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RESUMEN

Introduccion. La hemorragia exanguinante es la primera causa de muerte prevenible del combatiente en los conflictos armados,
convirtiendo asi la posibilidad de transfundir hemocomponentes de manera precoz en una prestacion absolutamente fundamental
durante la asistencia sanitaria a las bajas generadas en las operaciones militares. A lo largo de los numerosos conflictos acontecidos
durante el pasado siglo, se han producido importantes cambios en el tratamiento hemoterapico a las bajas junto con una evolucién
de la doctrina sanitaria respecto a este tema. En algunos protocolos de transfusion masiva se ha empleado la técnica diagnoéstica de
la tromboelastometria (TE). La TE es una prueba que muestra las propiedades viscoelasticas de la sangre desde la formacion del
coagulo hasta su fibrinolisis, evalua la funcién plaquetaria y se correlaciona con el proceso fisiolégico de la hemostasia de una forma
rapida.

El objetivo principal de este estudio es evaluar in vitro la capacidad hemostatica de los diversos concentrados de plaquetas frias,
congeladas y frescas mediante pruebas de coagulacion estandarizadas y tromboelastometria, esclareciendo si se mejora significati-
vamente la contribucidn al coagulo con los pool de plaquetas frias (conservadas a 4°C), en comparacion con las plaquetas frescas y
congeladas. También se pretende determinar qué ventajas supondria la incorporacion de las plaquetas frias en la medicina transfu-
sional realizada en el medio militar.

Material y método. Se diseiié un estudio experimental para comparar in vitro plaquetas frias (refrigeradas), congeladas y frescas
(convencionales), analizando su rendimiento y efectividad mediante analisis sistematico de sangre, mecanismos de laboratorio de
coagulacién rutinarios (Tiempo de Protrombina, Actividad de Protrombina, Tiempo de Cefalina y Fibrinogeno) y Tromboelasto-
metria rotacional (ROTEM).

Se recluté una muestra de 20 pacientes sanos, tras informarles por escrito y conseguir el preceptivo consentimiento informado
donaron 6 tubos con citrato de 10 ml. de sangre por paciente. Para la comparativa, los datos recogidos de la realizacion del
ROTEM entre muestras basales y experimentales (tras transfusion de plaquetas) se distribuyeron normalmente y se analizaron
utilizando la prueba T de Student pareado y fueron analizadas por regresion lineal multiple, ajustando y no ajustando segun el
recuento de plaquetas. Se consiguio la aprobacidn por parte del Comité de ética de investigacion con medicamentos y del Comité
de investigacion del hospital.

Resultados. La media del parametro EXTEM CT es inferior de forma significativa en la muestra con plaquetas congeladas
respecto al de plaquetas atemperadas y normales. La media del parametro EXTEM CFT es inferior de forma significativa
en la muestra con plaquetas normales respecto al de plaquetas congeladas. La media del parametro EXTEM CFT es inferior
de forma significativa en la muestra con plaquetas congeladas respecto al de plaquetas atemperadas. La media del parametro
Indice Plaquetar es superior de forma significativa en la muestra con plaquetas normales respecto al de plaquetas atemperadas.
La media del parametro MCE PI es superior de forma significativa en la muestra con plaquetas atemperadas respecto al de
plaquetas congeladas.

Conclusion. Tras evaluar in vitro la capacidad hemostatica mediante pruebas de coagulacion estandarizada y tromboelastometria,
las plaquetas atemperadas mejoran significativamente la maxima elasticidad del coagulo en relacion al recuento plaquetar en
comparacion con las plaquetas congeladas, pero no respecto a las plaquetas frescas. La incorporacion de las plaquetas atempera-
das en la medicina transfusional en el medio militar supondria
una alternativa mas de tratamiento para la baja con hemorra-
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In vitro evaluation of the efficacy of fresh, temperatured and frozen platelets. Possible employment in the military environment

