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1. RESUMEN

LEUCORREDUCCION DE SANGRE DE EQUINOS (Equus caballus) PARA
TRANSFUSION

La presencia de leucocitos en unidades de sangre para transfundir, se asocia a
reacciones adversas que pueden manifestarse en el receptor posterior a una transfusion. La
leucorreduccion es el proceso de remover los leucocitos contenidos en los hemoproductos para
evitar reacciones adversas. El sistema Top and Bottom es un método de leucorreduccion
basado en la centrifugacion que se emplea en forma rutinaria en sangre humana. El objetivo de
este estudio es determinar la efectividad de este método en unidades de sangre de equinos,
determinando el nimero de eritrocitos, el volumen globular, la concentracion de hemoglobina
y el nimero de leucocitos contenidos en hemoproductos, previo y posterior a ser sometido al
proceso de leucorreduccion mediante el sistema Top and Bottom.

Se utilizaron 10 equinos de entre 2 y 7 afios de edad, de razas Fina Sangre de Carrera y
Criollo Chilenos. A estos animales se les extrajo 450 ml de sangre aproximadamente, la que se
recolectd en la unidad de sangre total (UST) del sistema de bolsas Optipack® cuadruples
CPD/Adsol, Baxter®. Posterior al proceso de recoleccion, la sangre fue centrifugada a 3800
rpm durante 12 minutos a 22°C y mediante el equipo Optipress® de Baxter®, se separo el
plasma y el concentrado de eritrocitos (CE) leucorreducido. De cada equino donante se
obtuvieron 2 muestras de 1 ml de sangre con EDTA desde la UST y desde el contenido de la
unidad de CE. En ambas muestras se determind el nimero de eritrocitos/pul, el volumen
globular, la concentracion de hemoglobina y el numero de leucocitos/ul mediante un
autoanalizador hematologico Sysmex KX-21N; ademas se determind la féormula diferencial
leucocitaria en frotis tefiidos con Wright Giemsa. Los datos obtenidos fueron analizados
mediante estadistica descriptiva (promedio, desviacion estdndar y rango) y las comparaciones
entre periodos mediante “t” de Student para muestras pareadas.

En la UST los valores (promedio = DE) para el nimero de eritrocitos, volumen
globular y concentraciéon de hemoglobina fueron de 7,8 = 1,1/ul, 39 + 6% y 12,9 + 1,8 g/dl
respectivamente. En la unidad de CE se produjo una concentracion, aumentando dichos
valores (p<0,05) a 11,1 £ 1,5 x 10° /ul, 57 £ 8% y 18,3 + 2,3 g/dl respectivamente. El nimero
de leucocitos disminuy6 desde 7.000 £+ 1.090/ul en la UST (p<0,05) a un valor de 450 +
210/ul en la unidad de CE, producto del procesamiento mediante el sistema Top and Bottom.
El porcentaje de leucorreduccion obtenido fue de 93,4 + 3%, obteniéndose valores entre 89 y
97,2%.

Estos resultados demuestran que el proceso de leucorreduccion mediante el sistema
Top and Bottom permite reducir eficientemente el contenido de leucocitos en el concentrado
de eritrocitos para hemotransfusion en sangre de equinos.

Palabras claves: equinos, leucorreduccion, sangre, transfusion.



2. SUMMARY

BLOOD LEUKOCYTE REDUCTION FOR TRANSFUSION IN HORSES
(Equus caballus)

The presence of leukocytes in blood units for transfusion, is associated with adverse
reactions that may appear in the receptor after a transfusion. Leukocyte reduction is the
process of removing the white blood cells contained in bloodproducts to avoid adverse
reactions. The Top and Bottom system is a leukocyte reduction method based on
centrifugation and it is used in a routine form in human blood banks. The purpose of this study
is to determine the effectiveness of this system in equine blood units, determining the number
of red blood cells, the packed cell volume, the haemoglobin concentration and the number of
white blood cells contained in the bloodproducts before and after leukocyte reduction by the
Top and Bottom system.

Ten horses between 2 and 7 years of age were used, of Thoroughbred and Chilean
Criollo breeds. 450 ml of blood approximately, were extracted from these animals and was
collected in the total blood units (UST) of the cuadruplex Optipack® blood bag system
CPD/Adsol, Baxter®. After the recollection process, the blood was centrifuged and processed
in the Optipress®, Baxter® to separate the plasma and the leukocyte reduced red blood cell
concentrate (CE). From each equine donor, two 1ml sample of blood with EDTA were taken
from the UST and from the content of the CE unit. In these samples, the number of red blood
cells/ul, the packed cell volume, the haemoglobin concentration and the number of white
blood cells/ul were measured with a Sysmex KX-21N autoanalyzer hematologic equipment.
Differential leukocyte counts were made with Wright Giemsa stained slides. The data were
analyzed using descriptive statistics and “t” Student matching group test for the comparisons
between periods.

The mean + SD obtained in the UST for the number of red blood cells/ul, packed cell
volume and haemoglobin concentration were 7,8 £ 1,1/ul, 39 = 6% and 12,9 + 1,8 g/dl
respectively. In the CE unit there was hemoconcentration, so these values increased (p<0,05)
to 11,1 £ 1,5 x 10° red blood cells/ul, 57 + 8% packed cell volume and 18,3 + 2,3 g/dl of
haemoglobin. The white blood cell mean + SD in the UST was 7.000 £+ 1.090/ul and in the CE
unit the number of white blood cells decreased (p<0,05) to 450 + 210/ul, because of the
processing of the blood unit in the Top and Bottom system. The percentage of leukocyte
reduction was 93,4 + 3%, with values between 89 and 97,2%.

These results demonstrate that leukocyte reduction using the Top and Bottom system
reduces the white blood cell count in the red blood cell concentrates from horses efficiently.

Key words: horses, leukocyte reduction, blood, transfusion.



3. INTRODUCCION

3.1 GENERALIDADES

El caballo moderno (Equus caballus) se ha formado a lo largo de 60 millones de afios.
Este es el tiempo que le ha llevado a su antecesor mds temprano, el Eohippus, evolucionar
hasta la familia Equidae. Esta familia incluye a la cebra, el burro y el caballo doméstico
(Equus caballus), asi como a los menos conocidos asnos de Asia y de Africa y al caballo
Przewalski (Vogel, 1997).

La primera evidencia de asociacion de la especie Equus caballus con el género
humano, data desde hace 25.000 a 40.000 anos, por esqueletos encontrados en Solutre,
Francia. Probablemente el primer nexo que existid entre el hombre y los caballos fue por
alimento (Davies, 1999).

Recién el afio 4.500 A.C. surgen evidencias que sugieren el comienzo de la
domesticacion de esta especie. Este fue el comienzo de una serie de eventos que conllevarian a
la creacion de técnicas de entrenamiento, perfeccionamiento en los implementos, asi como
cambios en las caracteristicas propias del caballo (Davies, 1999).

Hoy en dia, dada la importancia econdémica y afectiva que han cobrado los caballos
para sus propietarios, se ha hecho cada dia mas necesaria la implementacion de nuevos
procedimientos terapéuticos que favorezcan el bienestar animal. Una de las técnicas que se
practican en la medicina de equinos cada vez con mas frecuencia es la transfusion de sangre o
sus derivados (Williamson, 1993)

En el afio 1613 se iniciaron los primeros experimentos sobre transfusiones sanguineas
en animales y ante el desarrollo que ha alcanzado la medicina veterinaria, la terapia
transfusional ha adquirido gran relevancia, ya que su practica ha salvado muchas vidas
(Garcia y col., 2003).

Transfusion sanguinea o de componentes, es el procedimiento a través del cual se
introduce por via venosa, sangre reconstituida o componentes especificos para restituir o
sustituir la funcion del elemento deficiente (Garcia y col., 2003).

En medicina humana, los sistemas de fraccionamiento sanguineo que incluyen
remocion de la costra flogistica, han evolucionado considerablemente en las ultimas dos
décadas. Partiendo en procedimientos de extraccidbn manual hasta llegar a sistemas



completamente automatizados, que permiten estandarizar los procesos de extraccion y
contribuyen a mejorar las practicas de laboratorio en la preparacion de componentes
sanguineos (Hurtado y col., 2000).

