando un aumento en
la afinidad de la hemoglobinapor el oxigeno, por lo tanto, una menor liberacion de oxigeno
hacia los tejidos desviando la curva de disociacion de la hemoglobina (16, 18). Los niveles
de 2,3-difosfoglicerato después de dos semanas de almacenamiento de los hematies esta
agotado lo que altera el suministro de oxigeno, sin embargo, esta alteracién no tiene una
importanciadecisiva en la transfusion, ya existe una recuperacion rapida de la mitad de los
nivelesde 2,3-difosfoglicerato alas 12 horas de transfundidos los concentrados de hematies,
mientras que a las 24 horas se restablecen los niveles normales (19-22). No obstante, en
pacientes criticamente enfermos o politransfundidos, su prondstico se ve afectado
negativamente no so6lo por la disminucién de la capacidad de los hematies para liberar el
O a los tejidos, también, por el aporte de O, disminuido dado que, los hematies menaos
deformables pueden producir dafio microvascular. (3, 11, 22). Por otro lado, la inhibicion de
la glucdlisis también ocasiona la reduccion progresiva del ATP y del dinucleétido de
nicotinamida y adenina reducida (NADH) que es un cofactor importante que revierte la
oxidacion espontanea de la oxihemoglobina a la metahemoglobina dentro de los hematies
(16, 23), agravando el estrés oxidativo, que es la causa predominante del dafio de la

membranade los hematies (22).

Las bajas temperaturas de almacenamiento también alteran la funcion de las bombas idnicas
de Na */K *en lamembrana del hematie por la inhibicién reversible de la Na*/K* ATPasa lo
que origina un aumento del potasio extracelulary del sodio intracelular, ademas, el aumento
de potasio se produce debido a la misma lisis de los hematies (24-26). En situaciones
normales, la concentracion de potasio dentro de los hematies se mantiene en
aproximadamente 90 mmol, en tanto, que las concentraciones de sodio en 5 mmol; mientras
que, en el exterior, son aproximadamente 5 y 140 mmol, respectivamente. Por la sexta
semana de almacenamiento, el contenido de potasio de los hematies se reduce en
aproximadamente el 40% vy el contenido de sodio se incrementa alrededor de 300%. Al
mismo tiempo, el contenido de potasio en el sobrenadante de las unidades almacenadas se
acrecienta notablemente, lo que puede conducir a hipercalemia después de latransfusion (11,
27, 28). El aumento del contenido de sodio intracelular afecta el volumen y la forma del
hematie, de modo que el volumen corpuscular medio de los mismos aumenta después de tres
semanas de almacenamiento. Este efecto se ve acentuado en los hematies mas viejos,
afectando su deformabilidad y viabilidad. La hiperpotasemia suele ser pasajera, ya que €s

regulada cuando los hematies transfundidos recomienzan el metabolismo activo con
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captacionintracelular del potasio, ademas de su consecuente excrecién urinaria. El riesgo de
arritmiaa causa de los altos niveles de potasio se presenta principalmente con transfusiones
sanguineas de gran volumen que son administradas rapida y habitualmente por vias
centrales. En los recién nacidos y bebés pequefios se ha informado inclusive paro cardiaco

letal, debido a que el potasio extracelular puede llegar al corazon (28, 29).

El metabolismo del hematie al verse reducido considerablemente durante su
almacenamiento, produce ademas una disminucion de forma progresiva del pH por la
acumulaciénde &cido lacticoy piravico, pudiendo alcanzar después de seis semanas un pH
por debajo de 6.5, el &cido producido esta en gran parte amortiguado por los grupos lisinay
amina de la hemoglobina de los hematies, alrededor de una cuarta parte del acido producido
se pierde a medida que el dioxido de carbono se difunde fuera de la bolsa de sangre. En el
momento de la transfusion, la carga de &cido excedente se transfiere al receptor, sinembargo,
el contenido de &cido de una sola unidad de hematies es pequefio, en cambio, para un
paciente gravemente herido que llega en estado de shock con un pH de 6.6, la carga de acido
adicional de varias transfusiones es mayor pudiendo ocasionar repercusiones serias en el
paciente (16, 30).

Conforme aumenta el tiempo de almacenamiento, el efecto mas importante es la pérdida
progresiva de la viabilidad, existiendo un dafio en la membrana del hematie, porque se
pierden los fosfolipidos, aumentando la fragilidad osmética, disminuyendo ademas el ATP,
el cual ayuda a mantener la integridad de lamembrana, del mismo modo se ve afectado todas
las actividades metabdlicas de dichas células como son, la formacion de antioxidantes
citosolicos, la deformabilidad celulary la alteracion de la forma discoide. La membrana de
los hematies esta formada por una bicapa lipidica que esta entremezclada con proteinas. La
bicapa lipidica contiene fosfolipidos, colesterol y acidos grasos que se distribuyen
asimétricamente entre las capas interna y externa (16, 22). La fosfatidilserina es un
componente fundamental, que en circunstancias normales esta presente por completo en la
capa interna del hematie, pero en los hematies senescentes se expresa en la capa externa de
la membrana. Cuando la fosfatidilserina se expresa en la capa externa, es altamente
trombogénica y ademas actia como una sefial de senescencia relevante que conduce a la
eliminacion de los hematies por los macréfagos reticuloendoteliales (31, 32). El colesterol
es otro componente crucial de la capa lipidica, puesto que el aumento de la relacion

colesterol/fosfolipido altera la viscosidad y deformabilidad de los hematies, promoviendo
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las alteraciones en su forma. Entre las proteinas de membrana importantes tenemos la banda
3y las proteinas estructurales primarias del citoesqueleto, la espectrina y la anquirina. La
banda 3 es una proteina de transporte, que regula el intercambio de cloruro y bicarbonato a
través de la membrana, ademas, une la bicapa lipidica al citoesqueleto mediante la union a
la anquirina, que a su vez se une a la espectrina. Asimismo, esta involucrado en la
sefializacion de senescencia, ya que, su descomposicion origina un neo-antigeno que resulta
en la rapida eliminacién de los hematies de la circulacién. La organizacién normal de
proteinas es valiosa para mantener la estabilidad, deformabilidad y forma de los hematies
(11, 16, 31).

La relacion de lasuperficie y el volumen de los hematies, asi como, la forma de disco permite
mermar la resistencia durante el cambio de las condiciones de flujo y el paso a travées de
capilares mas pequefios de 3 a 8 um. Durante su vida Util in vivo, los hematies pierden area,
volumen y hemoglobina a través de la vesiculacion de particulas de 50 a 200 nm. Después
de abandonar la médula dsea, se pierde de 10 a 14% del area de la membrana durante la
maduracion de los reticulocitos, seguido por el 16 a 17% durante la vida util restante (31,
33). La expulsion del material de desecho oxidativo de la hemoglobina desnaturalizada,
junto con la pérdida del area de superficie, parecen ser un proceso limitado para proteger al
hematie de una eliminacion prematura (34). El agotamiento de este potencial puede anunciar
el final de la vida util de los hematies, debido a que la hemoglobina desnaturalizada
acumulada en la membrana de los hematies puede ser un signo de union a autoanticuerpos
naturales, que en combinacion con el complemento promueven la fagocitosis parcial y

producen una mayor pérdida del area superficial (35, 36).

La formaciony acumulacion de microvesiculas en el sobrenadante aumenta aceleradamente
durante el almacenamiento, luego de cinco semanas de almacenamiento los dos tercios de la
hemoglobina estdn en microvesiculas que pueden precipitarse (11,37). Los hematies
desprenden microvesiculas como parte del desarrollo normal, para mantener la funciénde la
membrana y el proceso programado de muerte celular (38,39). El uno por ciento de los
hematies recolectados son reticulocitos que perduran durante el almacenamiento, pero
arrojanvesiculas ricas en receptores de transferrina. Las células normales a mitad de su vida
arrojan vesiculas que son ricas en lipidos oxidados, los hematies apoptoticos arrojan
vesiculas que tienen fosfatidil serina externalizada (37, 40). Las microvesiculas acumuladas

que estan repletas con hemoglobina externalizan la fosfatidilserina, produciendo
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perturbaciones fisiologicas posteriores a la transfusion al beneficiar a la sobresaturacion de
los sistemas de depuracion del cuerpo (38). El flujo sanguineo en la microcirculacion esta
regulado por el éxido nitrico (NO), como éste se descompone casi inmediatamente después
de la extraccion de sangre y no se restablece, los hematies almacenados actian como un
suministro de 6xido nitrico, aumentando la capacidad vasodilatadora del receptor (18-23).
Asimismo, el éxido nitrico derivado del endotelio, es un potente vasodilatador, antioxidante
e inhibidor de la agregacion plaquetaria. Cuando la hemoglobina entra en contacto con el
oOxido nitrico, casi instantaneamente lo consume para formar metahemoglobinay nitrato. En
circunstancias normales, la encapsulacion de hemoglobina dentro de los hematies evita esta
reaccion porque el 6xido nitrico no se difunde bien a través de la membranade los hematies
(41). Esto quiere decir, que las microvesiculas acumuladas en el sobrenadante pueden
reducir la biodisponibilidad de Oxido nitrico derivada del endotelio en el receptor,
eliminando la membranade los hematiesy reduciendo su deformabilidad, interfiriendo con
el paso de los hematies a través de los capilaresy el bazo. La sefial de muerte, se expresa en
30 a 70% de las microvesiculas y el 50% esta recubierto con inmunoglobulinas, lo que da
como resultado una eliminacion acelerada por parte de las células de Kupffer del higado (31,
34). Las microvesiculas pueden ser procoagulantes y proinflamatoriasy se utilizan como
medida del dafio del hematie durante el almacenamientoy el dafio potencial después de la
transfusion (42, 43).

Durante el almacenamiento invitro los hematies también experimentan un cambio de forma
debido al agotamiento del ATP. Inicialmente, este es un proceso reversible, pero hacia el
final de la vida til in vitro, se forman esferocitos irreversibles (23, 30). La disminucion de
la deformabilidad de estas células puede causar una reduccion de la eficacia de latransfusion
y un incremento de los efectos nocivos post-transfusionales. Los hematies poco deformables
dan como resultado una mayor depuracién del bazo y se sabe que contribuyen a la dificultad
respiratoria y la sepsis sistémica (2, 41, 45, 46). Investigaciones clinicas también han
identificado una serie de afecciones, como la isquemia esplacnica, que se desarrollan en
pacientes que han sido transfundidos con hematies mas viejos. La isquemiatisular, que se
cree que es causada parcialmente por una oclusion microcirculatoria, que es causada por
hematies poco deformables. Por otro lado, la sepsis se agrava entre los pacientes criticamente
enfermos a los que se les transfunde hematies mas viejos. Dado que los pacientes sépticos

poseen vasos estrechos, los hematies poco deformables pueden quedar atrapados en la
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microcirculacion, lo que origina hipoxia tisular, agravando las condiciones de salud de los
pacientes (23, 47).

2.2.2. Hemoblisis

Una vez realizada la donacion de sangre, la unidad sanguinea es separada mediante diversos
procedimientos que permiten la obtencion de componentes sanguineos, siendo el
concentrado de hematies uno de los hemocomponentes principales, cuya funcion es la de
aumentar la capacidad transportadora de oxigeno del receptor. Cuando se realiza la
flebotomia al donador, en la sangre recolectada se inician una serie de cambios que alteran
sus propiedades, los cuales se denominan lesiones de almacenamiento. Los hematies se
someten a varios cambios bioquimicos y biofisicos durante su existencia,
aproximadamente cien mil veces (32). Dichos cambios ocasionan la disminucion de la
deformabilidad del hematie produciendo la alteracion de la integridad de la membrana
celular, provocando la liberacion de hemoglobina (hemolisis). Por ende, se produce una
disminucion en la eficacia de la transfusion y un incremento de los efectos nocivos para

el receptor (48).

La via final comdn de la lesion de almacenamiento de los hematies es la hemalisis previa a
la transfusion que conduce a la liberacion del contenido de los hematies en el sobrenadante,
lo que produce un aumento de aproximadamente ocho veces los niveles de hemoglobina
libre después de seis semanas de almacenamiento (49). Como resultado, parte de la
hemoglobina libre en el sobrenadante sufre una oxidacién espontéanea, lo que resulta en la
acumulacién de metahemoglobina, hemina, hierro y oxigeno reactivo en el sobrenadante,
agravando asi el estrés oxidativo al que los hematies estan expuestos durante el
almacenamiento (50). Los niveles de metahemoglobina, que normalmente constituyen <1%
de la hemoglobinatotal en el sobrenadante, aumentan dos veces después de tres semanas de
almacenamiento (51). El hierro libre, que es esencialmente indetectable durante los primeros
dias de almacenamiento, estd en todas partes en el sobrenadante después de tres semanas de
almacenamiento. Sin embargo, el contenido del sobrenadante también puede reducir la
biodisponibilidad de oxido nitrico y contribuir a la sobresaturacién de los sistemas de
depuracion de los hematies hemolizados en el receptor. No obstante, dado que la cantidad
de hemoglobina libre en el sobrenadante conforma <1% de la hemoglobina total en una

unidad de sangre, es probable que esta no genere gran repercusion en el receptor.
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Posiblemente, una carga para el receptor sea el nUmero cada vez mayor de hematies que se
vuelven senescentes, pero no se someten a una hemolisis durante el almacenamiento. Estos
alcanzan casi el 25% del total de células en una unidad de sangre en la cuarta semana de
almacenamiento (52), que se hemolizany se extraen de la circulacion del receptor dentro de
una hora de la transfusion. Esta rapida remocion puede agobiar a los sistemas normales de
hemdlisis que incluyen varias vias altamente eficientes pero saturadas para eliminar el

contenido de hematies de la circulacion, reduciendo asi sus efectos toxicos.

En circunstancias normales, aproximadamente el 1% de los 2.5 x 10 hematies
circulantes del cuerpo (5x10 ®ul de sangre) se vuelven senescentes y se eliminan de la
circulacioén cada dia (lo que equivale a aproximadamente 1 x 10 °células por hora), la
mayoria (80 a 90%) sufren hemolisis extravascular en los macrofagos del sistema
reticuloendotelial y el 10 a 20% restante sufren hemdlisis intravascular. Cuando los hematies
se destruyen en el espacio intravascular, la hemoglobina liberada se une rapidamente a la
haptoglobinay se elimina de la circulacion mediante macrofagos a través de la endocitosis
mediada por receptores (52,53). La hemoglobina luego se degrada de forma segura dentro
de los macréfagos. Una vez que se ha excedido la capacidad de eliminacion de haptoglobina,
la hemoglobina libre restante elimina el éxido nitrico derivado del endotelio para formar
metahemoglobina (42, 54), la biodisponibilidad reducida de 6xido nitrico puede causar
disfuncion endotelial, agregacion plaquetaria y lesidn oxidativa, lo que puede conducir a
isquemiatisular. La metahemoglobina formada se convierte a su vez en hemina libre, que
luego se elimina rapidamente de la circulacién y se transfiere al higado mediante
hemopexina y albumina, protegiéndolo asi de sus potentes efectos prooxidantes y

proinflamatorios (53, 55).

