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1. Resumen

Aproximadamente un 95% de los enfermos ingresados en una unidad de cuidados
intensivos (UCI) presentan valores bajos de hemoglobina durante los 3 primeros dias
del ingreso, y alrededor de un 45% reciben mas de 5 unidades de hematies. Varios
estudios recientes han descrito importantes efectos adversos secundarios a la
transfusion de hematies en los pacientes con un traumatismo craneoencefalico (TCE),
hecho que puede producirse por el almacenamiento de la sangre y por una disminucién

de la capacidad de transporte del oxigeno de los hematies viejos.

Objetivo principal. El objetivo fundamental de este estudio fue analizar el efecto del
almacenamiento de la sangre y la respuesta encefalica y sistémica de los enfermos con

un TCE moderado o grave que recibian transfusiones.

Métodos. Estudio longitudinal del cambio de las propiedades de los gldbulos rojos
almacenados en el banco de sangre mediante el andlisis de varios marcadores y de las
repercusiones de la transfusidén en los enfermos anémicos. También se realizé un
estudio prospectivo mediante métodos no invasivos (sistema hibrido de difusion éptica
por espectroscopia infrarroja) para obtener informacién indirecta sobre la presién
intracraneal, la autorregulacidn cerebral y la hemodinamica cerebral en un grupo de
pacientes afectos de un TCE moderado y grave que requirieron transfusiones de

hematies.

Resultados. El estudio realizado ha permitido conocer el efecto del almacenamiento y
pérdida de propiedades de la sangre que administramos en los pacientes anémicos. Los
resultados que describiremos han permitido profundizar en como afecta el
almacenamiento de las bolsas de sangre a la calidad de los hematies y los cambios
bioquimicos que tienen lugar en el plasma, conocidos como /esiones por
almacenamiento, responsables de los efectos clinicos adversos que tienen lugar
después de una transfusidon sanguinea. Todo esto supondra una optimizacion en las

medidas terapéuticas que aplicamos a todos los enfermos neurocriticos.



2. Resultados

Los resultados mas relevantes de los estudios realizados dentro de este proyecto han

sido:

La lisis de los eritrocitos libera hemoglobina libre en el plasma. E| estudio
realizado en un total de 24 bolsas de sangre leucodeplecionadas desde el dia 3 hasta el
dia 42 posextraccién —definido en nuestro pais como la fecha de caducidad—, mostré
un incremento progresivo del grado de hemodlisis. En concreto, la media del porcentaje
de hemodlisis del dia 3 de almacenamiento de la sangre fue de 0,00062%, mientras que
en el caso del dia 42 fue de 0,00431%, un incremento del 33% de los hematies
hemolizados. La hemdlisis de los eritrocitos puede ocurrir durante el procesamiento, la
manipulacion, el transporte y el almacenamiento de las bolsas de sangre, pero también
depende de las caracteristicas de los donantes de sangre. La transfusidn de una bolsa
de sangre con un alto grado de hemodlisis implica una menor disponibilidad de hematies
funcionales, lo que disminuye la capacidad de transporte de oxigeno a los tejidos del
paciente receptor. Ademas, dada la toxicidad de la hemoglobina libre, para
neutralizarla se reduce la biodisponibilidad del vasodilatador endégeno mas importante,
el 6xido nitrico, y asi disminuye la perfusién de los érganos y el riesgo potencial de su
lesion. Por tanto, la hemolisis es un indicador relevante de calidad en el
almacenamiento de hematies, porque se puede medir con precisién y porque
técnicamente resulta muy facil identificar simplemente las bolsas de sangre en mal

estado para desecharlas y eliminarlas del inventario activo.

Los niveles de potasio extracelular [K+]e se incrementan de forma
progresiva. Los niveles de [K+]e detectados muestran al 3.®" dia posextraccion
valores ligeramente superiores a los fisioldgicos, o justo en el limite, teniendo en
cuenta que en nuestro centro el rango fisiolégico de una persona sana es de 3,5-5,1
mmol/L. Sin embargo, la concentracion extracelular de este ion se incrementa de
forma progresiva desde el dia 3 hasta el dia 42 posextraccién, de modo que muestra
un incremento lineal en todas las bolsas de sangre y llega a alcanzar valores hasta 10
veces superiores a los iniciales. Uno de los posibles riesgos de transfundir varias bolsas
de sangre con altos niveles de [K+]e a un mismo paciente es que se favorezca la
aparicidén de una arritmia por hipercalemia inducida o incluso un paro cardiaco, en el

caso de que estos iones no se hayan diluido en el volumen total de sangre y alcancen



niveles plasmaticos toxicos. De acuerdo con nuestros resultados, en caso de
transfusiones masivas se recomienda monitorizar los niveles de potasio de los
pacientes que ya padecen de hipercalemia o de insuficiencia renal y que presentan
problemas para eliminar el exceso de potasio. Para evitar problemas con estos
pacientes, se recomendaria la transfusidon de bolsas de sangre con 0-3 dias de

almacenamiento o el uso de filtros de adsorcidn de potasio.