SUMMARY

Introduction. Exsanguinating hemorrhage is the first preventable cause of death for combatants in armed conflicts, thus making the
possibility of transfusing blood components early an absolutely essential benefit during health care for casualties generated in mili-
tary operations. Throughout the numerous conflicts that have occurred during the past century, there have been important changes
in the hemotherapy treatment of casualties along with an evolution of the health doctrine regarding this issue. In some massive
transfusion protocols, the diagnostic technique of thromboelastometry (TE) has been used. TE is a test that shows the viscoelastic
properties of blood from clot formation to fibrinolysis, evaluates platelet function and correlates quickly with the physiological pro-
cess of hemostasis.

The main objective of this study is the evaluation in vitro of the hemostatic capacity of the various cold, frozen and fresh platelet
concentrates through standardized coagulation tests and thromboelastometry, clarifying whether the contribution to the clot is signi-
ficantly improved with cold platelet pools (preserved at 4°C), compared to fresh and frozen platelets. It is also intended to determine
what advantages would be the incorporation of cold platelets in transfusion medicine performed in the military environment.
Material and methods. An experimental study was designed to compare cold (refrigerated), frozen and fresh (conventional) platelets
in vitro, analyzing their performance and effectiveness through systematic blood analysis, routine laboratory coagulation mecha-
nisms (Prothrombin Time, Prothrombin Activity, Cephalin and Fibrinogen) and Rotational Thromboelastometry (ROTEM).

A sample of 20 healthy patients was recruited, after informing them in writing and obtaining the mandatory informed consent,
they donated 6 tubes with 10 ml citrate. of blood per patient. For the comparison, the data collected from the performance of the
ROTEM between baseline and experimental samples (after platelet transfusion) were normally distributed and analyzed using the
paired Student’s t-test and were analyzed by multiple linear regression, adjusting and not adjusting according to the platelet count.
Approval was obtained from the Drug Research Ethics Committee and the hospital research committee.

Results. The mean of the EXTEM CT parameter is significantly lower in the sample with frozen platelets compared to that of tem-
pered and normal platelets. The mean of the EXTEM CFT parameter is significantly lower in the sample with normal platelets com-
pared to that of frozen platelets. The mean of the EXTEM CFT parameter is significantly lower in the sample with frozen platelets
compared to that of tempered platelets. The mean of the Platelet Index parameter is significantly higher in the sample with normal
platelets compared to that of tempered platelets. The mean of the MCE PI parameter is significantly higher in the sample with tem-
pered platelets compared to that of frozen platelets.

Conclusion. After evaluating the hemostatic capacity in vitro using standardized coagulation tests and thromboelastometry, tempered
platelets significantly improve the maximum elasticity of the clot in relation to platelet count compared to frozen platelets, but not
compared to fresh platelets. The incorporation of tempered platelets in transfusion medicine in the military environment would be
another treatment alternative for discharge with exsanguinating hemorrhage and would provide logistical advantages by increasing
the shelf life of standard platelets from seven to twenty-one days and simplifying processing, transportation and Reconstitution of
the blood component to the liquid medium as it is not necessary to freeze it.

KEYWORDS: platelets, platelet concentrates, frozen platelets, refrigerated platelets, cold platelets, platelet transfusion, platelet cryo-
preservation, whole blood, transfusion, military medicine, ROTEM.

1.- INTRODUCCION nera por la exigua fecha de caducidad de los mismos cuando son

enviados en fresco (un pool de plaquetas frescas almacenadas a

La entrada de Espafia en la OTAN en el afio 1982, integr6 a
nuestras Fuerzas Armadas en multitud de misiones militares que
han supuesto un verdadero desafio para la sanidad militar, gene-
rando la transformacioén de una sanidad eminentemente asistencial
para los militares y sus familias, en una sanidad expedicionaria con
capacidad de desarrollar sus funciones en zona de operaciones.
Entre las capacidades comprometidas se encuentra la existencia de
un centro de transfusion propio, cuya funcion principal es nutrir los
bancos de sangre que vayan a ser desplegados al exterior.