Por consiguiente, una sola unidad de sangre que se ha almacenado durante mas de cuatro
semanas contiene aproximadamente 1,5 x 10 2 hematies, de los cuales alrededor del 25% o
aproximadamente 4 x 10!, se volveran senescentes durante el almacenamiento y se
eliminaran de la circulaciéndentro de una hora de transfusion (44). Asimismo, cada unidad
de sangre contiene un gran ndmero de microvesiculas cargadas de hemoglobina,
hemoglobina libre, hemina y hierro en el sobrenadante que también deben eliminarse
rapidamente de la circulacion. Dado que el namero de hematies senescentes solo es un orden
de magnitud mayor que el nimero que se elimina por hora en circunstancias normales, es

posible que la transfusidn de una sola unidad de sangre vieja pueda sobresaturar los sistemas
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de proteccién de la hemdlisis extravascular e intravascular en algunos pacientes, lo que
conlleva a una reduccion de la biodisponibilidad derivada del endotelio y la presencia de
hemoglobina, hemina y hierro libres en la circulacion del receptor, asi como, en los

macrofagos reticuloendoteliales (56,57).

Normalmente, no hay hemolisis visible en las unidades de concentrados de hematies
leucorreducidos al inicio del procesamiento, y la cantidad medible es aproximadamente
<0.02%. Este valor aumenta en promedio a 0.30% al final de las seis semanas de
almacenamiento cuando es visible en el sobrenadante una coloracion rojiza. La hemdlisisa
las seis semanas tiende a ser aproximadamente cuatro veces mas que la hemolisis a la tercera
semana. Este aumento de la tasa de hemdlisis con el tiempo de almacenamiento se produce
a medida que las condiciones de almacenamiento dentro de la bolsa de sangre se deterioran
continuamente. Los limites de hemolisis para los sistemas reguladores de EE. UU. (1%) y
europeos (0,8%) se pueden cumplir facilmente con los actuales sistemas de almacenamiento
de los hematies (43). Sin embargo, dentro de la poblacion de donantes, se observa una gran
variabilidad en la hemolisis al final del almacenamiento a pesar de que los hematies de
diferentes donantes se almacenen en condiciones idénticas (4, 30). El nuevo requisitode la
FDA es de que, al final del almacenamiento, el 95% de las unidades de los concentrados de
hematies tengan <1% de hemdlisis con un 95% de confianza estableciéndose la media de

hemdlisis al final del almacenamiento de alrededor de 0.35% (43).

2.2.2.1. Factores que producen hemolisis

Durante la recoleccion, procesamiento, conservaciony transporte de sangre y sus productos,
la ruptura del hematie es producida por varias razones, principalmente por las condiciones
inadecuadas de conservacion en el proceso de la cadena de frio (11, 58). Aunque se ha
conseguido un gran avance para optimizar la estabilidad de los hematies durante el
procesamiento, almacenamiento y transfusion, al estar estos fuera del cuerpo se acentla el
riesgo de hemolisis. Ademas, influye en el proceso de la hemélisis otros factores como son,
la contaminacion bacteriana, activacion del complemento, activacion plaquetaria,
temperatura, defectos en la membrana del hematie, cambios de pH, duracién del
almacenamiento de la sangre, presencia de leucocitos, irradiacion de los concentrados de

hematies, farmacos, variaciones biol6gicas entre otros (13,15,59).
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La finalidad del sistema de almacenamiento es contrarrestar el dafio de la maquinaria
metabdlicay la membrana del hematie, manteniendo una concentracion de ATP adecuada
paramejorar laviabilidad post-transfusion. Las bolsas de plastico son permeables a pequefias
moléculas de gas, por lo que la difusion externa de CO, proporciona aproximadamente una
cuarta parte del tampdén con soluciones de aditivos convencionales, eliminando
aproximadamente 2 de los 8 mEq de protones formados en la glucolisis (4, 43). Las bolsas
colectoras de uso comun para el almacenamiento de la sangre poseen sustancias extraiblesy
no extraibles plastificantes como el di- (2-etilhexilo) ftalato (DEHP) y tri-(2-etilhexilo)
trimellitate, respectivamente. El cloruro de polivinilo (PVC) plastificado con DEHP es el
material estandar utilizado para la fabricacion de las bolsas colectoras de hematies pues
mejora el almacenamiento al disminuir la hemdlisis y la pérdida de la membrana por
microvesiculacion, ademas, es un compuesto extremadamente soluble en lipidos y puede
intercalarse con la membrana celular del hematie y actuar como un estabilizador de
membrana (11,60, 61).

Los medios de almacenamiento también contienen anticoagulantes y aditivos que poseen
varias combinaciones de sustancias de beneficio potencial, por ejemplo, poseen fosfato
inorganico para el mantenimiento de compuestos de fosfato organico y para el
tamponamiento, citrato para amortiguar e influir en la anticoagulacion manteniendo el pH
intracelular (39) y manitol utilizado para el soporte osmotico y para contrarrestar hemolisis
espontanea asociada al almacenamiento, entre otras. Por estas razones, los anticoagulantes
que se utilizanson el ACD (adenina, citrato y dextrosa), CPD (citrato, fosfatoy dextrosa) y
CPDA-1 (citrato, fosfato, dextrosa y adenina) (40, 62). La solucion aditiva cominmente
utilizada para el almacenamiento del hematie es SAG-M (solucion salina, adenina, glucosa
y manitol), dicha solucion aditivano solo aumenta la vida util de los hematies concentrados,
sino que también reduce la tasa de hemolisis y vesiculacion porque probablemente actia

como eliminador de radicales libresy estabilizador de membrana (14,39,63-65).

Los procedimientos que se utilizan en los bancos de sangre para recoger y procesar la sangre
entera en sus diferentes componentes también pueden causar ruptura de hematies y liberar
la hemoglobina en el plasma sobrenadante. Por ejemplo, tenemos el retraso entre la
recoleccion y separacién, anticoagulaciéon rapida donde se incluye la mezcla del
anticoagulante con la sangre, variacion en las velocidades de centrifugacion, resuspension

répidade los concentrados de hematies en soluciones aditivas, y variaciones en las bolsas de
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almacenamiento de sangre (66). En algunas ocasiones se lavan los hematies en solucién
salina antes de la transfusién, esta manipulacién adicional puede contribuir al dafio de las

capas protectoras de las proteinas plasmaticas que lo cubren, produciendo su ruptura.

La hemdlisisa veces es causada de manera mecanica, lo que puede ocurriren los siguientes
casos, bordes de la tubuladura torcida, abertura parcial de los cierres de los tubos de
transferenciay de los puertos de entrada de las bolsas de sangre o en un segmento de la
tubuladura, entre otros (59,67). Por otro lado, se puede producir dafio en los hematies durante
laresuspension forzosa del concentrado de hematies o agitacion de la bolsa de sangre durante
la mezcla antes de la filtracion, esto puede causar también que los hematies mas fragilesy
viejos se lisen por la tension originada en un rango de 1000 - 1500 dinas/cm?, similar a la
fuerza que se produce durante el cebado por gravedad o filtracion (68). No obstante, en
situaciones de flujo turbulento los contenedores de almacenamiento con rugosidad

superficial anormal o imperfeccidn, pueden conllevar a la produccién de hemolisis (59).

La hemdlisis excesiva en una unidad de hematies ademéas puede ser producida por
contaminacion bacteriana, observandose la presencia de coagulos, cambios en el color como
coloracion marrén a purpura, masas anormales en el plasma, plasma opaco o fangoso,
presencia de gas u olor peculiar en el concentrado de hematies. La presencia de
microagregados pueden pasar a la circulacion sanguinea del pulmon del receptory provocar
una desviacion de la sangre hacia areas pulmonares no ventiladas por la lesion que ocurre en
las células endoteliales, alveolo pulmonares y epiteliales ocasionando edema y un cuadro

respiratorio agudo. (3,11, 59).

La activacion de las plaquetas o leucocitos pueden conducir a la liberacion de sustancias
guimicas que pueden dafar los hematies y hacerlos mas susceptibles a la lisis durante el
almacenamiento, manipulacién o manejo adicional. Del mismo modo, la activacién de
proteinas del complemento en la sangre también puede ocasionar dafio significativo en los
hematies (59,69).

La temperatura de la sangre y sus componentes durante el almacenamiento, filtracion o
procesamiento es un factor muy importante en la hemodlisis (3). ElI almacenamiento en frio
de los hematies a 4 = 2°C ayuda a mantener la funcionalidad y la viabilidad de los mismos

al reducir la tasa metabdlica. Por cada descenso de un grado en la temperatura de
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almacenamiento, hay aproximadamente un 10% de disminuciénen la tasa metabdlica de los
hematies,y a 4°C, la tasa metabodlicaes diez veces mas baja que a 25°C (4, 16). Durante el
procesamiento los hematies pueden ser lisados por congelacion accidental por ejemplo
cuando la sangre es almacenadaen un refrigerador en el que la temperaturanoes controlada
adecuadamente o colocada en un congelador sin un agente crioprotector. Los hematies
resultan dafiados si son calentados a una temperatura de 40°C, por lo tanto, el calor excesivo
de un sellador térmico que se utiliza para hacer segmentos de tubos de muestra pueden
dafiarlo (59). Incluso, las condiciones de frio extremo o la colocacion de las bolsas de sangre
a una temperaturainferior a 1°C también pueden resultar en hemolisis (3). La sangre ademas
puede congelarse involuntariamente durante el envio; por ello, los componentes de la sangre
deben ser transportados de una manera en la que se asegure el mantenimiento de la
temperaturade 1 a 10 °C (70).

Los defectos intrinsecos de lamembranay la capacidad de los hematies para deformarse son
requisitos importantes para que estas células atraviesen capilares estrechos in vivo. Sin
embargo, una disminucion en la deformabilidad o defecto de la membrana puede jugar un
papel significativo produciendo hemolisis durante el almacenamiento (71). Algunos
ejemplos incluyen, la esferocitosis hereditaria, la eliptocitosis relacionada con hematies de
donantes de sangre con deficienciade glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, anemia de células
falciformes u otras formas de hemoglobinopatias que poseen anomalias por defectos de
membrana (72). Por otro lado, los hematies de pacientes urémicos y diabéticos tienen poca

deformabilidad, haciéndolos mas susceptibles a los dafios mecanicos.

La exposicién repentina de los hematies a soluciones hipoténicas o hiperténicas y los
cambios extremos de pH de los anticoagulantes y soluciones aditivas en las bolsas de
almacenamiento de sangre pueden causar dafios o lisis de las poblaciones mas fragiles de
hematies (45). EI umbral en el que se dafian los hematies cuando se colocan en soluciones
hipotonicas o hipertonicas, pueden ser disminuidos por cambios en la temperatura de los

medios de suspension.

El almacenamiento durante 35 a 42 dias, dependiendo de la composicién del anticoagulante
y soluciones conservantes ha mostrado alteraciones significativas en los hematies, en la
integridad de la membrana, propiedades de flujo y un incremento en los niveles de

hemoglobina libre. Una tipica unidad de concentrados de hematies sin filtrar de dos dias de
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almacenamiento tiene un plasma con una concentracion de hemoglobina de 0.017 g/dL
(rango 0.004 a 0.046 g/dL), a los 26 dias de almacenamiento sinfiltrar, la unidad de hematies
empaquetados tiene una hemoglobina plasmatica de 0.090 g/dL (con un rango de 0.047 a
0.152 g/dL), estos niveles hacen que el plasma aparezca con un color pajizo. Finalmente, a
los 40 dias de almacenamiento, en una unidad de hematies sin filtrar, el plasma presenta
aproximadamente 0.193 g/dL (con un rango de 0.049 a 0.414g/dL). Estos niveles de
hemoglobina en el dia 40 de almacenamiento hacen que el plasma varie de un color paja a
ligeramente rojo en el extremo inferior y visiblemente rojo en el extremo superior del rango

de concentracion (59).

La presenciade leucocitosen las unidades de sangre de concentrados de hematies sin filtrar
también puede contribuir significativamente al aumento de la hemolisis durante el
almacenamiento, ya que, los leucocitos se descomponen y liberan una serie de sustancias
guimicasy enzimas como el peréxido de hidrégenoy las proteasas (11,13), las cuales se han
reportado que pueden causar la lisis de los hematies durante el almacenamientoy, por ende,
son perjudiciales para su metabolismo y viabilidad (69). Estos efectos perjudiciales de los

leucocitos se reducen o eliminan con el uso de filtros de reduccion (3, 11, 13, 73-75).

La irradiacion de sangre entera y componentes celulares, actualmente, es la Unica
metodologia aceptada para prevenir la enfermedad de injerto contra huésped asociada a la
transfusion. Sin embargo, diversas investigaciones han reportado cambios significativos en
la integridad de la membrana de los hematies después de la irradiacion gamma como son, el
aumento de la fragilidad osmotica, lisis celular, fuga de potasio, y reduccion en 24 horas de
la supervivencia in vivo. Producto de los rayos gamma, los hematies son méas propensos a
lisarse y liberar hemoglobina. Otras formas de irradiacion como la UV-A, UV-B y UV-C
que se utilizan para la inactivacion de patdgenos en la sangre, también pueden causar un

dafio extenso a los componentes sanguineos sobre todo en los hematies (76).

Ciertos medicamentos cuando se toman en altas concentraciones por los donantes de sangre
antes de la donacidn pueden causar la lisis de los hematies a través de la osmosis oxidativa
o también esta puede ser mediada por mecanismos del sistema inmune. Ejemplos de tales
drogas son la penicilina, vitamina C, quinidinay alfa metildopa. Los donantes de sangre que
usan estos tipos de drogas no son excluidos en la donacidn. Por consiguiente, es Util revisar

la historiaclinica del donante en casos de hemolisis de los hematies (59).
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Finalmente, hay algunas situaciones en las que la causa de la hemdlisis no se puede atribuir
a ninguno de los factores descritos anteriormente. Hay conocimiento que las muestras de
sangre de diferentes donantes considerados sanos pueden mostrar diferentes tendencias
hemoliticas. Las tasas de hemalisis también varian segn el momento en que la sangre del
donante se recoge. Por ejemplo, muestras de sangre que se extraen de los donantes después
de las comidas son mas susceptibles a lahemélisis en comparacidn con las muestras tomadas

después de un ayuno (59).

2.2.2.2. Importancia de la determinacion del grado de hemolisis

El contenido de hemoglobina libre en lasangre almacenada esta presente en diversas formas,
incluyendo oxihemoglobina, desoxihemoglobinay metahemoglobina; en los concentrados
de hematies ésta puede expresar la magnitud del dafio de la membrana. A medida que
transcurre el tiempo, el consumo de energia (ATP) dentro de los hematies ocasiona cambios
en su morfologia, funcion y viabilidad, dichos cambios se ven acrecentados luego que la
hemoglobina sale de la célula (23); lo que conlleva, a una concentracién de hemoglobina
libre en aumento y hemolisis. Cuando se produce hemdlisis, la hemoglobinalibre se rompe
en un dimero que se combina con la haptoglobina la cual se elimina posteriormente por el
sistemareticuloendotelial del receptor; sin embargo, la sangre transfundida no s6lo contiene
hemoglobina libre ademéas posee hematies fragiles que producen hemoglobina libre de
manera adicional (58, 77-79). Por ende, los pacientes obtendran hemoglobinemia en las

transfusiones.

