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Resumen del proyecto

La transfusión de glóbulos rojos y de otros hemoderivados son una herramienta de extremo valor para la práctica clínica.

Sin embargo, las reacciones adversas a la transfusión de hemo componentes son una complicación relativamente

frecuente. La presencia de leucocitos y de los mediadores solubles generados por estas células en la bolsa de transfusión

ha sido señalada como responsable de cambios estructurales y metabólicos en los glóbulos rojos durante el

almacenamiento. El empleo de técnicas de leucoreducción en la Unión Europea y en parte de los Estados Unidos ha

disminuido la incidencia de estas reacciones desfavorables. En nuestro país, de los 160.000 volúmenes de concentrados de

glóbulos rojos trasfundidos al año, sólo un 15% se leucorreducen. Además, este proceso se realiza sobre preparados

almacenados por un tiempo variable, lo que lleva a la acumulación de mediadores inflamatorios y la aparición de un

fenotipo senescente en los eritrocitos. Este proyecto se origina a partir de la colaboración entre la Cátedra de Medicina

Transfusional del Hospital de Clínicas, Facultad de Medicina e investigadores del Instituto de Química Biológica de la

Facultad de Ciencias, con el fin de colaborar en la instauración de políticas sanitarias tendientes a mejorar la provisión de

esta importante herramienta terapéutica. De los resultados obtenidos en el proyecto podemos concluir: 1. Que la

leucorreducción es una herramienta efectiva para prevenir la acumulación de mediadores proinflamatorios en el

preparado, 2. Que la remoción de leucocitos enlentece el desarrollo del fenotipo envejecido en los glóbulos rojos

almacenados. 3. Que la presencia de lactato deshidrogenasa en el sobrenadante de los preparados es un índice sensible

para evaluar el estado de los preparados para transfusión. 4. La financiación obtenida permitió además el dictado de dos

cursos en el área, la realización de un simposio internacional y la formación de recursos humanos.
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Introducción

La transfusión sanguínea es una herramienta terapéutica imprescindible. En nuestro país se emplean ~160.000 volúmenes

de concentrados de glóbulos rojos (GR) al año. La provisión de hemocomponentes depende de donantes voluntarios y de la

preservación de estos productos. Los medios de preservación actuales aseguran la conservación de los GR por 42 días

[1,2]. Pero, los glóbulos rojos (GR) almacenados aún por corto tiempo sufren cambios estructurales y bioquímicos que

tienen repercusiones clínicas. Estos cambios conducen a la pérdida paulatina de funciones relevantes y a la ganancia de

funciones perjudiciales, lo que conduce al fenotipo de envejecimiento [3]. En el caso particular de los GR almacenados para

transfusión, el envejecimiento involucra modificaciones tanto a nivel de las moléculas citosólicas como de membrana,

denominadas colectivamente “lesiones por almacenamiento”. Al menos en parte, estas lesiones son promovidas por

oxidantes producidos por los propios GR [4,5] y por los leucocitos presentes en el preparado. La acumulación progresiva

de GR senescentes en la bolsa de transfusión se debe a la falta de contacto con el sistema de remoción con el que entra en

contacto en la circulación, que prolonga en el interior de la bolsa la sobrevida de una célula programada para durar 120

días [2]. 

Resultados previos de nuestro grupo demostraron una disminución importante y progresiva en la capacidad de

metabolizar peróxido de hidrógeno agregado al medio extracelular por parte de los GR almacenados para transfusión [6].

Esto no se debería a cambios inducidos por el almacenamiento en la maquinaria antioxidante que presentan los GR [7],

como lo indica la simulación realizada en base a los resultados reportados en [6]. Alteraciones a nivel de la permeabilidad

de la membrana del GR podrían entonces explicar las diferencias encontradas en el consumo de H2O2. Conociendo que en

otros tipos celulares el transporte de H2O2 depende de acuaporinas [8–10] y conociendo la existencia de alteraciones

también a nivel del componente lipídico de la membrana [11,12], se puede hipotetizar que cambios moleculares tanto en

proteínas y lípidos de la membrana inducidos por el almacenamiento serían los responsables de los cambios en el

transporte de solutos. 

En este sentido, estudios de proteómica de la fracción de membrana de GR evidenciaron cambios proteicos a partir del día

14 de almacenamiento, incluyendo la fragmentación de proteínas estructurales y acumulación de proteínas citosólicas que

se asocian fundamentalmente a la banda 3 [13]. Esta acumulación proteica precede y se asocia con la formación de

vesículas de membrana y la liberación de micro vesículas (MV), una de las características del envejecimiento eritrocítico

[14]. Se ha demostrado que al igual que sucede con la banda 3, el número de moléculas de acuaporina 1 (AQP1) presentes
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en la membrana disminuye con el almacenamiento [15]. Las AQP son una familia de proteínas de membrana

especializadas en el transporte de agua (AQP ortodoxas) y de otros solutos pequeños no cargados. La AQP1 representa la

isoforma mayoritaria en el GR (58.000 copias/célula) [16] y es la encargada del intercambio rápido de agua [17]. Si bien el

H2O2 podía utilizar acuaporinas para atravesar membranas celulares, la AQP1 humana no permitiría su permeación [10].

