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RESUMEN.

La implementacion de un proceso de IP permite el redisefio de procesos de obtencion de
componentes sanguineos seguros al reducir la necesidad de realizar pruebas adicionales
para deteccion de patégenos, minimiza el riesgo residual de infeccién (como la ventana
de infectividad residual para aquellos patégenos que se detectan de forma rutinaria),
sustituye el uso de pruebas selectivas (por ejemplo, serologia para citomegalovirus) y
complementa la irradiacion gamma dada su capacidad para inactivar leucocitos. Ademas,
la implementacion de una IP reduce la incidencia de infeccion en receptores de
componentes sanguineos y permite que los servicios de sangre protejan en forma
proactiva el suministro de sangre contra futuras infecciones emergentes.

La tecnologia de IP Intercept Blood Systemt para plasma y plaguetas utiliza un
psoraleno sintético conocido como amotosaleno (S-59). Los psoralenos son
furocumarinas que se encuentran en los alimentos, principalmente vegetales como el apio
y el perejil. La ingesta diaria de estos alimentos es superior a 1 mg, mientras que la
concentracion nominal de amotosaleno para inactivar a los agentes patégenos en las PLT
es de 150 uM. Los psoralenos tienen una afinidad especialmente alta por los acidos
nucleicos, intercalandose dentro del DNA o sea el caso RNA, formando monoaductos
(cada 83pb) con las bases de timina y uracilo respectivamente, a través del proceso de
inactivacion irradiando los componentes sanguineos con luz UVA de onda larga (320-400
nm; 3J/cm2), formando enlaces covalentes irreversibles con las bases de pirimidina,
evitando asi la replicacion y finalmente conduciendo a la muerte de cualquier
microorganismo. Los estudios de laboratorio han demostrado que con las condiciones de
tratamiento indicadas de amotosaleno y luz UVA, se aporta una gran capacidad de
reduccién de diferentes patdégenos; bacterias, virus, parasitos y leucocitos. Esta eficiencia
excede el limite de inactivacion para la mayoria de los patdégenos y esta en el rango que
garantiza la seguridad de los componentes sanguineos. La latencia de los virus que han
integrado su genoma en los leucocitos contaminantes también se logra inactivar.

Una de las variables para determinar la calidad de las plaguetas, después de la IP, es la
medicion de la expresion de CD62P o P- Selectina. La expresion de éste marcador de
superficie de PLT refleja la desgranulacién de las células y, por lo tanto sirve como un
marcador sensible para el estado de actividad de las PLT in vitro.

El objetivo del estudio es comprobar la integridad y viabilidad de los concentrados
plaquetarios después de haber sido inactivados de cualquier agente patégeno, para lograr
ser utilizados como componentes inocuos, seguros y funcionales para ser transfundidos.
La estructura y las propiedades de las plaquetas, asi como su activacién funcional, se
analizaron por medio de citometria de flujo, que es una herramienta versatil y confiable
para el estudio de células, fenotipificacion y funcionalidad.

El protocolo también podréa ser una alternativa complementaria de inactivacion como la
gamma irradiacion, ya implementada para evitar reacciones adversas a la transfusiéon y
proporcionar componentes sanguineos seguros. No se pretende ningun efecto
farmacoldgico del amotosaleno residual, ni con sus productos de degradacion.



1. INTRODUCCION.

1.1 Asuntos Regulatorios.

La disposicion de sangre, componentes sanguineos y células progenitoras
hematopoyéticas en México, estd a cargo de servicios de salud publicos y
privados vigilando su cumplimiento por el CNTS y los Gobiernos de las Entidades
Federativas con base en los acuerdos de coordinacion.

Durante la década de los ochenta (mayo de 1986), se estableci6 la obligatoriedad
de las pruebas seroldgicas para detectar la infeccion por HIV-1 en donadores, en
conjunto con epidemiologia, la infeccion por HIV se sometié a vigilancia
epidemioldgica.

La OMS recomienda establecer una entidad que coordine un programa nacional
de sangre con objetivo de asegurar el aprovisionamiento adecuado y oportuno de
productos sanguineos, haciendo énfasis en la necesidad de contar con un
programa eficaz de aseguramiento de la calidad.1

En 1993, se crea la Norma Oficial Mexicana (NOM-003-SSA2-1993 para la
disposicion de sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos). Se
inicia con capacitacion en el ambito de la medicina transfusional, mediante el
advenimiento del Programa de Educacién a Distancia, “Sangre y Componentes
Seguros" en colaboracién con la OMS/OPS.2

La NOM-253-SSA1-2012, (modifica a la NOM-003-SSA2-1993, publicada el 18 de
julio de 1994), tiene por objetivo establecer las actividades, criterios, estrategias y
técnicas operativas del Sistema Nacional de Salud, en relacidén con la disposicion
de sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos.s

Los bancos de sangre tienen por cometido la preparacion eficiente y oportuna de
componentes sanguineos inocuos.

Sus funciones son la captacion, seleccion, retencion, educacion y el registro de
donantes; la extracciobn de sangre, separacidbn en componentes, analisis
inmunohematolégico y seroldgico, almacenamiento y distribucién, de forma tal que
el donante, el paciente y el personal del banco de sangre estén protegidos contra
posibles efectos nocivos de la exposicion a la sangre humana. Por otro lado, los

hemocomponentes deben mantener su integridad estructural y fisiolégica, asi
1



como su esterilidad, durante el procesamiento y almacenamiento hasta ser
transfundidos.

En la actualidad, los retos del BS estan enfocados a demostrar eficiencia, calidad
y seguridad en el servicio que proporciona a los pacientes, médicos, instituciones
y a la sociedad.

La transfusibn de componentes y derivados de la sangre humana sirven para
tratar a pacientes con trastornos y enfermedades graves que no pueden ser
corregidas con otros medicamentos. A pesar de que se cuenta con algunos
sustitutos de la sangre que permiten mantener su volumen y su consistencia, la
mayor parte de los componentes celulares y plasmaticos de la sangre humana
poseen una actividad biolégica que los hace el tratamiento mas eficaz para una
gran variedad de afecciones.

En general, las situaciones vinculadas con accidentes, actos de violencia y cirugia
mayor, enfermedades cronicas, los trastornos de la coagulacion, las
complicaciones del embarazo y el parto requieren el uso de algin componente o
derivado sanguineo. Por esta razon, el contar con hemocomponentes y
hemoderivados para transfusion en los hospitales y centros de salud resulta
indispensable para evitar la muerte o prevenir complicaciones mayores en los
pacientes muy graves.s

1.2 Riesgos asociados a la transfusion.

Las infecciones transmitidas por transfusibn sanguinea siguen siendo una
amenaza para aquellos pacientes que reciben hemocomponentes durante el curso
de su tratamiento médico, los principales agentes infecciosos transmisibles son:
virus, bacterias, parasitos, protozoarios y priones.

Los leucocitos son también una importante fuente de generacion de reacciones
adversas debidas, entre otras, a las citoquinas. La inactivacién de los leucocitos
ha demostrado, en algunos paises con sistemas de hemovigilancia proactivos con
una solida implementacion, como Suiza o Francia, que las reacciones adversas a
la transfusion atribuirles a esta causa, simplemente desaparecerian.



Con referencia a los parasitos, la variedad de pruebas implementadas en el
proceso de gestion de la donacion es muy reducida, pero es sabido que son
endémicos en algunas zonas del planeta.

Las pruebas analiticas son un medio insuficiente para eliminar el riesgo de
infeccion y mantienen la vulnerabilidad de los pacientes al contagio, se pueden
aplicar cuando la amenaza es correctamente identificada. De este modo, estas
pruebas, nunca podran salvaguardar el suministro de componentes sanguineos
ante los patégenos emergentes o re emergentes como por ejemplo WNV, Dengue,
Chinkungunya o Virus del Zika.

El riesgo de contaminacion bacteriana permanece a pesar de las medidas de
seguridad que se implementan ya que son la causa mas frecuente de infeccion
transmitida por transfusién. Los reportes de hemovigilancia del Reino Unido
informan que las infecciones asociadas a transfusion con mayor morbilidad y
mortalidad son causa de contaminacion bacteriana de la sangre.s

En 1939 se publicé un articulo especificando los riesgos de la contaminacién
bacteriana de la sangre, sefialando la susceptibilidad de la sangre de
contaminarse con bacterias, ellos sugirieron que esta contaminacion provenia de
la piel del donador, aun con la esterilizacion de la piel algunas bacterias se
escapan de la accién bactericida del antiséptico, por lo que sugirieron agregar a la
sangre almacenada el antibiotico sulfanilamida. Posterior a estos reportes existe
un gran numero de articulos que informan sobre el grave riesgo de la
contaminacién bacteriana en los productos sanguineos.

Actualmente, el factor de riesgo infeccioso asociado a muerte mas importante de
la transfusién es la contaminacion bacteriana.

La sepsis bacteriana asociada a transfusion mas frecuente es causada por
plaquetas contaminadas mas que por concentrados eritrocitarios, porque las
bacterias crecen principalmente a la temperatura en que las plaguetas son
almacenadas (22°C + 2°C), lo que crea un excelente medio para el crecimiento y
proliferacion de las bacterias.

Se estima que el nivel de contaminacion al momento de colectarse las plaquetas
es relativamente bajo, aproximadamente de 1-10 UFC/mL o menor. Cuando el
producto esta contaminado, la bacteria inoculada puede proliferar en horas hasta
alcanzar un nivel de 106UFC/mL o mayor. Esta cantidad de bacterias en el
componente sanguineo en un corto periodo de tiempo puede producir bacteriemia
gue puede progresar a sepsis y la muerte al paciente.s



Las reacciones sépticas asociadas a la transfusion causadas por la infusion
intravenosa de concentrados plaquetarios contaminados parecen ser mucho méas
comunes que las debidas a los globulos rojos contaminados. Esto se debe a la
temperatura mas baja a la que se almacenan los glébulos rojos (4°C).

La temperatura a la que se almacenan las plaquetas, 22°C, es mas probable que
facilite el crecimiento bacteriano, al menos para la mayoria de las especies
bacterianas. Aproximadamente 1 de cada 3,000 unidades de plaquetas (derivadas
de sangre total y aféresis) estd contaminada con bacterias (Tabla 1) Esta tasa de
contaminacion es de 6rdenes de magnitud (de 1 a 1, OOO veces) mayor que el de
los muchos virus actualmente asociados con infecciones transmitidas por
transfusion.

Tabla 1. Resumen de la prevalencia de contaminacion bacteriana de los productos

sanguineos.
Positive
No. of No. of Units
No. of Positive Units (per
Product Studies References Units Tested 10° U)
WB-PCs 8 2.,8,10,13-17 64 188,958 33.9
A-PCs 5 7,10-13 21 41,175 51.0
RBCs 2 10,11 1 38,475 2.6
Overall a5 86 268,608 32.0*

Abbreviations: WB-PCs, whole blood—derived, platelet concen-
trates; A-PCs, apheresis platelet concentrates; RBCs, red blood
cells.

* 95% confidence intervals: 25.6 to 39.1.

Se ha estimado que la incidencia de episodios sépticos graves asociados a
transfusiones puede ser 1 en 50,000 para plaquetas y 1 en 500,000 para glébulos
rojos.

La transfusion de una unidad concentrada de plaquetas contaminadas puede estar
asociada con signos y sintomas variables.