La hemolisis producida durante el procesamiento y el almacenamiento de los hematiestienen
serias implicancias clinicas para los pacientes transfundidos pudiendo ocasionar reacciones
adversas que afectan la funcion del sistema nervioso, sistema circulatorio y funcion renal
especialmente (23, 58). Detectar hemdlisis excesiva también es importante para minimizar
la transfusién de concentrados de hematies contaminados con bacterias (14). Por
consiguiente, los hematies almacenados durante més de 14 dias se asocian con un riesgo
mayor de complicaciones postoperatorias 'y reduccion de la supervivencia posterior a una
cirugiacardiaca (45,78). Diversasinvestigaciones han demostrado que la hemoglobina libre
es un nuevo predictor importante de supervivenciaen sepsis severa y una prueba diagnostica
novedosa para evaluar la profundidad de lesién por quemadura, entre otros. Por estas

razones, es relevante detectar hemoglobina libre en concentrados de hematies; de manera
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que, se tomen todas las medidas posibles para evitar transfundir unidades sanguineas con
hemolisis, siendo este un parametro importante para evaluar la calidad del concentrado de
hematies (79).

2.2.2.3. Determinacion del grado de hemodlisis

Existen diversos métodos para la determinacionde la hemoglobinalibre, la cual es de gran
valor en la mediciéndel grado de hemolisis de lasangre. Hoy en dia, los métodos de analisis
para determinar el grado de hemdlisis se estiman por métodos cualitativos donde tenemos la
inspeccion visual y métodos cuantitativos los cuales pueden ser quimicos, fotométricos o
espectrofotométricos (11, 13,80). Sin embargo, los bancos de sangre ain presentan
dificultades para implementar los métodos analiticos y evaluar el grado de hemolisis de sus

componentes sanguineos (79).

Para determinar si los niveles de hemolisis en las unidades sanguineas son superioresal 0.8
o0 al 1%, se sugiere que se utilicen métodos analiticos cuantificables, con el fin de evitar el
rechazo innecesario de las unidades que estan dentro del nivel aceptable y permitir un
adecuado control de calidad. De manera que, el establecimiento instaure criterios de rechazo
para aquellas unidades de hematies que no seran transfundidos (59). Por lo tanto, cuando el
plasma aparece visiblemente de color rojo se requiere de una investigacion mas detalladaen
cuanto a las circunstancias que rodean ladonacion de la sangre, preparacion de los hematies,

proceso de filtracion sanguinea, entre otros.

Las evaluaciones visuales (método cualitativo), se realizan utilizando un comparador visual
para demostrar la presencia de hemolisis, antes de ser emitidas por el Banco de sangre; asi
como, antes de proceder a la transfusién (15,70). En la mayoria de los bancos de sangre y
hospitales, lainspeccion visual se realiza de las muestras procedentes de la tubuladura de las
bolsas utilizandose como método rapido y facil para detectar hemdlisis. Por otro lado, en la
actualidad no hay un umbral especifico para el nivel de hemdlisis evaluado por inspeccion
visual de los componentes de la sangre antes de su liberacion para transfusion, siendo este
un meétodo sesgado, impreciso, engafioso y que da como resultado una sobreestimacion de
la hemolisis en unidades de concentrados de hematies (10, 11, 14). La coloracién rosada del
plasmaes muy visible con niveles de hemoglobina libre tan bajos como 0.025 g/dL (=0.09%
hemdlisis) (14,15).
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Hoy por hoy, el mejor método para evaluar los niveles de hemdlisis en concentrados de
hematies es utilizar ensayos cuantitativos. Diferentes técnicas han sido desarrolladas para
este fin, aunque pocos bancos de sangre lo utilizan, entre ellos tenemos, los ensayos
quimicos, los espectrofotométricos (65, 79,81) y fotométricos, siendo estos Gltimos mas
seguros, mas faciles y precisos. En los métodos quimicos todas las formas de hemoglobina
excepto la sulfahemoglobina forman una reaccion coloreada como producto, esto se origina
cuando la cianmetahemoglobina se mezcla con productos quimicos tales como ferrocianuro
de potasio, ortholidina (80) o tetrametilbencidina, siendo ésta Gltima el método tradicional
(Patron de oro) para la medicién de la hemoglobina libre (10, 59, 65, 79, 82). Los métodos
espectrofotométricos son técnicas Opticas cuya cuantificacion se basa en la deteccién de
oxihemoglobina con picos de absorbancia de 415, 541 o 576 nm. Dichas mediciones estan
fuertemente sujetas a interferencias de fondo, como los niveles elevados de bilirrubinaen el
plasma, proteinas plasmaticas como la albimina, lipidos y otros pigmentos absorbentes. Sin
embargo, estos son tediosos operacionalmente, dado que requieren mucha atencién y
estabilidad. Actualmente, el método fotométrico mediante el Sistema HemoCue representa
una alternativa cuantitativa y portatil, empleando para ello el método modificado de
metahemoglobinaazida (15). Cabe sefialar que, para la determinacion del grado de hemdlisis
es necesario el empleo de una formula (Ver anexo 5), por ello, es imprescindible realizar la
medicion no solo de la cantidad de hemoglobina libre, sino también de la hemoglobina total

y el hematocrito presente en el concentrado de hematies.

2.3. Terminologiabésica
e Hematies

Son las células sanguineas méas abundantes de la sangre, su nimero varia en funcion
de la edad, sexo y la ubicacion geogréfica, con un promedio de 4 a 5 x 108/mm?. Su
vida en la circulacién sanguinea es de alrededor 120 dias, tiene forma de disco

biconcavo, anucleado, de 7.5 pm de didametro, y un volumen aproximado de 90 fL.

e Sangre total
Es el volumen de sangre obtenida a partir de un donante, mezclada con

anticoagulante, conservadaen un contenedor estéril y que no se ha fraccionado.
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Concentrado de hematies
Es el componente sanguineo obtenido al separar la mayor parte del plasma de la
sangre total, por centrifugacion o sedimentacion en cualquier momento antes de la

fecha de caducidad.

Hematies leucorreducidos
Es el componente sanguineo obtenido tras la eliminacion de la mayor parte de los

leucocitos de la sangre total por filtracion, <1 x 10 leucocitos/ unidad).

Soluciones preservantes anticoagulantes
Son sustancias que permiten preservar viable la sangre por un periodo de tiempo.

Lesiones de almacenamiento en los concentrados de hematies

Son una serie de cambios bioguimicos y biomecanicos en los hematies que se
producen posterior a su coleccidn, procesamiento y almacenamiento previo a la
transfusion, que reducen la subsiguiente supervivencia y funcién in vivode los

hematies.

Hemolisis
Es la ruptura de la integridad de la membrana o pérdida de microvesiculas de la
superficie de los hematies aun intactos que va acompafiada de liberacion de la

hemoglobinaintracelular.

Hematocrito
Es el volumen de los hematies con relacion al total de la sangre; se expresa de manera

porcentual. EI valor normal de hematocrito estd normalmente entre el 40 y el 50%.
Hemoglobina
Es un pigmento especial que da a los hematies su color rojo caracteristico, su

moléculaposee hierro, y su funcién es el transporte de oxigeno.

Hemoglobina libre
Es la hemoglobina que se encuentra fuera de los hematies.
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2.4. Formulacion de hipotesis
2.4.1. Hipotesisgeneral

A mayor tiempo de almacenamiento los concentrados de hematies presentaran porcentaje

de hemolisis mayor al 0.8%.

2.4.2. Hipotesisespecificas

e Es posible determinar adecuadamente la concentracion de hemoglobina libre
mediante fotometria en concentrados de hematies almacenados en el banco de sangre

de la Clinica Delgado, periodo agosto -septiembre 2019.
e Existe una correlacion entre el porcentaje de hemdlisis con los dias de

almacenamiento, en los concentrados de hematies almacenados en el banco de sangre

de la Clinica Delgado, periodo agosto-septiembre 2019.
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CAPITULO I1l1: METODOLOGIA

3.1. Método de investigacion

Deductivo

3.2. Enfoque de la investigacion

Cuantitativo

3.3. Tipo de investigacion
Aplicada, de nivel o alcance descriptivoy prospectivo.

3.4. Disefio de investigacion

Observacional: longitudinal

3.5. Poblacion, muestray muestreo
3.5.1. Poblacion

La poblacidn de estudio fueron todas las unidades obtenidas en el banco de sangre de la
Clinica Delgado.

3.5.2. Muestra

La muestra estuvo conformada por 400 unidades de concentrados de hematies obtenidas en

el banco de sangre de la Clinica Delgado, del 01 de agosto al 30 de septiembre del 2019.
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Criterio de inclusién

Tener grupo sanguineo identificado.

Haber sido colectadas en el banco de sangre de la Clinica Delgado.
Tener marcadores seroldgicos no reactivos.

Tener un tiempo de colecta menor a 15 min.

Haber sido fraccionadadentro de las seis horas de obtencién.

Criterio de Exclusion

Tener un volumen final de colecta menor a 450 mL.
Presencia de microagregados.
Hematocrito menor a 50% y/o mayor a 70%.

Haber sido irradiadas.

3.5.3. Tipo de muestreo

No probabilistico por conveniencia, consecutivo.

3.6. Variablesy operacionalizacion

3.6.1. Variables

Variable independiente: Tiempo de almacenamiento de los concentrados de
hematies.

Variable dependiente: Porcentaje de hemolisis.

Variables intervinientes: Concentracion de hemoglobina libre, hemoglobina total,
hematocrito, unidades filtradas, tiempo de extraccion, volumen total de sangre

obtenida, dias transcurridos desde la extraccién.
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Matriz de operacionalizacion de variables

Cuadro 1

) ] TECNICAO
DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA DE
VARIABLE . INDICADOR INSTRUMENTO DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE MEDICION .
MEDICION
Fotometria medida con el
Sistema HemoCue plasma/
Low Hb para determinar
hemoglobinalibre.
y Mediciénde la hemoglobina
Proporcion de los Normal: total empleando el
hematies con | Porcentaje de 0-0.8% hemoglobinémetro
. alteraciones de la | hemolisis de los — . Fuera de Rango: | HemoCue Hb 301.
Porcentaje de | . . Cuantitativa Continua .
hemblisi integridad de las | concentrados de >0.8% a mas.
utilizando una centrifuga
para microhematocritos.
Empleo de la formula
matematica para hallar el
porcentaje de hemoalisis.
Tiempo que dura el
simateramiento. | sangrs ¢ soqura s | NUTeTO e s Nimero de i
g - g los que lasangreesta | Cuantitativa Discreta (dia2,7,21,28y | Observaciony recuento.
de los | de utilizarse  en
. almacenada en una 35).
concentrados de | transfusiones u otros

he

maties

procedimientos.

conservadora.

Fuente: Matriz de operacionalizacion de variables propuesto por los investigadores.
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3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos
3.7.1. Técnica

La técnica de medicion se realiz6 de la tubuladura del concentrado de hematies, la
hemoglobina libre se midié mediante fotometria utilizando el Sistema HemoCue® plasma/
Low Hb. Para la medicion de la hemoglobina total se empleé el hemoglobindmetro
HemoCue® Hb 301, mientras que para la medicién del hematocrito se utilizé una centrifuga
para microhematocritos. Todas estas mediciones permitieron determinar el porcentaje de

hemdlisis empleando una férmula matematica (Ver anexo 5).

Para la técnica de recoleccion de datos se elabor6 una ficha de registro de recoleccién de
datos, la misma que estuvo dividida en dos partes. En primera parte se identifico la unidad
sanguinea en estudio, donde los puntos a considerar fueron la fecha de ingreso, de salida, el
numero de donacidn, el grupo sanguineo y el tiempo de extraccién de la unidad. En la
segunda parte se considero los dias de almacenamiento, donde se anotaron cada dia las
mediciones del hematocrito, lahemoglobina, hemoglobinalibrey el porcentaje de hemdlisis
de la unidad sanguinea (Ver anexo 2). Para ello, se solicito al jefe del servicio de
hemoterapia y banco de sangre de la Clinica Delgado la autorizacion para el acceso a la
informacion necesaria parael estudio. Asi mismo, se solicit6 al comité de ética de la Clinica
Delgado el permiso correspondiente para poder desarrollar el estudio. Cabe sefialar que para
el proceso de seleccion se eligieron los concentrados de hematies que cumplieron con los
criterios de inclusion necesarios para la recoleccion de los datos, los cuales se llenaronen la

ficha de recoleccién.

3.7.2. Descripcion

Para realizar el presente estudio de investigacién fueron seleccionados 400 donantes,
después de haberles realizado una historia clinica detallada, el examen fisico necesario, la
estimacion de su hemoglobina y cuyo tamizaje posterior a la colecta diera un resultado no
reactivo (Ver anexo 3). La sangre total se colectd en una bolsa de sangre cuadruple (450 ml)
marca TERUMO BCT con CPD como anticoagulante estandar en la bolsa primaria y
OPTISOL como solucion aditiva en la bolsa secundaria, hechas de PVC y de DEHP como

plastificante, esta solucion permite el almacenamiento de los hematies hasta por 42 dias.
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Para la preparacion de los hematies, se utilizé una centrifuga refrigerada de bolsas de sangre
marca HETTICH, procediéndose a realizar una centrifugacién rapidade la unidad de sangre
total a 3800 RPM por 8 minutos a 22°C, retirandose con cuidado la bolsa de sangre del
depdsito de la centrifugay colocandose la bolsa madre en la posicién central del fraccionador
automatico TERUMO BCT, para ello, se escogié previamente el programa requerido, se
situo la bolsa satélite con solucion aditiva OPTISOL en la posicion derecha a la ubicacion
de la bolsa madre, ademas, se colocé las demas bolsas satélites en sus posiciones respectivas
y se dispuso las tubuladuras segin como indica la grafica en la pantalladel equipo, se cerrd
la puerta del equipo automaticoy se esper6 la sefial del mismo para posteriormente romper
el seguro superior de la bolsa madre y el de la bolsa satélite con OPTISOL. Concluido este
procedimiento, se verificd que las bolsas hayan sido selladas correctamente, enseguida se
retiraron las bolsas del equipo, quedando el concentrado de hematies en la bolsa satélite con
OPTISOL, luego se pes6 manualmente en la balanza y se restd 36 mL, ingresandose estos

datos obtenidos en el formato de control de procesos de calidad de colecta y fraccionamiento.

Posterior a ello, el concentrado de hematies fue leucorreducido, el objetivo de este
procedimiento fue reducir aun nivel minimo residual la cantidad de leucocitos en una unidad
de concentrado de hematies obtenida dentro de las 48 horas a partir del fraccionamiento de
una bolsa de sangre total. Para ello, se apertur6 una bolsa leucorreductora TERUMO vy se
registro las tubuladuras en formato fisico de modificacion de hemocomponentes, pegandose
la etiquetadel nimero de la unidad correspondiente, inmediatamente se realiz6 la conexidn
estéril entre labolsa madre con la bolsa leucorreductora, se colgo el concentrado de hematies
hacia abajo y se abrid la conexidn, con el objetivo que por gravedad la sangre pase a través
del filtro, se esperd a que la totalidad del contenido de la bolsa haya pasado a la bolsa
leucorreductora, se elimind el aire que pueda haber quedado dentro de ésta bolsa y se cort6
ambas tubuladuras con ayuda del sellador de bolsas TERUMO, se pes6 la unidad vy el
volumen obtenido fue restado con 27 mL. Seguidamente, todas las unidades de concentrados
de hematies leucorreducidos se almacenaron en una conservadora de bolsas de sangre de 14

L HELMER a 4°C (+/- 2°) con monitoreo grafico continuo de la temperatura.