Como es bien conocido, la hemorragia exanguinante es
la primera causa de muerte prevenible del combatiente en los
conflictos armados (1), convirtiendo asi la posibilidad de trans-
fundir hemocomponentes de manera precoz en una prestacion
absolutamente fundamental durante la asistencia sanitaria a las
bajas generadas en las operaciones militares (2).

El envio de dichos hemocomponentes a zonas de operaciones
es un reto logistico de altisimo nivel, que se complica sobrema-

temperatura ambiente tiene una caducidad de siete dias y una
unidad de concentrados de hematies frescos almacenados a 4°C
tiene una caducidad de cuarenta y dos dias). La cadena logistica,
en muchos casos, no puede asumir tiempos tan cortos de trans-
porte desde territorio nacional. El caso de los pool de plaquetas
frescas almacenadas a temperatura ambiente, es absolutamente
critico, no solo debido a su corta vida de almacenaje, también
porque el almacenamiento debe producirse con bandejas dina-
micas que mantienen las bolsas en un balanceo constante (3).

En todos los algoritmos de tratamiento del paciente politrau-
matizado se contempla la transfusion como el tratamiento de
eleccion frente a la hemorragia exanguinante. Normalmente la
secuencia propuesta de manera habitual es la de 1:1:1, siendo
las unidades concentrado hematies, pool de plaquetas y plasma
fresco congelado (4).

La gran dificultad para trasladar dichos hemocomponentes a
las zonas mas remotas, ha llevado a diversos grupos de profesio-
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nales sanitarios a liderar investigaciones que busquen opciones
definitivas a este problema. En la literatura se encuentran diver-
sas propuestas, desde el walking blood bank («banco de sangre
andante») con reserva de sangre completa grupo cero positivo
con titulo bajo de aglutininas naturales, hasta la creacion de
hemocomponentes y hemoderivados liofilizados sin exigencias
de temperatura en su almacenamiento (5).

Ante las «aristas» legales de algunas de las opciones y la com-
plejidad técnica de otras, los distintos paises se han apoyado en
los estudios existentes para los hemoderivados congelados, tanto
plaquetas como hematies, con el objetivo de mantener la capa-
cidad transfusora en zonas remotas. Aunque dichos articulos de
investigacion médica avalan la seguridad y la durabilidad, la evi-
dencia de su eficacia en la terapia activa frente a la hemorragia
es escasa. La principal hipdtesis planteada es que el proceso de
congelado y descongelado, pudiera impactar en la funcionalidad
plaquetar de forma negativa, disminuyendo su capacidad para la
formacion del coagulo.

Ultimamente el empleo de las plaquetas conservadas en frio
se ha convertido en una opcion terapéutica «muy atractiva» por
diversas razones. La principal es la extension de la vida atil mas
alla de los siete dias con los que contdbamos previamente con
plaquetas frescas, pero ademas se ha demostrado que reduce la
posibilidad de crecimiento bacteriano aumentando la seguridad
transfusional. También se ha demostrado que la exposicion al
frio (4°C) de manera prolongada (veintiin dias) produce cam-
bios morfoldgicos y moleculares que favorecen la activacion de
mecanismos internos que implementan la funcionalidad plaque-
tar, convirtiéndolas en agentes mas activos frente a la hemorra-
gia. Esto tiene un coste de oportunidad: la eliminacion precoz de
dichas plaquetas en el torrente circulatorio (6).

A lo largo de los numerosos conflictos acontecidos durante
el pasado siglo, se han producido importantes cambios en el tra-
tamiento hemoterapico a las bajas junto con una evolucion de la
doctrina sanitaria respecto a este tema.