Los signos y sintomas iniciales incluyen fiebre y escalofrios que generalmente
comienzan durante o poco después (dentro de las 2 horas) posteriores al inicio de
una transfusion. Subconsecuente u otros signos adicionales incluyen hipotension,
nauseas, vomitos, diarrea, oliguria y shock.
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Otros sintomas potenciales incluyen sintomas respiratorios (disnea, sibilancias y /
0 tos) y sangrado debido a las consecuencias de la coagulacion intravascular
diseminada inducida por endotoxina. Es importante tener en cuenta que las
reacciones de transfusion séptica asociadas con unidades de glébulos rojos
contaminados generalmente ocurren con unidades que han sido almacenadas por
mas de 21 dias, mientras que las reacciones asociadas con la transfusion de
unidades de concentrado de plaquetas contaminadas generalmente ocurren con
unidades que han sido almacenadas para mas de 3 dias.

Por lo tanto, la gravedad clinica de una reaccion séptica asociada a la transfusion
puede variar considerablemente, dependiendo de lo siguiente:

1) Las especies de bacterias presentes en una unidad de concentrado de
plaquetas, con organismos gramnegativos que tienden a causar reacciones
mas severas debido a la presencia de endotoxinas, a menudo elaboradas
por dichos organismos.

2) El numero total de bacterias infundidas a un receptor.

3) Latasa de propagacion de las bacterias presentes.

4) Las caracteristicas del receptor (huésped), como la enfermedad
subyacente, el recuento de leucocitos, el estado del sistema inmune y si el
receptor esta recibiendo terapia con antibiéticos contaminantes.

Muchas de las medidas que se han propuesto, y en algunas jurisdicciones se han
implementado, en un intento de reducir el riesgo de sepsis asociada a la
transfusion se resumen en la Tabla 2. Estas medidas, muchas de las cuales se
estan investigando activamente como posibles soluciones a la transfusion
relacionado con el problema de la sepsis, se pueden subdividir en cuatro
categorias distintas:

1) No infundir producto sanguineo contaminado.
2) Deteccion previa de agentes contaminantes.
3) Reduccion de la exposicion del donante a agentes infecciosos.?



Tabla 2. Estrategias para reducir el riesgo asociado a la transfusion de bacterias.

A. Avoiding blood product contamination
1. Extension of donor screening
2. Improving donor arm disinfection
3. Removal of the first aliquot of the donor blood
B. Altering component processing and storage
1. Optimizing storage temperature
2. Leukocyte filtration
3. Limiting component storage time
C. Pretransfusion detection of bacteria
1. Visual inspection
2. Endotoxin assays
3. Direct staining
4. Ribosomal assays
5. NAT assays
6. Direct culture (manual or automated)
D. Reducing donor exposure
1. Optimizing transfusion indications
2. Reducing transfusion triggers
3. Increasing use of apheresis products
4. Pathogen inactivation

Abbreviation: NAT, nucleic acid testing.

En la tabla 3 se muestran como los efectos y las reacciones adversas pueden
deberse al propio componente sanguineo, a errores en las pruebas
pretransfusionales o a interacciones entre la sangre del paciente y el
hemocomponente transfundido que pueden no deberse a ningun error y ser no
evitables.so



Tabla 3: Efectos adversos prevenibles y no prevenibles.

Infeccién bacteriana transmitida
por la transfusion

Debida posiblemente a un error
en la inspeccion del componente
antes de la transfusion

Desinfeccion de la piel del donante

Bolsa de derivacion en lalinea de
donacion

Reduccion de patogenos
Condiciones de almacenamiento

Infeccion virica transmitida Si correctas
por la transfusion No Manipulacion comecta para no
* VHB estropear los contenedores
*«YVHC
« VIH-1/2 Seleccion de los donantes
* Otra Andlisis en los donantes
. Reduccion de patdgenos
Infeccion parasitaria transmitida No
por la transfusian Seleccion de los donantes
+ Malaria Andlisis en los donantes
s Ctra Reduccion de patégenos
Hemlisis por un almacenamiento No S i':"‘:" ‘:e T;:'digle” 6| proceso
incorrecto ransfusion clinica
Hemalisis inmunoldgica por No Si
incompatibilidad ABO
Hemélisis inmunologica por
otros aloanticuerpos No 5
Anafilaxis o hipersensibilidad No No Puede ser impredecible e inevitable
Plrpura postransfusional Puede reducirse el riesgo de TRALI
Lesion pu|m¢nar aguda caon plasma frasco mngmadﬂ' de
relacionada con la transfusion donantes varones
(LPAT) {en inglés, TRALI)
Enfermedad del injerto No Si Uso de componentes irradiados
contra el huésped Debida a un error a la hora de para los pacientes susceptibles de
seleccionar el componente o a no recibir una transfusion
identificar un paciente de riesgo Uso de plaquetas tratadas con
amotosaleno
Transfusion asociada a No Si Evitar una transfusion excesiva
sobrecarga circulatoria Debida a no identificar un

paciente de riesgo




1.3 Enfermedades Infecciosas.

En todo el mundo, el mayor riesgo evitable de la transfusion se asocia
probablemente a la transfusion de PFC en indicaciones clinicas no probadas. El
plasma tiene practicamente las mismas probabilidades de transmision de
infecciones virales que la sangre total. En zonas en las que las pruebas de
seguridad de la sangre pueden ser poco fiables, la transfusién de PFC, a no ser
gue se haya sometido a un procedimiento de IP, puede ser una fuente de
importante transmision de estas infecciones.

Existe una infinidad de agentes infecciosos potencialmente transmisibles (virus,
baterias, parasitos, protozoos y priones) y el mayor o menor grado de
preocupacion para los bancos de sangre, depende de la gravedad de la
enfermedad que un determinado patégeno pueda producir.

Las fuentes de infeccidn pueden clasificarse como:

Bacterias: es la primera causa de infecciébn pos transfusional, a pesar de las
medidas de asepsia durante el proceso, los sistemas de separacion de los
componentes en circuito cerrado y de los sistemas de refrigeracion para el
almacenamiento. La combinacién de un método de cultivo en los primeros
momentos de almacenamiento, seguido de un test rapido aplicado justo antes de
la transfusion que pueda detectar bacterias omitidas por el cultivo, son por el
momento la mejor combinacion de sistemas de deteccidon pero un sistema que
solo reduce en un 50% el riesgo, por lo que no se puede considerar adecuado.1o

Patégenos conocidos: las pruebas en rutina cubren sélo un nimero limitado de
ellos.

La investigacion en técnicas de laboratorio es cada vez mas elevado y el riesgo
actual de contraer algunas de las infecciones como VHB, VHB y HIV por via
transfusional es extremadamente bajo, pero continlan existiendo infecciones pos
transfusionales fatales que no se analizan.

Desde que se conoce el riesgo de una nueva enfermedad y se descubre el agente
causal hasta que se desarrollan ensayos para detectarlo, pueden pasar muchos
afios y mientras tanto la enfermedad se propaga sin ningun control.



Limitaciones del escrutinio: debido al periodo ventana y a la sensibilidad.

Las técnicas seroldgicas dejan un espacio a la transmision debido al periodo de
ventana inmunologico, durante el que el individuo recientemente infectado todavia
no ha desarrollado anticuerpos frente al agente infeccioso.

Existen técnicas mas sensibles que acortan dicho periodo de ventana, detectando
casos no reconocidos en serologia, estas técnicas se conocen como NAT y
existen muchos procedimientos.11,12

Patégenos nuevos y emergentes: un riesgo que las medidas de seguridad
actuales no pueden eliminar.

La gran amenaza de la seguridad transfusional es que los agentes infecciosos
emergentes tardan en ser identificados y hasta que no se puedan tomar medidas,
seran muchos los pacientes infectados. Se consideran emergentes todos los
agentes infecciosos nuevos, reemergentes, migratorios y resistentes a los
farmacos.

Las causas de este hecho deben buscarse en los cambios medioambientales, el
calentamiento global, los movimientos migratorios de personas, cambios
demogréaficos humanos, la falta de politicas de calidad en sanidad en muchas
zonas del mundo o incluso las mutaciones que experimentan los microorganismos
como respuesta al abuso y mal uso de antibidticos, las vacunas o las
inmunoterapias. Tal es el caso que en el futuro se preveé la necesidad de implantar
test para el VHH-8 (Virus Herpes Humano), la babesia, el parvovirus B19, el
dengue, la malaria, la borrelia y el VPH (Virus Papiloma Humano).

En los udltimos afios se ha llevado a cabo un esfuerzo enorme para prevenir la
transmision de agentes infecciosos mediante la transfusion, gracias a ello,
actualmente el riesgo es muy bajo. Pero desgraciadamente este éxito ha venido
motivado por el reconocimiento de haber transmitido decenas de millones de
enfermedades infecciosas a través de la transfusién en todo el mundo.



Un agente infeccioso con un periodo mas o menos largo de presencia en la sangre
antes de provocar la enfermedad, y capaz de ser transmitido por transfusion,
podria generar una nueva epidemia como en su dia fue el HIV,tal es el caso del
WNYV en los dltimos afios.

En cuanto al tamizaje universal, el CNTS reconoce que todavia no se alcanza la
cobertura de 100%, pues si bien mas del 95% de los donantes de sangre a nivel
nacional se somete a tamizaje para HIV, VHC, VHB, Chagas y sélo 42% se
somete a la prueba de escrutinio para la deteccion del T. cruzi.13

Es evidente que si se comparan los logros obtenidos por México en las ultimas
décadas con respecto a la seguridad de la cadena transfusional con los de los
paises mas desarrollados, la brecha aun es muy amplia; sin embargo, resulta
incuestionable que se ha avanzado a nuestro propio ritmo para alcanzar la meta
de proporcionar una sangre cada vez mas segura a los pacientes.

El reto es doble: mejorar la seguridad de las reservas sanguineas en relacion con
los agentes que se sabe pueden transmitirse por la via transfusional y estar
preparados ante las amenazas que las llamadas enfermedades emergentes,
algunas de las cuales pueden transmitirse por transfusibn sanguinea. Sera
necesario incorporar el programa de hemovigilancia en el quehacer cotidiano.

10



1.4 Plaquetas.

Las plaquetas son células anucleadas de 1-2 um de tamafio, generadas en la
meédula 6sea por fragmentacion de los bordes de los megacariocitos, que se
acumulan en el lugar donde el endotelio esta disfuncional o dafiado dentro de la
pared arterial, lo que inicia la formacioén del trombo (Ver figura 1). El intervalo
fisiolégico de las plaguetas es de 150-400 x109 PLT/L. Un adulto sano produce
cada dia una media de alrededor de 1 x1011 plaguetas. La expectativa de vida de
las plaquetas es de 7 a 10 dias.

Megakaryocyte
|

LM 1600x

(a) Red bone marrow with megakaryocytes

Megakaryocytes

Endothelial cells Proplatelets  Platelets

Figura 1. Formacion de plaquetas en los vasos sanguineos.
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En condiciones fisiolégicas, las plaquetas circulan en forma no activa y expresan
en su superficie un nimero relativamente pequefio de muchas de las moléculas
gue, en estado activado, van a facilitar su interaccion con otras plaquetas y otras
células de su entorno. Ademas, las plaquetas contienen diferentes tipos de
granulos (fundamentalmente granulos densos, granulos a, peroxisomas vy
lisosomas) desde los que al ser activadas liberan diferentes factores almacenados
en ellos y que a su vez estimulan mas la actividad de la propia plaqueta. Estos
factores tienen también efectos biolégicos sobre otras células del entorno
plaquetario.

Un estudio ha descrito que las plaquetas activadas por trombina liberan més de
300 proteinas diferentes, muchas de ellas relacionadas con reacciones
inflamatorias. Ademas, las plaguetas pueden interaccionar con patdgenos
bacterianos e incluso expresar receptores del complemento, lo que las convierte
también en células involucradas en la inmunogenicidad del organismo. De hecho,
las plaguetas expresan y almacenan proteinas antibacterianas Ilamadas
trombocidinas.