3.2 COMPOSICION DE LA SANGRE

La sangre es un tejido liquido, circulante y especializado, compuesto de células
suspendidas en una sustancia intercelular liquida, el plasma. El volumen de sangre total para la
mayoria de los mamiferos es aproximadamente el 7% a 8% del peso total del organismo. La
sustancia intercelular o plasma, comprende el 45% a 65% del volumen total y los
componentes celulares constituyen del 35 a 55%. Las células son de tres tipos: eritrocitos,
leucocitos y plaquetas o trombocitos (Banks, 1995).

La produccion y destruccion de los elementos sanguineos es llevada a cabo a través de
interacciones entre un complejo sistema de 6rganos constituido por la médula dsea, higado,
rifiones, timo, bazo, nddulos linfaticos y sistema reticuloendotelial. Este sistema se denomina
sistema hematopoyético (Schalm y Carlson, 1982).

3.2.1. Eritrocitos

Los eritrocitos de los equinos son células redondas, biconcavas, anucleadas de 5 a 6
um de didmetro, que tienen por funcidén proteger la molécula de hemoglobina, optimizarla y
transportarla (Wittwer y Ceballos, 2001). Estas células viven aproximadamente 140 a 155 dias
y su produccion y maduracion, a partir de reticulocitos, se lleva a cabo completamente en la
médula osea (Kramer, 2000). Su recuento en sangre es de 6,0- 9,5 x 10°ul y comprenden
entre un 30 a un 47% de la sangre de equinos (Wittwer y Ceballos, 2001).

Los parametros eritrocitarios tales como, el volumen globular aglomerado (VGA), el
recuento de eritrocitos y la concentraciéon de hemoglobina, son influenciados por diversos
factores fisioldgicos en los equinos. Estos factores son la edad, estado de excitacion y el
ejercicio, entre otros. Esto se explica, ya que en estados de excitacion o aprehension, se
produce una contraccion esplénica que eleva los pardmetros eritrocitarios, mediante la
liberacion de eritrocitos secuestrados hacia el torrente sanguineo (Schalm, 1984). Este
elevacion puede alcanzar un aumento de hasta 40 % y de esta forma puede enmascarar los
efectos clinicos de una hemorragia (Kramer, 2000).

3.2.2 Leucocitos

Los leucocitos son células tipicas que poseen nucleo, citoplasma y otros organos
celulares. Su recuento absoluto en sangre de equinos es de 5.000 a 11.000 leucocitos/ ul
(Wittwer y Ceballos, 2001).



Mientras que los globulos rojos realizan su principal funcién en la sangre, los
leucocitos o gldébulos blancos, abandonan la sangre para cumplir sus funciones en el interior
de los tejidos (Banks, 1995).

Existen cinco tipos de leucocitos que se clasifican en dos grupos principales; los
granulocitos y los agranulocitos. Esta clasificacion se basa en la presencia (granulocitos) o
ausencia (agranulocitos) de granulos citoplasmaticos especificos. La presencia de granulos se
determina por la reaccion tintorial de sus granulos. Los tres tipos de granulocitos son los
neutrofilos, eosinodfilos y basofilos y los agranulocitos corresponden a los linfocitos y
monocitos (Banks, 1995).

El aumento en el recuento total de leucocitos en sangre se denomina leucocitosis y es
un fenémeno que puede verse afectado por factores de caracter fisioldgico como la edad y de
caracter patologico como en el caso de una enfermedad. Es asi que en equinos el recuento total
de leucocitos es mas bajo durante el primer mes de vida y va aumentando paulatinamente con
la lactancia para después a disminuir con la edad (Kidd, 1991).

3.2.2.1. Neutrdfilos. Son células en cuyo estado maduro alcanzan entre 10 y 12 pum de
diametro y comprenden cerca del 50% de los leucocitos totales. Poseen granulaciones finas en
el citoplasma y un ntcleo lobulado caracteristico producido por condensacion de la
cromatina. Los neutr6filos mas viejos presentan una mayor cantidad de lobulaciones que
aquellos neutréfilos jovenes. Es por esto que aquellos neutrofilos con nicleo en forma de
herradura o U, se consideran como inmaduros y se denominan células en banda o
baciliformes. Los neutrofilos tienen como funcion englobar bacterias y restos de tejidos, como
respuesta a una infeccion. Para realizar esto es necesario que salgan del lecho vascular y se
dirijan al tejido afectado. Los neutréfilos se consideran como la primera linea de defensa y su
permanencia en la sangre es de aproximadamente 12 horas (De Mullet y col., 2003).

El aumento de su numero en la sangre se denomina neutrofilia y se produce por
diversos motivos. Los factores no infecciosos que determinan un aumento en el volumen
circulante de neutréfilos se deben principalmente a corticoesteroides internos y externos,
epinefrina, miedo, excitacion y ejercicio (Kidd, 1991).

La neutrofilia de origen inflamatorio se produce principalmente por cuadros
inflamatorios cronicos o agudos, de origenes infecciosos y traumaticos. La neutropenia o
disminucion del recuento absoluto en sangre de neutrdfilos, puede deberse a una disminucion
en la proliferacion en la médula 6sea, a una infeccion bacteriana o viral sobreaguda, a una
produccion inefectiva de neutrdfilos en médula 6sea a causa de la utilizacion de drogas
antineoplésicas o por una disminucion en la sobrevida de los neutrofilos (Feldman y Ruehl,
1984).

3.2.2.2. Eosinofilos. Son células de aproximadamente 10 a 15 pum de didmetro, que tienen un
nucleo bilobulado rodeado de granulos acidoéfilos. Se trata de una célula con granulos grandes



de 3 a 4 um aproximadamente que estan tan estrechamente contenidos dentro del citoplasma
celular, que la membrana celular se dispone contorneando los granulos, dando al eosinofilo un
aspecto de mora. La estructura morfologica del eosinéfilo del caballo es tan caracteristica que
es posible identificar la especie solo por esta célula (Wittwer y Ceballos, 2001).

Constituyen cerca del 5% de los leucocitos totales y el aumento en el recuento total de
estos en la sangre se denomina eosinofilia. En general, la eosinofilia puede tener como causas
problemas bronquiales, parasitismos o procesos alérgicos. También se asocia a la eosinofilia
un aumento de tamafio de visceras huecas como intestino, utero y arbol bronquial (Feldman y
Ruehl, 1984).

3.2.2.3. Basdéfilos. Los basofilos son células de entre 10 y 12 um de didmetro con un nucleo
bilobulado o de forma irregular y constituyen menos del 1% de los leucocitos totales. En su
citoplasma se encuentran grandes granulos de color azul a puarpura y que a menudo
enmascaran el niicleo que se tifie mas claro. La funcién principal de los basofilos es liberar
heparina e histamina hacia los tejidos infectados, con la finalidad de prevenir que la sangre
coagule. Esto permite que otros leucocitos alcancen el area afectada (De Mullet y col., 2003).

3.2.2.4. Linfocitos. Los linfocitos comprenden cerca del 50 % del total de la poblaciéon de
glébulos blancos en equinos (Kramer, 2000).

La mayoria de los linfocitos de la corriente sanguinea del caballo son pequefios,
generalmente de unos 6 a 9 um de didmetro con un ntcleo grande y denso. Posee escaso
citoplasma. La funcion de los linfocitos corresponde a la capacidad de responder a las
sustancias inmunégenas, sintetizando y liberando anticuerpos a la circulacion y estimulando
respuestas inmunitarias que afectan a la inmunidad celular (Banks, 1995).

La linfocitosis es el aumento del recuento total de linfocitos en la sangre periférica y su
disminucién se llama linfopenia. Para ambos fendmenos existen factores de caracter
fisiologicos y patologicos que intervienen, como por ejemplo el estrés (Kramer, 2000).

3.2.2.5. Monocitos. El monocito es el leucocito de mayor tamafio, alcanzando 15 a 20 pm de
diametro. La sangre del caballo posee alrededor de 4 % de monocitos y presentan un aspecto
bastante tipico. El citoplasma es mas abundante que el de los linfocitos y es de color azul
grisaceo palido. El nucleo puede ser ovalado, en forma de rifion o herradura. La cromatina
nuclear se tifie mas débilmente que en el linfocito. Los monocitos viven aproximadamente
unos tres dias en la corriente sanguinea y alcanzan su capacidad funcional cuando abandonan
la circulaciéon migrando a través de los capilares para penetrar en los tejidos, en donde se
convierten en macrofagos y eliminan los restos tisulares y sustancias extrafias. Cualquier
acumulo de monocitos en el interior de un tejido refleja una condicion de cronicidad (Banks,

1995).