Por su parte, la AQP3 (una acuagliceroporina) menos representada en la membrana del GR (1.700 copias/cel) se ha

relacionado con el transporte y la señalización mediada por H2O2 en otros tipos celulares [9], aunque no se conoce su rol

en el GR. En un intento por identificar a la AQP involucrada en el transporte de H2O2 en GR se empleó una serie de

inhibidores específicos de estos transportadores, sin lograr identificar de forma convincente a la molécula responsable,

por lo que continuamos ahondando en esta investigación [18], como describiremos en las secciones siguientes.

Además de afectar el transporte del solvente y solutos, los cambios a nivel de la membrana plasmática de los GR y las MV

liberadas podrían actuar como “patrones moleculares asociados a daño” (DAMP) induciendo una respuesta de tipo

inflamatorio tanto en el receptor como en los leucocitos presentes en la bolsa de transfusión. En este sentido, una

estrategia relevante para mejorar la conservación de los GR para transfusión es la remoción de los leucocitos [19]. Este

procedimiento disminuye la formación y las propiedades proinflamatorias de las MV, así como la injuria pulmonar post

transfusión (TRALI) [20]. En nuestro país, la leucorreducción (L) se realiza sólo al 15% de los volúmenes perfundidos y

luego de un período variable después de la fecha de extracción. Esta LR tardía no aporta los beneficios clínicos del

procedimiento realizado tempranamente, que incluyen una disminución en la frecuencia y severidad de las reacciones

adversas como el TRALI, la reacción febril no hemolítica transfusional (RFNHT), una reducción del riesgo de

aloinmunización HLA, menor mortalidad y disfunción orgánica [21,22]. El TRALI es una complicación potencialmente letal

de la transfusión de productos sanguíneos alogénicos. Las estimaciones de la incidencia de TRALI varían notablemente

entre 0,08 y 15 % por paciente transfundido y 0,0002-1,12 % por producto transfundido [23,24]. TRALI tiene una tasa de

mortalidad estimada entre 5-25% [24], pero puede ser mayor entre pacientes críticos y quirúrgicos, con una tasa de 47%

reportada en pacientes de cuidados intensivos [24]. La patogénesis de TRALI se ha atribuido a la transferencia pasiva de

anticuerpos del donante [25] y el manejo clínico de TRALI es de apoyo y, en consecuencia, los esfuerzos para reducir

TRALI se han centrado en estrategias preventivas [26]. La frecuencia de RFNHT generadas por transfusiones de GR sin

leucorreducción (N) es de 0,5 a 6,8 % de todas las unidades transfundidas [27,28]. Los pacientes con antecedentes de

RFNHT tienen un riesgo de 15 % de recurrencia de este tipo de reacción [29]. La mayoría de los RFNHT son autolimitados y

no se consideran potencialmente mortales [27], pero generan más tiempo de internación y costos asistenciales. Las

citoquinas generadas por los leucocitos presentes en las bolsas N se consideran responsables de la reacción [4], y su

eliminación antes del almacenamiento evita el riesgo de RFNHT [30,31]. 

A pesar de las evidencias a favor de la leucorreducción existen dudas en la colectividad académica uruguaya sobre la

necesidad de universalización de este procedimiento, por lo cual nos propusimos analizar el efecto de la LR sobre la

estructura y funcionalidad de la membrana plasmática y sobre el metabolismo de los de los GR almacenados para

transfusión, así como la capacidad del preparado para activar una respuesta inflamatoria celular, de modo de aportar

datos tendientes a la toma de decisiones sustentadas en información científica sólida. 

En este sentido, se obtuvieron en el marco del presente proyecto evidencias que nos permiten afirmar:

1. Que la leucorreducción disminuye la generación de inmunoglobulinas y citoquinas en los preparados de GR para

transfusión, disminuyendo las chances de generar complicaciones inmunológicas (RFNHT y TRALI), en los pacientes

transfundidos. Reporte al MSP y artículo científico en preparación.

2. Que la presencia de LDH en el sobrenadante de las bolsas de transfusión es un indicador robusto y económico de la

calidad del preparado. Reporte enviado al Servicio de Hemoterapia del Hospital de Clínicas para la implementación de la

técnica de control.

3. Que el coeficiente de permeabilidad para el H2O2 a través de la membrana del GR humano, que no había sido reportado

previamente, tiene un valor de 1.6 × 10-3 cm s-1 a 37º C. Resultado publicado en [18].

4. Que la permeabilización del H2O2 a través de la membrana del GR humano, a diferencia de otras células y GR de otros

organismos [8–10], es independiente de acuaporinas. Resultados publicados en [18].

5. Además de la publicación de dos artículos originales en el área del proyecto [18,35], una revisión [36], dos capítulos de

libro [37,38], y varios reportes a reuniones científicas internacionales [39–42]. Estamos completando los resultados para

(al menos) un tercer artículo original además de una revisión para ACS-Omega por invitación.
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Por otro lado, el presente proyecto ha servido de base para la formación de recursos humanos de grado y posgrado, dos

culminados y siete en marcha. 

1. La Mag. Ana Clara López culminó la maestría en Ciencias Biológica (PEDECIBA-UdelaR) en 2020, con beca del SNB-ANII.

Ingresó al doctorado en abril 2022, obtuvo una beca de la CAP-UdelaR. Dirección Matías Möller y Leonor Thomson.

2. La Lic. Florencia Orrico defendió el pasaje a doctorado 2019, con beca de posgrado de la CAP-UdelaR. Realizó dos

pasantías en el Laboratorio del Prof. Mariano Ostuni en Université Paris Diderot en Francia, en 2020 y 2022. Dirección

Leonor Thomson y Matías Möller.

