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COMUNICACION

Leucorreduccion en sangre de caninos y equinos para transfusion de eritrocitos

Leukoreduction in dogs and horses whole blood for erythrocyte transfusion

H Aguilar*, D Ortiz, A Silva, H Bohmwald, F Wittwer
Instituto de Ciencias Clinicas Veterinarias, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Austral de Chile.

SUMMMARY

Leukoreduction is the process of removing white blood cells contained in blood products of a Blood Bank to rule out adverse reactions in the
receptor. The objective of this study was to test the leukoreduction effectiveness of the “Top and Bottom System” centrifugation method in canine and
horse blood units. Blood was obtained in a transfusion system, Optipac® cuadruplex CPD/Adsol, Baxter®, from healthy animals, 10 dogs and 10 horses.
450 ml of blood was extracted from each donor and collected in the total blood unit (ST) of the system and centrifuged. After centrifugation, the ST
unit was processed in the Optipress®, Baxter® to obtain the leukoreduced red blood cells concentrate (CE) into a separated plastic unit. Blood samples
of 1 ml were collected from each animal during the blood extraction, a second from the ST unit and a third from the CE unit. Samples were analyzed
to determine red cell count, haemoglobin concentration, packed cell volume, mean corpuscular volume, mean corpuscular haemoglobin concentration,
and leucocyte count (WBC) using an haematological analyzer, Sysmex KX-21N. Descriptive statistics and “t” Student matching group test were used
to analize data. The CE obtained at the end of the process had a Packed Cell Volume (PCV) = 57% in both species and the erythrocyte characteristics
remained unchanged after the leukoreduction process. The CE of the canine blood was efficiently leukoreduced (mean = 95.5%) with a remaining
WBC content of 0 to 3100 pL (mean 790 uL). The CE of the horse blood was also efficiently leukoreduced (mean = 93.4%) remaining a WBC content
between 200 to 800 UL (mean 450 pL). These results show that the Top and Bottom System is efficient in obtaining leukoreduced erythrocyte units
to be used for transfusion in dogs and horses.
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INTRODUCCION

Transfusion sanguinea o de componentes es el proce-
dimiento a través del cual se introduce, por via venosa,
sangre reconstituida o componentes especificos para res-
tituir o sustituir la funcién del elemento deficiente (Garcia
y col 2003). 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 administracién de sangre total estd indicada en
animales que cursan con anemia severa, suficiente para
impedir la correcta oxigenacién de los tejidos (Sellon
2000). Las indicaciones mds frecuentes para una transfusién
sanguinea son la destruccion acelerada de eritrocitos y las
hemorragias masivas producto de accidentes o traumas
(Williamson 1993).

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 sélo lo que
necesita y se evitan reacciones adversas (Cotter y Stone
1994). El plasma ha sido utilizado para terapia primaria
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o de soporte en variadas enfermedades, reemplazando
inmunoglobulinas perdidas, factores de coagulacién, enzi-
mas y proteinas, ayudando a mantener la presién oncética
vascular (Feige y col 2003). En animales normovolémicos y
anémicos existe la alternativa de transfundir s6lo eritrocitos
en vez de sangre total, exponiendo al receptor a una menor
cantidad de proteinas extrafias (Sellon 2000). Ademds,
la administracién de sangre total puede predisponerlo a
una sobrecarga de fluido, mientras que la administracién
individual del componente deficiente es mas apropiada
(Collatos 2003).

A pesar que las transfusiones de sangre se consideran
con frecuencia como una terapia necesaria y de importancia
vital, no estdn libres de riesgo de reacciones adversas. Debido
a que cada transfusién conlleva el riesgo de provocar una
reaccion adversa, los médicos veterinarios deben conside-
rar siempre los beneficios terapéuticos y el riesgo de una
reaccion, previo a la administraciéon (Hohenhaus 2000).
El uso de componentes sanguineos con alto contenido de
leucocitos tiene un importante rol en las reacciones pos-
transfusionales (Benavides 2000). La reaccién inmediata
febril, no hemolitica, se produce por la interaccion de los
leucocitos y citoquinas del producto transfundido con los
anticuerpos del receptor (Zamudio 2003). Las reacciones
tardias de aloinmunizacién y refractariedad plaquetaria
se presentan como resultado de respuestas inmunoldgi-
cas a leucocitos de transfusiones previas. Ademas, se ha

89



HAGUILARY COL

planteado que los leucocitos transfundidos favorecen la
inmunomodulacién en el receptor con la recurrencia de
céncer, metdstasis y crecimiento tumoral e infecciones
postoperatorias.