3.2.3. Plaquetas

Las plaquetas o trombocitos son cuerpos irregulares pequefios de 2 a 4 um de tamafo,
derivados de la porcion citoplasmatica de grandes células de la médula 6sea llamadas
megacariocitos. Estas estructuras no poseen nucleo, por lo que no deberian ser consideradas
células, sin embargo, debido a las actividades hemostaticas de adherencia, coagulacion y
retraccion del coagulo que poseen, se les denomina células funcionales (Banks, 1995). Las
concentraciones de plaquetas en equinos corresponden a unas de las mas bajas dentro de los
mamiferos (Kramer, 2000), siendo estas de 100,000 a 400,000/ul de sangre. Poseen una vida
media promedio de 9 dias (Schalm y Carlson, 1982).

3.2.4. Plasma

El plasma corresponde a la fraccidn liquida en la que estan suspendidos los componentes
celulares de la sangre. Es un sustrato rico en inmunoglobulinas, factores de coagulacion,
enzimas y proteinas transportadoras (Morris, 1998).

El plasma de los equinos posee un color amarillo caracteristico debido principalmente a
bilirrubina prehepética o no conjugada. La intensidad de este color amarillo se mide en
unidades U.E. y se denomina indice ictérico. Existe una relacién directa entre el volumen
globular y los valores del indice ictérico (Schalm y Carlson, 1982).

Las proteinas plasmaticas presentes en el plasma son; las albiuminas que corresponden al
40-50%, las globulinas que corresponden al 50% y el fibrindgeno que no debe superar el 5%.
Aunque las alteraciones de las proteinas plasmaticas suelen ser inespecificas para una
enfermedad en particular, los cambios en la concentracion plasmatica de las proteinas totales o
la variacion en los componentes de la misma tienen importancia diagndstica (Clark, 1998).

3.3 SANGRE EQUINA

Los equinos domésticos comunes (caballos, burros, mulas) tienen algunas diferencias
hematoldgicas sutiles. Basicamente existen dos tipos de caballos a partir de los cuales se han
desarrollado muchas razas. Los caballos que descienden del caballo arabe son llamados de
sangre caliente, estos incluyen a los arabes, los fina sangre, los standardbred y los cuartos de
milla. Los caballos de sangre fria corresponden a los caballos de tiro y los ponys. La diferencia
hematoldgica es el mayor nimero de eritrocitos en animales de sangre caliente que en los de
sangre fria (Kramer, 2000).

La sangre de los equinos es Unica en varios aspectos comparada con otros animales
domésticos. Es por esto que para su estudio se deben tener en cuenta ciertas consideraciones
(Schalm y Carlson, 1982):



- La sedimentacion de los eritrocitos es muy rapida, esto lleva a que la sangre se separe
rapidamente y se formen estructuras como “pilas de monedas”. Por ello se debe hacer
una buena homogenizacion de la muestra de sangre antes de realizar cualquier examen.

- El volumen circulante de eritrocitos es altamente inestable debido al gran volumen de
reserva de eritrocitos que hay en el bazo, el cual se contrae bajo la influencia de
ejercicio muscular y aprehension.

- La eritropoyesis se completa en la médula 6sea, incluso en situaciones de pérdida de
sangre severa o anemia hemolitica. Consecuentemente es dificil determinar mediante
la morfologia de los eritrocitos en frotis, si existe un aumento en la eritropoyesis en
respuesta a una anemia preexistente.

- El indice ictérico, que corresponde al color amarillento del plasma, tiene un amplio
rango de referencia de 7 a 25 U.E. en salud y varia directamente con un aumento del
volumen circulante de eritrocitos. El indice ictérico aumenta con el ayuno, por lo que
valores aumentados no pueden ser interpretados como evidencia directa de una
hepatopatia o anemia hemolitica.

- El nimero de linfocitos en equinos disminuye con la edad, mientras que el numero de
neutrofilos tiende a permanecer constante. Esto lleva a un aumento en la relacion
neutréfilo/linfocito a medida que avanza la edad. Es por esto que es necesario tener en
cuenta la edad del animal al momento de hacer una evaluacion diferencial de los
leucocitos.

- El nimero de plaquetas, 100,000 a 400,000/ul en caballos es menor que en otras
especies. Un recuento de 100,000/ul no refleja una trobocitopenia en el equino.

3.4 TRANSFUSION SANGRE Y DE SUS HEMODERIVADOS

La transfusion sanguinea se define como un tratamiento de apoyo que se administra para
corregir deficiencias en un paciente hasta que se haya superado el trastorno (Hohenhaus y
Rentko, 2002).

La administracion de sangre entera esta indicada para equinos que cursan con anemia
severa, suficiente para impedir la correcta oxigenacion de los tejidos (Sellon, 2000). Las
indicaciones mas frecuentes para una transfusion sanguinea en estos animales es la destruccion
acelerada de eritrocitos y hemorragias masivas producto de accidentes o traumas (Williamson,
1993). Una transfusion de sangre entera esta indicada en caballos con un volumen globular
menor a 13% debido a pérdida aguda de sangre o hemdlisis (Porter y Green, 2003). En los



caballos después de una hemorragia o una hemolisis agudas, la magnitud del déficit
eritrocitario estd enmascarada por la contraccion esplénica compensatoria (Morris, 1998).

Cuando se decide hacer una transfusion con sangre entera, se deben considerar ciertos
factores como la severidad de la anemia, rapidez con que se desarrolld y el grado de respuesta
eritropoyética (Morris, 1998). La cantidad de sangre a administrar depende del tamafo del
receptor, la naturaleza y severidad del problema y la cantidad de sangre disponible (Sellon,
2000). En caballos con anemia severa, la meta de la transfusion es proveer al paciente de la
suficiente capacidad para transportar oxigeno para mantener la adecuada oxigenacion de los
tejidos sin eliminar el estimulo de hipoxia necesario para inducir la produccién de
eritropoyetina desde los rifilones. En la mayoria de los casos, el reemplazo del 25 a 30 % de la
pérdida de sangre calculada es suficiente (Sellon, 2000).

En medicina veterinaria, la mayor parte de las veces se administra sangre fresca y
completa del donante, pero es preferible administrar los componentes de la sangre por
separado, porque proporciona al paciente s6lo lo que necesita y se evitan reacciones adversas
(Cotter y Stone, 1994).

El plasma ha sido utilizado en forma exitosa para terapia primaria o de soporte en
muchas enfermedades de equinos, reemplazando inmunoglobulinas perdidas, factores de
coagulacién, enzimas, y proteinas, asi como también ayuda a mantener la presion oncdtica
vascular (Feige y col., 2003). La terapia con plasma se utiliza en situaciones en que haya
deficiencias de los componentes del plasma, como por ejemplo; caballos con enteropatia,
septicemia, endotoxemia, falla en la transferencia pasiva de inmunidad a potrillos, pleuritis,
nefropatias, coagulacion intravascular diseminada (CID), y otras deficiencias de factores de
coagulacion (Feige y col., 2003). El plasma posee una serie de ventajas frente a los coloides
sintéticos, como el que sea una fuente funcional de proteinas como factores de coagulacion,
inmunoglobulinas y complemento (Porter y Green, 2003).

La dosis necesaria de plasma varia con la enfermedad que debe tratarse, el grado de
cualquier deficiencia especifica en el receptor y la concentracion de la proteina deficiente en el
plasma receptor. Otros factores que deben considerarse son la velocidad de utilizacion, pérdida
de la proteina y el equilibrio de las proteinas plasmaticas fuera del espacio vascular (Morris,
1998). En transfusiones de plasma para potrillos con falla en transferencia de la inmunidad
pasiva, la meta es administrar la suficiente cantidad de inmunoglobulinas para aumentar la
concentracion de IgG plasmatica sobre los 800 mg/dl. La transfusion de 1 a 2 litros de plasma
es suficiente para la mayoria de los potrillos de 45 a 50 kg de peso. Para el tratamiento de una
hipoproteinemia, se recomienda la transfusion de 10 a 20 ml/kg de peso vivo de plasma
(Sellon, 2000).