3. La doctora Cecilia Acosta y culminó la especialidad en Medicina Transfusional y continúa sus estudios de maestría

(PROINBIO). Dirección Leonor Thomson e Ismael Rodríguez.

4. La Dra. Daniela Saliwonkzyc culminó la especialidad en Medicina Transfusional y continúa sus estudios de maestría

(PROINBIO). Dirección Leonor Thomson e Ismael Rodríguez.

5. El Técnico en Hemoterapia Nicolas Silva, G2 de la Tecnicatura en Hemoterapia de la EUTM, es estudiante de posgrado

(PEDECIBA-UdelaR) con beca del SNB-ANII. Realizó una pasantía de investigación en el laboratorio del Prof. Pablo

Schwarzbaum en la UBA, Argentina. Dirección Matías Möller y Leonor Thomson. 

6. El Técnico en Hemoterapia Eric Alarcón, G1 de la Tecnicatura en Hemoterapia de la EUTM, se inscribió al programa de

posgrado PROINBIO en 2022. Dirección Gabriela Rivas y Matías Möller.

7. El Br. Marcel Donzé, se encuentra desarrollando su tesina de graduación de la Licenciatura en Bioquímica. Dirección

Matías Möller Florencia Orrico.

Gracias a las colaboraciones implementadas durante el desarrollo del proyecto, al grupo inicial constituido por los

investigadores Leonor Thomson (G4), Matías Möller (G3) y Ana Denicola (G5), Instituto de Química Biológica de la Facultad

de Ciencias de la Universidad de la República e Ismael Rodríguez (G5, director), Departamento de Medicina Transfusional

del Hospital de Clínicas, se han sumado investigadores especializados en diferentes áreas de la investigación biomédica y

la hemoterapia, lo que ha llevado a la conformación de un Núcleo Interdisciplinario Centrado en Eritrocitos (NICE), entre

ellos:

• Gabriela Rivas, directora de la Tecnicatura en Hemoterapia de la Escuela Universitaria de Tecnología Médica de la

Facultad de Medicina y Profesora Agregada (G4) del Departamento de Medicina Transfusional del Hospital de Clínicas,

Universidad de la República.

• Guillermo Moyna, Profesor Titular (G5) del Departamento de Química del Litoral en el Centro Universitario Litoral Norte

Sede Paysandú, Universidad de la República.

• Julio da Luz, Profesor Agregado (G4) del Departamento de Ciencias Biológicas en el Centro Universitario Litoral Norte

Sede Salto, Universidad de la República.

• Lía Randall, Asistente (G2) PDU de Moléculas Bioactivas en el Centro Universitario Litoral Norte Sede Paysandú,

Universidad de la República.

• Fernanda Sánchez, Profesora Adjunta (G3) del Laboratorio Clínico del Hospital de Clínicas de la Facultad de Medicina,

Universidad de la República.

• Carlos Agostini, Asistente (G2) del Laboratorio Clínico del Hospital de Clínicas de la Facultad de Medicina.

• Gerardo Ferrer-Sueta, Profesor Adjunto (G3) del Laboratorio de Fisicoquímica Biológica, Facultad de Ciencias,

Universidad de la República.

• Sebastián Villar, Ayudante (G1) del Laboratorio de Fisicoquímica Biológica, Facultad de Ciencias.

• Homero Rubbo, Profesor Titular (G5) del Departamento de Bioquímica, CEINBIO, Facultad de Medicina.

• Mauricio Mastrogiovanni, Asistente (G2) del Departamento de Bioquímica, CEINBIO, Facultad de Medicina, Universidad de

la República.

• Pablo Schwarzbaum, Investigador del CONICET y Profesor Titular de la Cátedra de Fisicoquímica Biológica la

Universidad de Buenos Aires, Argentina.

• María Florencia Leal Denis, Investigadora del Instituto de Química y Fisicoquímica Biológicas (CONICET), Facultad de

Farmacia y Bioquímica, Universidad de Buenos Aires.

• Mariano Ostuni, Profesor Titular Laboratoire d'Excellence GR-Ex, Université Paris Cité, Francia.

• Angelo D’Alessandro, Director of the Metabolomics Core of the University of Colorado School of Medicine and the Colorado

Cancer Center, CO, Estados Unidos.

• Rakesh Patel, Professor and Vice Chair for Research, Department of Pathology, and Director of the UAB Center for Free

Radical Biology, AL, Estados Unidos.

• Thelma Pertinhez, Associate Professor, Department of Medicine and Surgery, University of Parma, Italia.

Estos investigadores han colaborado en investigación y participado en las actividades académicas organizadas por el
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NICE, en particular en el curso “Glóbulos rojos del metabolismo oxidativo a la medicina transfusional”, que se dictó en 2019

y 2022, y en el Simposio “Hemotrapy, from basic to bedside” que se llevó a cabo en Montevideo en 2019 y realizaremos en

2023.

Metodología/diseño del estudio

1. Obtención y caracterización hematológica de las muestras.

Los filtros tuvieron una efectividad mayor al 99.7% para la remoción de los leucocitos, ya que el número de estas células

descendió desde 7306 (4323-10290) células/µL en el preparado N a 15 (0-20) células/µL en el preparado L (Fig. 1). Los

leucocitos disminuyeron rápida y significativamente en la bolsa N, llegando a un plateau al día 7 de almacenamiento de

~1271 células/µL. El análisis hematológico no mostró variaciones durante el almacenamiento ni diferencias entre las

muestras L y N en: el número de GR, hematocrito (Ht), volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media

(HCM), concentración de hemoglobina (Hb), concentración de hemoglobina corpuscular media (CHCM) y amplitud de

distribución eritrocitaria (ADE) (Figura 1). 