Hasta el atentado del 11 de septiembre de 2001 que provocd
el comienzo de la guerra contra el terror, las estrategias de resu-
citacion que se empleaban en el Reino Unido, en los Estados
Unidos y los demas ejércitos de la coalicion, mantenian cla-
ramente los fluidos y la hipotension permisiva como base del
soporte vital avanzado en primera linea y el transporte, y reser-
vaban la transfusion para la atencion en el hospital de campaia.

Basado en los datos obtenidos entre los afios 2003 y 2005, la
doctrina del Damage Control Resuscitation comienza a incluir el
uso de la transfusion de sangre y hemocomponentes en primera
linea, siempre y cuando se detecte una hemorragia potencial-
mente grave, aunque se sepa que este no es un tratamiento defini-
tivo. La restauracion del volumen sanguineo, el mantenimiento
de la temperatura corporal y el uso de hemostaticos minimizan
la coagulopatia del politraumatizado (7).

Ya en 2007 se publica un editorial totalmente revolucionario
en Journal of Trauma que define la transfusion de sangre como
el mejor tratamiento contra la coagulopatia del paciente critico,
y basa sus razonamientos en los datos obtenidos por la experien-
cia de la sanidad militar en Irak y Afganistan (8).

En ese momento se comienzan a realizar propuestas y a
ensayar viejas combinaciones de hemocomponentes con vistas
a encontrar la mejor manera de realizar la resucitacion. Se pro-
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pone una escala de factores predictores para transfusion masiva,
con la intencién de que se pueda identificar qué pacientes la
necesitan de manera inmediata, antes de llegar al centro hospita-
lario o a un segundo escalon sanitario (9).

Uno de los estudios mas importantes para definir una secuen-
cia de hemocomponentes es el PROPPR, ya que con un disefio
randomizado concluyd que los pacientes que eran sometidos a
la secuencia de 1 concentrado de hematies, 1 unidad de plasma
fresco congelado y 1 pool de plaquetas [1:1:1] tenian menos inci-
dencia de muerte en las tres primeras horas que los pacientes
que eran sometidos a la secuencia [1:1:2]. Ademas, era estadis-
ticamente significativo que los pacientes morian menos en las
primeras 24h a causa de la hemorragia exanguinante (10). Todos
estos avances suponen una mejoria de la practica clinica, pero no
eliminan los problemas logisticos que acarrea el despliegue de la
capacidad transfusora a zona de operaciones.

Sin embargo, la resucitacion de viejas técnicas, como la trans-
fusidon de sangre completa tiene la ventaja de ser per se el fluido
que se esta perdiendo. Comienza a fraguar la idea en diversos
grupos de investigacion de que la vuelta a la era del prefraccio-
namiento puede ser una opcién valida y se comienza a investigar
en ello (4).

Esta vieja terapia tiene la ventaja de que individuos correc-
tamente «fenotipados» desde territorio nacional podrian donar
en zona de operaciones, convirtiéndose de facto en un banco
de sangre andante, que pudiera usarse asiduamente o solo en
caso de emergencia (5). En 2014, las guias de practica clinica
TCCC Tactical Combat Casualty Care aprueban la sangre com-
pleta como el mejor fluido a utilizar ante el shock hemorragico
(11). En los estudios que se realizan, se determina un perfil de
seguridad igual que en la terapia fraccionada, sin complicacio-
nes graves en los ensayos clinicos, lo que conduce a introducir la
indicacion de transfundir sangre completa del tipo cero positivo
con titulos bajos de aglutininas naturales antiA y antiB (12).

En condiciones extremadamente dificiles y remotas, como en
una intervencion de un equipo operativo de operaciones espe-
ciales, no existe la capacidad de llevar unidades de sangre alma-
cenada, aunque si de buddy transfusion, el ejército israeli y el
francés han desarrollado su propio plasma congelado liofilizado
y se utilizan con éxito hasta el inicio de la transfusion (13).