En equinos normovolémicos y anémicos existe la alternativa de transfundir sélo
eritrocitos en vez de sangre entera. Esto expone al receptor a una menor cantidad de proteinas
extrafias (Sellon, 2000). Ademas la administracion de sangre entera puede predisponerlo a
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una sobrecarga de fluido, mientras que la administracion individual del componente deficiente
es mas apropiada (Porter, 2003).

La mayoria de los eritrocitos de equinos transfundidos sobreviven menos de una
semana en la circulacion del receptor a pesar que su vida media normal es de 150 dias. La
transfusion sanguinea ejerce un soporte en el periodo entre la pérdida de los eritrocitos y la
respuesta efectiva de la médula 6sea que ocurre en 4 a 7 dias aproximadamente (Porter, 2003).

3.4.1. Reacciones adversas

A pesar que las transfusiones de sangre se consideran con frecuencia como una terapia
necesaria y de importancia vital, no estan libres de riesgo de reacciones adversas. Debido a
que cada transfusion conlleva el riesgo de hacer una reaccion adversa, los médicos veterinarios
deben considerar siempre los beneficios terapéuticos y el riesgo de una reaccion, previo a la
administracion (Hohenhaus, 2000). El uso de componentes sanguineos con alto contenido de
leucocitos tienen un importante rol en reacciones postransfusionales (Benavides, 2000).

Existen 2 tipos de reacciones adversas, las hemoliticas y las no hemoliticas. A su vez
las reacciones no hemoliticas pueden clasificarse en inmediatas y tardias (Zamudio, 2003).

3.4.1.1. Reacciones adversas hemoliticas. Una reaccion hemolitica transfusional significa la
ocurrencia de signos de destruccion aumentada de globulos rojos después de la transfusion.
Las reacciones hemoliticas leves pueden ser causadas de varias formas. Pueden producirse por
transfundir sangre que ha sido conservada por un tiempo muy prolongado, mientras que las
reacciones hemoliticas severas son casi siempre causadas por transfusion de globulos rojos
incompatibles (Contreras y Mollison, 1994). La prevencion de estas reacciones depende de la
correcta identificacion de globulos rojos compatibles para transfusion (Hohenhaus, 2000).

Las reacciones hemoliticas son causadas por una reaccion antigeno- anticuerpo entre
los anticuerpos plasmaticos del receptor en contra del antigeno eritrocitario del donante por lo
que se produce una destruccion de los globulos rojos, lo que desencadena una serie de efectos
que pueden llegar hasta la muerte del receptor (Zamudio, 2003). Sus signos clinicos incluyen;
fiebre, hipotension, disnea, hemoglobinuria y hemorragia. Este tipo de reaccion es la mas
severa que se puede presentar principalmente en transfusion de globulos rojos o de cualquier
componente plasmatico que presente contaminacion con eritrocitos (Zamudio, 2003).

Cualquier paciente que presente signos de reaccion transfusional hemolitica, se le
deberé suspender inmediatamente la transfusion manteniendo siempre una via venosa abierta
con solucién salina. A continuacion se debe monitorear la presion sanguinea, ya que podria
presentarse hipotension (Hohenhaus, 2000).
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3.4.1.2. Reacciones adversas no hemoliticas inmediatas. Estas reacciones son mas
frecuentes en la transfusion de eritrocitos y plaquetas por diversos mecanismos inmunologicos
que no causan hemolisis (Zamudio, 2003). Se consideran cuatro tipos de reacciones no
hemoliticas inmediatas:

3.4.1.2.1. Febril: El tipo de reaccion no hemolitica mas frecuentemente observada a la
transfusion de sangre entera es la reaccion febril no hemolitica, que es consecuencia de la
presencia de citoquinas en los leucocitos del donante (Lanevschi y Wardrop, 2001).

El hallazgo méas comun es la fiebre, a menudo precedida por calofrios que comienzan
30 a 60 minutos después de la transfusion (Contreras y Mollison, 1994). La fiebre como
reaccion adversa se define como un aumento de la temperatura corporal de al menos 1°C sobre
el valor pretransfusion (Hohenhaus, 2000). Esta alza térmica se produce especificamente por
la interaccion de leucocitos y citoquinas del producto transfundido con los anticuerpos del
receptor (Zamudio, 2003). El tratamiento consiste el la suspension de la transfusion y
administracion de antipirético; se recomienda el uso posterior de componentes sanguineos
leucorreducidos (Zamudio, 2003).

3.4.1.2.2. Alérgica: Se presenta por reaccidon de proteinas plasmaticas del producto a
transfundir con antigenos del receptor (Zamudio, 2003). La causa es presumiblemente una
reaccion entre alguna proteina extrafia presente en el plasma del donante y su correspondiente
anticuerpo IgE en el plasma del receptor (Contreras y Mollison, 1994). El signo clinico mas
frecuente es la urticaria. Si la transfusion transcurre sin otros signos clinicos evidentes, se
puede continuar a una menor velocidad después de la administracion de antihistaminicos
(Hohenhaus, 2000).

3.4.1.2.3. Contaminacion bacteriana: Es causada por la transfusion de productos contaminados
con agentes infecciosos. Esto puede ocurrir por una mantencion de la sangre a temperaturas no
adecuadas, productos caducados o transfusiones que exceden mas de 4 horas de transfusion
(Zamudio, 2003).

La decoloracion de la unidad de sangre, la presencia de codgulos y la identificacion de
microorganismos son indicativos de que la reaccion adversa es causada por una transfusion
con sangre contaminada (Hohenhaus, 2002). Los signos clinicos de este tipo de reaccion
incluyen fiebre, calofrios, nauseas y malestar general. El tratamiento consiste en la suspension
de la transfusién, mantener una via intravenosa con solucion salina y administrar antibidticos
si es necesario (Zamudio, 2003). Se describe que la fatalidad en gatos es tan alta como 35 %
(Hohenhaus, 2000).

A pesar de que se deberia realizar un exdmen exhaustivo de la sangre recolectada, esto
muchas veces no se hace debido a la urgencia de las situaciones que ameritan transfusiones
(Hohenhaus, 2000). Es por esto que existe la posibilidad de transfundir sangre o componentes
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sanguineos contaminados y de esa forma transmitir enfermedades infecciosas (Zamudio,
2003).

3.4.1.2.4. Sobrecarga circulatoria: La sobrecarga circulatoria ocasionada por la administracién
de un volumen excesivo o transfusion rapida que supera la capacidad del sistema
cardiopulmonar, no permite la adecuada distribucion vascular, lo que produce una congestion
pulmonar y cardiaca. Los signos clinicos que se presentan son hipertension, congestion
venosa, disnea, tos y crepitaciones pulmonares (Zamudio, 2003).

El tratamiento para la sobrecarga circulatoria consiste en administrar un diurético de
rapida accion, venodilatacion rdpida con nitroglicerina y administracion de oxigeno con
mascara. Una forma de prevenir esta sobrecarga es administrar el menor volumen posible de
sangre o administrar s6lo el componente que sea necesario, por ejemplo, transfusion de
glébulos rojos en vez de sangre entera. Es importante también asegurar que la velocidad de
administracion no supere 1ml/kg/h (Hohenhaus, 2000).

3.4.1.3. Reacciones adversas no hemoliticas tardias. Son aquellas reacciones que ocurren
después de completarse la transfusion o demoran dias o meses en aparecer (Hohenhaus y
Rentko, 2002).

Estas reacciones postransfusionales ocurren como resultado de respuestas
inmunolégicas a transfusiones previas (Hohenhaus, 2000). Es decir, que el receptor produce
nuevos anticuerpos por los antigenos administrados en transfusiones anteriores, lo que
estimula la respuesta inmunoldgica en las transfusiones subsecuentes, lo que se denomina
aloinmunizaciéon. En caso de transfusion de plaquetas puede presentarse refractariedad
plaquetaria, esto es la presencia de anticuerpos antiplaquetas que causan inhibicion de las
plaquetas administradas, por lo que no se cumple el objetivo de la transfusion. Para prevenir
este tipo de reaccion se recomienda el uso de productos leucorreducidos (Zamudio, 2003).

3.5 RECOLECCION DE SANGRE

Para realizar una transfusion de sangre o de algin hemoderivado, es necesario
recolectar la sangre de la forma mas aséptica posible. La asepsia se debe mantener desde que
se obtiene la sangre del animal correctamente depilado y desinfectado, hasta la obtencion de
un producto que no haya tomado contacto con el exterior en ninglin momento y se encuentre y
almacene en una bolsa estéril de transfusion a una temperatura adecuada (Sellon, 2000).