Cuantificacion del consumo de glucosa y formacion de piruvato y lactato por
parte de los hematies almacenados. A diferencia de otros tipos celulares, el
metabolismo de los eritrocitos se ve limitado por la ausencia de mitocondrias, de
manera que la Unica forma de obtener energia es mediante el uso de la glucosa en la
glucdlisis, sequida por la fermentacién lactica. Otra caracteristica de los eritrocitos es
gue tampoco tienen depdsitos de glucégeno, por lo que dependen Unicamente de la
glucosa extracelular, la cual se incorpora al hematie mediante difusion facilitada sin
gasto de energia y se metaboliza hasta formar lactato. En nuestros estudios,
observamos que justo al inicio del estudio —el dia 3 posextraccion— la media de la
concentracidn extracelular de glucosa [Glu]e detectada en las muestras fue de 431,7
mg/dL, un valor muy elevado teniendo en cuenta que en nuestro centro los valores
normales en controles sanos son de 75 a 110 mg/dL. Estos valores superiores se deben
a que la solucidn conservante que se anade a la sangre de las bolsas, llamada SAGM,
contiene glucosa con la finalidad de aportar un extra de nutrientes que asegure la
viabilidad de los hematies durante los 42 dias de almacenamiento. Sin embargo, a
medida que se incrementan los dias de almacenamiento, los niveles de glucosa
disminuyen progresivamente de forma lineal, lo que indica que los hematies estan
utilizando la glucosa del medio para obtener energia. El dia que marca el limite de
caducidad de las bolsas (dia 42), se detecté una concentracién media de 118,3 mg/dL,
lo que indica que el consumo de la glucosa a lo largo del estudio fue de mas del 70%
de los niveles iniciales. Estos datos demuestran la relevancia de la suplementacién con
glucosa mediante la solucién conservante, ya que los hematies no habrian sobrevivido

durante 42 dias solo con los niveles de glucosa del donante.

En la glucdlisis, el substrato es la glucosa y el producto final son dos moléculas de
piruvato. En nuestros estudios observamos una tendencia al ascenso progresivo de
los niveles del piruvato. Posteriormente, se observd un descenso de los niveles de

piruvato entre los dias 10 y 17 del estudio, que se correspondié con un aumento de los



niveles de lactato, por lo que podemos interpretar que los niveles de piruvato bajan
por la activacion de la Gltima etapa de la via glicolitica y el paso de piruvato a lactato
producido por la LDH. La transfusién de sangre con altos niveles de lactato supone un
riesgo tedrico de facilitar el desarrollo de hiperlactatemia y acidosis lactica que se
incrementa con el nimero de concentrados administrados, la duracién de la transfusion
y, tal como hemos demostrado, con el tiempo de almacenamiento de los eritrocitos

administrados.

La sangre almacenada se acidifica. Esta acidificacién progresiva de la sangre seria
el resultado del aumento de los niveles del lactato (acidosis lactica) debido al
metabolismo glicolitico de la glucosa. En un sistema bioldgico normal, el lactato
generado es metabolizado por el higado y los rifiones y no tendria mucho efecto sobre
el pH del sistema. Sin embargo, en las bolsas, la sangre no solo estd expuesta a una
acumulacién inevitable de lactato, sino que el anticoagulante anadido (CPD: citrato-
fosfato-dextrosa) es acido (pH de 5,6 a 37 °C) y reduce aun mas el pH de la sangre. La
acidificacién de la sangre almacenada afecta significativamente la calidad de los
gldbulos rojos almacenados y la supervivencia celular después de la transfusién,
especialmente en aquellos pacientes que necesiten recibir numerosas unidades de

sangre.