2. Análisis del potencial proinflamatorio: 

a. La leucorreducción disminuyó la concentración de inmunoglobulinas liberadas hacia el espacio extracelular por los

linfocitos presentes en el preparado (Figura 2). La concentración IgG día 1 fue 509 ± 34 g/L para la muestra N y 251 ± 8 g/L

para L (p<0.0001). La concentración de IgM fue de 15 ± 3 g/L y de 11 ± 0.4 g/L para las muestras N y L (p<0.01),

respectivamente. IgA para la fracción N fue de 147 ± 10 g/L y de 28 ± 0.6 (p<0.0001) para L (Figura 2). Estos valores se

mantuvieron relativamente estables durante el almacenamiento. Esta mayor concentración de inmunoglobulinas en las

muestras N están de acuerdo al mayor potencial proinflamatorio reportado [31].

b. La concentración de IL-1ß aumentó en el sobrenadante de las bolsas durante el almacenamiento. Este aumento fue más

marcado en la muestra N (Fig. 3). Fue demostrado por otros autores que la presencia de esta citoquina proinflamatoria se

relaciona con la probabilidad de desarrollo de reacciones adversas transfusionales[53].

c. La concentración de IL-6 mostró valores por debajo del límite de sensibilidad del kit (1,5 pg/mL) en todas las

condiciones, apoyando reportes previos [53].

d. La capacidad del sobrenadante de las bolsas de transfusión para activar la polarización de monocitos/macrófagos

humanos (THP-1), se analizó estudiando la expresión y migración nuclear del factor nuclear NFkB. En las imágenes de

microscopía de fluorescencia se observó un aumento en la señal de NFkB y de la migración nuclear en las células

tratadas con los sobrenadantes (Figura 4). El índice de colocalización aumentó de 0.52 ± 0.05 en las células no tratadas a

0.60 ± 0.01 y 0.63 ± 0.03 para las células incubadas con el sobrenadante de bolsas almacenadas por 42 días en ausencia

(L) y en presencia (N) de leucocitos, respectivamente. Estos resultados apoyan los datos mostrados más arriba respecto a

una menor actividad proinflamatoria de los preparados leucorreducidos.

3. Análisis de “lesiones por almacenamiento”.

A. Efecto sobre la estructura de la membrana

a. Se puso a punto el análisis de microscopia electrónica de barrido (MEB)[44] de los GR almacenados (Figura 5). En

setiembre de 2020 falleció el Dr. Alejandro Márquez, coordinador del MEB, por lo que se suspendió el análisis morfológico

de los GR.

Los cambios estructurales en la membrana del GR se estudiaron utilizando la fluorescencia del laurdan (Figura 6). En las

imágenes de microscopía confocal observamos un incremento en el desorden de la membrana que pasó de un estado

predominantemente gel a un estado líquido cuando se comparó el almacenamiento de 21 y 32 días. El agregado de H2O2 50

µM sobre GR almacenados por 21 días llevó a un fenotipo similar al de las muestras almacenadas por 32 días, mientras

que el efecto del oxidante fue más deletéreo en las muestras almacenadas por 32 días con la aparición de GR crenados

(Figura 6). Si bien estos son resultados preliminares, la técnica se mostró muy útil para evaluar el efecto del

envejecimiento y de la exposición a oxidantes sobre la membrana del GR. 

d. Análisis del efecto del almacenamiento sobre la banda 3.

Luego de aislar fantasmas de GR almacenados durante 1, 7, 14, 21 y 42 días en las condiciones del banco de sangre, en

muestras L y N, se analizó la de banda 3 por western blot. La proteína apareció como una banda robusta de ~95 kDa y

bandas de menor peso molecular en el día 1 (Figura 7). Estas bandas de menor peso fueron más abundantes y se

incrementaron durante el almacenamiento sólo en las muestras L. En las muestras almacenadas se observó un

incremento en la señal a mayores pesos moleculares, reflejando la formación de agregados macromoleculares

resistentes a la reducción de disulfuros, ya que aparecieron en muestras tratadas con BME (Figura 9). Este patrón de

modificaciones más intenso de la banda 3 en las muestras N estarían señalando un efecto protector de la leucorreducción

también a nivel de la membrana plasmática de los GR. Las proteínas se están analizando por espectrometría de masa en

el IPMon.
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B. Efecto sobre la funcionalidad de la membrana:

a. El efecto del almacenamiento sobre la permeabilidad al agua de la membrana de los GR almacenados en presencia y en

ausencia de leucocitos se analizó evaluando los cambios de dispersión de la luz ante cambios de la osmolaridad del medio.