La bolsa para transfusion debe contener idealmente una solucion de citrato, fosfato y
dextrosa (CPD) como anticoagulante, ya que ademas provee un sustrato para la glicolisis de
los globulos rojos. El componente fosfatado del CPD sirve como agente buffer y aumenta el
pH de la solucion a un nivel fisiologico (Williamson, 1993). El citrato de sodio inhibe la
coagulacién quelando el calcio requerido en la cadena de la coagulacion (Sellon, 2000). Se
necesitan 15 ml de CPD por cada 100 ml de sangre recolectada, es decir una relacion de 1:7.
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La heparina se podria utilizar en situaciones de emergencia, pero tiene una serie de
desventajas. La heparina es un potente activador de plaquetas y la sangre heparinizada no
deberia almacenarse por mas de 2 horas después de la recoleccion (Williamson, 1993).

El volumen de sangre a obtener dependera del estado de salud del donante. Es asi
como un caballo sano de 500 kg puede donar de 6 a 8 litros de sangre entera cada 30 dias sin
presentar secuelas evidentes (Morris, 1998). Mientras se esta extrayendo la sangre del
donante, la bolsa de transfusiéon debe moverse en forma suave y continua para asegurar una
correcta homogenizacion de la sangre con el anticoagulante. Las bolsas de sangre entera deben
ser almacenadas a 4°C si el intervalo entre la recoleccion y la transfusion es mayor a 2 horas
(Sellon, 2000). La duracién de las bolsas de sangre entera con CPD es de 21 dias a 4° C
(Benavides, 2000).

3.5.1 Leucorreduccion

La leucorreduccion se refiere al proceso mediante el cual se obtiene un hemoproducto
con un numero reducido de leucocitos. En medicina humana, los pardmetros actuales de
leucorreduccion para Europa y Estados Unidos exigen productos con concentraciones
residuales de leucocitos menores de 1x 10° o menor que 5x 10° por unidad de hemoproducto
respectivamente (Dzik, 2002). Para lograr estas cifras se requiere que el método de
leucorreduccion empleado permita obtener un producto con menos de un 20% de los
leucocitos originales y que no afecte la viabilidad de las células rojas (Brownlee y col., 2000).

La leucorreduccion es una técnica que se utiliza para disminuir la frecuencia de
complicaciones transfusionales especificas, tales como aloinmunizaciones, refractariedad
plaquetaria y reacciones febriles no hemoliticas (Dzik, 2002).

Existen diversas técnicas que se utilizan para leucorreducir la sangre, entre ellas la
sedimentacion, el lavado de eritrocitos y la centrifugacion. En la actualidad la técnica mas
utilizada es la filtraciéon (Bravo, 2002), pero este proceso no remueve las citoquinas y
fragmentos de células blancas liberadas durante el tiempo de almacenamiento del componente
leucorreducido (Benavides, 2000). En oposicion a esto, los componentes fraccionados por
centrifugacion son leucorreducidos en un 80 a 90 %, siendo este el método que proporciona el
menor nimero de leucocitos contaminantes en sangre almacenada (Benavides, 2000).

La tecnologia del sistema Top and Bottom de Optisystem® fue descrita por Hogman y
col. (1988), y su eficacia en términos de productividad y pureza de los componentes no ha sido
superada por ningin otro método de fraccionamiento de sangre. El sistema Top and Bottom
permite una elevada reduccion en la contaminacion de leucocitos de los diferentes
componentes sanguineos (Hurtado y col., 2000).

Este sistema se basa en la centrifugacion, mediante la cual se logra reducir sobre un
80% de leucocitos totales. El método consiste en centrifugar la unidad de sangre total,
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recolectada del donante con anticoagulante (CPD) para dividirla en tres capas; plasma, costra
flogistica y eritrocitos. Posterior a esto se separan mediante presion las tres capas
anteriormente descritas, depositando el plasma en una bolsa que se ubica en la parte superior
de la unidad de sangre entera y los eritrocitos en una bolsa que se ubica en la parte inferior de
la unidad de sangre entera y que contiene Adsol como liquido diluyente. La costra flogistica
permanece dentro de la bolsa donde se encontraba la unidad de sangre entera. Este
procedimiento se hace posible mediante un sensor optico que detecta el movimiento de la
costra flogistica a medida que la unidad de sangre entera se vacia, regulando el paso del
plasma y de los eritrocitos a sus respectivas bolsas (Benavides, 2000).

No hay informacién en la literatura consultable sobre el empleo de la leucorreduccion
en sangre de equinos, técnica que permitiria reducir la presentacion de reacciones
transfusionales adversas y optimizar el uso la sangre. Con dicho proposito es necesario hacer
un estudio para evaluar el grado de leucorreduccion en sangre de caballos, con la finalidad de
poder implementar esta técnica en la medicina equina.
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3.6. HIPOTESIS

El proceso de leucorreduccion mediante el sistema Top and Bottom reduce sobre el
80% el contenido de leucocitos en el concentrado de eritrocitos para hemotransfusion
obtenido de sangre de caballos.

3.7. OBJETIVOS

3.7.1. General:

Establecer el porcentaje de leucorreduccion en concentrados de eritrocitos de caballos
obtenido mediante el sistema “Top and Bottom™.

3.7.2. Especifico:

3.7.2.1 Determinar la cantidad de eritrocitos, concentracion de hemoglobina y volumen
globular previo y posterior al proceso de leucorreduccion mediante el sistema “Top and
Bottom” en sangre de caballos.

3.7.2.2 Determinar la cantidad de leucocitos presentes previo y posterior al proceso de
leucorreduccion mediante el sistema “Top and Bottom™ en sangre de caballos.

3.7.2.3 Determinar el porcentaje de leucorreduccion en el concentrado de eritrocitos logrado
mediante el sistema “Top and Bottom” en sangre de caballos.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1. Material bioldgico

Se utilizaron 10 equinos clinicamente sanos de edades entre 2 y 7 afos y de razas Fina

Sangre de Carrera y Criollo Chilenos. Los animales cumplieron con los siguientes requisitos:

Entre 3 y 12 afios de edad.

Hembras no gestantes.

Poseer un temperamento docil.

Estar clinicamente sanos (determinado por anamnesis y examen clinico general)
Tener hemogramas dentro de los rangos correspondientes a la especie.

Con el proposito de establecer el cumplimiento de estos requisitos, a los 10 equinos se

les practicd un examen clinico general y un hemograma control para certificar su idoneidad
para este estudio.

4.1.2. Material de leucorreduccion

Sistema de bolsas Optipack® cuaddruples marca Baxter® (Figura 1). El sistema esta
compuesto por una bolsa madre denominada unidad de sangre total (UST), que
contiene 63 ml del anticoagulante CPD (citrato fosfato y dextrosa) y tiene un puerto de
salida superior, otro inferior y un puerto de entrada conectados a tres bolsas satélites;
dos sobre la bolsa de la UST para el plasma pobre en plaquetas (PPP) y el concentrado
plaquetario (CP) y una en la parte inferior para el concentrado de eritrocitos (CE). Esta
ultima contiene 100 ml de solucion de ADSOL que permite la preservacion de
eritrocitos por 42 dias, compuesta por una solucion salina que mantiene el medio
isotonico, adenina para la mantencion del ATP, dextrosa como nutriente y manitol para
evitar la lisis de los globulos rojos.

Centrifuga Sorvall Instruments modelo RC-3B.

Equipo de procesamiento Optipress® marca Baxter.

Sellador Hematron IV® de Baxter.
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Fig 1. Sistema de bolsas Optipack ®:

UST: Unidad de sangre total con CPD

CE: Concentrado de eritrocitos con Adsol
PPP: Plasma pobre en plaquetas

CP: Concentrado plaquetario

T: Tubo con aguja de extraccion de sangre.

4.1.3. Material de laboratorio
- Analizador hematoldgico Sysmex KX- 21N.
- Microscopio 6ptico Olympus

La obtencion de muestras de sangre y analisis hematoldgicos se llevaron a cabo
utilizando equipos, materiales y reactivos del Laboratorio de Patologia Clinica del Hospital
Veterinario de la Universidad Austral de Chile.

El proceso de leucorreduccion se realizo utilizando equipos facilitados por el Banco
de Sangre del Hospital Base del Servicio de Salud, Valdivia.

