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RESUMEN

Antecedentes y objetivos: Para reducir el riesgo de transmisién viral por la transfusién de componentes plasmdticos, se emplean métodos
de inactivacién viral. Se estudia si el proceso de fotoinactivacion del Plasma Fresco Congelado (PFC) con Azul de Metileno disminuye
la actividad de los factores de coagulacidn del mismo, valorando el cumplimiento de los criterios de calidad y si pueden ser utilizados
como materia prima para la produccién de crioprecipitados. Material y métodos: Se preparan 24 “pooles” de dos unidades de plasma,
separindose cada uno en dos alicuotas, una se somete a fotoinactivacién y la otra es congelada y reservada como “control”. Se determina
la actividad de los factores de coagulacién FV, FVHIce y Fibrindgeno en las dos muestras de PFC. Para el andlisis de datos se empleé el
paquete estadistico SPSS 9.0, realizdndose la prueba “t” Student para datos apareados de la actividad de los factores. Resultados: La
disminucidén de los factores del PFC inactivado frente a PFC control fue significativa (p<0,01), siendo esta disminucién de 28 Ul/dl para
FVIllc, 26 Ul/d] para FV y 32 mg/dl para el Fibrinégeno. Conclusiones: 1°. Existe una pérdida significativa de actividad del factor VIIIc

en el plasma fotoinactivado. 2° No deberia ser utilizado el PFC fotoinactivado para la obtencién de Crioprecipitado.

PALABRAS CLAVE: Plasma fresco congelado, inactivacién viral, azul de metileno, factores de coagulacién. Crioprecipitado.

INTRODUCCION

El Plasma Fresco Congelado (PFC) es un componente sanguineo
que se obtiene a partir de la congelacién rdpida del plasma proce-
dente de la centrifugacién y posterior separacién de una unidad de
sangre total. Este compconente contiene unos niveles normales de
factores de coagulacién estables (albimina e inmunoglobulinas) y
un minimo del 70% de los otros factores de coagulacidn l4biles.

Al contener este PFC todos los factores de coagulacién de la
sangre, sus indicaciones terapéuticas principales son las altera-
ciones de la coagulacidn, sobre todo en aquellas donde existe un
déficit maltiple de factores y especialmente en aqguellas donde el
factor deficiente no puede elaborarse por la industria farmacéutica.
Actualmente el dnico factor de coagulacién que no se produce
industrialmente es el factor V.

El PFC sirve también como materia prima para la obtencién de
otro compenente sanguineo, ¢l crioprecipitado. Este dltimo con-
tiene la mayoria del factor VIII coagulante (FVIlc), factor von
Willebrand, Fibrinégeno, factor XIII y fibronectina, presentes en el
plasma original.
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El PFC no empleado en la transfusién ni en la preparacién de
crioprecipitado se utiliza como materia prima en el fracciona-
miento industrial para la produccién de concentrados de factores.
Una Unidad de plasma fresco debe contener 0,7 U.L de factor VII
por mililitro. De todos modos, una unidad de plasma con un con-
tenido inferior, puede utilizarse igualmente para la produccién de
concentrados de factores de coagulacion (1).

La legislacién espafiola determina que a toda donacién de sangre
se le practiquen unas pruebas obligatorias de cribado de aquellos
virus transmisibles por la sangre o hemoderivados (2). Estos incluyen
la determinacién del antigeno de superficie del virus de la hepatitis B
(HBsAg), anticuerpos contra fos virus de la hepatitis C (VHC) y anti-
cuerpos contra los virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1 y
VIH-2). De este modo no se elimina de forma completa el riesgo de
transmision de una enfermedad virica, ya que, ademds de estos virus,
existen otros con una importancia relevante, como el caso del virus
linfotrépico humano de células T (HTLV), Citomegalovirus, virus de
Epstein-Barr, parvovirus B19, etc... Ademds, con estas pruebas de cri-
bado, resulta imposible detectar la presencia del anticuerpo (caso del
VIH y del VHC) o del antigeno (caso del HBsAg) si nos encontramos
en lo que se conoce como «periodo ventanax.

La duracién del periodo ventana si se utilizan pruebas de cri-
bado de segunda generacion se estima en la actualidad en 22 dias
para el VIH-I/II (rango de 6-38 dias) (3), de 59 dias para el VHB
(rango de 37-87 dias) (4), de 82 dias para el VHC (rango de 54-192
dias) (5). La duracién del periodo de ventana con pruebas de ter-
cera generacion es de 70 dias (6).

La probabilidad de que una unidad de sangre infectada sea
donada durante el «periodo ventana». ha sido estimada en 1 de
cada 103.000 transfusiones para el virus de la hepatitis C, 1 cada
63.000 transfusiones para el VHB y 1 cada 493.000 transfusiones
para el VIH (7).



