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SUMMARY

Liquid preservation is the rnost cornrnon rnethod of erythrocytes
blood bank storage. Deleterious changes are produced during
storage, which decrease the viability and function into receptor
and conduce to side effects.We carried out a revision about the
biochernical changes and its rnechanisrns.
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RESUMEN

La formamás habitualde almacenamientode eritrocitoses en fase
líquida.Durante el almacenamientoseproducencambiosdeletéreos
quedisminuyenlaviabilidady funcionalidadenelreceptory conlle-
van a efectoscolaterales.Se revisaronlos mecanismosque gene-
ran los cambiosbioquímicosde los eritrocitos.

Palabras Claves : Eritrocitos, almacenamiento, banco de sangre.

INTRODUCCIÓN

Se realizó una búsqueda computadorizada de artículos sin
límite de idioma ni fecha de publicación en las bases de da-
tos PubMedQuery, PubMedCentral e Infotrieve de
MEDLINE, además en las bases de datos en CD Medical-
Journals y Medical-Library, con límites de fechas 1994 a
1999 y 1986 a 1999 respectivamente. Las palabras clave
fueron: "red blood cells", "preservation", "aging", "blood
bank", "transfusion", excluyendo las palabras "leukocyte" y
"platelets". Se obtuvieron 388 resultados. El proceso de se-
lección de los artículos fue según la pertinencia del título de
cada registro para resolver el objetivo general de la revisión.
Luego de los artículos seleccionados, se procedió a obtener

algunas de las referencias citadas en dichos artículos y que
también resultaban pertinentes. Para la evaluación de la vali-
dez se tuvo en cuenta que todos los trabajos experimentales
fueran llevados a cabo en sangre humana y que su metodo-
logía fuera adecuada para alcanzar el objetivo que plantean y
permitiera llegar a las conclusiones propuestas.

La forma más común de almacenamiento de sangre es la
preservación en fase líquida, que supone unas condiciones
estándar como: temperatura de almacenamiento de 4°C ±2,
recolección en bolsas plásticas de cloruro de polivinilo (PVC)
y solución anticoagulante. En algunos casos también se
emplean soluciones aditivas.

El primero de los anticoagulantes efectivos fue el ácido CÍ-

trico-citrato-dextrosa (ACD), descrito en 1943 (1). Poste-
riormente surgió el citrato-fosfato-dextrosa (CPD), que es
el ACD con el agregado bifosfato de sodio (16). El CPDA-
1 (adenina, dextrosa, fosfato, citrato), el anticoagulante
conservador estándar en este momento, permite almace-
nar los concentrados de glóbulos durante 35 días (2).

Las soluciones aditivas se idearon con el fin de atenuar
los cambios deletéreos que ocurren en los eritrocitos du-
rante el almacenamiento. Las más utilizadas actualmente
son AS-l, AS-3 y AS-5, que permiten el adecuado alma-
cenamiento de los eritrocitos durante 42 días (3). La com-
posición de cada una de estas sustancias se ilustra en la
tabla l. También se han diseñado soluciones para restau-
rar los niveles depletados de ATP y 2,3-DPG de células
que han sido almacenadas por varias semanas. Estas so-
luciones rejuvenecedoras no son ampliamente usadas por
su costo alto (4, 5).
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Tabla 1. Composición de soluciones aditivas (mM).

41.20

154.00 70.00

45.40

150.00

AS-1 (Adsol ®) AS-3 (Nutricell ®)

111.00 55.50

2.00 2.22

23.00

AS-5 (OptisoI ®)

45.40

2.22

Las funciones generales conocidas de la vía de la pentosa
fosfato en el eritrocito son (10), la reducción de NADP a
NADPH, que funciona como coenzima tanto para la reduc-
ción de glutatión oxidado (GSSG) y para la NADPH
metahemoglobina reductasa (diaforasa II); la generación de
glutatión reducido (GSH) que juega un papel fundamental en NA OH

la protección de los grupos sulfidrilo de varias proteínas contra \ j~AUtllfTL:ac:-;ta~to~di:eclsh;¡;id~r~Og;':e~na~sJj----.j

el daño oxidativo y en la detoxificación celular de H202; y la ~ actato

regeneración de fosforribosil pirofosfato (PRPP) usado por NAO
la célula para la síntesis de nucleótidos de adenina y de NAD. ATP: adenosintrifosfato; ADP, ad~nosindifosfato; G6PD, glucosa 6 fosfato