4.2 METODOS

4.2.1. Seleccion de los donantes

A cada equino se le realiz6 un examen clinico general y se obtuvieron muestras de
sangre con EDTA, mediante venopuncién yugular para realizar un hemograma en el que se
determind la concentracion de hemoglobina (Hb), el volumen globular aglomerado (VGA), el
recuento de leucocitos totales y la formula leucocitaria diferencial relativa y absoluta.

Se seleccionaron aquellos individuos que estaban sanos y presentaban los valores
hematoldgicos dentro de los rangos de referencia para su especie y raza.
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4.2.2 Recoleccion de la sangre

A los equinos seleccionados se les extrajo sangre mediante venopuncion yugular.
Antes de la puncion se realizo limpieza, depilacion y desinfeccion de la zona. La sangre fue
recolectada en bolsas Optipack® cuédruples (Figura 1).

Las bolsas de unidad de sangre total (UST) se llenaron por diferencia de gravedad,
moviéndose de forma suave constantemente hasta obtener aproximadamente 450 ml de sangre.
Al finalizar este procedimiento se anudo el tercio proximal del flebo de entrada y se cortd su
extremo libre.

La unidad de sangre total fue transportada al Hospital Base del Servicio de Salud de
Valdivia, dentro de 5 horas de obtenida. El traslado de la muestra se realiz6 en una caja termo
aislante para asegurar una temperatura ambiente constante.

4.2.3. Procesamiento de la unidad de sangre total (UST)

El proceso de leucorreduccion se llevo a cabo en el Banco de Sangre del Hospital Base
de Valdivia, utilizando el sistema Top and Bottom, en dos fases, centrifugacion y extraccion.

4.2.3.1. Centrifugacion. Para llevar a cabo este proceso se pusieron las bolsas de sangre
dentro de bolsas plasticas y después en los vasos de una centrifuga Sorvall Instruments
modelo RC-3B, donde fueron centrifugadas a 4700 g durante 12 minutos a una temperatura de
22°C.

Como resultado de este proceso la sangre se separ6 en 3 capas con interfases bien
diferenciadas. En la parte superior el plasma, al medio la interfase plasma — costra flogistica -
eritrocitos y abajo los eritrocitos.

4.2.3.2. Extraccion. Las bolsas con las 3 capas diferenciadas se pusieron en el extractor
neumatico Optipress® para la separacion automatica de sus componentes. Este extractor opera
con tres sistemas; neumatico, optico y eléctrico.

El sistema neumatico implica que a través de dos placas paralelas se ejerce presion
sobre la bolsa UST centrifugada, haciendo que el plasma fluya hacia la salida superior y los
eritrocitos hacia la salida inferior. El sistema Optico mantiene la costra flogistica en el medio
de la bolsa original mediante una fotocelda y un haz de luz de 940 nm, controlando el flujo de
salida; al terminar el fraccionamiento envia una sefial eléctrica para terminar el proceso de
extraccion.

El resultado del procedimiento es una bolsa con el concentrado de eritrocitos
leucorreducidos (CE), otra con plasma pobre en plaquetas (PPP) y la bolsa original con la
costra flogistica. La cuarta bolsa, correspondiente al concentrado plaquetario, no se utilizo, ya
que no se realizo el procedimiento de obtencion de plaquetas.
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4.2.4. Obtencion de muestras

Se tomaron dos muestras con EDTA (1-2-mg/ml) de 1-3 ml cada una. Una muestra se
obtuvo inmediatamente después de terminado el proceso de recoleccion de sangre desde la
UST y la otra después del proceso de leucorreduccion desde la unidad de CE.

Estas muestras fueron transportadas en una caja termo aislante al Laboratorio de
Patologia Clinica del Instituto de Ciencias Clinicas Veterinarias de la Universidad Austral de
Chile.

4.2.5. Analisis de laboratorio
Se realizaron las siguientes determinaciones:

4.2.5.1. Eritrograma
e Recuento de eritrocitos (nimero/pl), mediante citometria de flujo (Sysmex KX-21N).
e Concentracion de hemoglobina (g/dl), mediante citometria de flujo (Sysmex KX-21N).
e Volumen globular aglomerado (VGA), mediante citometria de flujo (Sysmex KX-21N).

4.2.5.2. Leucograma

e Recuento de leucocitos totales (nimero/pul), mediante citometria de flujo (Sysmex KX-
21N).

e Formula leucocitaria diferencial relativa. Se determind por conteo manual
diferenciando 100 leucocitos en frotis preparados en cubreobjetos de 22 x 22 mm
tefiiddos con Giemsa y observados en microscopio Optico con aumento de 800 X.

e Formula leucocitaria absoluta. Se calculd el numero/pl de cada tipo de leucocito
mediante regla de tres utilizando los valores de recuento de leucocitos totales y de la
formula leucocitaria diferencial relativa.

4.3. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el programa computacional Statistix
8.0. Se determinaron los valores de estadistica descriptiva (promedio + desviacion estandar) y
se compararon los valores obtenidos para cada variable en las dos muestras mediante el
analisis de “t” de Student para muestras pareadas. Ademds se determind el valor de la
correlacion de Pearson entre los valores de los recuentos de leucocitos de las unidades UST
con las unidades de CE. Se consider6é como significativo un valor de p < 0,05.

La eficiencia del proceso de leucorreduccion se determiné por la diferencia porcentual
entre el numero de leucocitos previo y posterior al procedimiento de leucorreduccion mediante
el sistema Top and Bottom. Los valores que se utilizaron fueron los obtenidos de los
leucogramas de las muestras de la UST y de la subunidad de CE.
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5. RESULTADOS

El volumen de sangre obtenido en la bolsa UST del sistema Top and Bottom fluctud
entre 400 y 500 ml, volumen que se recolectd en un periodo de 15 a 20 minutos. Solo dos
animales en este estudio se observaron inquietos y ansiosos al momento de la recoleccion de
sangre, los que coincidieron con los menores volimenes recolectados de sangre.

El nimero de eritrocitos, el volumen globular y la concentracion de hemoglobina de la
sangre de los caballos aument6 (p < 0,05) después del procedimiento de leucorreduccion, en el
contenido de la unidad CE, con relacion al valor obtenido en la bolsa UST (Tablas 1, 2 y 3).

Tabla 1: Numero de eritrocitos en sangre de equinos (promedio, desviacion estandar y rango)
en la unidad de sangre total (UST) y en la unidad de concentrado de eritrocitos (CE) posterior
a la leucorreduccion mediante el sistema Top and Bottom.

. . 6 i Rango
Eritrocitos (N° x10"/nl) Promedio DE
Minimo Maximo
En unidad UST 7,8% 1,1 5,5 9,0
En unidad CE 11,1° 1,5 7,0 12,4

Letras diferentes serialan diferencias entre promedios p < 0,05

Tabla 2: Volumen globular en sangre de equinos (promedio, desviacioén estdndar y rango) en
la unidad de sangre total (UST) y en la unidad de concentrado de eritrocitos (CE) posterior a
la leucorreduccion, mediante el sistema Top and Bottom.

. Rango
Volumen globular (%) Promedio DE
Minimo Maximo
En la unidad UST 39? 6 28 46
En la unidad CE 57° 8 36 63

Letras diferentes serialan diferencias entre promedios p < 0,05
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Tabla 3: Concentracion de hemoglobina en sangre de equinos (promedio, desviacion estandar
y rango) en la unidad de sangre total (UST) y en la unidad de concentrado de eritrocitos (CE)
posterior a la leucorreduccion mediante el sistema Top and Bottom.

] . Rango
Hemoglobina (g/dl) Promedio DE
Minimo Maximo
En la unidad UST 12,9* 1,8 9,4 15,3
En la unidad CE 18,3° 2,3 12,3 20,2

Letras diferentes sefialan diferencias entre promedios p < 0,05

Tabla 4: Numero de leucocitos en sangre de equinos (promedio, desviacion estandar y rango)
en la unidad de sangre total (UST) y en la unidad de concentrado de eritrocitos (CE) posterior
a la leucorreduccion mediante el sistema Top and Bottom.