Para minimizar o prevenir las reacciones adversas
seflaladas previamente estd indicado someter a la unidad
de sangre a un procedimiento de leucorreduccion antes de
ser transfundida al receptor (Lombana y col 2002, Disk
2002). La leucorreduccion se refiere al proceso mediante el
cual se obtiene un hemoproducto con un niimero reducido
de leucocitos, entendiendo como tal en medicina humana
productos con concentraciones residuales de leucocitos
menores de 5x 10 por unidad de hemoproducto (Disk
2002). Para lograr estas cifras se requiere de métodos de
leucorreduccién que permitan 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).

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

La tecnologia del sistema Top and Bottom de
Optisystem® descrita por Hogman y col (1988) 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 recolectada del donante
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, los eritrocitos en otra que contiene Adsol como
liquido diluyente (anticoagulante y nutriente), mientras que
la costra flogistica permanece dentro de la bolsa original.
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).

En medicina veterinaria existen escasos antecedentes
sobre el empleo de la leucorreduccién. En un estudio
realizado en la Universidad de Washington (Brownlee
y col 2000) obtuvieron una reduccién en el nimero de
leucocitos de 88,9% cuando la unidad de sangre canina
fue leucorreducida con un sistema de filtracién durante
los 30 minutos posteriores a su recoleccion.

El empleo de estas técnicas para la transfusién de
hemoproductos en medicina veterinaria permitiria reducir
la presentacion de reacciones transfusionales adversas
y optimizar el uso de la sangre. Con dicho propdsito el
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presente trabajo tiene como objetivo estimar la eficiencia
de una técnica de leucorreduccién en unidades de sangre
de caninos y equinos.

MATERIAL'Y METODOS

Se emplearon 10 caninos y 10 equinos de diferente
sexo y de un peso vivo mayor a 25 kg en el caso de los
caninos y 350 kg para los equinos, con edades entre los
2 y 8 afios, y que cumplian con las caracteristicas de un
donante (Lubas 1996). Para confirmar el estado de salud
de los animales empleados como donantes, éstos fueron
sometidos a un examen clinico y se realizé un hemograma.
Cabe sefialar que todos los animales posefan propietario,
los cuales fueron informados, dando su consentimiento.
Los animales no sufrieron ningin inconveniente durante ni
posteriormente al procedimiento de extraccién de sangre,
siendo éste habitual dentro de la medicina en animales
de compaiifa.

Para la leucorreduccion se utilizo el sistema de bolsas
Optipack® cuddruples de Baxter®, compuesto por una
bolsa para recibir la sangre del donante, denominada unidad
de sangre total (ST) y tres bolsas satélites para recibir el
plasma, el concentrado plaquetario y el concentrado de
eritrocitos (CE).

De los animales seleccionados se obtuvo sangre me-
diante puncién de la vena yugular, la que se recolecté en
la bolsa ST del sistema Optipack®. La bolsa se llen6 por
diferencia de gravedad, mezclandola constantemente de
forma suave y pesandola hasta obtener 500 mL totales de
sangre y anticoagulante.

Las bolsas se centrifugaron dentro de las 4 horas de
obtenida la sangre a 3.800 rpm durante 12 minutos a
22 °C en una centrifuga Sorwell Instruments® RC-3B y
luego mediante el equipo de sensibilidad 6ptica Optipress®,
de Baxter, se separaron los eritrocitos en la bolsa CE y el
plasma en otra de las bolsas, quedando en la bolsa original
los leucocitos y plaquetas con el resto del plasma.