Durante los ultimos conflictos, en algunos protocolos de
transfusion masiva se ha empleado la técnica diagnoéstica de la
tromboelastometria (TE). La TE es una prueba que muestra las
propiedades viscoelasticas de la sangre desde la formacién del
coagulo hasta su fibrindlisis, evaltia la funcidon plaquetaria y se
correlaciona con el proceso fisioldgico de la hemostasia de una
forma rapida. Puede ser una herramienta diagnostica til en el
paciente en estado critico, especialmente en aquellas situaciones
que cursan con trastornos en la coagulacion. En 2008, un estu-
dio del departamento de sanidad britanico concluyod, que esta
técnica reduce la necesidad de transfusiones y disminuye los
requerimientos de hemoderivados, mejorando la relaciéon coste/
beneficio (14). Las sanidades militares alemana, britanica y esta-
dounidense contaban con dispositivos ROTEM® (Rotational
Thromboelastometry, Werfen Pentapharm GmbH) en sus insta-
laciones sanitarias de campafa desplegadas en Afganistan. El
empleo de TE en ambiente militar ha sido descrito en un estudio
que concluye que esta prueba detecta mas anomalias en la coa-
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gulacion que los test de TP y TTPA, puede ser una herramienta
valiosa en el diagnostico y tratamiento de la hemorragia masiva
y puede predecir a los 5 min del test (AS) un estado de hipocoa-
gulabilidad con sensibilidad/especificidad de 0,98/0,69 (15).

2.- OBJETIVOS

El objetivo principal de este estudio es evaluar in vitro la
capacidad hemostatica de los diversos concentrados de plaque-
tas frias, congeladas y frescas mediante pruebas de coagulacion
estandarizadas y tromboelastometria, esclareciendo si se mejora
significativamente la contribucion al coagulo con los pool de pla-
quetas frias (conservadas a 4°C), en comparacion con las pla-
quetas frescas y congeladas.

El objetivo secundario es determinar qué ventajas supondria
la incorporacion de las plaquetas frias en la medicina transfusio-
nal realizada en el medio militar.

3.- MATERIAL Y METODOS

Se disenid un estudio experimental para comparar in vitro
plaquetas frias (refrigeradas), congeladas y frescas (convencio-
nales), analizando su rendimiento y efectividad mediante anélisis
sistematico de sangre, mecanismos de laboratorio de coagulacion
rutinarios (Tiempo de Protrombina, Actividad de Protrombina,
Tiempo de Cefalina y Fibrinégeno) y Tromboelastometria rota-
cional (ROTEM).

Se reclutd una muestra de 20 pacientes sanos, tras informar-
les por escrito y conseguir el preceptivo consentimiento infor-
mado (CI) donaron 6 tubos con citrato de 10 mililitros (ml) de
sangre por paciente.

Se empled el siguiente protocolo:

1.- Se realiz6 hemograma, pruebas de coagulacion conven-
cionales para evaluar las vias extrinsecas e intrinsecas de la
coagulaciéon, y ROTEM para evaluar la formacién de coagulos
a través de la via extrinseca utilizando factor tisular recombi-
nante y fosfolipidos como disparadores (test EXTEM) y con
inhibidores de la funcion plaquetar (test FIBTEM) en uno de
los tubos de 10 ml de sangre (INICIAL), con el fin de obtener
una medida inicial que sirva de punto de partida y comparador
original.

2.- Se agruparon los otros 5 tubos en un macrotubo de 50 ml
de manera cuidadosa.

3.- Se centrifugd el tubo de 50 ml en una centrifuga Heraeus
Minifuge T con un contrapeso con el mismo volumen de suero
fisioldgico para posteriormente separar la placa leucoplaquetar
mediante pipeteo convencional siempre realizado por el mismo
operador con el fin de disminuir cuantitativamente el nimero
de plaquetas en el citado tubo la sangre simulando un consumo
debido a una hemorragia masiva.