La constante de permeabilidad al agua (Kp) no mostró variaciones significativas durante el almacenamiento (Figura 8). Sin

embargo, la permeabilidad independiente de acuaporinas, analizada en presencia de HgCl2 0.5 mM aumentó

significativamente en las muestras N. Como la fracción lipídica de la membrana sería la principal vía de permeabilización

del agua ante la inhibición de las acuaporinas estos resultados señalan hacia una mayor desorganización de las

interacciones moleculares de los lípidos de la membrana en las muestras N, una eventualidad que necesitamos

corroborar con estudios de fluidez de membrana como los descriptos más arriba. 

c. Como indicadores de lesión de membrana se determinó la concentración de hemoglobina, LDH, Na+, K+ y Cl- en el

sobrenadante de las bolsas (Figura 10). Se observó un aumento progresivo de la concentración de hemoglobina

extracorpuscular, que al día 42 de almacenamiento fue significativamente mayor en las muestras N. Un resultado similar

se obtuvo para la concentración de LDH en el medio extracelular, que mostró un aumento mayor para la muestra N. Se

observó además una disminución en la concentración de Na+ y Cl- y un aumento en la concentración de K+ en el medio

extracelular, sin diferencias entre las muestras N y L (Figura 10). La presencia de una mayor concentración de

hemoglobina y LDH en el medio extracelular en las muestras N demuestran la efectividad de la leucorreducción en

mejorar las condiciones de conservación de los GR para transfusión. 

C. Permeabilidad de la membrana al H2O2 y efecto del almacenamiento sobre Prx2 

a. Se determinó el coeficiente de permeabilidad para H2O2 en membranas de GR humanos (1.6 × 10-3 cm s-1, 37º C). Esta

permeabilidad no se vio afectada por inhibidores de las acuaporinas 1 y 3. Tampoco se observaron diferencias en la

permeabilidad al H2O2 entre GR normales y deficientes en acuaporinas 1 y 3. En la figura 10 se muestra una parte de los

resultados publicados[18], remitiendo por razones de espacio a la publicación. 

b. Se analizó el efecto del almacenamiento sobre la oxidación de la principal enzima antioxidante de los GR, la

peroxiredoxina 2 (Figura 9). La banda correspondiente a la enzima reducida (monomérica) disminuyó significativamente

durante el almacenamiento, confirmando datos de otros autores sobre la relevancia del estado redox de esta enzima

como indicador de sufrimiento eritrocitario durante el almacenamiento[54]. Observamos además una disminución mayor

del monómero en las muestras N al día 42 de almacenamiento (Figura 11). Estos datos soportan un rol protector de la

leucorreducción también sobre los sistemas antioxidantes enzimáticos del GR.

D. Efecto sobre el metabolismo celular.

a. La concentración de ATP determinada mediante HPLC mostró una disminución progresiva durante el almacenamiento

(Figura 12). Esta disminución no mostró diferencias significativas entre las muestras L y N.

b. La glucosa también disminuyó progresivamente durante el almacenamiento, sin mostrar diferencias significativas entre

las muestras L y N (Figura 9).

c. Por su parte, las concentraciones de NADP+ y NADPH se mantuvieron constantes durante el almacenamiento, sin

cambios significativos en las muestras N y L (Figura 13).

E. Análisis de microvesículas (MV)

a. El número de plaquetas disminuyó linealmente hasta el día 21 y un aumentó posteriormente en los preparados N. En el

caso del preparado L hubo un aumento lineal en de estas partículas con el tiempo de almacenamiento. El volumen

plaquetario medio (VPM) también mostró diferencias significativas entre ambos preparados. Estas diferencias y el

aumento en el número de estructuras medidas como plaquetas en la muestra L apuntan hacia la posibilidad de estar

observando la formación de MV. En efecto el volumen de estas partículas (2.3 ± 0.6 fL) fue menor al límite de sensibilidad

del equipo (Figura 14).

b. Se puso a punto la purificación de la fracción de MV como se muestra en la Figura 15. La concentración de colesterol en

las fracciones MV1 y MV2 fue de 0.15 ± 0.06 mg/mL y 0.06 ± 0.01 mg/mL, respectivamente. Nos encontramos evaluando la

evolución del número de MV en el almacenamiento y su estructura molecular mediante espectrometria de masa en

colaboracion con el Prof. Homero Rubbo y el Dr. Mauricio Mastraggiovani.

Resultados, análisis y discusión

1. Obtención y caracterización hematológica de las muestras.

Los filtros tuvieron una efectividad mayor al 99.7% para la remoción de los leucocitos, ya que el número de estas células

descendió desde 7306 (4323-10290) células/µL en el preparado N a 15 (0-20) células/µL en el preparado L (Fig. 1). Los

leucocitos disminuyeron rápida y significativamente en la bolsa N, llegando a un plateau al día 7 de almacenamiento de

~1271 células/µL. El análisis hematológico no mostró variaciones durante el almacenamiento ni diferencias entre las
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muestras L y N en: el número de GR, hematocrito (Ht), volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media

(HCM), concentración de hemoglobina (Hb), concentración de hemoglobina corpuscular media (CHCM) y amplitud de

distribución eritrocitaria (ADE) (Figura 1). 

2. Análisis del potencial proinflamatorio: 

a. La leucorreducción disminuyó la concentración de inmunoglobulinas liberadas hacia el espacio extracelular por los

linfocitos presentes en el preparado (Figura 2). La concentración IgG día 1 fue 509 ± 34 g/L para la muestra N y 251 ± 8 g/L

para L (p<0.0001). La concentración de IgM fue de 15 ± 3 g/L y de 11 ± 0.4 g/L para las muestras N y L (p<0.01),

respectivamente. IgA para la fracción N fue de 147 ± 10 g/L y de 28 ± 0.6 (p<0.0001) para L (Figura 2). Estos valores se

mantuvieron relativamente estables durante el almacenamiento. Esta mayor concentración de inmunoglobulinas en las

muestras N están de acuerdo al mayor potencial proinflamatorio de las muestras N[4].