La primera muestra utilizada para el estudio se recolecté al dia siguiente de la obtencion de
los resultados del tamizaje serologico no reactivo dia dos de extraccién, todos los
concentrados de hematies se almacenaron a temperatura de 4°C (+/- 2°), realizandose una

evaluacion adicional los dias 7, 21, 28 y 35 después de la colecta. Para realizar la medicion
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del porcentaje de hemdlisis, primeramente se tomaron dos fragmentos de la tubuladura del
concentrado de hematies de 6cm cada uno, cada tubuladura de la bolsa previamente fue
escurrida, homogenizada de manera uniforme 3 veces y selladas con calor, luego se
centrifugd y dicho sobrenadante se midié en un analizador portatil llamado HemoCue®
Plasma/Low Hb (Danaher Corp. Suecia) (Ver anexo 4) el cual se utilizé para la medicion
cuantitativa de bajas concentraciones de hemoglobina libre empleando un metodo de
fotometria disefiado especialmente paraello, y unas microcubetas especialmente disefiadas,
las HemoCue® Plasma/Low Hb Microcuvettes, el otro fragmento de tubuladura se empled
para hallar el hematocritoy la hemoglobina total las cuales se procesaron en una centrifuga
para microhematocritos y en un hemoglobindmetro marca HemoCue® Hb 301
respectivamente, los equipos utilizados fueron validados con controles comerciales. Por

altimo, se empled la formula para el calculo del porcentaje de hemolisis (Ver anexo 5).

3.7.3. Validacion

El formato utilizado para registrar la informacion no necesito de validacion puesto que no
es un instrumento para medir variables que estén sujetas a evaluacion; el formato solo se
utilizo para registrar la informacion colectadaen el seguimiento de las unidades del banco
de sangre. Por otro lado, se presenta el documento de calibracidn de los equipos empleados
en la medicion del porcentaje de hemdlisis como la microcentrifuga para la medicion de
los hematocritos de las unidades de concentrados de hematies (Ver anexo 6A). Sin
embargo, se debe mencionar que los equipos HemoCue Hb 301 para la determinacién de
hemoglobinatotal y HemoCue Plasma/Low Hb para la determinacion de hemoglobina libre
vienen calibrados en fabrica de acuerdo al método de hemoglobincianuro (HiCN), que es
el método de referencia internacional para la determinacion de la concentracion de
hemoglobina en sangre documentados por el Consejo Internacional de Normalizacién en
Hematologia (ICSH), ademas, no necesita calibraciones adicionales. No obstante, el dia de
su utilizacion se recomiendarealizarel control de calidad empleando dos niveles de control
de liquido o seguir las directrices locales referentes a los procedimientos de control de

calidad utilizando solo los controles recomendados por HemoCue. (Ver anexo 6By 6C).
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3.7.4.Confiabilidad

Las caracteristicas de rendimiento especificas del HemoCue Hb 301, asi como la precisién
intraensayo y la precisién total (Ver anexo 7A) se han determinado en origen, segun el
documento EP5-A de NCCLS. Los resultados provienen de tres grupos de HemoCue Hb
301 Microcuvettes, cinco HemoCue Hb 301 Analyzers y cinco operadores. No se han
realizado recalibraciones durante el periodo de analisis, sin embargo, se utilizaron
controles disponibles en el comercio en tres niveles diferentes. La concentracion de
hemoglobina se midié por duplicado dos veces al dia, en la mafianay en la tarde, durante
20 dias consecutivos. Ademas, para la determinacion de la exactitud (Ver anexo 7B) los
resultados de comparacién entre el sistema HemoCue Hb301 y el método del ICSH se
realizé en tres grupos de HemoCue Hb 301 Microcuvettes, cuatro HemoCue Hb 301
Analyzers y por ocho operadores, no obstante, no se realizé recalibracién durante el

periodo de analisis.

Las caracteristicas de rendimiento especifico del HemoCue Plasma/Low Hb han sido
normalizadas segun el método HiCN-(ICSH). Los resultados proporcionados en fabrica
proceden de la precisiéon intra-ensayo (repetibilidad) (Ver anexo 7C), calculadas en cinco
fotometros mediante el uso de soluciones plasmaticas y acuosas preparadas a nivel interno.
La precision inter-ensayo (reproducibilidad) (Ver anexo 7D), se calculé mediante el uso
de soluciones preparadas a nivel interno. Las muestras se analizaron durante 20 dias
laborables consecutivos, dos veces al dia, por duplicado. Por otro lado, se realizaron
estudios de correlacion (Ver anexo 7E), de:1) muestras acuosas procedentes de
intervenciones quirurgicas, analizadas en el sistema HemoCue Plasma/Low Hb con el
método HiCN-(ICSH) como referencia. 2) Suspensiones de eritrocitos, analizadas en el
sistema HemoCue Plasma/Low Hb con el método HiCN-(ICSH) como referenciay 3)
Suspensiones de eritrocitos, analizadas en el sistema HemoCue Plasma/Low Hb con el

método HiCN-(ICSH) como referencia.

3.8. Procesamientoy analisis de datos

Una vez recolectada la informacidon se almacend en una base de datos en Microsoft Excel®
(Microsoft Corp. Seattle), la cual se encriptd para proteger la informacién. El andlisis

bivariado se hizo mediante tablas de contingencia de 2x2, el mismo programase utiliz6 para
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todos los analisis mostrados en la seccion resultados. Ademas, se prepararon curvas de
correlacion entre la variable independiente y la variable dependiente para cada uno de los
tiempos establecidos de medicion, mediante el programa Software Stata (Stata 12,
StataCorp, Texas).

3.9. Aspectos éticos

En la presente investigacion, participaron todas las unidades de sangre de manera anénima,
los donantes al ser anénimos para esta investigacion no recibieron resultados de ninguno de
los analisis obtenidos en el estudio, tampoco se utilizaron los resultados del estudio para
fines de manejo del receptor de la unidad sanguinea y por altimo se asegurd la
confidencialidad de los datos de los donantes empleando cddigos alternos al nimero de
donante.

El presente estudio fue sometido para revision del comité de éticade la Universidad Privada

Norbert Wiener y se solicitd autorizaciona la Clinica Delgado.
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CAPITULO 1V: PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS
4.1. Resultados
4.1.1. Analisis descriptivo de resultados

La edad promedio de los 400 donantes fue de 38 afios, con edades que flucttian desde los 18
hasta los 65 afios (previa evaluacion médica), 277 (69%) fueron varones y 123 (31%)
mujeres. El grupo sanguineo méas comun entre los donantes fue A 172 (43%) seguido de O
164 (41%), siendo los menos B 53 (13%) y AB 11 (3%).

Tabla 1

Numero unidades de concentrados de hematies analizados por periodo de tiempo
de conservacion (n=400)

Dias NUmero (n) %
2 400 43%
7 337 36%
21 159 17%
28 31 3%
35 8 1%

Total 935 100%

Nota: el (n) muestra las unidades que alcanzaron cada periodo de tiempo.
Maés de una unidad tuvieron mas de una medicion.

Fuente: Elaborado por los investigadores

46



Interpretacion:

Se analizaron 400 muestras provenientes de un nimero similar de unidades de sangre, las
mismas fueron analizadas después de estar conservadas hasta por 35 dias. La mayor cantidad
de unidades se conservaron por dos (43%) y siete dias (36%), las demés se conservaron por
periodos de 21, 28 y 35 dias. El siguiente grupo que se conservo en gran porcentaje (17%)
fue el de 21 dias.

Gréfical

Incremento de hemoglobina libre (g/dL) en diferentes periodos de tiempo de

conservacion de concentrados de hematies (A-D)

A. Dia 2 al dia 7 de conservacion (n=337 unidades)
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Fuente: Elaborado por los investigadores
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B. Dia 2 al dia 21 de conservacién (n=159 unidades)
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Fuente: Elaborado por los investigadores

C. Dia 2 al dia 28 de conservacion (n=31 unidades)
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Fuente: Elaborado por los investigadores
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D. Dia 2 al dia 35 de conservacion (n=8 unidades)

0.30
0.25
0.20

0.15
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0.05 —

0.00
2 7 35 DIAS

Fuente: Elaborado por los investigadores

Interpretacion:

Esta grafica esta compuesta por 4 figuras, cada una de ellas muestra las curvas de
concentracion de hemoglobina libre para cada uno de los periodos estudiados. A) Dias 2 al
7, se observa una clara tendencia al aumento de la hemoglobina libre, algunas hasta
aumentan 8 veces la concentracion de hemoglobina libre en el dia 7, en comparacion con el
dia 2. B) Dias 2, 7 y 21, en tres diferentes puntos de medicion, la concentracion de
hemoglobina libre aumenta sostenidamente. C) Dias 2, 7 y 28, continla el incremento de la
hemoglobina libre, pero el incremento final es menor que aquellas unidades con menor
tiempo de conservacion. D) El grupo pequefio que lleg6 a 35 dias muestra un patrén similar

a lagrafica C.
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Gréfica2

Incremento porcentual de hemolisis en diferentes periodos de tiempo de conservacion
de unidades de concentrados de hematies (A-D)

A. Dia 2 al dia 7 de conservacion (n=337 unidades)
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Fuente: Elaborado por los investigadores

B. Dia 2 al dia 21 de conservacion (n=159 unidades)
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Fuente: Elaborado por los investigadores

50



C. Dia 2 al dia 28 de conservacion (n=31 unidades)
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D. Dia 2 al dia 35 de conservacion (n=8 unidades)
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Fuente: Elaborado por los investigadores
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Interpretacion:

Esta grafica esta compuestapor 4 figuras, cada una de ellas muestralas curvas de porcentaje
de hemolisis para cada uno de los periodos estudiados. A) Dias 2 al 7, se observa una clara

tendencia al aumento porcentual de hemolisis, algunas hasta triplican el porcentaje de
hemolisisenel dia 7, en comparacioncon el dia 2. B) Dias 2, 7 y 21, se muestran tres puntos

de medicidn, la curva se incrementa bruscamente del dia 7 al 21. C) Dias 2, 7 y 28, continla

el incremento del porcentaje de hemolisis, pero estas unidades muestran menos incremento

que lo observadoen la grafica Ay B a pesar del tiempo. D) El grupo pequefio que lleg6 a 35

dias muestra un patron similar a la gréfica C.

Gréfica3

Correlacion entre el tiempo de almacenamientoy la media del porcentaje de

hemodlisis en los concentrados de hematies almacenados en el banco de sangre.

° dia mediah~s
_____________ e
| . dia | 1.0000
|
| 8
| |
. o . mediahemol~s | 0.9713* 1.0000
| 0.0001
° o o [ 8 8
1 15 2 2 3 35

media hemolisis

Fuente: Elaborado por los investigadores

Interpretacion:

La grafica 3 muestra el analisis de correlacion entre la media del porcentaje de hemdlisis y

el tiempo de almacenamiento. Se observa un p=0.0001 mostrando una correlacion positiva

entre el tiempo de almacenamientoy la media del porcentaje de hemdlisis.
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Tabla 2

Valores promedio de hemoglobina total, hematocrito, hemoglobina libre y el

porcentaje de hemdlisis, en los diferentes momentos de medicion.

DIA HEM$OG‘T"AOLB'NA HEMATOCRITO HEMSIGB';{OEB'NA HEMOLISIS
(g/dL) (%6) (g/dL) (%6)
2 21.8 60 0.06 0.12
7 21.7 60 0.10 0.18
21 21.6 60 0.19 0.34
28 215 60 0.19 0.35
35 21.5 59 0.20 0.35

Fuente: Elaborado por los investigadores

Interpretacion:

La tabla 2 muestra la variacion media del nivel de hemoglobina total, hematocrito,
hemoglobina libre y porcentaje de hemdlisis desde el dia 2 hasta el dia 35 de
almacenamiento. El contenido de hemoglobinatotal en las 400 unidades de concentrados de
hematies oscil6 de 17.6 a 25.6 g/dL, con una media de 21.8 g/dL en el dia 2 de
almacenamiento y 21.5g/dL en el dia 35. El porcentaje de hematocritos en los 400
concentrados de hematies fluctuaron de 51 a 70%, con una media de 60% en el dia 2 de

almacenamientoy 59 % en el dia 35.

En esta mismatabla también se puede apreciar el nivel de hemoglobinalibre y el porcentaje
de hemdlisis, como era esperado producto de la lesion de almacenamiento, la hemoglobina
librey el porcentaje de hemolisis se incrementan gradualmente después de la separacién del
hemocomponente y procesamiento segin pasen los dias de almacenamiento hasta el dia 35.
Se observd la menor cantidad de hemoglobina libre los dias préximos a la recoleccion (dia
2), el nivel mas alto de hemoglobina libre observado en este dia de almacenamiento es de
0.17 g/dL, con una mediade 0.06 g/dL, mientras que el nivel mas alto de hemoglobinalibre
observado en el dia 35 de almacenamiento es de 0.25 g/dL, con una media de 0.20 g/dL. Por
otro lado, el menor porcentaje de hemolisis observado en el dia 2 de almacenamiento es

0.03% con una media de 0.12%, mientras el porcentaje de hemalisis con el pico maximo
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observado es 0.52% con un promedio 0.35% en el dia 35 de almacenamiento. El porcentaje
maximo de hem@lisis registrado en las 400 muestras es de 0.76%, con una media general de
hemdlisis de 0.27% (rango, 0.03-0.76%), que se encuentra muy por debajo del nivel

permitido del 0.8% segun la normativa Europea y limite de 1% segln la FDA.