- Granulos a

Los granulos a son los mas prominentes y los que se encuentran en mayor
namero, aproximadamente entre 50 a 80 granulos por plaqueta. Se forman
durante la maduracion temprana de los megacariocitos y aparecen en la malla
transGolgi en forma de pequenas vesiculas y de granulos inmaduros que transitan
a través de cuerpos multivesiculares hasta alcanzar su tamano y densidad
definitiva.

Los granulos a contienen proteinas adhesivas, factores de crecimiento, inhibidores
de proteasas, proteoglicanos e inmunoglobulinas. En la Tabla 4 se muestra una
clasificacion de acuerdo a su funcionalidad.

La membrana de los granulos a contiene diferentes receptores moleculares, cuyos
sitios de reconocimiento estan orientados hacia su lado interno.

Algunos como la P-selectina, la osteonectina y el GMP33 son receptores
especificos y estan ausentes en la membrana plasmatica de la plagueta en
reposo. En particular, la P-selectina es indicadora de activacién plaquetaria
cuando se la encuentra expresada en la superficie celular.
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Tabla 4. Contenido de los granulos alfa.

Categorias Contenido de a granulo | Funciones

PDGF (A, By C), EGF,

IGF-1, VEGF (Ay C),
Factore.s . BECRIEGE-2)-HOF, Quimiotaxis, proliferacion
de crecimiento y celular y angiogénesis
mitogénicos BMP-2, -4, -6, CTGF,

SCUBEL, IGFBP3

Quimioquinas, citoquinas
y otros

TGF-B1y -B2, IL-1,
RANTES (CCL5),

IL-8, MIP-1a, MIP-2,
GRO-a, MCP-1,

MCP-3, PF4, B-TG, NAP-
2,

angiopoyetina-1, HMGB1,
IL-6sR, endostatina,
osteonectina, dickkopf-1,
osteoprotegerina

Regulacion de
angiogénesis,
quimiotaxis, interaccion
celular, remodelacion
vascular

Proteinas antimicrobianas

Trombocidinas,
quinocidinas

Bactericida y fungicida

Glicoproteinas de

allbb3, avb3, GPIb,
PECAM-1, constituyentes
de la membrana
plasmatica, receptores
para agonistas primarios,

Adhesién y agregacion

plaquetaria, endocitosis
de proteinas, secrecion,
inflamacién, generacioén

membrana P-selectina, TLT-1, de trombina,
CD63, CD40L, TF, interaccion plaqueta-
TRAIL, furina, leucocito y plaqueta
cellubrevina, syntaxina-2, | pared vascular
clatrina
4-sulfato de condroitina,
albumina,
inmunoglobulinas Gy M,

Otras precursor de amiloide b Varias

proteina, factor H de
complemento, semaforin
3A.
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Los granulos a son reservorios de proteinas que van desde factores de
crecimiento hasta moléculas de adhesion o receptores que utiliza la plaqueta para
interaccionar con otras células. Entre estos receptores se incluyen las
glucoproteinas (GP) Ib y allbp.

Otra de las moléculas de adhesion contenidas en estos granulos es la P-
selectina, que permite la interaccion de las plaquetas con las células endoteliales,
los leucocitos y otras células inmunitarias. En los granulos a hay también

moléculas asociadas a la respuesta inflamatoria, como las citocinas.1s,16 Ver figura
2.

Matriz subendotelial

Célula endotelial

Trombina
% ADP
XA,
Plaqueta
GP VI
Serotonina
Epinefrina 9, P-selectina
ATP GPIIb/llla

Plaqueta

Colageno

FvW

Figura 2. Principales agonistas y proteinas de adhesion plaquetaria.
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- Activacion plaquetaria.

El mecanismo de formacién del trombo plaquetario puede dividirse en cuatro
etapas:

1. Frenado de las plaquetas circulantes sobre la pared vascular contra la
corriente del flujo sanguineo que las empuja.

2. Activacion y adhesion firme de la plaqueta a la pared del vaso.

3. Union de mas plaquetas a las ya adheridas, que seria la fase de
crecimiento del trombo.

4. Estabilizacion del trombo, la Gltima fase.

- Transfusion plaquetaria.

La disminucién de la cifra de plaquetas es conocida como trombocitopenia; ésta
puede producirse por hemorragia o0 secuestro secundario en caso de
enfermedades hematoldgicas, asi como en tratamientos de quimioterapia
mieloablativos, en enfermedades oncolégicas o en el caso de trasplante de
organos. La transfusion de plaquetas es indicada por el médico de acuerdo a
presencia o no de sangrado, cuenta plaquetaria y cuadro clinico del paciente.

La necesidad de plaquetas esta indicada para los siguientes pacientes:

e Pacientes con leucemia promielocitica aguda

e Pacientes que van a ser sometidos a procedimientos invasivos 0
cirugia con cuenta de plaguetas < 50,000/uL

e Pacientes con purpura trombocitopénica

e Leucemias

e Hemorragias

e Trasplante hepatico

Los donadores son parte vital del trabajo que se realiza en un BS; sin ellos no
podriamos transfundir a los pacientes que lo requieren; por ésta razéon, el proceso
de seleccion del donador tiene como objetivo transformar al disponente en un
donador que no genere dafos a la salud del receptor ni del mismo donador.
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- Recoleccién de componentes sanguineos por aféresis.

El desarrollo de la medicina transfusional de nuestros dias, los avances
tecnolégicos y la nueva era de la medicina basada en evidencias han fortalecido la
practica de los procedimientos de aféresis en todo el mundo, gracias a los
beneficios que han observado en la obtencién de componentes sanguineos por
este medio.

El concepto integral de aféresis se refiere a la obtencibn de un componente
sanguineo por medio de la centrifugacion de la sangre total, a través de un equipo
automatizado, retornando el resto de los componentes al donador.

- Plaquetaféresis.

Los estandares nacionales e internacionales marcan que un concentrado
plaquetario contiene 5.5 x 1011 plaquetas; la dosis minima indicada para un
paciente adulto es de al menos 5 CP, por lo que la coleccion por aféresis garantiza
1 6 2 dosis de plaquetas, ya que el minimo obtenido es de 3.0 x 1011 hasta 9.9 x
1011 (5 a 18 CP) de un solo donador.

El donador debe cumplir con ciertos requisitos para garantizar un procedimiento
exitoso:

e Peso mayor a 50 kg.

e Cuenta de plaguetas mayor a 150 x 109/L.

e Hematocrito no mayor de 54% (para evitar contaminacion con glébulos
rojos).

e Buen acceso venoso en fosa antecubital.

La donacion de PLT puede realizarse a las 72 horas después de la primera
donacién y no exceder 24 donaciones por afo.17
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1.5 Contaminacién bacteriana de concentrados plaquetarios.

Los microrganismos implicados en la contaminaciéon bacteriana de las plaquetas
incluyen al Staphylococcus spp (42%), Streptococcus spp (12%), Escherichia Coli
(9%), Bacillus spp (9%), Salmonella spp (9%), Serratia spp (8%), Enterobacter spp
(7%) y otros organismos (4%). Alrededor del 56% de los organismos son Gram
positivos y la mayoria aerobios.

La siguiente tabla resume el nimero de casos de sepsis asociada a transfusion de
plaquetas por especies bacterianas.z2e

Tabla 5. Eventos de sepsis relacionada con las transfusiones de plaguetas.

Platelet transfusion-related sepsis events

Organism Gramstan  Charactenstics Total observations  Fatalities  Frequency

8. epidermidis Gram + Frequent skin contammant; mplicated 35 l 614%
i transfusion related fatalities

8. aureus Gram + Grows rapidly at body temperature, b ] 10.53%
many sources; implicated in
transfusion related fatahties

E coli Gram - Normal human flora; implicated in I l 1.75%
transfusion fatalities

P. aeruginosa Gram - Implicated in transfusion fatalities 2 2 351%

B. cereus Gram + Frequent skin contammant; implicated L 0 526%
i transfusion related fatalities

S. marcescens Gram - Opportunistic environmental 2 0 351%
contammant; mplicated
in transfusion related sepsis

All other species 8 0 14.04%

Total 57 T 100%

Multiples estudios han demostrado que 1:2,000-3,000 unidades de plaguetas
estan contaminadas de bacterias (Cuadro 1). El riesgo de muerte relacionado a la
contaminacién bacteriana de las plaquetas es de 1:7,500- 1:100,000. En los EUA,
la contaminacion bacteriana es la segunda causa de muerte secundaria a
transfusion (después de errores a la hora de la obtencion del componente
sanguineo) con una frecuencia de sepsis relacionada a la transfusion de plaquetas
de 1:20,000 a 1:85,000 unidades transfundidas.

El riesgo de recibir plaquetas contaminadas con bacterias puede ser 50-250 veces
mas elevado que el riesgo de infeccion por VIH- 1/2, VHC, VHB y HTLV-I/II.
17



Cuadrol. Poporcion de componentes sanguineos contaminados.

Componente Riesgo
Sanguineo

Concentrados Contaminacion 1:3,000 unidades

bacteriana
Plaquetarios SepsisClinica 1:20,000transfusiones
Mortalidad 1:60,000transfusiones
Concentrados Contaminacion 1:500,000unidades
Bacteriana
Eritrocitarios Sepsis clinica 1:250,000 transfusiones
\_ Mortalidad 1:1,000,000 transfusiones )

Existen varias causas posibles de contaminacion bacteriana de los productos
plaguetarios del donante. Estos incluyen la incapacidad de reducir adecuadamente
la contaminacion bacteriana de la piel del donante en el momento de la puncion
venosa; bacteriemia donante no detectada; y contaminaciéon ambiental durante la
recoleccion y procesamiento de plaquetas. De estas posibles causas de
contaminacién bacteriana, la gran mayoria de los casos se debe a una
preparacion inadecuada de la piel.s, 8

1.6 Métodos disponibles para detectar la contaminacién bacteriana.

La contaminacion bacteriana de la sangre requiere tiempo para que los
organismos proliferen antes de que sean detectables, varios métodos se han
investigado para detectar bacterias en los productos plaquetarios previos a la
transfusion.

Los métodos mas sensibles son recomendados si las muestras se analizan dentro
del los dias 1 o 2 de la recoleccion de sangre, los métodos menos sensibles
pueden ser aceptados si las muestras son realizadas unas pocas horas antes de
la transfusion.
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1. Determinacién del pH o los niveles de glucosa son métodos rapidos pero
detectan bacterias a un nivel >107 UFC/mL de bacterias y requiere solo
unos segundos para realizarse. Para aumentar los niveles de sensibilidad
se recomienda hacer los dos parametros.

2. Otro método es la tincion directa con la tincion de Gram (detecta >106
UFC/mL de bacterias) o el naranja de acridina (detecta >105 UFC/mL de
bacterias) todas estas pruebas no son de gran utilidad debido también a su
baja sensibilidad cuando son comparadas con las concentraciones de
bacterias que causan sepsis.

3. Métodos inmunoldgicos. Dos métodos inmunoldgicos estan en desarrollo
para la deteccién de bacterias en los concentrados de plaguetas casi en el
momento de la transfusion. Uno de los métodos (verax Biomedical,
Worcester, MA) emplea anticuerpos conjugados con oro Yy acido lipoteicoico
para detectar bacterias Gram-positivas o0 contra lipopolisacaridos para
detectar bacterias Gram-negativas, logrando detectar un nivel de bacterias
de 103-104 UFC/mL en aproximadamente 20 min. El otro método
(Inmunetics Inc., Cambridge, MA) emplea anticuerpos contra los
peptidoglicanos de organismos Gram-positivos y Gram-negativos son
utilizados en una sola incubacién, detectando un nivel de 103 UFC/mL de
especies Gram-positivas y Gram- negativas, aproximadamente en 1 hora.