b. La concentración de IL-1ß aumentó en el sobrenadante de las bolsas durante el almacenamiento. Este aumento fue más

marcado en la muestra N (Fig. 3). Fue demostrado por otros autores que la presencia de esta citoquina proinflamatoria se

relaciona con la probabilidad de desarrollo de reacciones adversas transfusionales[19].

c. La concentración de IL-6 mostró valores por debajo del límite de sensibilidad del kit (1,5 pg/mL) en todas las

condiciones, apoyando reportes previos [19].

d. La capacidad del sobrenadante de las bolsas de transfusión para activar la polarización de monocitos/macrófagos

humanos (THP-1), se analizó estudiando la expresión y migración nuclear del factor nuclear NFkB. En las imágenes de

microscopía de fluorescencia se observó un aumento en la señal de NFkB y de la migración nuclear en las células

tratadas con los sobrenadantes (Figura 4). El índice de colocalización aumentó de 0.52 ± 0.05 en las células no tratadas a

0.60 ± 0.01 y 0.63 ± 0.03 para las células incubadas con el sobrenadante de bolsas almacenadas por 42 días en ausencia

(L) y en presencia (N) de leucocitos, respectivamente. Estos resultados apoyan los datos mostrados más arriba respecto a

una menor actividad proinflamatoria de los preparados leucorreducidos.

3. Análisis de “lesiones por almacenamiento”.

A. Efecto sobre la estructura de la membrana

a. Se puso a punto el análisis de microscopia electrónica de barrido (MEB) [9] de los GR almacenados (Figura 5). En

setiembre de 2020 falleció el Dr. Alejandro Márquez, coordinador del MEB, por lo que se suspendió el análisis morfológico

de los GR.

Los cambios estructurales en la membrana del GR se estudiaron utilizando la fluorescencia del laurdan (Figura 6). En las

imágenes de microscopía confocal observamos un incremento en el desorden de la membrana que pasó de un estado

predominantemente gel a un estado líquido cuando se comparó el almacenamiento de 21 y 32 días. El agregado de H2O2 50

µM sobre GR almacenados por 21 días llevó a un fenotipo similar al de las muestras almacenadas por 32 días, mientras

que el efecto del oxidante fue más deletéreo en las muestras almacenadas por 32 días con la aparición de GR crenados

(Figura 6). Si bien estos son resultados preliminares, la técnica se mostró muy útil para evaluar el efecto del

envejecimiento y de la exposición a oxidantes sobre la membrana del GR. 

d. Análisis del efecto del almacenamiento sobre la banda 3.

Luego de aislar fantasmas de GR almacenados durante 1, 7, 14, 21 y 42 días en las condiciones del banco de sangre, en

muestras L y N, se analizó la de banda 3 por western blot. La proteína apareció como una banda robusta de ~95 kDa y

bandas de menor peso molecular en el día 1 (Figura 7). Estas bandas de menor peso fueron más abundantes y se

incrementaron durante el almacenamiento sólo en las muestras L. En las muestras almacenadas se observó un

incremento en la señal a mayores pesos moleculares, reflejando la formación de agregados macromoleculares

resistentes a la reducción de disulfuros, ya que aparecieron en muestras tratadas con BME (Figura 9). Este patrón de

modificaciones más intenso de la banda 3 en las muestras N estarían señalando un efecto protector de la leucorreducción

también a nivel de la membrana plasmática de los GR. Las proteínas se están analizando por espectrometría de masa en

el IPMon.

B. Efecto sobre la funcionalidad de la membrana:

a. El efecto del almacenamiento sobre la permeabilidad al agua de la membrana de los GR almacenados en presencia y en

ausencia de leucocitos se analizó evaluando los cambios de dispersión de la luz ante cambios de la osmolaridad del medio.

La constante de permeabilidad al agua (Kp) no mostró variaciones significativas durante el almacenamiento (Figura 8). Sin

embargo, la permeabilidad independiente de acuaporinas, analizada en presencia de HgCl2 0.5 mM aumentó

significativamente en las muestras N. Como la fracción lipídica de la membrana sería la principal vía de permeabilización

del agua ante la inhibición de las acuaporinas estos resultados señalan hacia una mayor desorganización de las

interacciones moleculares de los lípidos de la membrana en las muestras N, una eventualidad que necesitamos

corroborar con estudios de fluidez de membrana como los descriptos más arriba. 

c. Como indicadores de lesión de membrana se determinó la concentración de hemoglobina, LDH, Na+, K+ y Cl- en el
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sobrenadante de las bolsas (Figura 10). Se observó un aumento progresivo de la concentración de hemoglobina

extracorpuscular, que al día 42 de almacenamiento fue significativamente mayor en las muestras N. Un resultado similar

se obtuvo para la concentración de LDH en el medio extracelular, que mostró un aumento mayor para la muestra N. Se

observó además una disminución en la concentración de Na+ y Cl- y un aumento en la concentración de K+ en el medio

extracelular, sin diferencias entre las muestras N y L (Figura 10). La presencia de una mayor concentración de

hemoglobina y LDH en el medio extracelular en las muestras N demuestran la efectividad de la leucorreducción en

mejorar las condiciones de conservación de los GR para transfusión. 