4.1.2. Discusion de resultados

En el presente estudio, para la determinacion del porcentaje de hemolisis fueron analizados
400 concentrados de hematies, realizdndose la medicién en muestras obtenidas de los
fragmentos de la tubuladura. Los analisis de hemoglobina se realizaron con el analizador
portatil HemoCue® Plasma/Low Hb (HemoCue®, Danaher Corp., Suecia) con el cual
medimos la hemoglobina libre los dias 2, 7, 21, 28 y 35, para posteriormente emplear la
formula del calculo del porcentaje de hemdlisis. Este estudio se ejecutd durante los meses
de agosto y septiembre 2019, teniéndose como referencia a la Direccion Europea de Calidad
de Medicamentosy Atencion Sanitaria del Consejo de Europa (EDQM), donde se establece
como requerimiento segun el estandar de calidad, que los concentrados de hematies deben
tener un porcentaje de hemdlisis <0.8%), debido a que se constatd que no existe entre las
normas del PRONAHEBAS, una directiva que mencione la medicion del porcentaje de
hemolisis en los concentrados de hematies a pesar que se cuenta con un manual de calidad.
Optamos por estudiar la extensidn del porcentaje de hemolisis desde el dia 2 hasta el dia 35
a pesar de que la solucidn aditiva utilizada permite el almacenamiento de los hematies hasta
por 42 dias, solo porque la mayoria de nuestras unidades de concentrados de hematies se
entregany transfunden dentro de este periodo. Para disminuir riesgos potenciales por agentes
infecciosos presentes en la unidad sanguinea, la primera muestra utilizada para determinar
el porcentaje de hemolisis se recolect6 al dia siguiente de la obtencidn de los resultados del
tamizaje seroldgico no reactivo (dia dos de extraccion). Cabe resaltar que a todas las
unidades de concentrados de hematies no se le midié el porcentaje de hemolisisen los dias
7,21, 28 y 35; las 400 unidades se conservaron por dos dias, 337 por siete dias, las demas se
conservaron por periodos de 21, 28 y 35 dias, siendo el otro grupo que tuvo mayor tiempo
de conservacion el de 21 dias con 159 unidades. Esto se debid a que en nuestro centro acude
una considerable poblacion de pacientes quirdrgicos, oncoldgicos y hematoldgicos, que
requieren de concentrados de hematies seguros y eficaces de manera constante, ademas que
nuestro centro abastece con unidades sanguineas a otras sedes ya sea en Lima u otras

ciudades.
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En relacion a los hematocritos de los concentrados de hematies y la hemdlisis, podemos
mencionar que el promedio de los hematocritos de las unidades de concentrados de hematies
hallados en nuestro estudio disminuyo de 60% en el dia 2 de almacenamiento al 59% en el
dia 35 que representa el 95.5% de las unidades sanguineas; esto puede explicarse debido a
la ruptura de la membrana del hematie. No obstante, hay unidades 18 (4.5%) en las cuales
el promedio de hematocrito aumento de 60.3% en el dia 2 de almacenamiento a 61.6% en
los dias posteriores, concordando con los resultados obtenidos por Sayeedul y col. donde se
registré un hematocrito promedio de 69.1% en el dia 1 de almacenamientoa 71.5% en el dia
42. Este aumento puede explicarse debido a los cambios morfolégicos que sufre la
membrana de los hematies. Cuando los hematies pierden partes de su membrana como las
microvesiculas debidas a las lesiones de almacenamiento, se produce una disminucion de la
relacion area superficie-volumen originando esferocitos microciticos. Ademas, gran parte de
las poblaciones de hematies son equinocitos con muchas proyecciones en sus membranas,
las cuales sobresalen hacia el exterior, impidiendo la agrupacion uniforme de los hematies
(11, 37). Sumado a ello, que los concentrados de hematies obtenidos en nuestro centro
presentan un rango de hematocrito del 51 al 70%, ya que con un hematocrito de 80% se
presentan infimas cantidades de plasma, siendo mas viscosos y dificiles de infundir en
situaciones de emergencia. Por tal motivo, para superar el problema de concentracion de
hematies se tiene que mantener una cantidad de plasma adecuada que permita la nutricion
del hematiey mejore sus propiedades de flujo, esto se logra usando soluciones aditivas que
permitan la recuperacion de la maximacantidad de plasmay la preparacion de unidades de

concentrados de hematies con un hematocrito final de aproximadamente 60% (11, 39).

En cuanto a la medicion de los niveles de hemoglobina libre en el medio de suspension
(plasma) y la hemolisis, esta se realizd después del procesamiento, separacion de
hemocomponentesy adicion del OPTISOL como solucion aditiva desde el dia 2 hastael dia
35. Se observd un aumento progresivo en el nivel de hemoglobina libre conforme transcurre
el tiempo de almacenamiento muy similar al de otros estudios (11, 14, 40, 62). En el dia 2
de almacenamiento los niveles medios de hemoglobina libre en los concentrados de hematies
fueron 0.06g/dL (rango, 0.02 - 0.17 g/dl), siendo este nivel semejante al reportado por
Sayeedul y col. (11) y Sawant y col. (14). Asi mismo, se observo que los niveles medios de
hemoglobinalibre enel dia 35 de almacenamiento fueron 0.20 g/dL (rango, 0.13 - 0.25 g/dl),
sin embargo, este nivel reportado fue mas bajo en comparacion con los otros estudios que

no usaron OPTISOL como solucién aditiva (40, 62, 64). No obstante, los niveles de
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hemoglobina libre reportados fueron similares al obtenido por Sayeedul y col, donde
utilizaron como anticoagulante CPDA-1 y SAGM como solucién aditiva, informando un
nivel de hemoglobina libre de 0.19 g/dL en el dia 35 de almacenamiento (11). Mukherjee y
col. también realizaron un estudio del nivel de hemoglobina libre presente en los
concentrados de hematies utilizando como anticoagulante CPDA-1, sin afiadir solucion
aditiva (SAGM), informando un aumento en el nivel de hemoglobina libre desde el dia 1
hasta el dia 21 (64). Mientras que el nivel de hemoglobina libre en otro estudio utilizando
CPDA-1 como anticoagulante y sin afiadir solucion aditiva a los concentrados de hematies
en el dia 28 fue 0.21 g/dL (40).

En lo referente al porcentaje de hemdlisis, el porcentaje maximo registrado en las 400
muestras fue 0.76%, con una media general de hemdlisis de 0.27% (rango, 0.03-0.76%),
ademas el porcentaje promedio de hemalisis al final de las 5 semanas de almacenamiento en
el presente estudio fue 0.35% (rango 0.25 a 0.52%), siendo aproximadamente 2 veces la
hemdélisis con respecto a las semanas 1 y 2, coincidiendo con el resultado de otros
investigadores (10, 11, 13, 14, 64, 74, 75). Este aumento de la tasa de hemolisis con el tiempo
de almacenamiento se produce a medida que las condiciones de almacenamiento dentro de
la bolsa de sangre se deterioran continuamente. En nuestro estudio, nuestra hipotesis sugeria
gue a mayor tiempo de almacenamiento los concentrados de hematies presentarian un
porcentaje de hemdlisis mayor al 0.8%. Sin embargo, el porcentaje maximo de hemélisis
encontrado fue 0.52% que esta muy por debajo del umbral permisible establecido por el
Consejo Europeo de 0.8% y del limite de 1% recomendado por la FDA al final del periodo
de almacenamiento de los concentrados de hematies; por tanto, si bien no se ha comprobado
nuestra hipétesis, es bueno saber que las unidades de sangre tienen un porcentaje de
hemolisis por debajo de estandares internacionales; si hay que tener en cuenta que nuestros
resultados arrojaron una correlacién positiva entre el tiempo de almacenamiento y el
porcentaje de hemaélisis Ademas, el estudio cumplié con el nuevo requisito de la FDA de
que, al final del almacenamiento, el 95% de las unidades de hematies tienen <1% de
hemdlisis estableciendo de manera efectiva la media necesaria de hemdlisis de fin de
almacenamiento en alrededor de 0.35%. Un dato importante a tener en cuenta mencionado
en diversos estudios es que, dentro de la poblacién de donantes, se observa una gran
variabilidad en el porcentaje de hemolisis al final del almacenamiento cuando los hematies

de diferentes donantes se almacenan en condiciones idénticas. La distribucién de la
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poblacién de tales valores es sesgada y la mayoriade los valores caen por debajo del umbral
permisible, no obstante, hay gran cantidad de valores mas altos que se vuelven cada vez mas
raros y no se agrupan (4). Es importante mencionar que en el estudio realizado por
Zimmermann y col. se informaron tasas mas altas de hemalisis in vitro en unidades de
concentrados de hematies con bajo contenido de hemoglobina. En nuestro estudio, no
pudimos demostrar tal correlacién, ya que todos nuestros concentrados de hematies en
OPTISOL como solucion aditiva estaban dentro de los rangos de hemoglobina aceptados de

40 a 60g por unidad.

Los principales problemas que surgen en los bancos de sangre durante el almacenamiento
de los concentrados de hematies son lahemolisisy los cambios bioquimicos y biomecanicos
(lesiones de almacenamiento) que sufren los hematies con el tiempo y que hacen que se
pierda de manera progresiva la capacidad de los mismos por sobrevivir en la circulacién
después de latransfusién ocasionando implicaciones clinicasrelevantes en algunos pacientes
(11). La hemolisis se considera un marcador obvio del fallo en el sistema de almacenamiento
de los hematies, ademas, permite minimizar la transfusion de unidades sanguineas
contaminadas por hongos y/o bacterias. Puede darse en forma de ruptura de la integridad de
la membrana o como pérdida de microvesiculas de la superficie de células hematicas aun
intactas que causan liberacion de hemoglobina. Por ende, es un indicador importante de la
integridad celular y un parametro de calidad. La calidad de los concentrados de hematies
almacenados es dependiente de la naturaleza del anticoagulante, la composicién de la
solucidn aditiva, las deficiencias en la colecta, en el procesamiento durante la separacion de
hemocomponentes, en las condiciones del almacenamiento dentro del banco de sangre y
también durante la emision y el transporte de la unidad sanguinea hasta la cabecera del
paciente, entre otras (11, 13, 14, 28).

Otros factores que podrian alterar la viabilidad celular y por lo tanto influiren el desarrollo
de la hemolisis son el tipo de recipiente utilizado para el almacenamiento, en nuestro estudio
se utiliz6 bolsas cuadruples Top and Bottom marca TERUMO, investigaciones realizadas
por el fabricante refieren que las bolsas reducen los dafios de los componentes sanguineos,
al estar hechas de cloruro de polivinilo (PVC) con di- (2-etilhexilo) ftalato (DEHP)como
plastificante y reforzadas por otra cubierta de polipropileno que evitael deterioro durante el

transporte, siendo ademas el plastico externo corrugado para evitar la contaminacion de los
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componentes (11, 14). Hogman y col. en sus estudios realizados informaron que las unidades
de concentrados de hematies que se dafian durante los procedimientos preparativosy luego
se almacenan en bolsas que no son DEHP tienen mas probabilidades de hemolizarse durante
el almacenamiento y manipulacion adicional, afectando significativamente la hemolisis de
los hematies durante su almacenamiento (66). Debido a, que el DEHP es un compuesto
extremadamente soluble en lipidos que migra de la bolsa a la membrana del hematie
pudiendo intercalarse en ellay actuar como su estabilizador (43), disminuyendo la tasa de
hemolisis cuatro veces y la pérdida de membrana por microvesiculacion durante el
almacenamiento (14, 60). También, hay que tener en consideracion a la solucion
anticoagulante, en nuestro estudio utilizamos el CPD (citrato, fosfato y dextrosa), como
anticoagulante estandar en la bolsa primaria con la finalidad de contrarrestar el dafio que
produce la maquinaria metabdlica del hematie a la membrana manteniendo la concentracion

de ATP para mejorar la viabilidad post-transfusion (14, 39, 40, 62).

En lo referente a las bolsas secundarias con solucion aditivay la produccion de hemolisis,
en nuestro trabajo de investigacion utilizamos bolsas satélites TERUMO que favorecen el
intercambio de gases CO y O, reduciendo la formacion de acido lactico por glicolisis, de
manera que se mantiene el pH optimoy se favorece a la generacion de ATP. Las soluciones
aditivas proporcionan nutrientes a los hematies para tener una viabilidad mejorada, asi
mismo, aumenta la vida Gtil del hematie almacenado hasta por 42 dias (11, 13, 14, 39). La
solucién aditiva utilizada en nuestro estudio es el OPTISOL, que tiene entre sus
componentes cloruro de sodio, dextrosa (monohidratado), adenina y manitol que, ademas,
reduce la tasa de hemdlisis y la vesiculacion de la membrana del hematie probablemente
porque el manitol actiia como eliminador de radicales libres y estabilizador de membrana
(11, 14, 39). Esta podria ser la razon, por la cual en el presente estudio los niveles de
hemoglobina libre son menores en comparacion con otros estudios realizados, en donde los
resultados de hemoglobina libre utilizando como anticoagulante CPDA-1y sin la utilizacién
de aditivos como SAGM para el almacenamiento de los concentrados de hematies fueron
mayores. Estudios realizados por Sawant y col. encontraron que las unidades de
concentrados de hematies en SAGM mostraron un mayor nivel de hemolisis en comparacion
con las de Adsol, debido a que el Adsol contiene 50% maés de adenina, 150% mas de glucosa
y ademas de 750 mg/dl de manitol que el SAGM, ademas que la presencia de manitol en el
medio Adsol reduce la hemolisis incluso en presencia de proteasas leucocitarias,

coincidiendo con otros autores (13, 14, 80). Estas observaciones fueron reforzadas por
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Heaton y col. quienes informaron que los hematies almacenados en Adsol (AS1) eliminaron
significativamente menos colesterol, fosfolipidos y proteinas de la membranade la vesicula
del hematie y mantuvieron mejores puntuaciones morfologicas en comparacion con los
almacenados en la CPDA-1, produciéndose estos cambios principalmente en las primeras

dos a tres semanas de almacenamiento (69, 75).

Los procedimientos de preparacion de hemocomponentes también influyen en la calidad
final causando hemalisis, entre estos podemos mencionar, la duraciony la gran variacionen
las velocidades de centrifugacidn, el procedimiento de separacion y la rapida suspension de
los hematies en soluciones aditivas (14). Por lo tanto, no hay duda de que los componentes
sanguineos de diferentes fabricantes difieren en los parametros que caracterizan su calidad
(69). En nuestro estudio los concentrados de hematies se consiguieron por el metodo de buffy
coat (BC), método que permite obtener recuentos de leucocitos mas bajos, factor importante
al que se le atribuye una hemdlisis reducida. Lo cual ha sido corroborado por un estudio
realizado por Sawant y col. donde se compararon dos métodos para la preparacion de
concentrados de hematies, el método de plasmarico en plaquetas (PRP) y el método de buffy
coat, en este estudio se encontr6 que el mayor nivel de hemdlisis en unidades de
concentrados de hematies con SAGM se atribuyd a la técnica preparatoria utilizada, es decir,
al método PRP en el que se agrega la solucién aditiva (SAGM) a los concentrados de
hematies después de la separacion del PRP. Concluyendo que la exposicion repentina de
hematies a soluciones aditivas en las bolsas de almacenamiento de sangre puede provocar
dafos o lisis en las poblaciones mas fragiles de hematies debido a un cambio en la
osmolalidad (14, 80), ademas que con el método de buffy coat como se menciono

anteriormente se obtienen recuentos de leucocitos mas bajos.

En relacion a la leucoreducciéon y la produccién de hemolisis, en nuestra investigacion
realizadatodas las unidades de concentrados de hematies fueron leucorreducidas antes de su
almacenamiento dentro de las 48 horas a partir del fraccionamiento de una bolsa de sangre
total utilizando una bolsa leucorreductora TERUMO, diversos autores han descrito que los
concentrados de hematies que son leucorreducidos poco después de la recoleccién mediante
filtros de reduccion disponibles comercialmente, provocan que la tasa de hemolisis
disminuya, reduciendo importantemente la posibilidad de contaminacidn bacteriana, debido
a que con el paso de tiempo los leucocitos liberan las bacterias que han atrapado previamente,

ademas, estos se descomponen y liberan una serie de sustancias quimicasy enzimas como
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el peroxido de hidrégeno y las proteasas, las cuales se han reportado que pueden causar la
lisis de los hematies perjudicando su metabolismo y viabilidad contribuyendo
significativamente aun aumento de la hemolisis de los concentrados de hematies durante su
almacenamiento (11, 13, 24, 30, 43, 69, 73). No obstante, también ha habido algunos
informesen la literatura que muestran un aumento en la hemolisis a pesar del uso de filtros
de leucorreduccion (74, 75).