, . , . . deshidrogenasa; G6P, glucosa 6 fosfato; F6P, fructosa 6 fosfato; F l ,6P, fructosa
De otro lado, en la via glicolítica se forman tres sustancias 1,6 fosfato; G3P, gliceraldehído 3 fosfato; 1,3 DPG, 1,3 difosfoglicerato; NAD-
fundamentales (11): ATP, el principal fosfato de alta energía; NADH, nicotinamida adenina dinucleótido, NADP-NADPH, nicotinamida
NADH cofactor de la metahemoglobina reductasa: y 2 3- adenina dinucleótido fosfato; 3PG, 3 fosfoglicerato; 2,3 DPG, 2,3 difosfoglicerato;

, , , 2PG, 2 fosfoglicerato; PEP, fosfoenolpiruvato.
DPG (ciclo Rapoport-Luebering), efector alostérico de la
unión del oxígeno con la hemoglobina.

Dextrosa

Adenina

Fosfato de Sodio mono básico

Manitol

Cloruro de Sodio

Durante el almacenamiento estándar descrito anteriormente
ocurren ciertas modificaciones físicas y bioquímicas. Aun-
que algunos de estos cambios son retardados o acelerados
por las diferentes composiciones del medio de almacena-
miento, no son completamente prevenidos. Es importante
señalar que las alteraciones que ocurren durante el almace-
namiento de los eritrocitos son diferentes a las que ocurren
cuando las células envejecen en la circulación (6, 7).

CAMBIOS BIOQUÍMICOS A NIVEL DEL METABO-
LISMO INTERMEDIARIO

Glicólisis y nivel de ATP

Al no disponer de reservas, los eritrocitos deben tener acce-
so constante a la glucosa para preservar el metabolismo ener-
gético. La glucosa penetra a la membrana eritrocitaria por
difusión simple (8). En circunstancias normales, casi el 90%
de la glucosa que llega a los glóbulos rojos se metaboliza por
la vía glicolítica anaeróbica y el 10% restante por la vía de
las pentosas (Vea figura 1) El pH de la sangre ejerce un efec-
to directamente proporcional sobre el metabolismo de la glu-
cosa. La tensión de oxígeno por el contrario, ejerce un efec-
to inversamente proporcional (9).
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Figura 1. Glucálisis anaerobia del hematíe yformacion deI2,3-DPG en la
zona del shunt del Rapoport-Lüebering.
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De las 11 enzimas de la glicólisis (12), tres de ellas parecen
ser las más relevantes (11): la Fosfofructoquinasa (PFK),
que juega un papel importante en la regulación glicolítica del
eritrocito a través de su respuesta mediada por el pH; la
hexoquinasa (HK), que es la menos activa de las enzimas
(13) y por tanto, es la que más limita la tasa; y finalmente la
piruvatoquinasa (PK), inhibida por el ATP y por tanto vincu-
lada con la velocidad de utilización del ATP en el metabolis-
mo celular.

La energía metabólica derivada de losmecanismos glicolíticos
es utilizada para mantener el equilibrio electrolítico, la inte-
gridad funcional y estructural de la membrana, así como la
prevención de los fenómenos oxidativos a todo nivel.

Es sabido que el eritrocito consume glucosa durante el al-
macenamiento. El ácido láctico y el ácido pirúvico, que son
productos de la glicólisis se acumulan, y el pH de las células
almacenadas gradualmente disminuye. Como la glicólisis
disminuye, el nivel de ATP de los eritrocitos cae, alterando
pues los diferentes mecanismos que controlan el equilibrio
electrolítico de la célula, así como la integridad de la mem-
brana y produciendo un aumento en la susceptibilidad al
deterioro oxidativo. Sin embargo, la actividad de muchas
enzimas es bien mantenida durante el almacenamiento pro-
longado (14); la excepción incluye la fosfofructoquinasa,
difosfogliceromutasa, gliceraldehído tres-fosfato
deshidrogenasa y triosafosfato isomerasa (6, 15-17).

Sodio y potasio

Los eritrocitos pierden potasio (K+) Y ganan sodio (Na-)
durante las dos o tres primeras semanas de almacenamiento
(6). Esta pérdida no está relacionada con el nivel de ATP
intracelular sino con la inhibición reversible de la Na+/K+
ATPasa por efecto de la baja temperatura de almacenamien-
to (18). Por consiguiente, con el almacenamiento se produ-
ce a nivel extracelular, un aumento del K+ y un decremento
en el Na-.