C. Permeabilidad de la membrana al H2O2 y efecto del almacenamiento sobre Prx2 

a. Se determinó el coeficiente de permeabilidad para H2O2 en membranas de GR humanos (1.6 × 10-3 cm s-1, 37º C). Esta

permeabilidad no se vio afectada por inhibidores de las acuaporinas 1 y 3. Tampoco se observaron diferencias en la

permeabilidad al H2O2 entre GR normales y deficientes en acuaporinas 1 y 3. En la figura 10 se muestra una parte de los

resultados publicados[14], remitiendo por razones de espacio a la publicación. 

b. Se analizó el efecto del almacenamiento sobre la oxidación de la principal enzima antioxidante de los GR, la

peroxiredoxina 2 (Figura 9). La banda correspondiente a la enzima reducida (monomérica) disminuyó significativamente

durante el almacenamiento, confirmando datos de otros autores sobre la relevancia del estado redox de esta enzima

como indicador de sufrimiento eritrocitario durante el almacenamiento[20]. Observamos además una disminución mayor

del monómero en las muestras N al día 42 de almacenamiento (Figura 11). Estos datos soportan un rol protector de la

leucorreducción también sobre los sistemas antioxidantes enzimáticos del GR.

D. Efecto sobre el metabolismo celular.

a. La concentración de ATP determinada mediante HPLC mostró una disminución progresiva durante el almacenamiento

(Figura 12). Esta disminución no mostró diferencias significativas entre las muestras L y N.

b. La glucosa también disminuyó progresivamente durante el almacenamiento, sin mostrar diferencias significativas entre

las muestras L y N (Figura 9).

c. Por su parte, las concentraciones de NADP+ y NADPH se mantuvieron constantes durante el almacenamiento, sin

cambios significativos en las muestras N y L (Figura 13).

E. Análisis de microvesículas (MV)

a. El número de plaquetas disminuyó linealmente hasta el día 21 y un aumentó posteriormente en los preparados N. En el

caso del preparado L hubo un aumento lineal en de estas partículas con el tiempo de almacenamiento. El volumen

plaquetario medio (VPM) también mostró diferencias significativas entre ambos preparados. Estas diferencias y el

aumento en el número de estructuras medidas como plaquetas en la muestra L apuntan hacia la posibilidad de estar

observando la formación de MV. En efecto el volumen de estas partículas (2.3 ± 0.6 fL) fue menor al límite de sensibilidad

del equipo (Figura 14).

b. Se puso a punto la purificación de la fracción de MV como se muestra en la Figura 15. La concentración de colesterol en

las fracciones MV1 y MV2 fue de 0.15 ± 0.06 mg/mL y 0.06 ± 0.01 mg/mL, respectivamente. Nos encontramos evaluando la

evolución del número de MV en el almacenamiento y su estructura molecular.

4. Fortalecer y difundir la investigación:

a. Formación de recursos humanos:

i. Se realizaron dos ediciones del curso “Glóbulos rojos del metabolismo oxidativo a la medicina transfusional” en 2019 y

2022, con financiación de CABBIO, PEDECIBA, CSIC y del Espacio Interdisciplinario (EI) de la UdelaR. 

ii. La Mag. Ana Clara López culminó la maestría en Ciencias Biológica (PEDECIBA-UdelaR) en diciembre de 2020, con beca

del SNB-ANII. Ingresó al doctorado en abril 2022, obtuvo una beca de la CAP-UdelaR. Dirección Matías Möller y Leonor

Thomson.

iii. La Lic. Florencia Orrico defendió el pasaje a doctorado en diciembre de 2019, con beca de posgrado de la CAP-UdelaR.

Realizó dos pasantías en el Laboratorio del Prof. Mariano Ostuni en Université Paris Diderot en Francia, en 2020 y 2022.

Dirección Leonor Thomson y Matías Möller.

iv. Las doctoras Cecilia Acosta y Daniela Saliwonkzyc culminaron sus especializaciones en Medicina Transfusional y

continúan sus estudios de maestría (PROINBIO). Dirección Leonor Thomson e Ismael Rodríguez.

v. El Técnico en Hemoterapia Nicolas Silva, G2 de la Tecnicatura en Hemoterapia de la EUTM, es estudiante de posgrado

(PEDECIBA-UdelaR) con beca del SNB-ANII. Realizó una pasantía de investigación en el laboratorio del Prof. Pablo

Schwarzbaum en la UBA, Argentina. Dirección Matías Möller y Leonor Thomson. 

vi. El Técnico en Hemoterapia Eric Alarcón, G1 de la Tecnicatura en Hemoterapia de la EUTM, se inscribió al programa de

posgrado PROINBIO en 2022. Dirección Gabriela Rivas y Matías Möller.

vii. Marcel Donzé, se encuentra desarrollando su tesina de graduación de la Licenciatura en Bioquímica. Dirección Matías
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Möller Florencia Orrico.

b. Profundizamos los lazos académicos y la difusión de la investigación.

i. Se realizó la primera edición del simposio “Hemotherapy from basic to bedside” en 2019, contamos con financiación de la

ANII, a través de este proyecto, la CSIC, el EI y el PEDECIBA, lo que nos permitió invitar a investigadores de Estados

Unidos, Italia, Argentina y Brasil. Planificamos la segunda edición para noviembre de 2023, para la que contamos con el

apoyo del llamado a Eventos del EI y del Programa ECOS Sud para la participación de los Dres. Angelo D’Alessandro

(Estados Unidos), Julio Da Luz (Salto) y Mariano Ostuni (Francia).

ii. El presente proyecto dio lugar a la publicación de 2 artículos originales, 2 revisiones y 2 capítulos de libro, y estamos

completando los resultados para un tercer artículo original además de una revisión para ACS-Omega por invitación.