En cuanto a la temperatura y la produccion de hemolisis, podemos mencionar que la
temperaturade la sangre y los componentes durante el almacenamiento o procesamiento es
un factor muy importante que ocasiona hemolisis. La temperatura afecta en gran medida a
la capacidad de deformacién de la membrana hematicay, por lo tanto, a la estabilidad de la
membrana durante el procesamiento. Estos concentrados de hematies térmicamente dafiados
pueden descomponerse durante el procesamiento, la centrifugaciony la separacion de las
unidades sanguineas en hemocomponentes. La temperatura en la cual se almacenan los
concentrados de hematies en la clinica Delgado es de 4°C, la cual es controlada con
monitoreo grafico continuo y registrada de manera periodica, esto influye en la prevencién
de la hemolisis teniendo en cuenta que ésta es un punto critico, debido a que la tasa de
glucolisisy el consumo de ATP disminuyen entre un 10% Yy 15% por grado Celsius. Ademas,
los hematies almacenados a 25°C se metabolizan diez veces mas rapido que los almacenados
a 4°C (24, 43). Sumado a ello, que el area de fraccionamiento cuenta con un ambiente
climatizado con aire acondicionado que permite mantener la temperatura dentro de los
rangos establecidos cumpliendo con los estandares de calidad de la AABB, Consejo Europeo
y PRONAHEBAS. Zimmermanny col. estudiaron la posible influencia de las interrupciones
de las condiciones de almacenamiento Optimas para los concentrados de hematies por
eventos cotidianos que se dan en un servicio de transfusion hospitalario, como pruebas de
compatibilidad cruzaday reingreso de componentes emitidos, concluyendo que los pequefios
aumentos de temperatura durante las interrupciones de las condiciones de almacenamiento
estandar también son causa del aumento in vitro de la hemolisis en unidades de concentrados
de hematies (80).

Diversos investigadores en todo el mundo han demostrado que el porcentaje de hemdlisis
producido en los hematies aumentacon el periodo de almacenamiento, a pesar del creciente
uso de soluciones aditivas, filtros para la leucorreducciény de todas las medidas preventivas
tomadas durante el almacenamiento, siempre la produccién de cierta cantidad de hemalisis

es inevitable (14, 37, 48, 59, 74, 75). En ausencia de estandares que definan hemdlisis
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excesivaen los componentes sanguineos y con la ausencia de pruebas fiables y convenientes
para la deteccion y cuantificacion de hemdlisis, en la mayoria de los bancos de sangre
incluido en nuestro centro se ha utilizado comunmente la inspeccion visual de los segmentos
de latubuladura de la unidad sanguinea como método facil y rapido para detectar la presencia
de hemdlisis en los concentrados de hematies y por ende, determinar la idoneidad de una
unidad sanguinea antes de salir del banco de sangre y también antes de la transfusion, no
obstante, también se dan casos en que ni siquiera se hace esta evaluacion. La hemoglobina
libre se puede observar en el fluido en suspension cuando los hematies se sedimentan porque
tiene un color intenso y sirve como marcador innegable de la falla en la membrana del
hematie (4, 14, 24, 30, 43). Diversos estudios han descubierto que el método visual es
sesgado, inexacto, engafoso, subjetivo incluso con el uso de un comparador visual y carece
de una estandarizacion adecuada que dificultala comparacion entre laboratorios y da como
resultado una sobreestimacion de la hemdlisis en unidades de concentrados de hematies (13,
15). Ya que, la coloracién rojiza del plasma donde se encuentran suspendidos los
concentrados de hematies ocurre con niveles de hemoglobina libre tan bajos como 0.025
g/dL equivalente aproximadamente al 0.09% de hemolisis. Lo que conllevariaa que muchas
de estas unidades sean juzgadas por tener hemolisis excesivay sean descartadas, si es que
no se ha evaluado objetivamente el porcentaje de hemdlisis por un método cuantitativo,
debido, a que actualmente no hay un umbral especifico para el nivel de hemdlisis evaluado
por inspeccion visual de los hemocomponentes de la sangre antes de su liberacién para
transfusion. Un estudio realizado por Janatpour y col. ha dado a conocer que una inspeccion
visual subjetiva hubiera causado el descarte de aproximadamente el 50% de las unidades
recolectadas en CPDA-1 y el 10% de las unidades almacenadas en ADSOL (AS-1). Todas
las unidades que muestran evidencia de hemolisis en el examen visual en nuestro estudio
tienen niveles de hemoglobina libre dentro del umbral de hemolisis de 0.8%, las unidades
con hemdlisis excesiva se descartarian si no evaludramos objetivamente el porcentaje de

hemdalisis.

El grado de hemolisis se puede estimar mediante diversas técnicas, donde se incluyen
ensayos espectrofotométricos, método fotométrico, técnica de microplacas, entre otras (13,
15, 80). Los métodos cuantitativos como el método espectrofotométrico TMB
(tetrametilbencidina), han sido los tradicionales "Estandar de oro" para la medicién de
hemoglobina libre (14, 15, 59). Sin embargo, estos pueden llegar a ser engorrosos,

complejos, costosos, requieren de equipo no disponible de forma rutinaria en un banco de
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sangre, tienen problemas de estandarizacion, no son adecuados para manejar un gran nimero
de muestras, y en ocasiones requieren el uso de productos quimicos cancerigenos (15). En
la actualidad, estdn disponibles métodos con mayor precision, buena linealidad,
reproducibilidad y faciles de usar para cuantificar la hemolisis en los componentes
sanguineos para transfusion, que proporcionan estandares objetivos de hemdlisis para la
realizacién del control de calidad y para validacion de nuevos procesos. Cardigany col.
realizaron un estudio donde compararon el método espectrofotométrico (TMB) y los
métodos fotométricos (HemoCue), demostrando que ambos métodos dieron resultados
comparables, aunque la media de hemoglobina libre por el método HemoCue fue 0.13 g/dL
superioral de TMB 0.11g/dL (15, 65). Por lo mencionado anteriormente, en nuestro estudio
optamos por utilizar unaalternativa quimicay cuantitativa que es la modificacion del método
de lametahemoglobinaazida, el método fotométrico mediante el Sistema HemoCue plasma/
Low Hb para evaluar el nivel de hemoglobina libre en concentrados de hematies
almacenados, siendo el promedio de hemoglobina libre encontrado en nuestro estudio 0.14
g/dL, semejante al de otros estudios (15), este método utilizado en nuestra investigacion nos
proporciona la ventaja de ser simple, rapido, portatil y reproducible, por ende, se pretende

incorporar de manera favorable en el banco de sangre de la clinica Delgado.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

El porcentaje de hemolisis producido en las unidades de concentrados de hematies durante
su almacenamiento en el banco de sangre de la Clinica Delgado en el periodo de agosto a
septiembre del 2019 fue en promedio 0.35% en el dia 35 de almacenamiento. El pico de
aumento del porcentaje de hemdlisis se present6 desde los 21 a 35 dias, siendo el valor

méaximo determinado 0.76%,

La concentracidon de hemoglobina libre determinada mediante fotometria en las unidades de
concentrados de hematies durante su almacenamiento en el banco de sangre de la Clinica
Delgado en el periodo de agosto a septiembre del 2019 fue en promedio 0.14 g/dL hasta por
35 dias de almacenamiento. El pico de aumento de hemoglobina libre se presenté desde los

21 a 35 dias, siendo el valor maximo determinado 0.43g/dL.

El porcentaje de hemdlisis de los concentrados de hematies almacenados en el banco de
sangre de la Clinica Delgado en el periodo de agosto a septiembre del 2019 aumenté de
manera progresiva, mostrando una correlacion positiva con los dias de almacenamiento, sin

pasar el limite permisible de 0.8% segun el requerimiento de la EDQM.
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5.2. Recomendaciones

Determinar el porcentaje de hemdélisis con una técnica adecuada que permita obtener valores

acertados para evaluar la calidad de la unidad de concentrados de hematies.

Incorporar para la deteccién de hemoglobina libre en los concentrados de hematies de
manera rutinaria un método alternativo, sencillo, objetivo como el HemoCue plasma Low
que presentadiversas ventajas entre ellas, la simplicidad de uso, la rapidez, precision, buena
linealidad y reproducibilidad, de manera que se evitan descartes innecesarios de unidades
valiosas de concentrados de hematies.

Supervisar y evaluar el cumplimiento de los protocolos implementados en el Banco de
Sangre adoptando mejores medidas que permitan comprender las lesiones de deposito que
es la base para mejorar la calidad del componente sanguineo que se esta entregando al
paciente.
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Anexo 1

Matriz de consistencia

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLE METODOLOGIA POBLACION TECNICAS E
GENERAL GENERAL GENERAL INDEPENDIENTE Y MUESTRA | INSTRUMENTOS
¢Cudl serd el porcentaje de | Determinar el porcentaje | A mayor tiempo de | Tiempo de almacenamiento | e Método e Poblacion e Técnica
hemolisis producido en los | de hemdlisis producido en | almacenamiento los | de los concentrados de Deductivo La poblacion de Fotometria medida con el
goncetntradols de hgmgles gnldr?des tqe cc:jncenttrados concenttrados de hetm_atlgs hematies. estudio  fueron Sistema HemoCue
urante su almacenamientoen | de hematies durante su | presentaran porcentaje de _ _ _ todas las plasma/ Low Hb para
el banco de sangre de la | almacenamiento en el | hemolisis mayoral 0.8%. | Dimensiones: ¢ Enfoque unidades determinar hemoalobina
Clinica Delgado periodo | banco de sangre de la Numero de dias (2, 7, 21, 28 Cuantitativo obtenidas en el libre g
agosto-septiembre 2019? Clinica Delgado, periodo y 35). banco de sangre '
agosto-septiembre 2019. « Tipo de la Clinica Medicion de la
- Delgado hemoglobina total
PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLE Aplicada ’ empleando ol
ESPECIFICOS ESPECIFICOS ESPECIFICAS DEPENDIENTE Muest hemoglobinémetro
« Determinar la | * Es posible determinar | Porcentaje de hemdlisis | e Nivel o alcance ¢ iuestra HemoCue HB 301.
e:Se podrda determinar | concentracion de | adecuadamente la Descriptivo La muestra o
adecuadamente la| g i i concentracion de | Dimensiones: pavoy estuvo Medicion del
I°! emoglobina libre C . - prospectivo P d h . ilizand
concentracion de | mediante fotometria en | nemoglobina libre | Normal: 0-0.8% contormada por ematocrito  utilizando
hemoglobina libre mediante concentrados de mediante fotometria en | Fuerade rango: >0.8 a més. 400 unidades de una Ce”‘“fuga para
fotometria en concentrados |  omaties  almacenados concentrados de e Disefio Eoncei[r,]trados de microhematocritos.
de hematies almacenados en hematies almacenados ; ematies
en el banco de sangre de VARIABLES Observacional, obtenidas en el Todas estas mediciones
el banco de sangre de la la_ Clinica Delgado en el banco de sangre de longitudinal S -
Clinica Delgado, periodo periodo  agosto ! la Clinica Delgado, INTERVINIENTES 9 ' banco de sangre permitieron determ|r,1a_r ?'
agosto -septiembre 2019? septiembre 2019 periodo  agosto - [ Concentracion de de la Clinica porcentaje de hemolisis
e ;Cuadl sera la relacion que | Identificar la rélacic’m sep_tiembre 2019. _ hemoglobina libre, (lj)elgado,tdel d01I emfleaQ[QO una férmula
existe entre el porcentaje de que existe entre el o Existe una correlgcm’)n hemoglobina total, 2819agacis 20 ;e matematica
hemolisis con los dias de | 5o vontaie de hemelisis | S0 el porcentaje de | hematocrito, unidades septiembre  del
almacenamiento, en los . hemolisis con los dias | filtradas,  tiempo de P e Instrumento
. con los dias de : ! 2019.
concentrados de hematies . de almacenamiento, en | extraccion, volumen total de Ficha d leccién d
almacenamiento, en los - : ICha de recoleccion de
almacenadosen el banco de los concentrados de | sangre  obtenida, dias d laborad |
. concentrados de h ‘ | d : atos elaborada por los
sangre de la Clinica hemati | q ematies almacenados | transcurridos desde la investigadores
Delgado, periodo agosto - ematies aimacenados en el banco de sangre de | extraccion. '

septiembre 2019?

en el banco de sangre de

la Clinica Delgado,
periodo agosto-
septiembre 2019.

la Clinica Delgado,
periodo agosto-
septiembre 2019.

Fuente: Elaborado por los investigadores
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Anexo 2
Instrumento de Investigacion: Ficha de recoleccion de datos

TITULO: “PORCENTAJE DE HEMOLISIS EN CONCENTRADOS DE HEMATIES DURANTE SU ALMACENAMIENTO EN EL BANCO
DE SANGRE DE LA CLINICA DELGADO PERIODO AGOSTO - SEPTIEMBRE 2019~

Parte 2
Parte 1 Dias de almacenamiento
Dia 2 Dia 7 Dia 21 Dia 28 Dia 35
Fecha d Fecha ¢t N° d Grupo Tiempo de Hto Hb libre isi Hto Hb libre isi Hto Hb libre isi Hto Hb libre ) Hto Hb Hb libre isi
i?);resoe sglida donacieén sanguineo extraccion (%) Hb (gidL) (g/dL) He;‘;/g; " (%) Hb (g/dL) (g/dL) He[g/‘:; - (%) Hb (g/dL) (g/dL) HEE:/:; o (%) Hb (g/dL) (g/dL) Hemolisis (06) (%) (g/dL) (gldL) e;‘;/f; N

Fuente: Instrumento elaborado por los investigadores
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Anexo 3

Formato de seleccion del postulante

Clinica

akia | Delgado

Ocupadon: Edad:

Estado Civil: S°'D Caso

Formato de seleccion

del postulante

== nOr O
Viuo Di O Cono

Lugar deNacmiento:
Lugar d/eﬁrmedenda: Centro deTrabajo:
Teléfono casa: Celular: Conreo:
Viajes Permanenda: Fecha de retormo del vigje:
II. EXAMENFISICO: ' s
Peso: Kg Talla: m PA: mmHg Pulso: pul/min
Saturaddn: % | Hb: Hio: e Grupo y Rh:
Inspecdon de accesos venosos:
Observaciones:
En caso se determine que el postulante hasta este punto no califica para continuar el Proceso, se da por finalizado este.
Firmando el postulante en sefial de aceptacion
Postulante (pre-extracddn):
Firma:
Entrevistador:
Firma: Huella Digital
1il. PROTOCOLO DE SELECCION AL DONANTE DE SANGRE
1. &Ha leido y entendico el material informativo que le entregamos? s(C) ™

2. {Tiene mds de 18 afios?

3. ¢Pesa mas de 50 Kilos?

4. ¢Ha donado sangre en los Gitimos dos (2) meses?

S. éDonde?

7. ¢Esta tomando o tomé alglin medicamento en los Gitimos dias?

8. éCudles?: »

9. éEsta actualmente en la lista de espera para una dita con el médica?
10. éPor qué?

12. {Se encuentra ahora bien de salud?

EN LAS PROXIMAS 24 HORAS:
13. éVa a realizar actividad laboral, deportivas u otras actividades riesgosas?

EN LAS ULTIMAS DOS (2) SEMANAS:

14. ¢Ha tenido fiebre o dolor de cabeza o evidendia de enfermedad?

EN EL GLTIMO MES:

15. éRedbid dguna vaana? ¢Cudl?