Se obtuvieron muestras de sangre de 1 mL, con
EDTA desde la unidad ST, una vez terminado el proceso
de recoleccion y homogeneizacién de la sangre con el
anticoagulante y otra desde la unidad CE terminado el
proceso de leucorreduccion. Ademas se obtuvo una muestra
previa desde el sistema de recoleccion de sangre durante
el proceso de recoleccion.

En las muestras se determinaron los valores de recuento
de eritrocitos, hematocrito, concentracién de hemoglo-
bina y el recuento de leucocitos mediante un analizador
hematolégico Sysmex KX-21N. El valor del recuento
de leucocitos totales se cotejé con un recuento manual
en camara de Neubauer. También se realizé la férmula
leucocitaria diferenciando 100 leucocitos en frotis tefiidos
con Wrigth-Giemsa.

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el
programa computacional Statistix 8.0. Se determinaron los
promedios, desviacién estdndar y rango y se compararon



los valores obtenidos mediante “t” para muestras pareadas
considerando significativo un valor de P < 0,05. La efi-
ciencia del proceso de leucorreduccion se determind por la
diferencia porcentual entre el niimero de leucocitos previo
y posterior al procedimiento de leucorreduccidon.

RESULTADOS Y DISCUSION

Procesar una unidad ST en el sistema Top and Bottom,
optimiza la utilizacién de la sangre del donante, porque se
pueden obtener tres unidades a partir de una (una unidad
CE, una unidad de plasma y una unidad de plaquetas).
De esta forma se benefician tres receptores a partir de un
donante (Hohenhaus y Rentko 2002). Ademds cada uno
de los receptores recibe s6lo el componente sanguineo que
necesita para superar su deficiencia, sin la necesidad de
exponer su organismo a sustancias extraias que puedan
desencadenar respuestas inmunolégicas que podrian per-
judicar el prondstico de su enfermedad.

El niimero de eritrocitos, la concentracién de he-
moglobina y el valor de hematocrito de la sangre de los
caninos disminuyeron (P < 0,05) después de la dilucién
de la sangre del donante con la solucién anticoagulante
en la unidad ST, diferencia que no se aprecié en la sangre
de equinos.

En la unidad de CE de sangre de caninos y de equinos
la cantidad de eritrocitos, el hematocrito y la concen-
tracién de hemoglobina aumentaron significativamente
(P < 0,05) producto de la remocién del plasma (cuadro 1).
El tamafio (VCM) asi como el contenido de hemoglobina
de los eritrocitos (CHCM) de equinos no se modificaron
(P > 0,05) durante el proceso de obtencién de la sangre y
de leucorreduccién. Los eritrocitos de caninos presentaron
una leve disminucién (P < 0,05) de su tamafio, asociado a un
incremento relativo en su contenido de hemoglobina, esto
producto de la mantencién de los eritrocitos en el anticoa-
gulante CPD/Adsol un medio levemente hipertdnico.

Cabe destacar que el valor del hematocrito obtenido
en las unidades CE caninas y equinas fue de 57% para
ambas, valor atin adecuado para administrar la unidad
CE. Si la unidad CE es muy viscosa se debe mezclar con
una solucion fisiolégica para alcanzar una velocidad de
transfusién adecuada. Este procedimiento aumenta las
posibilidades de contaminacién por manipulacién de la
unidad (Williamson 1993).

En sangre humana de similares caracteristicas a las usadas
en este trabajo, con 4 x 10° eritrocitos/uL, un hematocrito
de 36% y una concentracion de hemoglobina de 12 g/dL.
también se observé el efecto de concentracién de la sangre
en las unidades CE leucorreducidas por el sistema Top
and Bottom, ya que los valores obtenidos fueron de 6,4 x
10%/uL, 61% y 19,6 g/dL para el niimero de eritrocitos, el
valor del hematocrito y la concentracién de hemoglobina,
respectivamente (Hurtado y col 2000).