4. Métodos de Biologia Molecular. Un método de biologia molecular basado
en la deteccion de RNA ribosomal puede detectar >104 UFC/mL de
bacterias en 60-90 min. La prueba amplificada requiere varias horas para
su deteccion porque frecuentemente se contaminan con niveles bajos de
RNA.
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1.7 Métodos disponibles para limitar la contaminacién bacteriana de las
plaquetas.

Existen varios métodos para limitar la entrada de organismos bacterianos en los
concentrados plaquetarios.

1.

Mejorar la evaluacién del donador. Excluir donadores con bacteriemia no
aparente; historia clinica, enfatizar en los procesos infecciosos, sintomas
gastrointestinales en el ultimo mes, asi como lo procedimientos dentales y
la temperatura del donador.

Preparacion del sitio de venopuncién. Las técnicas de flebotomia
reducen la incidencia de contaminacion bacteriana relacionada a la
flebotomia a causa de la microbiota cutanea. El uso de soluciones con yodo
son las mas efectivas en reducir el numero de bacterias de la piel. En caso
de que el donador sea alérgico al yodo se utiliza la clorhexidina.

Eliminar los primeros 15-30 ml de la sangre del donador, la mayoria de
las bacterias contaminantes pueden ser detectadas en los primeros
mililitros de sangre que pasa a través de la aguja de venopuncion. Este
método puede reducir la proporcion de unidades contaminadas por
bacterias en el momento de la recoleccién. Datos de grupos Europeos
recomiendan eliminar los primeros 10-40 ml de sangre para disminuir el
riesgo de contaminacion.

La contaminacién bacteriana se reduce por el uso de concentrados
plaquetarios de aféresis. La sepsis ocurre de 6-10 veces mas en los
concentrados plaquetarios unitarios porque existe un incremento en la
exposicion de donadores de 6-10 veces mas.

Almacenamiento de los concentrados de plaguetas. La FDA ha
reducido el tiempo de almacenamiento de las plaquetas de 7 a 5 dias.

Inactivacién de patégenos. Por mas de 10 afios, un numero de métodos
fotodinamicos o fotoquimicos se han reportado que pueden conducir a la
reduccion de virus, bacterias y protozoarios que estan presentes en los
productos sanguineos. Estos métodos de reduccién de patdégenos incluyen;
la combinacion de un psoraleno con luz ultravioleta A (UVA); riboflavina y
luz visible; irradiacion ultrtravioleta B; y la adicion de azul de metileno con
ptalocianinas con luz visible. Se ha comprobado que un psoraleno, el
amotasaleno S-59 combinado con luz UVA expuesto a los concentrados
plaquetarios tiene un papel efectivo en la inactivacion de las bacterias.
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Estos compuestos quimicos que pueden agregarse a los productos de
transfusion interactuan con los acidos nucleicos de los patdégenos, de
manera espontanea o a través de la activacion inducida por la energia de la
luz, este compuesto se liga de manera cruzada con los acidos nucleicos y
previene la trascripcion y la replicacion de los patdégenos. Estos
tratamientos son eficaces si el nivel de reduccion es de 6-10 log de
reduccion de bacterias.

La expectativa de un sistema de reduccion de patdégenos es que logre niveles
suficientemente altos de reduccion de patdégenos para disminuir o prevenir la
probabilidad de transmision de la enfermedad. Ademas, el sistema debe ser no
toxico, no mutagénico y debe ser facil de usar.s,14

En la Tabla 6 se muestran las tecnologias que se encuentran disponibles
actualmente para la inactivacin de agentes patdgenos en componentes
sanguineos.

Tabla 6. Tecnologias disponibles para Inactivacion de Patégenos.

Producto | Compaiiia Compuesto/Tecnologia Estado de ensavo /autorizada

Plaquetas | Cerus Amotosaleno + luz UVA Marca CE May 2002 (Clase II]]I1
INTERCEPT ( buifi coat & aféresis 7d de almacenam.)

Plaquetas | Terumo BCT Riboflavina & luz UV ° Marca CE Oct 2007(clase 1IB),
,'Hfm_!'ﬂ'f* ( beffi coat & aféresis 5d de almacenam)

Plaquetas | Macopharma Luz UVC (254nm) Marca CE 2009,
Theraflex En ensayo fase IIIIL

Plasma Cerus Amotosaleno + luz UVA Marca CE Nov 2006 (Clase ]II}E’
INTERCEPT

Plasma Terumo BCT Riboflavina + luz UV ° Marca CE Ago 2008 (clase 1IB)
Mirasol

Plasma Macopharma Azul de metileno + luz wvisible” | Marca CE 2001 (clase IIB),
Theraflex 2004 (clase 1) *

Plasma | Octapharma Solvente Detergente Autorizado 1998 (UK) (poats)’
OctaPlas

Plasma VIPS Solvente Detergente : Marca CE 2009

{Colombier, Switzerland) (Donante dnico o aimipoois)

G Rojos | Cerus S-303" (2* Generacion) Fase Il en curso
INTERCEPT

G Rojos | Vitex Inactine (PEN110)’ Abandonada 2003

G Rojos | Macopharma P-Capt Filtro para Priones Marca CE Sept 2006

G Rojos | Pall Leukotrap Affinity Plus Marca CE Feb 2010

Sangre Terumo BCT Riboflavina & luz UV Bajo desarrollo

Entera Mirasol Fase IV planeada en sangre entera

Sangre Cerus S-303° Bajo desarrollo

Entera
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1.8 Sistema de inactivacion de patogenos mediante clorhidrato de
amotosaleno y luz UVA.

El objetivo de la tecnologia IBStv es impedir la replicaciéon de los patdgenos y
reducir las reacciones inmunes adversas asociadas a la transfusion de plasma y
plaquetas, sin dafar las células vitales del componente sanguineo, con la menor
pérdida de actividad posible y sin ocasionar efectos adversos en el paciente
receptor.

La tecnologia IBStv para plasma y plaquetas utiliza un psoraleno sintético, el
amotosaleno (S-59), el cual se une a los acidos nucleicos (DNA y RNA), cuando
es activado por la luz ultravioleta (UVA) (320-400nm; 3J/cm2) da como resultado el
entrecruzamiento por enlaces covalentes con las bases de pirimidina de una
manera irreversible e independiente del oxigeno (reaccién fotoquimica). A
diferencia de este método, las tecnologias alternativas para plaquetas y plasma
(Mirasol “riboflavin plus UV”) o plasma IP luz visible y AM que utilizan la
fotoinactivacidon son, al menos en parte, dependientes de la generacion de iones y
radicales libres de oxigeno para su accion (reacciones fotodinamicas). Tales
especies del oxigeno tienen una vida til limitada, son muy reactivas y reaccionan
de manera descontrolada con moléculas adyacentes.

Clorhidrato de amotosaleno (psoraleno).

El dispositivo IBStm emplea clorhidrato de amotosaleno (ver Cuadro 2), un
compuesto fotoactivo, e iluminacion (UVA) de longitud de onda larga para el
tratamiento fotoquimico.

Los psoralenos son sustancias que se encuentran en la familia de productos
naturales conocidos como furocuraminas. Estas sustancias son sintetizadas por
diferentes plantas y se ingieren en la dieta habitual a través de los vegetales. Se
calcula que la ingesta media diaria de psoraleno es > 1mg/dia.

Hay una serie de caracteristicas de los psoralenos que van a determinar mayor
utilidad para inactivar microorganismos en los componentes sanguineos: su
pureza quimica, que se activen so6lo en presencia de luz, que sean retenidos
prefrentemente por el/los organismo/s diana, su excrecidén o eliminacion rapida, su
toxicidad minima y un amplio espectro de actuacion. Han sido evaluados cientos
de psoralenos, pero sélo el amotosaleno (S-59), un psoraleno sintético formulado
como una sal, cumple los criterios referidos.
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El clorhidrato de amotosaleno, junto con la luz UVA forma parte del proceso de
inactivacion de patdégenos en 3 pasos:

1. El componente quimico se intercala entre las hebras del &cido nucleico,
bien DNA o RNA.

2. La exposicion a la luz UVA, con una longitud de onda entre 320-400nm,
facilita que el amotosaleno se una a las bases pririmidinicas (timina,
citosina y uracilo) y forme un monoaducto o puente (en el lado furano de la
molécula), lo cual ocasiona que la hélice del acido nucleico se desenrede
ligeramente.

3. Al continuar la exposicion a la luz se forma un doble puente, provocando un
entrecruzamiento entre hebras (1 entrecruzamiento por cada 83 pb) que es
estable haciendo que la replicacién no sea posible y el material genético
gueda completamente inutilizado y no funcional. Este mismo proceso ocurre
en acidos nucleicos de una sola hebra que tiene estructuras secundarias
como horquillas o bucles.

Los estudios de laboratorio han demostrado que con las condiciones de
tratamiento de amotosaleno y UVA indicadas, se ha descrito una gran capacidad
de reduccién de diferentes patdgenos; bacterias, virus y parasitos y de los
leucocitos. Dicha eficacia supera el limite para la mayoria de virus y estan en el
rango que permite garantizar la seguridad de los componentes sanguineos aun en
presencia de esos agentes. Los virus que estan en forma latente o que tienen su
material genético integrado en el 4cido nucleico de leucocitos contaminantes (p.e.
la forma proviral del HIV) son también inactivados. No se pretende ningun efecto
farmacolégico del amotosaleno residual, (ver estructura de amotosaleno en la
Figura 3).
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Figura 3. Estructura del Amotosaleno, S-59 y sus producto de degradacion.
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Cuadro 2. Composicion de la solucion de Amotosaleno.

Nombre del ingrediente Cantidad por cada 100 Funcién
mL
Sustancia activa
Amotosalen Clohidrato 203 mg Inactivacion de
patdgenos
Excipientes
Cloruro de sodio 924 mg Mantenimiento de
isotonicidad
Agua para inyeccion Cbp 100 mL Vehiculo

El sistema de inactivacion de patdgenos Intercepttm para plaquetas y plasma ha
demostrado ser seguro y eficaz en una exhaustiva serie de estudios preclinicos y
clinicos.

Es relevante destacar que, en la mayoria de las pruebas realizadas, en las
grandes dosis detectadas no se observaron efectos téxicos, ni siquiera cuando se
omiti6 el paso de remocion de amotosaleno por utilizacién del dispositivo CAD del
proceso estandar. En pruebas de fototoxicidad se observaron margenes algo mas
bajos (>40), en pruebas que se hicieron con ratas albinas y con radiacion UV, un
modelo menos relevante para la practica clinica. El fabricante también realizé
estudios minuciosos, tales como HPLC para la deteccion de amotosaleno libre
residual o sus fotoproductos creados pos IP, incluso en ausencia de luz UVA, asi
como estudios para detectar la formacion de neoantigenos en componentes como
resultado del proceso para IP, el cual podria haber causado reacciones
inmunoldgicas no deseadas y no se encontré evidencia, ni en estudios pre-clinicos
ni en muestras de pacientes durante pruebas clinicas, sobre la formacion de
nuevos antigenos luego de la transfusién de plasma y plaguetas tratados con
amotosaleno.19

La tecnologia de IP elimina un amplio rango de microrganismos patégenos, sin
toxicidad ni efecto sobre la potencia del producto. Los paises estan adoptando el
sistema IP para plasma y plaguetas por los beneficios de un abasto de sangre
mAas seguro que impacta el potencial de componentes y viabilidad.2o
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Espectro de actividad de amotosaleno.