iii. Se generó el Núcleo Interdisciplinario Centrado en Eritrocitos integrado por investigadores de diferentes Centros de la

UdelaR (Facultad de Ciencias, Facultad de Medicina, Escuela de Tecnología Médica, CENUR Litoral Norte, Sedes Salto y

Paysandú) e investigadores de Argentina y Francia.

iv. Se creó la página web del proyecto https://fqbenz.fcien.edu.uy/fmv2019/ 

v. Se realizaron talleres y charlas dirigidas a escolares, liceales y público general. 

vi. El Prof. Ismael Rodriguez y la Dra. Gabriela Rivas participaron en el programa Sobre Ciencia de TV Ciudad.

https://sobreciencia.uy/en-uruguay-unas-40-mil-personas-necesitan-una-transfusion-de-sangre-todos-los-anos/

Conclusiones y recomendaciones

Con los filtros empleados se logró un excelente nivel de leucorreducción (Fig. 1). 

La leucorreducción aseguró una generación menor de moléculas capaces de inducir una respuesta inmune en el

organismo del paciente receptor de la transfusión, al disminuir la concentración de inmunoglobulinas (IgG, IgM e IgA) y de

la citoquina proinflamatoria IL-1ß (Fig. 2 y 3). En concordancia con una estimulación menor de la respuesta inflamatoria

(expresión de p65 y migración nuclear de NFkB) de monocitos/macrófagos en cultivo al exponerlos al sobrenadante

leucorreducido (Fig. 4). Estos resultados son lo suficientemente relevantes como para recomendar el uso universal de los

filtros de leucorreducción en todos los bancos de sangre.

Adicionalmente, a nivel de la estructura de la membrana, se observó una importante afectación de la fluidez de la fracción

lipídica de la membrana de los GR no leucorreducidos durante el almacenamiento, con aumento de la fragilidad (Fig. 6). La

integridad estructural de la del intercambiador aniónico 1, banda 3, también se vio afectada durante el almacenamiento

con mayor proteólisis y formación de complejos de alto peso molecular en las fracciones no leucorreducidas (Fig. 8). Estos

cambios estructurales de la fracción lipídica y de la banda 3 podrían explicar la mayor afectación de la permeabilidad al

agua independiente de acuaporinas en los GR almacenados en presencia de leucocitos (Fig. 7), al igual que la afectación de

la permeabilidad al H2O2 descripta previamente por nosotros en glóbulos rojos almacenados de la misma manera [6]. 

Por su parte la concentración de LDH extracorpuscular mostró una aparición más temprana y marcada en las fracciones

no leucorreducidas (Fig. 9). Este parámetro, por ser una medida de rutina en el laboratorio clínico podrían convertirse en

estándar para evaluar la calidad de los preparados para transfusión. 

Se analizó el efecto del almacenamiento sobre la principal enzima antioxidante del GR, la peroxiredoxina 2, encontrándose

una diferencia significativa en el nivel de oxidación de la enzima entre los Gr almacenados en ausencia y presencia de

leucocitos, con un efecto protector de la leucorreducción (Fig. 11).

A nivel metabólico no aparecieron diferencias significativas entre los dos tratamientos, con patrones similares de

decrecimiento en la concentración de ATP/ADP y de NADPH-NADP+ intracelular y de glucosa en el medio (Fig. 9, 12 y 13).

Encontramos indicios de un patrón significativamente diferente en la liberación de micro vesículas entre los preparados de

GR para transfusión leucorreducidos y no leucorreducidos (Fig. 14-15) y se está abordando su cuantificación y

caracterización molecular.

Se determinó el coeficiente de permeabilidad para H2O2 en membranas de GR humanos (1.6 × 10-3 cm s-1, 37º C). El pasaje

de H2O2 a través de la membrana del GR humano resultó independiente de acuaporinas (Fig. 10) [18]. 

De los resultados alcanzados hasta el momento podemos afirmar:

1. Que la leucorreducción disminuye la generación de inmunoglobulinas y citoquinas en los preparados de GR para

transfusión, disminuyendo las chances de generar complicaciones inmunológicas, como el síndrome febril no hemolítico y

la lesión pulmonar aguda producida por transfusión, en los pacientes transfundidos. Reporte al MSP y artículo científico en

preparación.

2. Que la presencia de LDH en el sobrenadante de las bolsas de transfusión es un indicador robusto y económico de la

calidad del preparado. Reporte al Servicio de Hemoterapia del Hospital de Clínicas enviado.

3. Que el coeficiente de permeabilidad para el H2O2 a través de la membrana del GR humano, que no había sido reportado
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previamente, tiene un valor de 1.6 × 10-3 cm s-1 a 37º C. Resultado publicado en [18].

4. Que la permeabilización del H2O2 a través de la membrana del GR humano, a diferencia de otras células y GR de otros

organismos [8–10], es independiente de acuaporinas. Resultados publicados en [18].

Por último, gracias a la financiación de este y otros proyectos (FCE 2017, CSIC grupos 2014 y 2018, CSIC i+d 2019, llamados

a Eventos de CSIC, PEDECIBA y EI) se consolidó un grupo de investigación, integrado por docentes/investigadores de

diferentes instituciones y un conjunto de estudiantes de grado y posgrado (NICE, considerado como financiable por el EI,

pero sin fondos). Además, se organizaron actividades académicas (cursos y simposios) que convocaron a investigadores

básicos, médicos clínicos, técnicos en hemoterapia y estudiantes de Uruguay y el exterior.
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