Disminucién de la actividad de los factores de la coagulacién en el plasma fresco inactivado ...

En el afio 1998 se establecen en Espafia (8) los “Principios de
actuacién dirigidos a aumentar la seguridad del plasma para uso
transfusional”, determindndose la utilizacién del plasma segiin los
siguientes criterios:

- Plasma procedente de la misma donacién que el concentrado
de hematies o concentrado de plaquetas ya transfundido a un
paciente.

— Plasma mantenido en cuarentena. Es aquel plasma proce-
dente de donacién que tras un primer control inicial, es alma-
cenado durante un periodo de tiempo variable suficiente para
cubrir el “pericdo ventana” habitual de los marcadores
virales conocidos. Tras este tiempo el plasma es nuevamente
sometido a control. Si sigue siendo negativo, esta unidad
puede ser “liberada” y utilizada.

— Plasma inactivado. El que proviene de plasma sometido a
téenicas estandarizadas de reduccién de carga viral. Los dos
métodos utilizados en la actualidad son el “solvente deter-
gente” y la inactivacién fotodindmica con azul de metileno.

METODOS DE INACTIVACION DEL PLASMA

SOLVENTE-DETERGENTE

Las unidades de plasma son descongeladas y mezcladas en lotes
de 250 a 400 litros. Se adiciona tri(n-butil)fosfato (solvente) y
Tritdn X-100 (detergente) durante 4 horas a 30°C (9). Los reactives
se eliminan, siendo el plasma recongelado posteriormente. Es una
técnica con una eficacia demostrada para los virus encapsulados
(HIV, HCV y HBV), siendo poco efectiva para virus no encapsu-
ladas, como ¢l virus de la hepatitis A, parvovirus B o virus de la
encefalomiocarditis (10).

INACTIVACION FOTODINAMICA

La técnica consiste en afiadir azul de metileno en baja concen-
tracién (1 mM) a las unidades individuales de plasma fresco, v
colocarlas bajo ia accién de luz visible (50.000 lux) durante 60
minutos. El azul de metileno muestra una elevada afinidad por los
dcidos nucleicos y estructuras virales de superficie, Al someter al
plasma a una energia luminosa entre 600 y 660nm, el azul de meti-
leno es capaz de generar un radical libre de oxigeno que causa la
destruccidn de los dcidos nucleicos viricos (11) El procedimiento
es eficaz en la eliminacién de los virus encapsulados (12-14). Los
virus sin cdpsula lipidica son resistentes al proceso de inactivacién
(9,15), con excepeidn del parvovirus B19 que parece ser sensible
(16). El método no inactiva virus intracelulares como el HTLV-1 y
I, pero como el piasma es sometido a congelacién y descongela-
cion, cualquier diseminacién de particulas virales por leucocitos
contaminados es eliminada. Su ventaja sobre el solvente-detergente
s que se puede realizar sobre la unidad original de plasma fresco,
evitando las mezclas de plasma procedente de diferentes donantes.
Un inconveniente de esta técnica es la hipotética toxicidad del
colorante (17), aunque las concentraciones utilizadas en lz inacti-
vacién estdn muy por debajo de las empleadas en clinica para el
tratamiento de metahemoglobinemia (9).

Durante el proceso de fotoinactivacién viral se produce ademas
una pérdida de actividad de los factores de coagulacién (15,18-19).

Se trata de estudiar si el efecto que produce dicho proceso
modifica de manera significativa la actividad de los factores de
coagulacion, comprobandose si el PFC inactivado cumple los
requisitos de ios estdndares de calidad y si este componente san-
guineo puede ser utilizado como materia prima para la preparacién
de crioprecipitado.

MATERIAL Y METODOS

Se extrae 450 ml + 10% de sangre de donante voluntario en un
sistema de bolsas cuddruple (BB*AGQ456S57. Teruflex) conte-
niendo como anticoagulante-conservante 63 ml de CPD: 206 mg
Acido citrico (hidro) USP, 166 mg Citrato sédico (hidro) USP, 140
mg Bifosfato sédico (hidro) USP v 1,46 g Glucosa (anhidra) USP.

La bolsa de sangre se centrifuga a 3931 g, 12 minutos a 4°C
{(Cryofuge 6000. Heraeus Sepatech), separdndose el plasma sobre-
nadante y la capa leucoplaquetaria con el sistema de fracciona-
miento automético (T ACE-Terumo).