- Inactivacion de patdégenos.

El nivel de inactivacion en bacterias se calcula en términos de reduccidon
logaritmica, mediante la formula siguiente:

Reduccién log= log (titulo de bacterias pretratamiento / titulo de bacterias
postratamiento)

La inactivacién suficiente para que el microorganismo quede por debajo del limite
de deteccion se indica como “mayor de” o “>”. Asi, una reduccién mayor de 6 log
presenta una inactivacion mayor de 99.9999% de la carga bacteriana.

Como la cantidad de bacterias en sangre es baja en el momento de la donacion, la
IP es altamente eficaz contra la carga bacteriana observada en plagquetas y
glébulos rojos, los hemocomponentes que mas preocupan. En primera instancia,
las tecnologias necesitan ser suficientemente fuertes como para poder inactivar
las elevadas cargas que aumentan debido al crecimiento durante el tiempo entre
la colecta y el proceso. Dependiendo de qué tan rapido se desarrolle la bacteria, la
cantidad puede ser significativa incluso después de un corto periodo de tiempo
(unas horas) a temperatura ambiente. Segundo, una tecnologia que es 100-10,000
veces mas efectiva en la inactivacion de patdgenos puede proveer una mayor
garantia de que no van a quedar bacterias luego de la IP, asi como también que
las bacterias restantes van a estar totalmente inactivadas y no van a estar sélo
mutadas. Una inactivacion incompleta puede provocar unidades contaminadas ya
gue las bacterias podrian proliferar en ellas, de la misma manera que podrian
causar infecciones por virus incompletamente inactivados.

En lugares donde son obligatorias las pruebas NAT o la deteccidén de antigenos
virales, la IP deberia estar en condiciones de hacer frente a cualquier nivel de
virus residuales, pero la capacidad de inactivacién puede ser excedida en el caso
de infecciones emergentes si durante la infeccion temprana hay grandes niveles
de viremia. La alta capacidad de inactivacion provee proteccién contra tales
posibilidades.

Existen multiples estudios que recogen toda la informacion relacionada con la
inactivacion de bolsas de plasma y plaquetas con amotosaleno que fueron
inoculadas con diferentes patdégenos. Los niveles de reduccion son muy altos para
todos los patogenos estudiados, permitiendo garantizar la seguridad de los
componentes sanguineos.
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En la tabla 7 se resumen los resultados obtenidos frente a multitud de virus,
bacterias y parasitos con el empleo del agente fotoquimico, amotosaleno y luz
UVA.21

Tabla 7. Inactivacion de Patdgenos y Leucocitos con Interceptrm.

Microorganismos inactivados con INTERCEPT Blood | Reduccion logio (extensién de

System para Plasma | inactivacion)

Virus encapsulados =
" HIV-1 intracelular ™ >67 |
" HIV-1 libre >68 |
'VHB >45 ]
'VHC >45 ;
oMy >59 ;
PRV >5.1 '
?TLV—I (Virus linfotropicos de células T)™ 245 }
x;TLV—II (Virus linfotropicos de células T)™ >5.7 1
' WNV (Virus del Nilo Occidental) 268 :
| SARS-CoV (Coronavirus humano) 255 }
| BVDV (Virus de la diarrea viral bovina, modelo virus VHC 26.0

humano)
| DHBV (Virus de la Hepatitis B del pato, modelo virus VHB 44-45

humano)

' Virus Chikungunya 276 ;
' Virus Influenza A H5N1 (Avian Influenza) >57 J
Engue >50 |
Vaccinia >52 |
:TIinle no encansuladns |

Escherichia coli >64
l Serratia marcescens >6.7
’ Pseudomona >k ]
' Bacterias Gram-Positivas ;

[ Staphylococcus epidermidis >7.3

Espiroquetas

Treponema pallidum (syphilis) ** >59
| Borrelia burgdorferi (Enfermedad de Lyme) >106 |
: Protozoos |
| Plasmodium falciparum** (malaria) 269 |
' Trypanosoma cruzi (Enfermedad de Chagas) >5.0 I
| Babesia microti (babesiosis) >53 I

“>” referido a inactivacion por debajo del limite de deteccién del ensayo.
“>” referido a inactivacion igual o debajo del limite de deteccion del ensayo.
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2. JUSTIFICACION.,

Debido al alto riesgo que existe de contagio por agentes patdégenos presentes,
emergentes y re emergentes por trasfusion de componentes sanguineos, se
deben tomar medidas innovadoras con un amplio espectro de inactivacion de
microorganismos, sin alterar las caracteristicas funcionales de las células a
transfundir, por ello se debe implementar el uso de nuevas tecnologias
fotoquimicas de inactivaciéon de patégenos, basado en la viabilidad plaquetaria.
Actualmente en México no se aplican protocolos estrictos para la donacion, la
transfusion, la hemovigilancia y la evaluacion del riesgo de contaminacion al que
se exponen los pacientes con demanda de componentes sanguineos.

Es por todas estas razones anteriormente mencionadas, que los sistemas de
inactivacibn de patdgenos que demuestren capacidad para reducir
significativamente los niveles de contaminacion bacteriana constituyen, con toda
probabilidad, la mejor estrategia para abordar este problema.

El personal de los bancos de sangre, servicios de transfusion, servicios clinicos y
quiréfanos, debera manejar y dar destino final a las unidades de sangre y
componentes sanguineos de manera que minimice la exposicion potencial a
agentes infecciosos.

La presente investigacién se enfoca en un estudio experimental en la que se
mediran y analizaran datos obtenidos del conteo de plaquetas con expresion de un
marcador de actividad (CD62P) por citometria de flujo con el objetivo de medir la
viailidad de los CP sometidos a IP con clorhidrato de amotosaleno y luz UVA.
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3. OBJETIVOS.

General.

Verificar la integridad y viabilidad de los concentrados plaquetarios, después de
haber sido inactivados de cualquier agente patégeno, utilizando la tecnologia
IBSTwm.

Particulares:

- Implementar un protocolo para medir por citometria de flujo la viabilidad e
integridad de las plaquetas en concentrados plaquetarios inactivados de
patdgenos por agentes quimicos, con fines de control de calidad.

- Analizar el efecto de los psoralenos y luz UVA sobre los valores de la
cuenta plaquetaria con expresion de CD62P (P-Selectina), asi como la

cantidad de linfocitos T (CD3) y Linfocitos B (CD19) presentes en los
concentrados plaquetarios.

4. HIPOTESIS.

Los CP sometidos a inactivacion con psoraleno y luz UVA no sufrirdn alteraciones
en su integridad y por tanto seran viables para poder ser transfundidos.

Ho: Existe diferencia significativa en los valores de cuentas de plaquetas
sometidas a inactivacion.

H1: No existe diferencia significativa en los valores de cuentas de plaquetas
sometidas a inactivacion.
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5. MATERIAL Y METODOS.

La presente investigacion se enfoca en un estudio prospectivo transversal
descriptivo y experimental en la que se mediran y analizaran datos obtenidos del
conteo por citometria de flujo de muestras de concentrados plaquetarios,
obtenidas de donadores sanos del BS. Se realizara un muestreo inmediato de
cada donacion de concentrados plaquetarios tomando un piloto de 2 mL pre IP y
otro piloto pos IP (16 horas posteriores al término del proceso), con lecturas por
medio de citometria de flujo. Una vez procesados los concentrados plaguetarios
seran liberados como componentes seguros para su finalidad donativa.

Recopilados los datos experimentales del conteo plaquetario con expresion de
marcador de actividad plaquetaria respecto al total plaguetario, se realizara una
prueba comparativa, no paramétrica, entre dos medidas (pre vs post) Wilcoxon y
determinar si existe diferencia significativa en la expresion de marcador CD62P
después de IP.

Los resultados obtenidos no tendran ningun impacto sobre la salud, tratamiento u
otro ambito relacionado con el estado de salud de los donadores de CP.

6. ANALISIS ESTADISTICO.

Las variables dependientes se analizaron con respecto a su distribucion no
normal, realizando una prueba no paramétrica, ordinal de dos medidas, aplicando
la prueba estadistica wilcoxon con un nivel de confianza del 95%, p<0.05.
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VARIABLES.

Variables dependientes.

ESCALA UNIDAD
DEF. DEF.
NOMBRE TIPO DE DE
MEDICION CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION
Cantidad
obtenida por
Concentracion de equipo
Cuenta L , .
. Cuantitativa | Razoén plaquetas del analizador de | En mms
Plaquetaria . .
donador biometrias
hematicas
Pentra 80 XLe
A través de un
Viabilidad de marcador ,
A través de un
plaquetas fluorescente para s
. L . ) , Citbmetro de
contenidas en los | Cuantitativa | Nominal | glicoproteinas de FILio Facs Cel/uL
concentrados la membrana P- )
) } Canto I BDe
plaguetarios selectina (CD
62P).
A través de un
Viabilidad de marcador A través de un
Linfocitos T en L . fluorescente para | Citdbmetro de
Cuantitativa | Nominal . . P . Cel/uL
los concentrados glicoproteinas de Flujo Facs
plaquetarios la membrana Canto Il BDe
(CD3).
A través de un
Viabilidad de marcador A través de un
Linfocitos B en L . fluorescente para | Citdbmetro de
Cuantitativa | Nominal . . P . Cel/uL
los concentrados glicoproteinas de Flujo Facs
plaguetarios la membrana Canto Il BDe
(CD19).
Radiacion A través de
Cuantitativa | Razén administrada equipo Nm 6
ara inactivacion. [lluminator
Luz UVA P Jlem?
Clorhidrato d Reactivo dentro IP
orhidrato de -
Cuantitativa | Razén del equipo de La

amotosaleno

procesamiento de

concentracion
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plastico nominal de mL
desechable con amotosaleno
paso de fluidos en plasma es
integrado esteéril y de 150 uM
apirégeno, con
15 mL de
solucion de
amotosaleno
Cuantitativa | Razon Granulos de Filtro fijador de
Dispositivo de adsprbente clohidrato de NA
molido y un amotosaleno y

adsorcion de
compuestos
(CAD)

aglutinante de
polietileno de
peso molecular
ultraalto

sus productos
de
degradacion,
desechable.
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Variables independientes.

ESCALA DEE
NOMBRE TIPO DE DEF. CONCEPTUAL '
MEDICION OPERACIONAL
. , Informacién
Tiempo transcurrido .
desde el nacimiento de un obtenida del
Edad Cualitativa | Ordinal o sistema de
individuo hasta la fecha L
actual recopilacion de
datos del donador
Informacion
Caracteristicas biologicas obtenida del
Sexo Cualitativa | Nominal | y fisiologicas que definen sistema de
a hombres y mujeres recopilacion de
datos del donador
A través del proceso de Informacion
GruDo aglutinacién observar la obtenida del
San u?neo Cualitativa | Nominal | presencia del antigenoy sistema de
g anticuerpo de grupo recopilacion de
sanguineo datos del donador
Comprobar o descartar la .
. . Informacion
presencia de anticuerpos .
. L . obtenida del
Serologia L . dirigidos contra virus o .
. . Cualitativa | Nominal . e sistema de
infecciosa bacterias especificos

(VIH, VHC , VHB, sifilis y
Chagas)

recopilacion de
datos del donador

Lugar de desarrollo de estudio.

- UMAE Banco Central de Sangre CMN sXXI, IMSS.

Descripcion general del estudio.