4.- Tras mezclado manual cuidadoso posterior, se rellenan 4
tubos de citrato de 3,5 ml de capacidad con un volumen de 3,3
ml cada uno:

» Tubo 1 (BASAL): se realiz6 hemograma, pruebas de coa-
gulacion y ROTEM (EXTEM-FIBTEM) sin ninguna otra

manipulacion del contenido, para determinar las caracte-
risticas basales de la sangre «trombopenizaday in vitro.

* Tubo 2 (NORMAL): se extrajeron 300 microlitros (mcL)
de volumen y se afiadieron 300 mcL de plaquetas frescas
conservadas a temperatura ambiente. Se realiz6 hemograma,
pruebas de coagulacion y ROTEM (EXTEM-FIBTEM).

* Tubo 3 (ATEMPERADA): se extrajeron 300 mcL de volu-
men y se anadieron 300 mcL de plaquetas conservadas a
4°C durante un intervalo de 15 a 21 dias dependiendo de la
unidad. Se realiz6 hemograma, pruebas de coagulacion y
ROTEM (EXTEM-FIBTEM).

* Tubo 4 (CONGELADA): se extrajeron 300 mcL de volu-
men y se afiadieron 300 mcL de plaquetas conservadas a
-22°C durante 1 ano. Se realizd6 hemograma, pruebas de
coagulacion y ROTEM (EXTEM-FIBTEM).

El volumen de plaquetas transferidas para simular una trans-
fusidn real sobre un paciente (300 mcL) se ha calculado teniendo
en cuenta que seria equivalente a una transfusion de 1,3 U/Kg
para un individuo con una volemia de 70 ml/kg de peso.

Se utilizaron pool de plaquetas cedidos por el Centro de
Transfusion de las Fuerzas Armadas. Dicho organismo esta
certificado segun la normativa ISO y por el Organismo de
Certificacion de la Calidad en Transfusion, Terapia Celular y
Tisular CAT por la normativa procedimientos cumplen estanda-
res con certificaciones en vigor.

Los pool de plaquetas fueron utilizados para este estudio antes
de que expirara su fecha de caducidad, establecida segtn la nor-
mativa en 5 dias para los pool de plaquetas frescas no inactivados,
7 dias para los pool de plaquetas frescas inactivados, 21 dias para
los pool de plaquetas frescas inactivados refrigerados y un afio
para los pool de plaquetas congeladas en el etiquetado del envase.
Dicha fecha de caducidad se genera de manera automatica por el
sistema informatico Delphy del centro de transfusion y se refleja
claramente en el etiquetado de los poo! tras su envasado.

Los pool de plaquetas frescas y refrigeradas se encuentran
suspendidas en plasma y estan inactivadas con riboflavina. A
los pool de plaquetas congeladas se le afiade Dimetil Sulféxido
(DMSO) previo al proceso de congelacion, posteriormente se
extrae parte del sobrenadante y no se emplea ningun conservante.

Los hemogramas se realizaron en un analizador SISMEX
XN 1000V del laboratorio del centro de transfusiéon. Se eligie-
ron estos analizadores porque al realizar dichas mediciones
mediante tecnologia optica, se evita cualquier tipo de error en la
medicion de la impedancia causados por eritrocitos fragmenta-
dos o claramente microciticos.

Las coagulaciones rutinarias (Tiempo de Protrombina, Actividad
de Protrombina, Tiempo de Cefalina y Fibrindgeno) se realizaron en
analizadores Werfen ACL TOP 50 Series del laboratorio de hemos-
tasia del Servicio Hematologia y Transfusion del centro hospitalario.

El analisis EXTEM y FIBTEM se realiz6 en un analizador
Werfen ROTEM Sigma en cesion al Centro de Transfusion de
las Fuerzas Armadas. Los reactivos se financiaron con una beca
de investigacion. Teniendo en cuenta la poca flexibilidad que
permite el procedimiento y para disminuir la variabilidad inte-
roperador, todas las mediciones fueron efectuadas siempre por
el mismo personal experimentado que en todo momento siguié
escrupulosamente las indicaciones del fabricante.
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Para determinar de manera lo mas precisa posible la aporta-
cion de las plaquetas a la cinética de la coagulacion, se realizd
el test FIBTEM que lleva adosado un inhibidor de la funcién
plaquetar, de esta manera se ha podido comparar con el test
EXTEM en todos los parametros recopilados.