EN LOS ULTIMOS DOCE (12) MESES:

16. ¢Se colocd Ud. tatuajes, “piercing”, aretes en aladn lugar del cuerpo u contacto accidental con sangre?

s()
SEO
SiO
si(0)
s()
s()
s()
si()
<0
s

g

g
100000 O O 0000

No
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Clinica Formato de seleccion

acnda Delgodo - del postulante

EN ALGUNA OCASION DURANTE SU VIDA:

18. éPadeae de alguna enfermedad 0 molestia que requiere control? . Si D No O
Mendone la enfermedad o molestia:

SI ESUD. MUJER

Fecha de RMa regh: «.o.domofoven EEst gestando actuaimente? sO »(0
19, dEsta Ud, actuaimente dando de octar? si O No D
20. Fecha ‘de ultimo parto: % NO de gestaciones:

IV. CON ASESORIA DEL ENTREVISTADOR

21. éCree que podria ser o tiene dudas respecto a que podria ser portador de VIH, Hepatitis By C? Si D No

22. ¢Alguna vez en su vida uso drogas ilicitas endovenosas u otras? Si D No

23, éTiene 0 ha tenido conducta sexual de riesgo en el ditimo afio? Si O No

24, ¢Se ha hecho alguna prueba de descarte de VIH? si() o

25. éHa mantenido relaciones intimas con personas diagnosticadas de hepatitis B, C, VIH?

1@
z
)

26. ¢Ha padedido de alguna enfermedad de transmisién sexual?
Siflis si D NoD Chanao Si O
Gonorrea si O NcD Otras Si D

V. PRE - CALIFICACION

z
&

z
5

.
0 00000000

APTO D NO APTO TEMPORAL D NO APTO PERMANENTE

Motivo: . MOtIVO: wsusavmmusinnaais

Tiempo: . (Dias) (Meses) (Afos)
Fecha en que puede retomar: Je ofi -

En caso se determine que el postulante hasta este punto no califica para continuar el Proceso, se da por finalizado este.
Firmando el postulante en sefial de aceptacion

Postulante:
Firma:
Entrevistador: ;
Firma y Sello: Huella Digital
Hora deinicios — sommssssessons
Flebotomia: D Hora de finalizacion: .........eeeeuen.

Validado por (Firma y Sello) . o
Brazo derecho: D Brazo izquierdo: D Ambos: D Pun. dificil: D

BOISE s Nro. tubtladuras i Peso unidad: ...eesessssienens
Toleranda :
Técnico actuante: Firma: Fecha:

V1. OBSERVACIONES MEDICAS

VIl. PROCEDIMIENTO DE AUTOEXCLUSION

Estimado/a donante: Usted ya cumplié con.su generosa y desinteresada misién a través de esta
entrevista, que también es informativa, si ha identificado motivos que puedan convertir su donacién
en un peligro para el paciente, puede invalidar su donacidn en cualquier momento, llamandonos al
3777000 anexo 6036. Muchas gracias.

¢Cree que podemos utilizar su sangre sin ningln riesgo? Si D NOO

Fuente: Banco de sangre de la Clinica Delgado.
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Anexo 4

SISTEMA HemoCue® Plasma/Low Hb.

Aplicaciones

El sistema HemoCue Plasma/Low Hb se utiliza para la
determinacion cuantitativa de bajas concentraciones de
hemoglobina en muestras de plasma y suero, soluciones
acuosas, sobrenadante de las suspensiones de hematies
utilizando un fotémetro el HemoCue Plasma/Low Hb, y unas
microcubetas especialmente disefiadas destinadas Unicamente
para el diagnostico in vitro.

Fundamento del

método

La reaccion en la microcubeta es una modificacion de la
reaccion del azida metahemoglobina. En esta cavidad, la
membranade los hematies es desintegrada por el desoxicolato
de sodio, liberando a la hemoglobina. El nitrito de sodio
convierte el hierro de la hemoglobina del estado ferroso al
estado férrico para formar metahemoglobina, la cual se
combina con el azida de sodio para formar el azida
metahemoglobina. Luego la microcubeta es leida en un
hemoglobinémetro a una absorbanciade 570 nm y 880nm.

Fundamento del
Procedimiento

4

__

El sistema consta de un fotometro y de microcubetas. La
microcubeta sirve como pipeta 'y como cubeta de mediciony
es de un solo uso. La cavidad se llena con la muestra de sangre,
de aproximadamente 20 uL, por accion capilar. EI fotometro
mide a dos longitudes de onda para compensar posibles efectos
de turbiedad, calcula y muestra el nivel de hemoglobina, la
absorcion a 570 nm se utiliza para la determinacién de la
concentracion de hemoglobinay la absorcion de 880nm es util
para compensar cierto grado de turbidez.

La microcubeta esta fabricada con plastico de poliestireno.

Reactivos de la microcubeta:

e Desoxicolatode sodio <3000 ng/g.
e Azida sodica <1500 pg/g.

e Nitrito de sodio <1650 pg/g.

Ingredientes no reactivos <700 pg/g.
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Almacenamiento
manipulacion

y

La temperatura de funcionamiento del sistemaes entre 15 y 30
°C. EIl sistema no debe funcionar cuando la humedad sin
condensaciones < 5 % o > 90 %.

Las microcubetas deben conservarse a una temperatura de
entre 15y 30 °C. No las refrigere. Utilice las microcubetas
antes de la fecha de caducidad impresa en cada envase. Una
vez se hayaroto el sello del vial, las microcubetas son estables
durante tres meses. ElI fotometro se puede almacenar y
transportar a temperaturas entre 0 y 50 °C. La humedad sin
condensaciones < 5 % o > 90 %.

Obtencién
preparacion
muestras

y
de

Pueden utilizarse muestras de plasma/suero y soluciones
acuosas que contengan hemoglobina, como el irrigador de
intervenciones quirargicas. Mezcle bien la muestra antes de
usarla. Puede utilizarse el sobrenadante de las suspensiones de
hematies. Separar con cuidado el sobrenadante de las
suspensiones de hematies.

Control de calidad

El dia de la utilizacion se recomienda realizar dos niveles de
control o seguir las directrices locales referentes a los
procedimientos de control de calidad. Utilice solo los controles
recomendados por HemoCue, consulte el prospecto pertinente
para mas informacion.

Intervalo
medicién

de

El sistemaes lineal entre 0,3 y 30,0 g/L (0,03-3,00 g/dL, 30-
3.000 mg/dL, 0,02-1,90 mmol/L). Debe tenerse precaucion al
evaluar las lecturas de los instrumentos entre 0 y 0,3 g/L
(0-0,03 g/dL, 0-30 mg/dL, 0-0,02 mmol/L).

Resultados

El valor de hemoglobina medido se lee directamente en el
fotometro HemoCue Plasma/Low Hb. No es necesario hacer
calculos.

Fuente: Manual HemoCue Plasma/Low Hb
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Anexo 5

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HEMOLISIS

Para obtener el porcentaje de hemolisis necesitamos de tres valores. Estos son:
e Hematocritototal (%)

e Hemoglobina total (g/ dL)

e Hemoglobina libre (g/ dL)

La unidad de sangre total obtenida a partir de un donante
apto, es centrifugada y fraccionada en sus diferentes
Obtencién de muestra hemocomponentes, el concentrado de hematies obtenido
es leucorreducido y almacenado en una conservadora a
4°C (+/- 2°) por 35 dias.

Fotometro HemoCue Plasma/Low Hb.

Microcubetas HemoCue Plasma/Low Hb.
Hemoglobindmetro modelo HemoCue 301.
Centrifuga para hematocritos modelo
HAEMATOKRIT 200.

Reactivo control Eurotrol Plasma /Low Hb.

e Centrifugapara tubos.

e Tijeraestéril.

Materiales

Manejo del equipo Plasma /Low Hb para medicion de la hemoglobina libre

1. Conectar el adaptador a un punto de corriente.

Coloque el interruptor en posicion “ON”.

3. En la pantallaaparecera todos los simbolos, y tras unos 10 segundos se mostraran
las letras “LHB”.

4. Extraigael soporte de la cubeta hasta la posicion de carga y tras unos 15 segundos,
aparecera en la pantalla la indicacion “READY” junto con tres lineas
intermitentes. EI fotometro esta listo para la medicion.

5. Llene lamicrocubetaenun unico proceso continuo, limpie lamuestra sobrante del
exterior de la microcubeta con un pafio absorbente.

6. Coloque la microcubetaen el soporte de la cubeta y empiece la medicion.

7. Durante la medicion aparecerda “MEASURING” y 3 lineas fijas. Tras
aproximadamente 15-60 segundos, se mostrara el valor de lahemoglobinaeng/dL,
anote sus resultados.

no

CONTROL DE CALIDAD

Eurotrol Plasma/Low Hb Control es un control de hematologia validado para el uso
profesional en la verificacion de la precision y exactitud del sistema HemoCue
Plasma/Low Hb, el cual proporciona tres niveles fisiologicamente relevantes con una
concentracion de hemoglobina conocida, destinado para la verificacion periddica de
la precision y exactitud del sistema HemoCue Plasma/Low Hb.
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Procedimiento

N

Dejar el vial 15 minutos a temperaturaambiente 15-30 °C (59-86 °C).

Agitar el vial del 8 a 10 veces con suavidad.

No llenar la cubeta directamente del vial. Poner una gota del material de control
en una superficie hidrofdbica, por ejemplo, una pieza de pléastico. Llenar la
cubeta siguiendo las instrucciones del fabricante. Colocar la cubetaen el
analizador en 1 minuto despues del llenado.

Limpiar el material sobrante del vial y del tapon con un tejido limpio. Cerrar con
el tapdn bien apretado.

Valor referencial

e Plasma/Low Hb Control Level 1:0.05-0.11g/dL
e Plasma/Low Hb Control Level 2 : 0.46 —0.56 g/ dL
e Plasma/Low Hb Control Level 3: 1.8— 2.2 g/dL

PROCEDIMIENTO PARA OBTENER EL PORCENTAJE DE HEMOLISIS

oA~

Antes del procedimiento se recomienda realizar el control de calidad al sistema
HemoCue Plasma/Low Hb para la obtencién de la Hemoglobina libre.
Seleccionar la unidad de concentrado de hematies a procesar y homogenizar la
tubuladura de la unidad sanguinea tres veces dando movimientos giratorios de la
bolsa sanguinea a manera de unificar la homogenizacion.

Obtener y sellar tres fragmentos de la tubuladura. La primera de aproximadamente
2 cm se desechara y las otras dos siguientes de aproximadamente 6 cm de largo
seran utilizadas para la medicion.

Almacenar el hemocomponentea 4°C (+/- 2°)

El primer fragmento de 6 cm se empleara para medir el hematocrito con la ayuda
de un capilary se centrifugarda 10 000 RPM por 5 minutos, de la mismamuestra
se cargara a una microcubeta y se medird la hemoglobina total en el
hemoglobinémetro HemoCue 301.

El segundo fragmento de 6 cm cercano a la bolsa se centrifugaa 2000 RPM por
10 minutos (2000 RPM entre 5 a 20 minutos).

Después de centrifugar retirar el fragmento con cuidado y cortar en un extremo,
realizar una ligera presion y cargar la muestra por capilaridad con la microcubeta
Plasma/ Low Hb y colocar en el equipo HemoCue Plasma/ Low Hb para la
medicion de la hemoglobinalibre.

Una vez obtenido estos 3 valores llevarlo a la formulay obtener el porcentaje de
hemdlisis.
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FORMULA PARA EL CALCULO DEL PORCENTAJE DE HEMOLISIS

% Hemodlisis = (100 — Hematocrito) Xx Hemoglobina libre

Hemoglobina Total

Fuente: Sowemimo-Coker SO.

VALOR REFERENCIAL

e SEGUN EL CONSEJO EUROPEO (EDQM): <0.8%
e SEGUN LA FDA (EE. UU): <1.0%

La Direccidon Europea de Calidad de Medicamentos y Atencién Sanitaria del Consejo de
Europa (EDQ) establece como requerimiento segin el estandar de calidad, que los
concentrados de hematies deben tener un porcentaje de hem@lisis <0.8% en la muestra control,
mientras que para la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados
Unidos (EE UU) es <1.0%

CONSIDERACIONES: Los resultados de hematocrito total y hemoglobina total
pueden ser medidos mediante un equipo automatizado en el
area de laboratorio (opcional).

Fuente: Elaborado por los investigadores/Manual HemoCue Plasma/Low Hb
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Anexo 6
Validez del instrumento:
Certificado de calibracion

SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD
NTPISO/IEC 17025:2017

Laboratorio de Calibracion

|
CERTIFICADO DE CALIBRACION

TC -10817 - 2019

PROFORMA 1 3T15A Fecha de emision  : 2019-11-15 Pagina : 1de2
SOLICITANTE : MEDIC SER S.A.C
Direccion - Avenida Angamos Oeste Cuadra 4 - Lima - Miraflores
INSTRUMENTO DE MEDICION : CENTRIFUGA TEST & CONTROL SAC. es un
Marca : HETTICH Laboratorio de Calibracion y Certificacion
Modelo - HAEMATOKRIT 200
N° de serie - 0D02998-03 de equipos de medicion basado a la Norma
Walor nominal © 13000 rpm Técnica Peruana ISO/IEC 17025,
Resolucion : 1rpm
Identificacion o IC-CD462 TEST & CONTROL SAC. brinda los
Procedencia : Nolndica servicios de calibracién de instrumentos de
Ubicacion © BANCO DE SANGRE - LABORATORIO L, . .

DE INMUNOHEMATOLOGIA medicion con los mas altos estandares de
Facha de Calibracién - 2019-11-15 calidad, garantizando la safisfaccion de

nuestros clientes.

LUGAR DE CALIBRACION
Instalaciones de MEDIC SER S.A.C Este certificado de calibracion documenta

la trazabilidad a los patrones nacionales o

PROCEDIMIENTO DE CALIBRACION ) . .
intemacionales, de acuerdo con el Sistema

La calibracion se efectud por comparacion directa, con un patron de
revolucion calibrado por el DM-INACAL. Intemacional de Unidades (SI).

Con el fin de aseqgurar la calidad de sus

CONDICIONES AMBIENTALES mediciones se le recomienda al usuario
MACNITUD TNICIAL ETNAL recalibrar sus instrumentos a intervalos
TEMPERATURA (*C) 209 20,8 apropiados de acuerdo al uso.
HUMEDAD RELATIVA (%HR) 576 499

Los resultados en el presente documento
no deben ser utiizades como una
certificacion de conformidad con normas de
producto o como certificado del sistema de
calidad de la entidad que lo produce.
TEST & CONTROL S.A.C. no se responsabiliza de los perjuicios que puedan ocumir después de la calibracién debido
a la mala manipulacion de este instrumento, ni de una incorrecta interpretacion de los resultados de calibracion
declarados en el presente documento.
El presents documento carece de valor sin firma y sello.

Lic. Nicolas Ramos Paucar
Gerente Técnico.
CFP: 0316

Jr. Condesa de Lemos N° 117 - San Miguel - Lima / Teléfono: 262-9536 / E-mail: informes@testcontrol.com.pe
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SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD
NTPISO/IEC 17025:2017

Laboratorio de Calibracion

CERTIFICADO N* : TC-10817-2019
Pagina : 2de2

PATRON DE REFERENCIA

Trazabilidad Patron utilizado Certificado de calibracion
Generador de Formas de Onda Tacometro
DM - INACAL Exactidud 0,01% Lectura LTF-C-085-2013

RESULTADOS DE CALIBRACION

Indicacion del . .
e Valor Patron Error Incertidumbre
{rpm) {rpm) {rpm) {rpm)
10000 100108 -10,8 0,6
(*) Promedio de 10 repeticiones.