La presente investigacion se enfoca en un estudio prospectivo transversal
descriptivo y experimental en la que se medira y analizardn datos obtenidos del
conteo por citometria de flujo de muestras de concentrados plaquetarios,
obtenidas de donadores sanos del Banco Central de Sangre, con el fin de
establecer parametros de control de calidad para estos hemocomponentes.
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Procesamiento de datos.

Se recopilaran y analizaran datos de una poblacion de pacientes sanos, incluidos
en el protocolo de “Medicion de la viabilidad de concentrados plaquetarios
sometidos a inactivacion de patégenos después de un tratamiento fotoquimico con
clorhidrato de amotosaleno y luz UVA” los donadores por norma deberan cumplir
con la edad suficiente para donar, que en nuestro pais es entre 18 y 65 afios, y
aquellas mujeres lactantes o que han estado embarazadas en los ultimos 6 meses
no deberan donar. Los candidatos llenaran una carta de consentimiento informado
donde se necesitara de la autorizacion para poder consultar la informacion que se
enlista a continuacion, la cual se encuentra contenida en su expediente medico.

Informacién a consultar: Nombre, edad, sexo, grupo sanguineo, cuenta
plaquetaria, fecha de la donacién y resultados de serologia infecciosa.

Se informar& que no existe algun posible riesgo, inconveniente o molestia durante
Su participacion en este protocolo debido al caracter prospectivo del mismo. Los
resultados obtenidos no tendran ningun impacto sobre el tratamiento u otro ambito
relacionado con el estado de salud.

Todos los datos proporcionados relacionados con la privacidad seran tratados en
forma estrictamente confidencial, y la identidad no sera revelada en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio.

Las donaciones de plaguetas seran procesadas por aféresis de acuerdo a las
normas establecidas, los concentrados plaquetarios seran sometidos a IP en
plataforma IBStv con equipo llluminator, procedimiento apegado a la ley general
de salud con numero de registro sanitario 0673E2014 SSA.

Obtencién y tratamiento de las muestras.

Las donaciones de plaquetas se procesaron por aféresis de acuerdo a las normas
establecidas, posteriormente los concentrados plaquetarios fueron sometidos a IP
en plataforma IBStv con equipo lluminator; se realiz6 un muestreo inmediato de
cada donacion de concentrados plaquetarios tomando un piloto de 2 mL pre
inactivacion de patdgenos y otro piloto post inactivacion (16 horas después de IP
al término del proceso). La viabilidad plaquetaria de cada muestra fue evaluada
poniendo en evidencia el marcador de expresion CD62P por medio de un marcaje
con un anticuerpo anti-CD62P, asi como lectura de linfocitos T y B, utilizando
marcadores anti-CD3 y anti-CD19, respectivamente y posterior lectura por
citometria de flujo. Una vez procesados los concentrados plaquetarios se liberaron
como componentes seguros para su finalidad donativa.

La estructura y las propiedades de las plaquetas, asi como su activacion, se
pueden analizar por medio de citometria de flujo, que es una herramienta versatil
y confiable para el estudio de células, fenotipificacion y funcionalidad. Por lo
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general, antes del analisis, las células se marcan con anticuerpos monoclonales
conjugados con fluoréforos o con células permeables.

La amplia gama de anticuerpos marcados o celulares permeables, proteinas
fluorescentes ahora disponibles comercialmente no permiten so6lo el analisis de
varios parametros celulares, sino también el estudio detallado de fenotipo celular y
funcidn, interaccion célula-célula, activacion celular, apoptosis y ciclo celular, solo
por nombrar algunos. La citometria de flujo permite el aislamiento y
caracterizacion de las diferentes poblaciones, por ejemplo puede ser empleado
factiblemente en andlisis clinicos multiples para analizar las caracteristicas
plaquetarias, tales como el estado de activacion, la reactividad a los agonistas,
estructurales y anomalias morfologicas, recambio plaquetario y recuento.

Las plaquetas al experimentar varios cambios en los antigenos de superficie o
ligandos unidos y liberacion de granulos tras la activacion, pueden detectarse
mediante citometria de flujo reconociendo los marcadores de la activacion
plaquetaria. Las moléculas mas utilizadas para este propésito son la forma
activada de la integrina allbB3 (GPllb— Complejo llla, CD41 / CD61), selectina P
(CD62p), CD63, CD40 ligando (CD154) y serotonina.z22

La P-selectina o CD62P es una medida de la glicoproteina expresada en la
superficie celular de las plaguetas activadas. Una plaqueta activada es aquella
gue ha liberado el contenido de los granulos a los medios circundantes y, como
resultado, tiene marcadores de granulos como la P-selectina presente en la
membrana celular. La P-selectina se mide por citometria de flujo con anticuerpos
especificos del sitio (Anti-CD62P). Los datos de P-selectina indican que las
plaquetas estan mas activadas que los controles. Si el grado de esta activacion
pudiera estar directamente relacionado con la liberacion irreversible de granulos
de plaquetas, se consideraria que las plaquetas tratadas serian menos capaces
de proporcionar factores estimulantes del crecimiento tisular necesarios como la
exposicion a TGFB, RANTES, P-selectina y productos quimicos de reclutamiento
de plaquetas en sitios de lesion.

Durante la preparacion (recoleccion de sangre, centrifugacion, agrupacion y / o
filtracion) y el posterior almacenamiento de los concentrados plaquetarios, las
plaquetas se activan gradualmente, la llamada lesion de almacenamiento de la
plagueta. Esto se refleja en un aumento en la expresion de CD62P en la superficie
de la membrana externa de las plaquetas, es decir son integras. Por lo tanto, la
medicion de la expresion del marcador CD62P en la superficie plaquetaria es una
herramienta util para monitorear el efecto de la IP con clorhidrato de amotosalenoi
y luz UVA en la funcién plaugetaria in vitro.23
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7. RESULTADOS.

En la Tabla 8 podemos observar los resultados para el marcador de actividad
plaquetaria CD62-P.

Se encontré que de cada concentrado plaquetario donado, se presenta diferente
porcentaje de actividad plaquetaria pre inactivacion vs pos inactivacion (ver tabla
8), es decir, no siempre se presenta un aumento de la expresiéon del marcador
CD62P (p.e. CP No. 3), después de la IP. Es importante recordar que el muestreo
de 2mL para el andlisis pre y post inactivacion, no es el mismo ya que se realiza
lectura de la muestra pre inactivacion mientras que la bolsa con CP estan siendo
inactivados, posteriormente se toma un nuevo muestreo de los CP inactivados de
patégenos (pos inactivacion).

Tabla 8. Valores de la expresion de CD62P tomados de un muestreo de CP
sometidos a IP.

1 15.5 15.8
2 17.0 17.2
3 13.6 11.3
4 25.8 31.3
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Valores de los percentajes de las poblaciones linfocitarias encontradas, respecto
al total de células obtenidas en la lectura por citometria de flujo.

En la Tabla 9 se observa que para los CP obtenidos por aféresis y sometidos a IP,
no contienen poblaciones de linfocitos T (CD3).

Tabla 9. Valores del marcador linfocitario CD3 tomados de la lectura de los CP
anteriories de la Tabla 8.

1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0

En la Tabla 10 se observa la presencia de linfocitos B (CD19) en los CP obtenidos
por aféresis, antes y después de IP. No existe patrén alguno de disminucion de
linfocitos después de la IP.

Tabla 10. Valores del marcador linfocitario CD19 tomados de la lectura de los CP
anteriories de la Tabla 8.

1 0.3 0.7
2 0.4 0.6
3 1.2 0.2
4 0.2 0.2
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Escategramas o dot plot.

Informacion obtenida por la técnica de analisis de citometria de flujo donde cada
punto representa una célula segun sus medidas asociadas. Se asigna el mismo
color a la misma poblacién en todos los graficos que a continuacion se muestran.

Se utilizé un posicionamiento del mismo parametro FCS: Forward Scatter
(Tamano celular) en ambos ejes con el objetivo de discriminar correctamente las
poblaciones celulares, con ello se asigna el mismo color a la misma poblacién (ver

figura 4).
PRE INACTIVACION POS INACTIVACION
Eventos: sencillos Eventos sencillos
XI ] T )
(_l:l -
z %
;'E) T | I B Ih:llﬁ T .-I‘: 1
FSC-4

Figura 4. Eventos o células totales obtenidas por muestreo de los
CP antes y después de la IP.
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La Figura 5 nos permite identificar las poblaciones celulares en dos diferentes

areas delimitadas,

sin embargo con estos datos no es posible separar

especificamente a los linfocitos del area de leucocitos para poder comparar
finalmente la cantidad de linfocitos y plaquetas, antes y después de la IP. El
grafico nos permite comparar FSC vs SSC (complejidad o granulosidad celular).

PRE INACTIVACION POS INACTIVACION
borfologia rMorfologia
W.E‘g: Leucr:u:it_:_' Leucocitos
- : A - _.:
g ﬁ as e
o .
00 ey
=3
I T TITI rrrim I TITrm I T TTTIT T IIIII||I ||||"|| T
10° 1Lll 1r::ll“ 1,!-,5 & :Il:ll:ﬁ:I 10* 109
FSC-A FSiC-A

Figura 5. Eventos separados en dos poblaciones diferentes: Leucocitos y

Plaquetas.
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En la Figura 6 se comparan de las poblaciones celulares, aquellas plaquetas con
expresion del marcador CD62P, notando una mayor expresion posterior a la IP,
17% pre IP vs 24.4 % pos IP del % total de eventos. Ver valores en la Figura 9.

PRE INACTIVACION POS INACTIVACION
Plaguetas D; Plagquestas ]
voe O CD%‘-'?;P:;I:E;I”"F EF;“ ° coddparda T

Figura 6. Poblacion de plaquetas activadas marcadas con anti-CD62P.
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Los valores de eventos de linfocitos T de la figura 7 pre IP son de 1 célula vs O
células pos IP. Ver valores en la Figura 9.

PRE INACTIVACION POS INACTIVACION

Linfos T Linfozs T
=g ]
LinFos CD3+ g E_E' Linfos CDE+
A ]
mm
=3
. .
w
LU LR LLLY P 10 10 10
1|:u2'I ““m“ D 10 102 Bz Frdia
D3 FITC-A

Figura 7. Poblacion de linfocitos T antes y posterior a la IP.

Los valores de eventos de linfocitos B de la figura 8 pre IP son de 1 célula vs 2
células pos IP. Ver valores en la Figura 9.

PRE INACTIVACION POS INACTIVACION

Linfoz B

Linfos B

Linfos CD19+

Linfos CD19-

107

102

10° 107 1o 105 106" it
CD19 PE-Cy7-4A CDTY PE-Cw F-ty

Figura 8. Poblacién de linfocitos B antes y posterior a la IP.
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En la Figura 9 se muestran los marcadores de las diferentes poblaciones
detectadas por citometria de flujo asi como sus respectivos valores en el muestreo
de un CP antes y después de la IP.

Tube: 18041369B

Population FEvents %% Parent %:Total
Il All Events 10.000 #EE| 1000
PRE Il Singlets 1.267 127 12.7
. ] Leucocitos 354 35 35
INACTIVACION [ Linfos CD3+ 1 0.3 0.0
-~ Linfos CD19+ 1 03 0.0
-l Plaguestas 2.179 218 218
-l CDG62P+ 1,700 78.0 17.0
Tube: 18041369B

Population H#Events “%GParent %:Total
I All Events 10,000 guai| 100.0
i Singlets 1.100 11.0 11.0

POS Il Singlets .
i Leucocitos 310 31 3.1
A [ Linfos CD3+ 0 0.0 0.0
INACTIVACION i ‘| Linfos CD19+ 2 0.6 0.0
i - Plagquetas 2.961 29.6 296
]l cDB2P+ 2437 B23 24.4

Figura 9. Valores del nUmero de eventos y porciento respecto al total de eventos

obtenidos de las dos muestras (pre y pos), de donde se hacen referencia los

resultados de las figuras anteriores.
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Compilacion de un muestreo de 15 CP con su respectivo andlisis pre y pos
IP.