Calcio

La senectud de los eritrocitos se adjudica en parte a modifi-
caciones en el balance del calcio que conducen a un incre-
mento intracelular del mismo. Se postula además, que una
de las principales consecuencias de la depleción del ATP es
la menor actividad de la ATPasa de Ca++lMg++ vinculada
con la membrana y con la respectiva acumulación de calcio
(13). La elevación del calcio intracelular se acompaña de
pérdida de potasio, deshidratación, incremento de la densi-
dad y de la viscosidad, y restricción de la deformabilidad
(19). Al parecer, la transglutaminasa eritrocitaria es la enzi-
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ma encargada de catalizar la formación de agregados
polipeptídicos de membrana relacionados con la pérdida de
deformabilidad mediada por Ca++. Dichos agregados están
constituidos por espectrina asociada a otras proteínas de
membrana (20).

Difosfoglicerato (2,3-DPG)

El 2,3-DPG fue descrito por primera vez en porcinos, bovi-
nos y humanos en 1925 (21). Sin embargo el efecto de los
ésteres de fosfato sobre la curva de disociación de oxígeno
de la hemoglobina y el papel fundamental del 2,3-DPG en el
transporte de oxígeno no fue establecido sino hasta 1967
(22). Previamente se había establecido (23) que la sangre
almacenada en ACD desplazaba su curva de disociación a la
izquierda, y que la pérdida de 2,3-DPG se producía rápida-
mente durante las dos primeras semanas de almacenamien-
to (24).

La concentración de 2,3-DPG en el eritrocito está regulada
por una enzima que a niveles de pH por encima de 7.2 actúa
como mutasa, moviendo el fosfato de la posición 1 del 1,3-
DPG a la posición 2. De otro lado, a niveles de pH por deba-
jo de 7.2la enzima funciona como fosfatasa, removiendo el
fosfato del 2,3-DPG y formando 3-PG. Por lo tanto, los
niveles eritrocitarios de 2,3-DPG aumentan cuando el pH se
incrementa (25) y disminuyen cuando la temperatura se
incrementa (26).

Durante el almacenamiento, la pérdida de 2,3-DPG y su efec-
to sobre el receptor es aún debatido (26-28). La concentra-
ción de 2,3-DPG predice el valor de la P50 tanto de los
eritrocitos frescos como almacenados (29).

Oxidación de la hemoglobina

El papel del eritrocito como transportador de oxígeno lo
expone al riesgo de lesión oxidativa. La oxihemoglobina en
solución se autoxida y transforma en metahemoglobina. La
tasa de oxidación aumenta por ascenso de la temperatura,
descenso del pH, presencia de fosfato inorgánico, iones metá-
licos, fármacos o toxinas y oxigenación parcial de la hemoglo-
bina (13). Los productos finales del proceso oxidativo son los
hemicromos y la globina sin hem, que se precipitan. En los
eritrocitos intactos los precipitados constituyen inclusiones
cocoides denominadas cuerpos de Heinz, que representan la
fase final en la degradación oxidativa de la hemoglobina (30), y
que se adhieren a la membrana eritrocitaria a través de puentes
disulfuro (31), aunque se ha sugerido que la unión se realiza
posiblemente a través de uniones hidrofóbicas (32). Estos pro-
cesosde oxidación sonmás notorios en losglóbulos rojosHbAA
de alta densidad y en los HbSS (33-35).

149



PEÑUELA O, URBINA A, PALOMINO LF.

Es de esperar por tanto, que durante el almacenamiento haya
un incremento en la concentración de metahemoglobina, en
virtud de la disminución de la actividad de la metahemoglobina
reductasa 1 y Il, causado por disminución en las vías
metabólicas eritrocitarias, a pesar del mantenimiento de los
niveles de GSH, lo que refleja una relación directamente pro-
porcional entre la susceptibilidad de los eritrocitos a la le-
sión oxidativa y el tiempo del almacenamiento.