Los niveles del 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) disminuyen de forma rapida y
progresiva. Uno de los objetivos mas relevantes de las transfusiones sanguineas es
asegurar el transporte de oxigeno a nivel tisular de los pacientes y su correcta cesion al
tejido. La liberacion del oxigeno de la hemoglobina esta condicionada por la curva de
disociacidon de la hemoglobina. Uno de los moduladores de esta curva son los niveles
de 2,3-DPG, un metabolito presente en grandes concentraciones en los eritrocitos que,
cuando se une a la desoxihemoglobina, facilita la liberacién del O, del eritrocito hacia
los tejidos. La deplecién del 2,3-DPG desvia la curva de disociacion hacia la izquierda y
hace que la hemoglobina tenga una gran afinidad por el oxigeno y se libere con
dificultad al tejido. Los resultados obtenidos muestran que los niveles del 2,3-DPG del
tercer dia posextraccién de la sangre resultaron inferiores respecto a los valores
fisiolédgicos descritos, de 10,5 a 16,2 umol/g de hemoglobina. Los niveles del 2,3-DPG
disminuyeron rapidamente en las primeras dos semanas posextraccién de la sangre, y
a partir del dia 17 de almacenamiento los niveles resultaron tan bajos que llegaron a

ser indetectables para la técnica. La conclusién de nuestro estudio es que a partir del



dia 17 de almacenamiento los hematies almacenados estan deplecionados de 2,3-DPG.
La disminucion de los niveles del 2,3-DPG provoca que los eritrocitos almacenados, al
ser transfundidos, tengan una menor capacidad de liberar oxigeno a los tejidos del

paciente.

Ascenso inicial y descenso posterior y progresivo de nucleétidos energéticos.
La energia almacenada en forma de ATP es esencial para mantener en funcionamiento
varios procesos, como la glicdlisis, el equilibrio de electrolitos a través de la bomba de
Na+/K+ y la regulacién de la interaccion entre la red de espectrina y la membrana del
hematie. La energia derivada de estos nucledtidos es también necesaria para mantener
la forma vy flexibilidad de los hematies y para el transporte de fosfolipidos que evitan la
eliminacidon prematura del eritrocito por los macréfagos de la circulacién del receptor
de la transfusidn. El descenso que observamos en los niveles de ATP a lo largo de los
experimentos mostrdé que no se trata de una disminucion lineal, sino que se pueden
distinguir 3 etapas: 1) un incremento inicial, que sugiere una fase en la que predomina
la sintesis de ATP, seguido por 2) una etapa de meseta, en la que la sintesis y el
consumo de ATP estan equilibrados, y 3) un descenso final, iniciado a las tres
semanas, de caracteristicas lineales, que indica un mayor consumo de ATP. La
presencia de unos niveles bajos de ATP compromete la supervivencia de los eritrocitos
almacenados. En relacion con la presencia de otros nucledtidos energéticos como el
ADP y el AMP, también se observé la misma tendencia al descenso después de un
ascenso inicial, lo que sugiere que durante los primeros 10 dias la sangre almacenada

en las bolsas produce una sintesis de estos compuestos.

Cambios morfolégicos de los eritrocitos y fragilidad en su membrana celular
que los hace no funcionales. La morfologia de los eritrocitos es critica para su
funcién, ya que su alteracién debilita el transporte de oxigeno, disminuye su
deformabilidad, empeora las propiedades reoldgicas de la sangre y disminuye la calidad
de los hematies. Los resultados, analizados mediante microscopia electrénica de
barrido, muestran que la forma mas frecuente de los hematies al 3.®" dia posextracciéon
de la sangre es la de discocito normal (bicéncavo), seguida en menor medida por el
equinocito (célula hinchada con espiculas cortas y regulares) y el esferocito (forma
esférica). Estas dos ultimas son fenotipos anormales. A medida que se incrementan los
dias de almacenamiento, la frecuencia de los discocitos va disminuyendo, mientras que

las formas eritrocitarias andmalas se hacen mas evidentes. En el dia 42 de analisis, los



equinocitos, los acantocitos (con proyecciones protoplasmaticas de diferentes formas y
tamanos), los crenocitos (células mas pequeiias, arrugadas y con espiculas) y los
esferocitos representan en conjunto casi la mitad de la morfologia de los hematies.
Esto significa que el ultimo dia de analisis solo la mitad de los eritrocitos tendria un
fenotipo normal y que, en el caso de una transfusion de una bolsa de sangre del dia 42
de almacenamiento, solo la mitad de las células serian funcionales para el paciente.
Ademas, debido a las lesiones por almacenamiento, la membrana de los eritrocitos
sufre un deterioro, tanto morfoldgico como funcional, que influye y facilita su

hemoalisis.