En la Figura 10 se muestra cada binomio (pre y pos) de las 15 muestras de CP
donde se observa que las plaguetas no estan perdiendo su actividad después del
proceso de inactivacion. Si bien existe una tendencia de mayor actividad
plaquetaria, es decir, una mayor expresion del marcador CD62P pos IP, lo cual
indicaria que no existe pérdida funcional de las plaquetas después de ser
sometidas a un tratamiento fotoquimico con luz UVA.

Actividad Plaquetaria

38.2 B scpe2p+ pre B ::coe2pe+ post
34.1
304 313 337 308
278 278 283
273 274
267 267 268
25.8 Bos 4 Mos 5 206 ks 257 257 263
244 24, - W2a3 ha2
23.9 240 531 Boso @235

1 2 3 4 5 5] 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Figura 10. Representacion de 15 CP y sus respectivos valores de actividad
plaquetaria con marcador de expresion CD62P pre vs. Pos inactivacion de

patégenos con clorhidrato de amotosaleno y luz UVA.
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Se realiz6é un promedio del pocentaje de las plaquetas activadas con expresion del
marcador CD62P, pre y pos IP de los 106 CP, ver Tabla 11. Asi como una prueba
estadisitica comparativa no paramétrica Willcoxon con un nivel de confianza del
95%, p<0.05.

Tabla 11. Promedio del por ciento de plaquetas con expresién de CD62P.

Pre IP Pos IP

18.9 20.6
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Resumen de Resultados.

Se estudiaron 106 CP independientes, en donde el porciento de plaquetas
promedio pre inactivacion con expresion del marcador CD62P, es decir, las
plaquetas que estan activadas y por lo tanto funcionales, fueron del 18.9%,
mientras que el porciento promedio de plaquetas funcionales post
inactivacion son del 20.6%.

Recopilados los datos experimentales del conteo plaquetario con expresion
de marcador de actividad plaquetaria respecto al total, se realiz6 una
prueba comparativa, no paramétrica, entre dos medidas (pre vs post)
Wilcoxon y se determind si existe diferencia significativa en la actividad
plaquetaria después de IP.

Los linfocitos T (CD3), linfocitos B (CD19) son escasos debido a la
leucodeplecién por aféresis, sin embargo hay linfocitos que llegan a
detectarse en la lectura antes y después del tratamiento, sin presentar
alguna tendencia de aumento o disminucién en el conteo celular.
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8. DISCUSION.

El comité asesor en la transfusion de sangre del ministerio de salud aleman
declard en su opinion el papel en la inactivacion de patégenos (S18, 85 a Reunion,
17 de abril de 2018) que los resultados in vitro son muy heterogéneos debido a
diferentes entornos de prueba / metodologia, diferente calidad de plaquetas,
diferencia en los donantes y las pruebas no estandarizadas. También afirman
gue existe en general s6lo un aumento significativo en la expresion de la P-
Selectina post tratamiento después del dia 5 de almacenamiento.

La activacion plaguetaria dependera de dos sefiales importantes:

e Las sefiales de activacion: que se presentan cuando se produce dafio
vascular y disparan inmediatamente la adhesion y agregacion de las
plaquetas.

e Las sefales regulatorias negativas: que también se ponen en marcha una
vez que se inicia la activacion y proporcionan el mecanismo de control, que
limita la formacién del tapdén hemostatico y aseguran el éxito del proceso
fisiolégico.

Sin mecanismos inhibidores, las plaquetas se activarian incluso en ausencia de
seflales de activacion, por lo cual no existe una activacion descontrolada en
cascada de las plaquetas y no se ve un aumento significativo de la actividad
plaquetaria.

La razon por la cual obtenemos expresion del marcador de expresion (CD62P) in
vitro como consecuencia de la activacion plaquetaria es que durante la separacion
de los componentes en la centrifugacion o durante la agitacion en el
almacenamiento no solo se activan las plaguetas, sino que también puede causar
lisis y activacion de proteasas, como la calpaina. La lisis plaquetaria conduce a la
liberacion y acumulacién de la enzima lactato deshidrogenasa citosolica (LDH) y
contenidos granulares (Mittal et al., 2015).

Ademas la lesion plaquetaria de almacenamiento el cual se define como el
conjunto de cambios deletéreos en la estructura y funcion de las plaquetas que se
producen desde el momento en que se extrae la sangre del donante hasta el
momento en que se transfunden las plaquetas al receptor tal como lo refiere Mittal
Ketal., 2015, es un factor a considerar en el conteo absoluto de las PLT.
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El grado de alteracion morfolégica y funcional de las plaquetas influye en su
eficacia hemostéatica in vitro. Estas alteraciones dependen de una serie de
variables, como el método empleado para preparar los concentrados plaquetarios
o buffy coat, tiempo de almacenamiento y temperatura, tipo de recipiente plastico y
plastificante, la agitacion continua de los concentrados, la aplicacion de técnicas
de inactivacion de patégenos en los CP y la naturaleza del medio de suspensién
(Ohto H et al., 2011).

Los valores de expresion de la P- Selectina promedio antes de la IP es de 18.9 %,
en los primeros dias posteriores a la inactivacion, tal como lo sugiere (Helena C et
al., 2005) en su estudio, en el cual indica que el valor medio de expresion antes
del proceso de inactivacién de IBStv es de 22.7 + 6.4%.

Después de la inactivacion en el estudio referente, nos indican un porcentaje de
los valores de expresion de la P- Selectina de 31.6 + 5.7% aumentando a 58.7 +
8.2% al final del almacenamiento (dia 7), en lo que respecta a nuestro estudio,
tenemos una expresion de 20.6% posterior a la IP (dia 1).

El recuento de plaquetas puede llegar a disminuir ligeramente durante el
almacenamiento posiblemente debido a la formacion de agregado plaguetario
irreversible.

El sistema IBS se ha desarrollado durante casi 10 afios y ha sido aplicado por
varios investigadores para mejorar el margen de seguridad de la terapia
plaquetaria.

Es de importancia vital que cualquier método de reduccion de patdégenos, dirigido
especificamente como blanco al material genético (DNA o RNA), debe garantizar
la preservacion de la viabilidad de las células sanguineas durante el
almacenamiento. De particular interés son los cambios en el estado de activacion
de las plaquetas y la formacion de células apoptoéticas, que sigue siendo un area
de interés actual, Helena C et al., 2005.
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Hemos observado que después del tratamiento con IBS, las plaguetas se activan
bajo diferentes factores, reflejado en un aumento de la expresion de CD62P (P-
selectina), como se muestra graficamente en la figura 10.

Los resultados son muy heterogéneos, desde ningun cambio significativo en la
expresion de P-Selectina (CD62P) pos inactivacion, hasta una pérdida de
expresion o un aumento de la misma.

Estos resultados confirman que no solo se puede llegar a producir una pequefia
pérdida de funcionalidad después del tratamiento fotoquimico con luz UVA, sino
también durante el almacenamiento, sin embargo la funcionalidad plaquetaria en
lo que refiere a la capacidad de las plaquetas para experimentar activacion o
expresar actividad procoagulante, se mantiene en buen estado.

La integridad funcional de las plaguetas se mantiene bien posterior al tratamiento
de IP.

Actualmente, los concentrados de plaguetas tienen licencia para usarse hasta un

méximo de 5 dias de almacenamiento. Aumentar el almacenamiento a 7 dias
mejoraria la logistica del suministro y podria reducir el desperdicio.
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9. CONCLUSIONES.

La evaluacién de la actividad plaquetaria en funcion de la expresion del marcador
CD62P permite evaluar la viabilidad de los concentrados plaguetarios sometidos a
inactivacion de patogenos.

El proceso de inactivacion de patdgenos en plaquetas utilizando un tratamiento
fotoquimico con clorhidrato de amotosaleno y luz UVA aplicado a concentrados
plaquetarios, proporciona productos funcionales que cumpliran con su actividad
para quienes necesiten €stos componentes sanguineos seguros, sin riesgo de
contaminacién transfusional. Este procedimiento podra incluirse en el cuadro
basico del Instituto como protocolo rutinario para el tratamiento de concentrados
plaquetarios.

10.PERSPECTIVAS.

La morfologia discoide plaquetaria se correlaciona bien con la viabilidad in vivo de
las plaquetas y se sabe que los factores que afectan a la morfologia discoide,
como la disminucion del pH por debajo de 6.4, la exposicion al frio afectan la
viabilidad plaquetaria. Esta alteracion morfolégica se puede estudiar directamente
por microscopia, o valorarse por el cambio en el patréon de distribucidon del tamarfio
de las plaquetas, o la pérdida del efecto remolino o swirling, por lo que serian
pruebas complementarias para el estudio.

Queda por determinar si la tecnologia de union al DNA que se utiliza en el IBStm
dafard el DNA mitocondrial de las plaguetas y si conducira a la formacion de
plaquetas apoptéticas / necroéticas, las cuales ya no cumplirian con el objetivo de
ser benéficas para el paciente receptor de los CP.

48



BIBLIOGRAFIA.

1. OMS. Transfusion de sangre [en linea]. Director General de la OMS Dr.
Tedros Adhanom Ghebreyesus. [ref. 26/06/2018 12:22 | de Disponible en
Web: http://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/blood-safety-and-
availability

2. Secretaria de Salud. Programa de Accion Transfusion Sanguinea. Primera
Edicidn, 2002 pp. 9-14 de Disponible en Web:
http://www.salud.gob.mx/cnts/pdfs/transfusion_sanguinea.pdf [ref.
11/10/2018]

3. SEGOB. Diario Oficial de la Federacion. NORMA Oficial Mexicana. NOM-
253-SSA1-2012, Para la disposicion de sangre humana y sus componentes
con fines terapéuticos. [ref. 11/10/2018] de Disponible en Web:
http://www.dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5275587&fecha=26/10/201
2

4. E.B.C. Martinez Alvarez Julio César, Dra. D" Artote Gonzalez Ana Luisa.
Medicina Transfusional. AMMTAC. Graphimedic. S.A. de C.V. 2012. Pp.17-
18.

5. Mohammad R. Abedi. Inactivacion de patégenos en Plagquetas: concepto de
dosis doble en el uso rutinario. Experiencias uso sistema intercept indd. Rev
22/10/18.

6. Sandra QG, Gac. Meéd. Mex Vol. 140, Suplemento No.3, 2004.
Contaminacién Bacteriana de los componentes sanguineos. Rev. 18/01/20.

7. Blajchman, M. A., & Goldman, M. (2001). Bacterial contamination of platelet
concentrates: Incidence, significance, and prevention. Seminars in
Hematology, 38, 20—26. doi:10.1016/s0037-1963(01)90120-9

8. Blood Transfusion 2012 (10). 23 Congreso Anual de la SETS

9. Manual de usos éptimos de componentes Sanguineos. Informes, Estudios
de Investigacion 2011. Ministario de Sanidad, Politica Social e Igualdad.

49


http://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/blood-safety-and-availability
http://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/blood-safety-and-availability
http://www.salud.gob.mx/cnts/pdfs/transfusion_sanguinea.pdf
http://www.dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5275587&fecha=26/10/2012
http://www.dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5275587&fecha=26/10/2012

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Yomtovian RA, Palavecino EL, Dysktra AH et al. Evolution of surveillance
methods for detection of bacterial contamination of platelets in a university
hospital, 1991 trhough 2004. Transfusion 2006; 46:719-30.