El nimero de leucocitos totales de la sangre de caninos
disminuy6 (P < 0,05) levemente al diluirse con la solu-
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Cuadro 1. Ndmero de eritrocitos, hematocrito, concentraciéon
de hemoglobina, VCM y CHCM en sangre de caninos y equinos,
previo a la obtencién en la bolsa de recoleccién de la unidad
de sangre total y posterior al proceso de leucorreduccion en la
unidad de eritrocitos concentrados.

Erythrocyte count, packed cell volume, hemoglobin con-
centration, MCV and MCHC in blood for transfusion from dogs and
horses, before obtained, in the collection bag of the total blood unit and
after leukoreduction in the red blood cells concentrate.

Caninos Equinos

Promedio + DE Promedio DE

Eritrocitos (1x10° /uL)

previo 6,21 0,88 8,2* 1,2
unidad ST 5,46 0,71 7.8 1,1
unidad CE 8,66 2,17 11,1 LS
Hematocrito (%)

previo 4322 6,1 43,22 6,5
unidad ST 36,6° 54 39,12 6,9
unidad CE 57,0¢ 14,7 57,3 8,1
Hemoglobina (g/dL)

previo 13,9 1,7 13,9 1.8
unidad ST 12,7° 1,5 12,9 18
unidad CE 20,7¢ 49 18,3 23
VCM (fL)

previo 69,72 2,6 50,42 1,8
unidad ST 67,1 44 49,7 1,9
unidad CE 65,6 23 51,6 L5
CHCM (g/dL)

previo 3242 2,2 32,20 0,8
unidad ST 35,00 2,7 33,2 09
unidad CE 36,70 2,5 32,12 09

Letras diferentes sefialan diferencias entre promedios P < 0,05.

cién anticoagulante, disminucién que no fue significativa
(P >0,05) en la sangre de equinos. Posterior al proceso
de leucorreduccién se aprecié una fuerte disminucién
(P <0,05) en el niimero de leucocitos tanto de la sangre
de caninos como de equinos (cuadro 2). Esta disminucién
permitié que en la unidad de concentrado de eritrocitos,
CE, quede sélo el 4,5% y el 6,6% de los leucocitos origi-
nales de la sangre de caninos y equinos, respectivamente,
seflalando una eficacia promedio de 95,5% y 93,4 % de
leucorreduccién para las sangres de caninos y equinos,
respectivamente (cuadro 3).

Lombana y col (2002) definieron que la leucorreduccién
es el proceso de remover sobre el 90% de los leucocitos
contenidos en los hemoproductos de un Banco de Sangre
de humanos, valor que coincide con los resultados obte-
nidos. Por otro lado, Browlee y col (2000) determinaron
un 88,9% de reduccién del nimero de leucocitos de uni-
dades de sangre de caninos utilizando la filtracién previa
al almacenamiento como método de leucorreduccion, no
existiendo antecedentes previos en equinos
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Cuadro 2. Ndmero de leucocitos en sangre de caninos y equinos
previo a la obtencidn, en la bolsa de recoleccion de la unidad
de sangre total y posterior al proceso de leucorreduccion en la
unidad de eritrocitos concentrados.

Leukocyte count in blood for transfusion from dogs and
horses before obtained, in the collection bag in the total blood unit and
after leucoreduction in the red blood cells concentrate.

Leucocitos . Rango

(N°/uL) Promedio PE Minimo  Maiximo
Caninos

previo 115502 5096 5700 22500

unidad ST 9850P 3662 6100 18500

unidad CE 790°¢ 966 0 3100
Equinos

previo 73802 1322 6000 9500

unidad ST 7000* 1090 4800 8500

unidad CE 4500 210 200 800

Letras diferentes sefialan diferencias, entre promedios P < 0,05.

Cuadro 3: Porcentaje de leucorreduccién logrado mediante el
sistema Top and Bottom en unidades de concentrado de eritrocitos
de sangre de 10 caninos y 10 equinos.

Percentage of leukoreduction obtained with the Top and
Bottom system in erythrocyte units from 10 dogs and 10 horses.