Se preparan 24 “pooles” de dos unidades de plasma isogrupo,
separdndose cada “pool” en dos alicuotas. Inmediatamente después
de la separacién, se congelan los plasmas de forma rdpida hasta -
60°C (VM 07/100. Heraeus Vitsch), almacendndose posterior-
mente en un congelador (UCV 40560. Koxka) a -40°C,

Uno de los grupos se envia para ser fotoinactivado con azul de
metileno por el laboratorio BIOMAT S.A., mientras que el otro
grupo permanece almacenado en nuestro Servicio a -40°C, consi-
derdndose grupo control. El plasma fotoinactivado se recibe nue-
vamente en nuestro Servicio al cabo de 40 dias, almacendndose en
el congelador de -40°C.

Después de un perfodo de tiempo comprendido entre 60 v 75
dias se analiza la actividad de los factores de coagulacién V, factor
VIII coagulante (FVIIIc) y Fibrinégeno. Para esta determinacién se
utiliza el autoanalizador de coagulacién STA (Boehringer Mann-
heim-Roche) y reactivos STA (Diagndstica Stago, Boehringer
Mannheim-Roche). La determinacién del fibrinégeno se realiza por
el método de von Clauss.

Se realiza un estudio comparativo con datos apareados refe-
rentes a los factores de coagulacién del grupo de PFC fotoinacti-
vado con azul de metileno frente al grupo control. Los datos se
procesan con el paquete estadistico SPSS 9.0., comprobandose el
supuesto de normalidad de la distribucion de la diferencia de
medias con la prueba de Shapiro-Wilks. Se realiza la prueba “t”
Student para datos apareados de la actividad de los factores de coa-
gulacién en el PFC control y en el PFC inactivado.

RESULTADOS

La disminucién de los factores del PFC inactivado en relacién
con el PFC control fueron de 28 UL/dl (p <0,01) para el FVIIL, 26
Ul/d] (p<0,01) para el FV, y 32 mg/d] (p<0,01) para el Fibrinégeno
(Tabla 1).

En el caso del factor VIII coagulante, los valores medios y el
intervalo de confianza para un 95% (Tabla 2) son de 70,4 Ul/dl
(62.,2; 78,6) para el PEC inactivado y 97,9 ULl/dl (86,2; 109,6) para
¢l PFC control.
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Tabla 1. Andlisis estadistico de la disminucién de los factores de
coagulacion en el plasma fresco fotoinactivado.

Diferenciasde  Gradode g R R B
las medias Significacion para un 95% de 1.C.
Fibringeno 318 p<0.01 (27.9; 35.7)
Factor V 25,6 p<0,01 (21,5; 29.8)
Factor VIEc 27,5 p<0,01 (20,3, 341

Tabla 2. Medias e intervalos de confianza para un 95% de los fac-
tores de coagulacion en el PFC (plasma control) y en el PFC foto-
nactivado.

Plasma Control Plasma Fotoinactivado
231,9 (219,7; 244,2) 200,1 (186,2; 213,9)

96,6 (91,7; 101,5) 71 (65,2; 76,8)

97,9 (86,2; 109,6) 70,4 (62,2, 78.6)

Fibrindgeno
Factor V
Factor VIIIc

DISCUSION

Existe una pérdida significativa de actividad del factor VIIIc
en el PFC fotoinactivado. Aunque la media de la actividad
cumple las recomendaciones del Consejo de Europa (20), un
nimero elevado de estas unidades presentan un nivel de FVIle
inferior a las 70Ul/dl, incumpliendo de este modo los estdndares
de calidad (21).

Una forma de conseguir que todos los plasmas inactivados
cumplan con los estdndares de calidad es utilizar plasmas de los
grupos A, B ¥ AB, excluyendo los del grupo O, ya que éstos pre-
sentan unas tasas de factor VIlle inferiores a las del resto de los
grupos (22).

La “Gufa para la preparacién, uso y controi de calidad de los
componentes sanguineos” (20) exige en los crioprecipitados produ-
cidos un minimo de 70 Ul de FVIilc y 140 mg de fibrinégeno por
unidad de crioprecipitado.

Dado que encontramos una disminucidn significativa en la acti-
vidad de los factores anteriormente comentados en el PFC fotoi-
nactivado, en el caso de necesitar obtener crioprecipitados no
deberia utilizarse éste como materia prima.

Al no estar contemplada legalmente la posibilidad de fotoinac-
tivar los crioprecipitados, la vdnica posibilidad de obtener criopreci-
pitados seguros para la transfusién es su obtencién a partir de PFC
cuarentenado. La ausencia de manipulaciones en el plasma fresco
cuarentenado (descongelacién, incubacién, irradiacién luminica,
etc.) permitirfa obtener unos crioprecipitados con unos niveles de
factores de coagulacién superiores a los obtenidos a partir del PFC
fotoinactivado.
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