Indicacién del patrén = Indicacion del instrumento - error

OBSERVACIONES |
Con fines de identificacion se coloco una etiqueta autoadhesiva con el numero de certificado.

INCERTIDUMBRE

La incertidumbre de medicion reportada se denomina Incerfidumbre Expandida de medida (U) se ha obtenido
multiplicacion la incertidumbre Estandar Combinada (u) por el Factor de Cobertura (k = 2) que, para una distribucién
normal, corresponde a una probabilidad de cobertura de aproximadamente el 95%.

FIN DEL DOCUMENTO

Jr. Condesa de Lemos N° 117 - San Miguel - Lima / Teléfono: 262-9536 / E-mail: informes@testcontrol.com.pe

6A. Certificado de calibracion centrifuga Hettich

Fuente: Elaborado por Laboratorio de calibracidn Test y Control
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Control de calidad Sistema HemoCue

aucnha )

Clinica

Delgado
QC HEMOCUE HB 301- 2019

I FECHA: Ds 01/11/19 2130/12/19 I

LOTE DE REACTIVO LEVEL | I 83377 LOTE DE REACTIVO LEVEL It 83378 LOTE DE REACTIVO LEVEL Iil 83379
LEVEL | 6.40-8.00 g/dL LEVEL Il 11.9-14.3 g/dL LEVEL Il 15.6-18.6 g/dL
FECHA | LEveL) | ACEPTABLE | | .yc | | ACEPTABLE LE“\IlEL ACEPTABLE | o oqcavaciones
SI/INO SI/NO SIINC
01/11/2019 | 7.4 S 13.3 S 17.5 Sl e
04/11/2019 | 7.6 Sl 13.3 Sl 17.2 Sl —
06/11/2019 | 7.4 S| 13.4 Sl 17.1 Sl e
11/11/2019 | 7.3 s 13.5 Sl 16.9 S| e
15/11/2019 | 7.3 S| 13.3 sl 17.1 Sl e
18/11/2019 | 7.3 S| 13.3 Sl 17.4 S | e
20/11/2019 | 7.3 S 13.4 Sl 17.2 S N
04/12/2019 | 7.3 Sl 13.3 Sl 17:1 S —
06/12/2019 | 7.4 S 13.3 S 17.2 8 | @ e
12/12/2019 | 7.4 s 13.2 S 17.4 S s
13/12/2019 | 7.1 S 13.2 S 18.2 sl S
18/12/2019 | 7.3 S 13.1 Sl 17.0 Sl s
20/12/2019 | 7.3 Sl 13.5 S 174 Sl zeereree
23/12/2019 | 7.2 S| 13.1 sl 17.2 S msinnan
25/12/2019 | 7.3 s 13.3 S 17.0 SI pe—
30/12/2019 | 7.4 S| 13.2 s 17.2 s R

T.M: FIRMA Y SELLO

MEDICO: FIRfA Y SELLO

85




' Clinica
akLna | Delgado
HEMOCUE HB 301- 2020

[ FECHA: 0el 01/01/20 al15/01/20_]

LOTE DE REACTIVO LEVEL | ] 83377 LOTE DE REACTIVO LEVEL Il l 83378 LOTE DE REACTIVO LEVEL Iil 83379
LEVEL | 6.40-8.00 g/dL LEVEL Il 11.9-14.3 g/dL LEVEL Ill 15.6-18.6 g/dL
FECHA LEVEL | | ACEPTABLE | | cye, | | ACEPTABLE | LEVEL | ACEPTABLE OBSERVACIONES
SINO SIINO i SINO

01/01/2020 7.3 Sl 13.2 SI 17.0 Sl | e
03/01/2020 7.5 Sl 13.1 Si 17.5 U e
06/01/2020 7.3 Sl 13.3 Si 17:3 Sl memeeee
08/01/2020 7.5 SI 13.8 Sl 17.4 Sl | e
10/01/2020 7.2 Sl 13.3 S 17.0 St | e
13/01/2020 7.3 SI 13.2 SI 17.2 St | e
15/01/2020 7.2 SI 13.3 Sl 17.3 Sl | e

( '\:zs“\u ! .

o

MEDICO: FIRMA Y SELLO

{

T.M: FIRMA Y SELLO

6B. Control de calidad HemoCue 301

Fuente: Banco de Sangre de la Clinica Delgado
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Clinica

auwna | Delgado
QC HEMOCUE PLASMA LOW
LOTE DE REACTIVO LEVEL | 90780 LOTE DE REACTIVO LEVEL Il 84881 LOTE DE REACTIVO LEVEL Il 84982
LEVEL | 0.05-0.11 g/dL LEVEL Il 0.46-0.56 g/dL LEVEL Il 1.8- 2.2 g/dL
FECHA LEVEL | | ACEPTABLE | | cve | | ACEPTABLE | LEVEL | ACEPTABLE OBSERVACIONES
SIINO SIINO i SIINO
12/11/2019 | 0.08 S 0.51 S 1.99 S S
13/11/2019 | 0.08 Sl 0.51 S| 2.00 S e
14/11/2019 | 0.06 Sl 0.50 Sl 2.00 Sl —rereee
15/11/2019 | 0.06 Sl 0.50 S| 1.98 S| i
20/11/2019 | 0.06 Sl 0.48 SI 1.98 S koo ey
22/11/2019 | 0.06 Sl 0.48 S| 1.98 SI s
25/11/2019 | 0.08 Sl 0.48 Sl 1.98 Sl e
27/11/2019 | 0.08 Sl 0.50 S 1.99 Sl —
29/11/2019 | 0.08 Sl 0.50 Sl 1.99 S g
04/12/2019 | 0.09 Sl 0.52 Sl 1.98 Sl | e
06/12/2019 | 0.06 Sl 0.51 Sl 1.99 S et
09/12/2019 | 0.06 Sl 0.51 Sl 1.99 Sl | e
11/12/2019 | 0.06 Sl 0.50 Sl 1.99 Sl ——
13/12/2019 | 0.09 Sl 0.50 Sl 1.98 Sl ——
16/12/2019 | 0.08 s 0.50 Sl 1.99 Sl B
18/12/2019 | 0.08 Sl 0.50 Sl 1.90 Sl e
20/12/2019 | 0.07 S 0.52 Sl 1.98 S rommmn
23/12/2019 | 0.08 sl 0.51 s 1.99 - —
25/12/2019 | 0.08 Sl 0.50 Sl 2.00 L
27/12/2019 | 0.08 S 0.50 sl 2.00 sl S
29/12/2019 | 0.08 sl 0.51 sl 1.99 Sl wemennen

Dl

MARIA ELENA AROCUTIPA CCOPA

JESSICA JANE YATACO PPMA

O
CMP: 41753 DMI: 80571543

MEDICO: FIRMA Y SELLO
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Clinica

auna | Delgado

QC HEMOCUE PLASMA LOW

LOTE DE REACTIVO LEVEL | 90780 LOTE DE REACTIVO LEVEL Il ] 84881 LOTE DE REACTIVO LEVEL Ill ] 84982
LEVEL | 0.05-0.11 g/dL LEVEL Il 0.46-0.56 g/dL LEVEL Il 1.8-22g/dL |
FECHA LEVEL | ACEPTABLE LEVEL Il ACEPTABLE | LEVEL | ACEPTABLE OBSERVACIONES
SIINO SIINO n SINO

01/01/2020 | 0.08 S| 0.51 s 1.98 s e
03/01/2020 | 0.08 S| 0.51 SI 1.97 ) R —
06/01/2020 | 0.07 SI 0.52 Sl 2.00 ST
08/01/2020 | 0.06 Sl 0.52 Sl 2.00 Sl S—
10/01/2020 | 0.06 S 0.48 si 1.99 sl —
13/01/2020 | 0.09 Si 0.48 Sl 1.98 G (R —
15/01/2020 | 0.08 Sl 0.48 S| 2.00 SIE | s
17/01/2020 | 0.08 SI 0.50 Sl 1.99 (- [
20/01/2020 | 0.08 SI 0.50 Si 2.00 S| e

éf/uu wfifcf

MARIA ELENA AROCUTIPA CCOPA

e

7

JESSICA JANE YATACO POMA

6C. Control de calidad HemoCue Plasma Low

Fuente: Elaborado por los investigadores




Anexo 7

Confiabilidad del instrumento:

Caracteristicas de rendimiento especifico del HemoCue Hb 301

Precision Precision total
intraensayo
Nivel de N x/dL Sl/) L Ccv S[/)dL cv
C o, L)
control g 9 % 9 % Estudio N Min Max Linea de Coeficiente
1 400 7 3 0 059 0 82 0 066 0 91 g/dL g/dL regresion de correlacion (r)
1 700 16 23,0 Y=0,984 0,998
2 400 132 0,106 0,80 0,122 0,92 +0,113 '
3 400 172 0,135 0,78 0,152 0,88
7A. Precision intra-ensayoy precisién total 7B. Exactitud
Caracteristicas de rendimiento especifico del HemoCue Plasma/Low Hb
Hemoglobina en 0,9 % de NaCl.
H lobi 0,9 % de NaCl.
Solucién Media 5D v Nimero bt
{g/L) {g/L) L™ Solucidn Media sD v Nimero
: (a/L) (g/L) %
Inferior 1,59 0,06 3.6 20
Inferior 1,43 0,06 43 20
Media 16.30 0.14 0.8 20 Media 14,80 017 12 20
Superior 25,30 0,16 0,6 20 Superior 24,80 0,25 10 20
Hemoglobina en plasma heparinizado. Hemaoglobina en plasma heparinizado.
Solucion Media SD v Mimero Solucién Media 5D cv Nimero
(g/L) (a/L) o (a/L) (g/L) %
Inferior 1,95 0,08 472 20 Inferior 1,78 0,09 5,0 20
Media 15,30 on 0.7 20 Media 14,80 0,21 14 20
Superior 75,50 0,22 09 0 Superior 24,50 0,25 1,0 20
7C. Precision intra-ensayo. 7D. Precision inter-ensayo.
Referencia HemoCue
Grupo | N | Media | Min. Max. SD Media | Min. Max. SD
(o/L) | (@/b) | (o/b) | (@/L) | (@/L) | (9/b) | (a/L) | (g/L)
1 42 | 4,04 0,94 15,18 | 0,047 | 4,05 0,84 | 1564 | 0,059
2 20 1,47 0,65 2,49 | 0,066 1,66 0,70 2,75 | 0,130
3 64 | 2,54 0,40 6,45 | 0122 | 2,65 0,40 6,70 | 0,084
La linea de regresion y el coeficiente de correlacion
Grupo | N | Linea de regresion Coeficiente de Intervalo Fotometros
correlacion
1 42 | 1,039 x ICSH-0,150 0,9997 0,94-15,18 5
2 20 | 1,149 x ICSH-0,024 0,9913 0,65-2,49 1
3 64 | 1,015 x ICSH-0,078 0,9981 0,40-6,45 1

7E. Estudio de correlacioén.

Fuente: Manual HemoCue 301 Hb y Plasma/Low Hb
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Anexo 8

Carta de aprobacion del proyecto de tesis

N\

Universidad
Norbert Wiener

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE TECNOLOGIA MEDICA

Lima, 21 de Octubre 2019

Oficio 033-EAPTM-2019

Sefioritas :

AROCUTIPA CCOPA, MARIA ELENA y
YATACO POMA, JESSICA JANE
Presente.-

De mi mayor consideracion:

Me dirijo a Ustedes para saludarlas y al mismo tiempo comunicarles que su
proyecto de tesis titulado: “ PORCENTAJE DE HEMOLISIS EN CONCENTRADOS DE
HEMATIES DURANTE SU ALMACENAMIENTO EN EL. BANCO DE SANGRE DE LA CLINICA
DELGADO PERIODO AGOSTO - SEPTIEMBRE 2019”7, ha sido aceptada para ser registrada
como tal en la EAP de Tecnologia Médica debido a que segtn el informe del revisor,

reune los requisitos académicos solicitados por la Universidad Norbert Wiener.

Una vez finalizado el informe final de su tesis, el asesor informaré a este despacho, la

culminacion y conformidad del trabajo realizado.

Sin otro particular quedo de Usted.

Atentamente,
2 A . AP
,5'6/11""/’ % 4
mw%# Dr.Juai(CarlBs Benites Azabache
e Director
Universidad A7 de Tecnalogia Medica
Norbert Wiener -
uwiener.edu.pe info@uwieneredupe / 706 5555 - 706 5100 Av. Arequipa 440, Lima

anue 110, Lima
Lince
Maria

Av. Petit Tho
Av. Republica de Chile ¢




Anexo 9

Autorizacion institucional del proyecto de investigacion

Clinica

aLna ‘ Delgado

Lima, 22 de Setiembre del 2020

Sefior(a)
Maria Elena Arocutipa Ccopa
Bachiller en Tecnologia médica

Presente

Estimada

Es grato expresarle mi cordial saludo y a su vez informarle que luego de la revisién y
conformidad por parte de la Direccion Cientifica y Académica y a solicitud de la Direccién
Médica cumplo con brindar la autorizacién Institucional del proyecto de investigacion titulado
“Porcentaje de hemdlisis en concentrados de hematies durante su almacenamiento en el
Banco de Sangre de la Clinica Delgado periodo Agosto-Setiembre 2019”, el cual estard bajo su
responsabilidad como Investigadora Principal por el periodo que dure su desarrollo y contaré
con el nimero de registro EPI-CD-20-011.

Se aclara que debe entregar el informe final correspondiente del proyecto asi como manejar el
archivo de la documentacion obtenida en el Centro de Investigacion.

Sin otro particular quedo de usted.

Atentamente,
. Medic Ser S.A.C.

X/ Aun nica Delgado
0‘%’ Q
s O\
14 Jaime Pranas
&> Gerente General
26
)

@ | Av.Angamos Oeste cdra. 4, Miraflores @ | T(511)377-7000 w | CLINICADELGADO.PE
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Anexo 10
Informe del asesor de turnitin

PORCENTAJE DE HEMOLISIS EN CONCENTRADOS DE
HEMATIES DURANTE SU ALMACENAMIENTO EN EL BANCO DE
SANGRE DE LA CLINICA DELGADO, PERIODO AGOSTO -

SEPTIEMBRE 2019

IMFORME DE ORIGINALIDAD

2 3 Ous

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE INTERMET  PUELICACIOMES

2%

TRAEBAJOS DEL
ESTUDIAMNTE

FUENTES PRIMARIAS

n www.revhematologia.sld.cu

Fuente de Internet

2%

Submitted to Universidad Wiener

(K

Trabajo del estudiante
Excluir citas Activo Excluir coincidencias =< 1%
Excluir bibliografia Activo

92



Anexo 11

Imagenes de Tesis

Figura 1. Clinica Delgado, lugar y servicio donde se realizé el estudio de investigacion.

g:“

&

A POSITIVO

s —

Figura 2. Banco de sangre de la Clinica Delgado, area de colecta, fraccionamiento y
almacenamiento de los concentrados de hematies.
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Determinaciéon del porcentaje de hemdlisis de los concentrados de hematies

Plasma / Low Hb

gy

Figura 3. Medicion de hemoglobina libre mediante fotometria utilizando el Sistema
HemoCue plasma/ Low Hb.
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Figura5. Medicién de hemoglobina total mediante el hemoglobindmetro HemoCue HB 301.
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