Leucorreduccion (%)

Caso
Caninos Equinos
1 100,0 94,5
2 99,2 95,8
3 91,2 92,5
4 91,7 93,7
5 87,9 90,1
6 96,9 89,1
7 97,2 93,7
8 99,2 97,6
9 100,0 97,2
10 91,4 90,0
Promedio = DE 95,5+45 93,4+3,0

El mayor porcentaje de leucorreduccién fue de 100%,
observado en 2 unidades CE de caninos y el porcentaje
mads bajo fue de 87,9% también observado en sangre de
caninos. La férmula diferencial se realizé en las muestras
del concentrado de eritrocitos con un recuento >500 leuco-
citos/uL, donde se observaron mayoritariamente neutréfilos
(60 a 90%) ademads de linfocitos en bajos porcentajes y
escasos eosindfilos y monocitos.

La obtencion de unidades CE leucorreducidas permite
transfundir eritrocitos como un hemoproducto sin reac-
ciones febriles no hemoliticas en el receptor. Ademads,
puede evitar que se manifiesten otros tipos de reacciones
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adversas a los leucocitos del donante (Benavides 2000,
Bravo 2002).

Las unidades CE de sangre de humanos leucorredu-
cidas por el sistema Top and Bottom procesadas en el
Hospital Base de Valdivia presentan un niimero promedio
de leucocitos de 1.967/ uL!. Por otro lado el niimero de
leucocitos obtenido por Hurtado y col (2000) en unida-
des CE de sangre humana fue de 1.792/uL. Al comparar
estos resultados con los obtenidos en este estudio, en
donde la unidad CE de sangre de caninos y equinos con-
tiene un nimero promedio de 790 leucocitos/uL y 450
leucocitos/uL, respectivamente (cuadro 2), se demuestra
que el método de leucorreduccién utilizando el sistema
Top and Bottom es mads eficiente si se procesan unidades
ST de sangre de caninos y equinos.

Los resultados del presente trabajo permiten concluir
que el sistema Top and Bottom es eficiente para obtener,
con sangre de caninos y de equinos, unidades de con-
centrado de eritrocitos leucorreducidos acorde con los
estandares establecidos para ser utilizados en transfusiones
sanguineas.

RESUMEN

Leucorreduccion es el proceso de remover los leucocitos contenidos
en unidades de sangre obtenidas para transfusion con el objeto de reducir
reacciones adversas. En este estudio se evalud la eficiencia de un sistema de
leucorreduccién basado en centrifugacién en sangre de caninos y equinos.
Se emplearon 10 perros y 10 caballos clinicamente sanos. De cada animal
se extrajo hasta 450 mL de sangre empleando el sistema para obtencién
de sangre Optipac® cuddruplex CPD/Adsol, Baxter®, depositandose 450
mL en la unidad de sangre total (ST). Posterior a una centrifugacion, la
unidad fue sometida a presién en el equipo Optipress®, Baxter® obteniendo
el concentrado de eritrocitos leucorreducidos (CE). Muestras de 1 mL
de sangre fueron obtenidas desde: 1. el tubo de recoleccion, 2. 1a bolsa
con ST y 3. la bolsa con CE. En las muestras se determin el recuento
de eritrocitos, hematocrito, hemoglobina, VCM, CHCM vy recuento de
leucocitos empleando un analizador hematolégico Sysmex KX-21N.
Los datos se analizaron mediante estadistica descriptiva y analisis de “t”
para muestras pareadas. El concentrado de eritrocitos obtenido al final
del proceso de leucorreduccién tuvo un hematocrito promedio de 57%
en ambas especies, manteniendo los eritrocitos sus caracteristicas. El
proceso de leucorreduccion logré disminuir el nimero de leucocitos en la
unidad de CE en un 95,5% y 93,7%, quedando s6lo una media de 790 y
450 leucocitos/UL en la sangre de los caninos y equinos respectivamente.
Estos resultados muestran que el sistema Top and Bottom es eficiente
para obtener unidades de eritrocitos leucorreducidos para ser empleados
en transfusiones en caninos y equinos.
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