. . Rango
Leucocitos (N°/nl) Promedio DE
Minimo Maximo
En la unidad UST 7000° 1090 4800 8500
En la unidad CE 450° 210 200 800

Letras diferentes sefialan diferencias entre promedios p < 0,05

El niimero de leucocitos totales de la sangre de equinos previo a la leucorreduccion en
la unidad UST fue de un promedio de 7000 por pl. Esta cifra se redujo (p<0,05) después del
proceso de leucorreduccion, alcanzando un promedio de 450 por ul (Tabla 4).

En las 10 unidades de sangre se obtuvo una reduccion del 93,4 = 3% del ntimero de
leucocitos producto del proceso de leucorreduccion con un minimo de eficiencia del 89,1%

(Tabla 5).

Soélo en 3 frotis de las unidades de CE fue posible observar leucocitos, encontrandose
estos en cantidades insuficientes para realizar un recuento diferencial, por lo tanto no fue
posible registrar la informacion. El tnico tipo de leucocitos encontrados fue eosindfilos.

El valor de la correlacion de Pearson obtenido entre el recuento de leucocitos de la
bolsa de la UST con el de la unidad de CE fue de r = 0,0430 (p > 0,05) demostrando asi que el
nimero de leucocitos remanentes en la unidad de CE fue independiente del contenido inicial
de leucocitos de la UST.
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Tabla 5: Porcentaje de leucorreduccion en unidades de concentrado de eritrocitos (CE) de
sangre de 10 equinos, posterior al proceso de leucorreduccion mediante el sistema Top and
Bottom.

Casos Leucorreduccion (%)
1 94,5
2 95,8
3 92,5
4 93,7
5 90,1
6 89,1
7 93,7
8 97,6
9 97,2
10 90,0
Promedio 93,4

DE 3,0
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6. DISCUSION

Actualmente la obtencion de plasma de sangre equina se realiza utilizando la elevada
velocidad de la sedimentacion de los eritrocitos de equinos, permitiendo la recoleccion del
plasma cuando los eritrocitos hayan sedimentado en la base de la bolsa o botella de
recoleccion, lograndose acelerar la sedimentacion mediante centrifugacion (Feige y col.,
2002).

A pesar de que las técnicas para recoleccion de eritrocitos y plasma en equinos, como
la sedimentacion por gravedad o la centrifugacion de la sangre entera, son faciles de realizar y
no requieren de equipos especiales, la mayor ventaja de la leucorreduccion utilizando el
sistema Top and Bottom sobre estas técnicas, es la obtencion de plasma y eritrocitos pobres en
leucocitos de manera estéril. Sin embargo, se sefiala que existe una mayor pérdida de
eritrocitos que con el método clasico de extraccion de la costra flogistica (Hurtado y col.,
2000).

Para este estudio la recoleccion de sangre, la obtencion de plasma y del concentrado de
eritrocitos se hizo en base a un protocolo de trabajo (Anexo 1), el cudl se baso en el existente
para sangre humana, utilizado en forma rutinaria en el Hospital Base de Valdivia. Este
protocolo contiene una serie de 15 pasos secuenciales desde la anamnesis del donante hasta la
obtencion de las tres fracciones de sangre separadas en tres bolsas.

La sangre recolectada fue leucorreducida a menos de 5 horas de su recoleccion, a
diferencia de lo indicado por Rider y col. (2000), que sugieren una mantencion de la sangre a
temperatura de 4°C durante 12 horas, con el fin de permitir la fagocitosis de cualquier
contaminante bacteriano. Esto no se realizo de esta forma, ya que la finalidad de este estudio
fue evaluar la efectividad de la técnica y no utilizar los hemoproductos para transfusiones.

El nimero de eritrocitos (Tabla 1), la concentracion de hemoglobina (Tabla 2), el valor
del volumen globular (Tabla 3) y el numero de leucocitos (Tabla 4) obtenidos de las muestras
de la unidad de sangre total (UST), se encontraban dentro de los rangos de referencia para la
edad y especie equina (Wittwer y Ceballos, 2001). Estos valores obtenidos en las UST fueron
de suma importancia, debido a que permitieron continuar con el estudio, demostrando que los
animales tenian sus valores hematologicos normales.

En las bolsas de las UST no se detectaron anormalidades en la sangre tales como
hemolisis o coagulacion. Esto debido posiblemente a que la bolsa de la UST contiene 63 ml
del anticoagulante CPD, que constituye un método de almacenamiento O6ptimo, el cual logra
los mejores valores hematoldgicos para sangre de equinos (Mudge y col., 2004).
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El numero de eritrocitos, la concentraciéon de hemoglobina y el volumen globular
aumentaron después de realizada la leucorreduccion en la unidad de concentrado de eritrocitos
en comparacion con los valores obtenidos de la UST (Tablasl, 2 y 3). Este aumento también
se pudo observar en el estudio realizado con sangre de caninos, en el que se obtuvieron valores
de 8,7 x 10%pl para los eritrocitos, 57% de volumen globular y 20,7 g/dl para la concentracién
de hemoglobina (Ortiz, 2004). El aumento observado en ambos estudios se debid a que se
concentraron los globulos rojos producto de la extraccidon del plasma al leucorreducir la UST
mediante el sistema Top and Bottom.

Al comparar los valores obtenidos en las unidades de CE de equinos con los valores en
las unidades CE de caninos (Ortiz, 2004) podemos observar que el nimero de eritrocitos/ul en
equinos es relativamente mayor, mientras que el volumen globular permanece igual. La
concentracion de hemoglobina se registr6 levemente mas alta en las unidades de CE de
caninos. Estas diferencias se explican por el menor tamafio de los eritrocitos de los equinos
comparado con el de los caninos (Wittwer y Ceballos, 2001).

En un estudio con sangre humana se obtuvieron UST con valores de 4,0 x 10°
eritrocitos/pl, volumen globular de 36% y concentracion de hemoglobina de 12 g/dl. Los
valores obtenidos posteriores a la leucorreduccion en este estudio fueron 6,4 x 10°
eritrocitos/pl, 61% de volumen globular y 19,6 g/dl para la concentracion de hemoglobina
(Hurtado y col., 2000). La concentracion de eritrocitos en la unidad de CE de equinos fue
mayor que en humanos, mientras que la hemoglobina presenté un valor levemente menor.

Similar concentracion de sangre se observa en las unidades CE de sangre de humanos
obtenidas en el Hospital Base de Valdivia en el afio 2003 utilizando el mismo método de
leucorreduccion. En donde los valores promedios obtenidos para el nimero de eritrocitos en
las UST y en la unidad CE fueron de 4,0 x 10° y 6,3 x 10%ul, respectivamente. Los valores
promedio para el volumen globular fueron de 37% para la UST y de 57% para la unidad CE,
mientras que los valores promedio para la hemoglobina fueron 12,4 g/dl para la UST y 19,1
g/dl para la unidad de CE.

Cabe mencionar que el valor de volumen globular mas alto obtenido de las unidades
CE de sangre de equinos en este estudio fue de 63%, superior al obtenido en humanos de un
61% (Hurtado y col., 2000). Este valor de volumen globular relativamente elevado representa
una dificultad al momento de administrar la unidad de CE al paciente receptor, ya que al ser la
unidad de CE muy viscosa, se dificulta la transfusion. En estos casos es necesario mezclar la
unidad de CE con solucion fisioldgica para alcanzar una velocidad de transfusion adecuada.
Esto a su vez aumenta las posibilidades de contaminacion de la unidad por manipulacién
(Williamson, 1993).

©) Planilla de control de calidad del sistema de leucorreduccion Optisystem II del Banco de Sangre del Hospital
Base de Valdivia en el afio 2003.



25

Como era de esperarse, el numero de leucocitos en la unidad CE de sangre de equinos
fue menor (p<0,05), producto del proceso de leucorreduccion a la que fue sometida. Se obtuvo
un valor promedio de 450 leucocitos/ul (Tabla 4), lograndose un 93,4% de reduccién en la
unidad de CE (Tabla 5). En un estudio con sangre de caninos, realizado en forma paralela a
este trabajo, se obtuvo un valor de 790 leucocitos residuales/ul en la unidad de CE con un
porcentaje de leucorreduccion similar de 95,5% (Ortiz, 2004).