Cambios hemodinamicos y de la presion intracraneal (PIC) detectados
mediante sistemas de monitorizacion no invasivos. Los sistemas 6pticos no
invasivos (hybrid diffuse optical monitor with time resolved spectroscopy) utilizados en
este proyecto han permitido una puesta a punto del sistema, reducir las dimensiones
de los dispositivos y mejorar los algoritmos utilizados. Todo ello ha permitido
determinar de forma indirecta y no invasiva los cambios en la PIC, estudiar la
autorregulacidn cerebral y observar los cambios hemodinamicos en el cerebro

producidos al trasfundir concentrados de hematies a los pacientes estudiados.

3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

La anemia es un acontecimiento adverso comun en los pacientes ingresados en la
unidad de cuidados intensivos (UCI). Segun datos recientes, el 37% de los pacientes
de la UCI reciben al menos una transfusion de sangre durante su estancia en esta
unidad, y los pacientes transfundidos reciben una mediana de cinco unidades de
concentrados de glébulos rojos (RBC). El 46% de los pacientes con un TCE presentan
anemia durante la primera semana después de su ingreso y el 76% son transfundidos.
La anemia puede afectar la oxigenacion cerebral en pacientes neurocriticos y la hipoxia
anémica fue ya descrita por Siggaar-Andersen en 1995. El riesgo/beneficio de la
transfusion cuando la hemoglobina es inferior a 9 g/dL es un tema de debate no
resuelto. Es evidente que la transfusion de sangre puede aumentar el aporte cerebral
de oxigeno y reducir el riesgo de hipoxia tisular. Sin embargo, algunos trabajos

publicados han senalado que la transfusién de sangre se asocia en algunos casos a



peores resultados en pacientes con un TCE y algunas revisiones sistematicas no ven

beneficio en la trasfusion.

La transfusién sanguinea en el paciente neurocritico es un tratamiento frecuente que
permite optimizar la oxigenacidn cerebral en casos de anemia. Los concentrados de
hematies con reduccién plasmatica y leucodeplecionados se almacenan en los bancos
de sangre durante un maximo de 42 dias después de la extracciéon de los voluntarios.
La prolongacién de la vida util de los eritrocitos es posible gracias a la aplicacién
combinada de métodos de preparacion y aditivos de almacenamiento adecuados como
la solucién salina-adenina-glucosa-manitol (SAGM) y el almacenamiento en bolsas de
polivinilo a baja temperatura. A pesar de estas medidas, los eritrocitos almacenados se
ven sometidos a cambios metabdlicos, estructurales, bioquimicos y moleculares
denominados colectivamente como /esiones por almacenamiento. Se sabe que las
lesiones por almacenamiento se caracterizan por deplecién de ATP, pérdida de 2,3-
difosfoglicerato (2,3-DPG), glutation (GSH) y agotamiento del NADH/NADPH. También
se ha demostrado que los hematies almacenados sufren cambios morfoldgicos

reversibles y/o irreversibles que los hacen mas fragiles.

En la actualidad, las practicas de transfusiéon en el contexto de un TCE moderado o
grave son muy variables, dependiendo de la especialidad del médico tratante y del tipo
de paciente. La anemia permisiva es una estrategia reciente con gran impacto clinico.
En nuestra opinién, el debate sobre el riesgo/beneficio de la transfusion no se ha
enfocado de forma adecuada y esta en gran parte sesgado por la reduccién de costes

en los sistemas sanitarios.

Desde el punto de vista fisioldgico y fisiopatoldgico, la anemia fue descrita por Miller ya
en el afio 1978 como una agresion secundaria evitable. Las discrepancias entre la
fisiologia y la fisiopatologia y la falta de resultados positivos en estudios aleatorizados
es consecuencia del disefo y los sesgos. Nuestros resultados demuestran que no es lo
mismo una transfusién con sangre de menos de 7 dias de almacenamiento que con 22
dias posextraccién, ya que, en resumen, las bolsas de sangre que acumulan mas dias
de almacenamiento presentan una morfologia predominantemente anémala que influye
en el nivel de hemolisis y fragilidad osmotica, y también presentan un pH mas acido
gue la sangre fisioldgica que afecta el funcionamiento de multiples enzimas del

metabolismo del eritrocito, de modo que se pone en peligro su viabilidad. Los



resultados de los estudios realizados en este proyecto permitirdn conocer mejor la
fisiopatologia de las transfusiones hematicas y realizar recomendaciones sobre como
pueden optimizarse. Todo ello repercutird en un manejo mas adecuado del paciente

neurocritico.
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