Alvarez do bm, Gonzalez DR, Hernandez JM. Residual risk of transfusion-
transmitted viral infections in Spain, 1997-2002, and impact of nucleic acid
testing. Euro Surveill 2005; 10:20-22.

Pillonel J, Laperche S. Trends in risk of transfusion-transmitted viral
infections in France between 1992 and 2003 and impact of nucleic acid
testing (NAT). Euro Surveill 2005; 10: 5-8.

ELSEVIER. Medicina Universitaria. La Seguridad de la Transfusion
Sanguinea en México. Sergio Arturo Sanchez Guerrero. Instituto Nacional
de Cancerologia. de Disponible en Web: http://www.elsevier.es/en-revista-
medicina-universitaria-304-articulo-la-seguridad-transfusion-sanguinea-
mexico-X1665579610504716 [ref. 11/10/2018]

Goodrich RP, Gilmour D, Hovenga N, Keil SD. A laboratory comparison of
pathogen reduction technology treatment and culture of platelet products for
addressing bacterial contamination concerns. Transfusion 2009;49:1205-16.

Antonio LF, y Carlos M. Antiagregacion plaquetaria Plaqueta: fisiologia de la
activacion y la inhibicion. Unidad de Investigacion Cardiovascular, Servicio
de Cardiologia, Hospital Clinico San Carlos, Madrid, Espafa. Disponible en
Web: https://sci-hub.tw/10.1016/S1131-3587(13)70073-6 [ref. 18/01/2020]

Bermejo. E, Instituto de Investigaciones Hematologicas “Mariano R. Castex”.
Academia Nacional de Medicina de Bs As, Dpto. de Hemostasia y
Trombosis. Articulo de revision. HEMATOLOGIA Volumen 21 No
Extrarodinario: 10-18 Fisiologia de la hemostasia normal Agosto 2017.
Disponible en Web: http://www.sah.org.ar/revista/numeros/vol21/extra/06-
Vo0l%2021-extra.pdf [ref. 8/01/2020]

E.B.C. Martinez Alvarez Julio César, Dra. D” Artote Gonzalez Ana Luisa.

Medicina Transfusional. AMMTAC. Graphimedic. S.A. de C.V. 2012. Pp.
87,114,115, 341-343

50


http://www.elsevier.es/en-revista-medicina-universitaria-304-articulo-la-seguridad-transfusion-sanguinea-mexico-X1665579610504716
http://www.elsevier.es/en-revista-medicina-universitaria-304-articulo-la-seguridad-transfusion-sanguinea-mexico-X1665579610504716
http://www.elsevier.es/en-revista-medicina-universitaria-304-articulo-la-seguridad-transfusion-sanguinea-mexico-X1665579610504716

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Goodrich RP, Edrich RA, Li J, Seghatchian J. The Mirasol PRT system for
pathogen reduction of platelets and plasma: an overview of current status
and future trends. Transfus Apher Sci 2006;35:5-17.

Revista Argentina de Transfusion. Inactivacion de patdogenos en
hemocomponentes: Revision critica. Christopher V Prowse. Vol. XLIIl. Pag.
223-254

Stramer SL, Hollinger BF, Catz LM et al.Emerging infectious disease agents
and their potential threat to transfusion safety. Transfusion 2009; 49:1S-29S.

Sawyer L. Kodner C, Johnson R, Higgs S, et al. Inactivation of transfusion-
transmitted vector borne pathogens. Vox Sang 2009; 96:133.

Cecilia Carubbi, Elena Masselli, Cytofluorimetric Platelet Analysis.
Department of Biomedical, Biotechnological and Translational Sciences
(S.Bi.Bi.T.), University of Parma, Ospedale Maggiore, Via Gramsci, 14, |-
43100 Parma, Italy. published online December 31, 2013. DOI
http://dx.doi.org/ 10.1055/s-0033-1363472. [ref. 14/01/19].

Transfusion. Curvers J1, de Wildt-Eggen J, Flow cytometric measurement of
CD62P (P-selectin) expression on platelets: a multicenter optimization and
standardization effort. Publicado por primera vez: 08 de julio de 2008. [ref.
07/11/18] de Disponible en web: https://doi.org/10.1111/}.1537-
2995.2008.01738.x

Mohr H, Steil L, Gravemann U, Thiele T, Hammer E, Greinacher A, et al. A
novel approach to pathogen reduction in platelet concentrates using short-
wave ultraviolet light. Transfusion 2009;49:2612-24.

The New England Journal of Medicine. George B. Schreiber, D.Sc., Michael
P. Busch. Ph.D. “The Risk of Transfusion-Transmitted Viral Infections”. for
the Retrovirus Epidemiology Donor Study [ref. 07/11/18] de Disponible en
web: https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJM199606273342601

51


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Curvers%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18482194
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Wildt-Eggen%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18482194
https://doi.org/10.1111/j.1537-2995.2008.01738.x
https://doi.org/10.1111/j.1537-2995.2008.01738.x
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJM199606273342601

26.

27.

28.

29.

Goodrich RP, Edrich RA, Li J, Seghatchian J. The Mirasol PRT system for
pathogen reduction of platelets and plasma: an overview of current status
and future trends. Transfus Apher Sci 2006;35:5-17.

Mittal K, Kaur R. Platelet storage lesion: An update. Asian Journal of
Transfusion Science. 2015;9: 1-7.

Ohto H, Nollet KE. Overview on platelet preservation: Better controls over
storage lesion. Transfusion and Apheresis Science. 2011;44: 321-325.

Helena, C., Carmen, A., Matilde, S.. (2005). The combined eVect of platelet
storage media and intercept pathogen reduction technology on platelet
activation/ activability and cellular apoptosis/necrosis: Lisbon-RBS
experience. Enero 25, 2019, de Transfusion and aphaeresis science Sitio
web: https://sci-hub.tw/https://doi.org/10.1016/j.transci.2005.09.041.

52



ANEXOS.

Técnica de inactivacion con clorhidrato de amotosaleno y luz UVA
Materiales.
Kit de inactivacion.

e EL Kit contiene bolsas de procesamiento de plastico desechable con
paso de fluidos integrado estéril y apir6geno, un recipiente de
plastico con 15 mL de solucién de amotosaleno, un dispositivo de
adsorcién de compuestos (CAD) y un recipiente de almacenamiento
de plastico, todos integrados secuencialmente.

El plasma fluye a través del recipiente de amotosaleno y al interior del recipiente
de iluminacion. Antes de la iluminacion, la concentracion nominal de amotosaleno
en plasma es de 150uM. El iluminador INTERCEPT suministra la iluminacion. Este
dispositivo esta disefiado para suministrar luz UVA de 3 julios/cm2 durante 4-6
minutos.

El equipo de procesamiento de plasma INTERCEPT incluye un dispositivo de
adsorcion de compuestos (CAD) que reduce considerablemente el nivel de
amotosaleno residual y los fotoproductos libres en el plasma antes del
almacenamiento. El plasma iluminado fluye por accion de la gravedad a través del
CAD vy al interior de los recipientes de almacenamiento. El plasma se almacena de
acuerdo con los requisitos para el plasma congelado hasta que se utiliza para la
transfusion.
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Figural. Etapas de inactivacion de plaquetas IBStw.
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Procedimiento para lectura de plaquetas obtenidas de los CP.

Se utilizaron concentrados plaquetarios (3.6x1011PLT/ml) obtenidos por aféresis.
Aqui ocurre la toma de muestra pre inactivacion de los CP ( se toman 2 mL),
seguido de lectura por citometria de flujo.

Procedimiento de inactivacion de patdgenos.

Los CP se somenten a inactivacion con el reactivo (clorhidrato de amotosaleno),
trasvasando el contenido plaquetario de la bolsa de aféresis a bolsa para
inactivacion del KIT, y se mezcla junto con el reactivo. Posteriormente se introduce
la bolsa con la mezcla de PLT con reactivo de inactivacion a equipo Illluminator y
comienza el proceso de irradiacion con luz UVA a los CP, tiempo estimado, 4-6
minutos. Una vez terminado el procedimiento de IP y cumplida la funcién del CAD,
se toma una nueva muestra del recipiente de almacemnamiento de los CP pos
inactivacion posterior a las 16 horas de IP y se realiza lectura en el citbmetro de
flujo.
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Técnica de Citometria de flujo.

- Generalidades de la técnica citometria de flujo.

La citometria es una técnica que permite medir simultaneamente multiples
caracteristicas fisicas y quimicas de células o particulas en suspension que
atraviesan un haz de luz (laser), y ofrece la posibilidad de separar las células
(sorting) en funcidn de sus caracteristicas.

En el citometro de flujo, las células alineadas pasan a través del haz enfocado de
un laser, que activa el fluor6foro unido al anticuerpo (marcaje celular) a una
longitud de onda de excitacién especifica y finalmente varios detectores procesan
las propiedades de fluorescencia emitida y de fluorescencia de cada elemento. La
intensidad de la luz emitida por los fluor6foros depende de la densidad del
antigeno, las propiedades de dispersiéon de la luz frontal y lateral reflejan el tamafio
y granularidad, respectivamente, que proporcionan informacion sobre la dimension
celular y la complejidad.

Cristal Piezoeléctrico

Reservorio E \
Presurizado . Seiial Analizador de
De C¢lulas electrénica| ™ [Pulsos y
A IContador
Procesamiento
Pulsos
ide datos)
: ! De carga
Reservorio Presurizado -
De flujo externo

Filtros
opticos

Flujo
celular

Fotomultiplicador

+ 1kV

T 2 gan v e e
»

aser
(fuente de luz)

Colector de células

Figura 2. Esquema de un citbmetro.
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A medida que la célula pasa a través del rayo laser, la senal optica va a generar
un pulso, que tiene una altura (o pico), ancho y area.Cada pulso se inicia una vez
gue la célula se asoma delante del rayo luminoso. Después, si la velocidad es
constante y la célula uniforme, el pulso desciende simétricamente hasta que

desaparece la sefial de esa célula.

» Cuando la particula se encuentra en el centro del rayo laser se logra la maxima
dispersién o fluorescencia, es el punto mas alto del pulso.

* El pulso vuelve a la linea de base cuando la particula abandona el rayo laser.

El area, altura y anchura de los pulso eléctricos son proporcionales a la cantidad
total de luz, la intensidad maxima y a la duracion de la sefial luminosa,

respectivamente. Ver Figura 3.

» Todos estos parametros se relacionan con las caracteristicas de la célula.

LA

Time Time Time

O
LASE Rt
O

Figura 3. Formacién del pulso o sefial transmitida.

Voltage
Voltage
Voltage

Después de guardar los datos en un archivo de datos se pueden representar en
forma de:

* Histograma.
* Grafico de Puntos (Dot Plot) o escatergrama.

57



Escatergrama o dot plot.
* Es un grafico de puntos donde se enfrentan dos parametros.
+ Cada punto representa una ceélula segun sus medidas asociadas. Puede

relacionarse de esta forma cualquier pareja de parametro. A medida que se van
poniendo puntos aparece una poblacion.

Cada evento con sus medidas esta representado por un punto. A medida que se
van poniendo puntos aparece una poblaciom. Ver figura 4.

Poblacton Poblacién doble
positiva positiva
para PE

/

/
.3
HeHe
He
He
3t
3t

rEEL

poblacién___| H MK e, % ¥
negativa ***** *i**

FITC FL Poblacién positiva

para FITC

Figura 4. Histograma representando lectura de diferentes células separadas por
dos diferentes marcadores PE y FITC.
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