El porcentaje de leucorreducciéon alcanzado en este estudio supera las expectativas de
lo propuesto por el manual de operacion de Optysistem® para sangre humana. Este manual
garantiza una leucorreduccion entre un 80 y un 90% en sangre humana utilizando el sistema
Top and Bottom. Sin embargo estos valores fueron menores que los obtenidos por Brownlee y
col. (2000), al leucorreducir sangre de caninos posterior a almacenamiento por 4 horas a 4°C,
utilizando un método de filtracion. Este aumento en la capacidad de leucorreduccion
concuerda con Rider y col.(2000), que describe una leucorreduccion de un 99% utilizando
filtros de tercera generacion en sangre humana. Ademads se describe que la leucodeplecion
utilizando filtros es significativamente mas eficiente al mantener las UST a 4°C por 12 a 18
horas antes de someterla al proceso de leucorreduccion (Rapaille y col., 1997).

Las unidades de CE de sangre humana leucorreducidas mediante el sistema Top and
Bottom en el Hospital Base de Valdivia, presentan un numero promedio de 1.967
leucocitos/ul ), similar al descrito por Hurtado y col. (2000) de 1.792 leucocitos/ul obtenidos
con este mismo sistema en sangre humana. Sin embargo, estos valores son mayores a los
obtenidos en este trabajo con sangre de equinos. El porcentaje de leucorreduccion obtenido
por Hurtado y col. (2000), también fue menor a lo obtenido en equinos. En unidades de CE de
humanos el porcentaje de leucorreduccion fue de 86,3%. Estos resultados demuestran que el
método de leucorreduccion mediante el sistema Top and Bottom es mads eficiente si se
procesan UST de sangre de equinos.

La filtracion de sangre entera constituye un método de menor complejidad para
leucorreducir sangre, sin embargo estos filtros también remueven plaquetas, lo que los hace
inadecuados para leucorreduccion de sangre entera destinada a produccion de plaquetas (Rider
y col., 2000). Ha sido demostrado en diferentes estudios que la pérdida de eritrocitos es mayor
con el sistema Top and Bottom que con el sistema de filtracion, esta pérdida se puede
minimizar haciendo ajustes en los parametros de los sistemas de centrifugacion y
fraccionamiento (Hurtado y col., 2000).

La definicion de leucorreduccion segiin Lombana y col. (2002), es el proceso de
remover sobre el 90 % de los leucocitos contenidos en un hemoproducto de un Banco de
Sangre de humanos. Este objetivo se cumplio en 9 de las 10 UST, obteniéndose sélo en una,
un valor levemente menor (89,1%), por lo que se puede inferir que la leucorreduccion de

©) Planilla de control de calidad del sistema de leucorreduccion Optisystem II del Banco de Sangre del Hospital
Base de Valdivia en el afio 2003.
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sangre de equinos mediante el sistema Top and Bottom permite obtener unidades de CE de
calidad comparable a las unidades de CE de humanos.

El costo de transfundir un hemoproducto leucorreducido mediante el sistema Top and
Bottom es aproximadamente cuatro veces menor al valor de la leucorreduccion utilizando un
sistema de filtros (Lombana y col., 2002). En el Hospital Base de Valdivia el procesamiento
de la unidad de CE, para leucorreduccion mediante el sistema Top and Bottom, tiene un costo
aproximado de $22.000, mientras que la leucorreduccion mediante un sistema de filtros,
actualmente tiene un costo de aproximadamente $30.000 pesos. Esta situacion es importante
de tener en consideracion en equinos dado el mayor volumen requerido, lo que limita su
empleo a animales de mayor valor comercial.

El procesamiento de una UST de sangre de equinos con el sistema Top and Bottom,
permite optimizar la utilizacion de sangre del donante, ya que de una unidad se obtienen tres
unidades distintas. Una unidad de concentrado de eritrocitos, una de plasma pobre en
plaquetas y una de plaquetas y costra flogistica, a partir de la cual se puede obtener un
concentrado plaquetario. De esta forma se pueden beneficiar tres receptores a partir de un
donante (Hohenhaus y Rentko, 2002). Otra ventaja que permite la obtencion de
hemoproductos leucorreducidos es que se le administra al paciente sélo el producto que
necesita, evitando asi una sobrecarga circulatoria y reduciendo al minimo la exposicion a
proteinas extrafias para evitar reacciones adversas post transfusion (Cotter y Stone, 1994).

El Consejo Europeo para la Produccion y Almacenamiento de Hemoproductos de
sangre de humanos recomienda que las unidades de CE de buena calidad deben tener como
valores, un volumen globular de 50 a 70 %, una concentracion de hemoglobina superior a 9,5
g/dl y un numero de leucocitos menor a 2666/ul. Al comparar estos valores con los obtenidos
de las unidades de CE de sangre de equinos, se observa que este sistema es muy eficiente en
esta especie, ya que los valores no s6lo se encuentran dentro de los valores de calidad
recomendados para la especie humana, sino que también los superan.

6.1. CONCLUSIONES

1. El sistema Top and Bottom permite obtener unidades de concentrado de eritrocitos
leucorreducidas entre un 89 a 97%, con un promedio de 93,4%.

2. Las unidades de concentrado de eritrocitos de sangre de equinos procesadas mediante
el sistema Top and Bottom, presentaron valores de eritrocitos de 11,1 = 1,5/ul. El
volumen globular fue de 57 + 8% y la concentracion de hemoglobina fue de 18,3 + 2,3
g/dl.
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3. Las unidades de sangre total previo a la leucorreduccion tenian como promedio 7.000
leucocitos/pl y después de ser sometidas la sistema Top and Bottom quedaron con 450
leucocitos residuales/pl.

4. El nimero de leucocitos por ul de sangre del donante, no influye en el porcentaje de
leucorreducciéon que se puede lograr en la unidad de concentrado de eritrocitos,
obtenida al procesar sangre de equinos mediante el sistema Top and Bottom.
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8. ANEXO1

PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD PARA LA TOMA DE MUESTRAS
Realizar anamnesis y examen clinico general del donante.

Tomar muestra de sangre (1 ml) con EDTA con jeringa desechable de 21 G por puncion de
la vena yugular en el lado izquierdo.

Realizar un hemograma a la muestra y constatar que todos los valores se encuentren dentro
de los rangos correspondientes a la especie.

Llevar al donante a un lugar tranquilo.

Con ayuda de algin colaborador, se depila la zona a puncionar sobre la vena yugular.
Posteriormente se hace aseo de la zona, pasando un algodon con povidona yodada al 1%.

Abrir la unidad de recepcidon y ponerla en una bolsa plastica transparente y limpia.
Haciendo una sujecion mecanica del animal, se procede a puncionar la vena yugular
haciendo que la sangre entre por gravedad a la unidad de recepcion.

La unidad de recepcion se llenard hasta su maxima capacidad con sangre (450 ml). A partir
de este momento pasa a denominarse unidad de sangre total.

Antes de sellar la unidad de sangre total (ST), se mueve por Ultima vez para homogenizar
la sangre con la solucion CPD y tomar una muestra de 1 ml con EDTA, y almacenarla a
una temperatura de 4 “C para realizarle, posteriormente, un eritrograma y un leucograma.

Marcar la unidad ST con una cinta adhesiva previamente rotulada con el nimero de ficha
del donante.

Para mayor seguridad, dibujar una letra E de color azul, para identificar que las muestras
pertenecen a equinos.

Depositar las bolsas Optipac® dentro de una caja termoaislante, para ser transportadas al
Hospital Base Valdivia.
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En el Hospital Base Valdivia, centrifugarla a 3.800 rpm durante 12 minutos a 22°C, con
freno en 1, teniendo la precaucion de que ninguna tubuladura este en contacto con la
unidad ST.

Utilizar el equipo Optipress” en el programa D, y el ajuste del nivel del censor en 3.

Ajustar el volumen de la costra flogistica utilizando la bolsa de calibracion (que contiene
90 ml totales de liquido sin aire en su interior). Montar la bolsa de calibracion en el equipo
Optipress® con la etiqueta hacia la pared fija del equipo. Presionar la tecla PRESS y
esperar 2 a 3 segundos que encienda la luz de estatus; de no ser asi, mover la perilla de
ajuste.

Montar con precaucion la unidad ST centrifugada en los “ganchos” del equipo Optipress”
manteniendo la etiqueta siempre hacia la pared fija del equipo. Cerrar la tubuladura de la
bolsa de plaquetas (nudo corredizo o clamp), y pasar la tubuladura de la bolsa de plasma
por el clamp superior y de la bolsa de eritrocitos por el clamp inferior. Abrir el paso de los
eritrocitos.
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