CAMBIOS BIOQUÍMICOS A NNEL DE LA MEMBRANA
CELULAR

Oxidación de lipidos

Durante el almacenamiento la membrana, rica en ácidos
grasos polinsaturados, se oxida alterando sus propiedades
físicas y químicas (36). La oxidación de los componentes
de la membrana ocurre por un mecanismo de cadena de
radicales libres, por el cual un sola reacción oxidativa puede
inducir la oxidación de muchas otras moléculas amplifican-
do el daño oxidativo (37). El proceso puede ser iniciado por
la propia hemoglobina (38), ya que cuando la oxihemoglobina
(Fe-i-t-)se autoxida a metahemoglobina (Fe +++), se libera
superóxido (39, 40).

El malonildialdehído es un compuesto derivado de la
peroxidación de los lípidos, y es usado como un indicador
de su ocurrencia. Durante el almacenamiento ocurre una
acumulación progresiva de malonildialdehído (41), la cual
puede ser prevenida parcialmente por la adición de quelantes
de hierro a la sangre en el momento de la recolección (42) o
por la suplementación de los donantes con vitamina C, vita-
mina E, B-caroteno y selenio durante diez días antes de la
recolección de la sangre (36).

La distribución de los fosfolípidos en la membrana
eritrocitaria es asimétrica: la esfingomielinay la fosfatidilcolina
se encuentran predominantemente en la parte externa de la
bicapa,mientras que la fosfatidilserinay la fosfatidiletanolamina
(fosfolípidos polares) se encuentran en la parte interna de la
bicapa (43), ya que pueden activar la cascada de la coagulación
(44).

El malonildialdehído causa disminución de la espectrina (45) y
con ello (46) el movimiento de los fosfolípidos polares hacia la
parte externa de la bicapa (47), iniciando la cascada de la coa-
gulación y aumentando la adherencia de los eritrocitos al
endotelio (48). La exposición de fosfatidilserina también per-
mite la unión de macrófagos; sin embargo, la fagocitosis de los
eritrocitos requiere de la participación de otros receptores de
membrana (49). El malonildialdehído también produce reduc-
ción de la flexibilidad de la membrana eritrocitaria con la con-
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siguiente disminución de la deformabilidad, así como pérdi-
da de potasio y deshidratación celular. La pérdida de la
deformabilidad se correlaciona con la reducción de la
sobrevida in vivo (50).

La vitamina E protege la membrana del daño oxidativo por
radicales libres porque bloquea la cadena de propagación
(37). Debido a su estructura lipofílica se acumula en las
membranas celulares donde reacciona muy fácilmente con
el oxígeno molecular y los radicales libres (51). La vitamina
E es un constituyente de la membrana celular eritrocitaria y
su deficiencia produce un incremento de la hemólisis por
peróxidos (52). Es capaz de inhibir la alteración de la asime-
tría de los lípidos de la membrana, por detención de la
peroxidación de los ácidos grasos y de la formación de
malonildialdehído (46). Durante el almacenamiento, la dis-
minución en la concentración de vitamina E se relaciona
con el incremento del malonildialdehído (53).

Oxidación de proteínas

La membrana eritrocitaria está conformada principalmente
por un esqueleto de espectrina-actina, conectado a espacios
regulares con las proteínas integrales de la membrana, ban-
da tres y glicoforina C, por medio de las proteínas de unión,
anquirina y banda 4.1.

Como se ha mencionado, durante el almacenamiento la he-
moglobina se desnaturaliza formando hemicromos y se oxi-
da formando metahemoglobina. Estos compuestos a su vez
oxidan los grupos sulfihidrilo de la espectrina, produciendo
una disminución en la formación de complejos espectrina-
actina-banda 4.1 (54). El resultado del anterior proceso es la
desestabilización del citoesqueleto y de su unión a la mem-
brana plasmática que conlleva a la formación de equinocitos y
la disminución de la deformabilidad (55,56). Se ha establecido
que la formación de complejos entre la hemoglobina y la
espectrina también ocurre in vivo asociada a deshidratación
celular en eritrocitos senescentes (57), así como en eritrocitos
con Btalasemia y con enfermedad de células falciformes (58).

Los hemicromos oxidan la banda tres formando cuerpos de
Heinz y favorecen la unión de inmunoglobulina G anti-banda
tres (59), lo cual facilita la remoción de los eritrocitos de la
circulación por el sistema mononuclear fagocítico. Por tanto,
los anticuerpos anti-banda tres y el complemento median jun-
tos la fagocitosis de los eritrocitos expuestos a estrés oxidativo
(60).

Glicosilación de proteínas

El almacenamiento de sangre en estado líquido bajo condi-
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ciones convencionales de banco de sangre resulta en un
nivel significativamente elevado de componentes
glicosilados. Se observa un incremento de la glicosilación
no enzimática de las proteínas de membrana, del plasma y
de la hemoglobina. Sin embargo, no se ha establecido aún
la significancia de este proceso (61).

Cambios en los carbohidratos

El almacenamiento de sangre está relacionado con una re-
ducción del contenido de ácido siálico de los eritrocitos y
subsecuentemente un cambio en su carga de superficie (62).
La disminución en la carga negativa de la superficie hace
que se reduzca la repulsión por las proteínas plasmáticas,
especialmente fibrinógeno u otras moléculas agregantes y
hace posible que los eritrocitos interactúen fuertemente en-
tre sí y formen agregados (63, 64). El tamaño de los agre-
gados aumenta progresivamente durante el almacenamiento y
que al ser transfundidos causan daño microcirculatorio (65).

Otro cambio que ocurre en los carbohidratos de la mem-
brana, es la expresión gradual de residuos galactosil, la cual
permite la unión de anticuerpos irregulares (66). Esto su-
giere que tal vez existen antígenos crípticos que se en-
cuentran enmascarados en las células frescas, pero que
pueden ser reconocidos por anticuerpos irregulares luego
del almacenamiento de los eritrocitos.

Acumulación de fósforo en la membrana

Durante el almacenamiento, la disminución del pH conlleva
a un aumento de la concentración de fosfato en la mem-
brana plasmática. De la misma forma, declina el transporte
de fósforo inorgánico a través de la membrana (67). Los
dos fenómenos contribuyen a la fosforilación de la
espectrina que se relaciona con una estabilidad de mem-
brana reducida (68).

Fisiológicamente el contenido de ATP eritrocitario preser-
va la deformabilidad de la membrana a través de un sistema
de fosfatasa-fosfoproteínquinasa (69, 70) que regula la
cantidad de espectrina en estado fosforilado y así mantiene
a la membrana deformable y en su forma bicóncava.

PÉRDIDA DE LA REGULACIÓN METABÓLICA

La banda tres es una proteína integral de la membrana
eritrocitaria, cuyo dominio citoplasmático posee una alta
afinidad con las enzimas glicolíticas lactato deshidrogenasa,
aldolasa, gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa y
fosfofructoquinasa, así como para la desoxihemoglobina (71).
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La hemoglobina oxigenada induce la unión del dominio
citopasmático de la banda tres a estas enzimas, causando su
inhibición y la consiguiente reducción del flujo de glucosa a
través de la glicólisis. Como consecuencia, más glucosa es
metabolizada por la vía de las pentosas fosfato, asegurando
así niveles adecuados de NADPH necesarios para proteger al
eritrocitodel estrésoxidativoproducidopor la liberacióndel oxíge-
no.De otraparte,aunabaja saturaciónde oxígeno,el desplazamien-
to de lasenzimasglicolíticasdesdela bandatres,incrementael flujo
de la glucosaa travésde la vía glicolítica(72).

Cuando la sangre es almacenada, ocurre la pérdida progresi-
va de la proteína de banda tres, y con ella el eritrocito pierde
la capacidad para su propia regulación metabólica (72). El
efecto es la formación de agregados de dímeros y polímeros
de banda tres, (eliminados tanto por vesiculación como por
degradación por proteasas) y la paulatina distorsión de la ar-
quitectura de la membrana celular.

Los fenómenos oxidativos también contribuyen a la pérdida
de banda tres a través de la formación de los hemicromos
(59), así como por la fosforilación excesiva de los residuos
tirosina del segmento N-terminal de las proteínas (73). De
hecho, se ha informado que la unión de las enzimas glicolíticas
a la banda tres disminuye por la fosforilación (74, 75). Así,
al perder los mecanismos de regulación metabólica, los
eritrocitos almacenados consumen menos glucosa a través
de la vía de las pentosas fosfato y están menos protegidos
contra el daño oxidativo.

Aunque cada vez se conoce más acerca de las diferentes
rutas metabólicas del eritrocito y los mecanismos de produc-
ción de las diferentes alteraciones bioquímicas, no se ha lo-
grado establecer un medio de almacenamiento totalmente capaz
de evitarlas y de asegurar la preservación adecuada de san-
gre en condiciones de banco de sangre.
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