Se registraron las variables Tiempo de Coagulacion
(Clotting Time [CT] que refleja el tiempo hasta alcanzar 2 mm
de amplitud desde el inicio de la prueba, en s), Tiempo de
Formacion del Coagulo (Clot Formation Time [CFT] tiempo
que tarde en alcanzar los 20 mm de amplitud desde el CT,
en s, y que refleja la dindmica del proceso de coagulacion),
y la Maxima Firmeza del Coagulo (Maximum Clot Firmness
[MCF] longitud en mm).

La elasticidad maxima del coagulo (Maximum Clot Elasticity
[MCE]) se calcul6 a partir de la MCF de EXTEM y FIBTEM
para adaptarse a la ley de Hooke. La MCE, que es un parametro
calculado a partir de los valores de MCEF, esta destinado a refle-
jar la resistencia del coagulo y a facilitar la interpretacion para-
metro en caso de altas amplitudes MCF. La férmula de calculo
es la siguiente MCE = (100 x MCF) / (100-MCF) dyne cm -2.

Para evaluar la contribucion plaquetaria a la fuerza del coa-
gulo se puede deducir mediante la siguiente féormula: MCE pla-
quetar (MCEp) = MCE EXTEM - MCE FIBTEM.

La contribucion de las plaquetas transfundidas a la fuerza
del coagulo también puede ser calculada mediante la siguiente
formula: MCE (frescas / refrigeradas / congeladas) = MCEp
(post-transfusion) - MCEp plaquetar (basal).

Las MCE se ajustaron al recuento de plaquetas en el calculo
con una ratio llamada Indice de Plaquetas (Platelets Index [IP]):
PI = MCEp / Recuento de plaquetas (x10e9/L).
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Se agruparon los resultados en hojas de recogida de datos
predisefiadas y posteriormente se trasladaron a una tabla de
Microsoft Excel (Version 16.50) de cara a su exportacion poste-
rior a SPSS (Version 24) para su analisis estadistico.

Para la comparativa, los datos recogidos de la realizacion del
ROTEM entre muestras basales y experimentales (tras transfu-
sion de plaquetas) se distribuyeron normalmente y se analizaron
utilizando la prueba T de Student pareado y fueron analizadas
por regresion lineal multiple, ajustando y no ajustando segun el
recuento de plaquetas.
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La significacion estadistica se establecié en p <0,05. Los
datos se presentan como medias mas/menos desviaciones estan-
dar, con niumeros o porcentajes, segun corresponda.

Los calculos del tamafio de la muestra mostraron que una
prueba con un error de tipo I (de dos caras) de 0,05, tendria un
87,5 % de potencia para detectar una diferencia del 10 % en valo-
res de MCF EXTEM (después de una transfusion de plaque-
tas frescas vs refrigeradas vs congeladas, en comparacion con el
valor basal) con un tamafio de muestra de veinte en cada grupo.

Se consiguid la aprobacion por parte del Comité de ética de
investigacion con medicamentos (numero CEIm 57/16) y del
Comité de investigacion del hospital (46/2016).

4.- RESULTADOS

La media del recuento de plaquetas de muestras con plaque-
tas congeladas es superior de forma significativa al de plaquetas
atemperadas y normales. Se sigue el siguiente orden decreciente:
congeladas, normales y atemperadas (figura 1 y 2).

RECUENTO DE PLAQUETAS

PLT

1073/l

1 2 3 4 5 6 7 8

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Paciente

MORMALES  —®—ATEMPERADAS —@—CONGELADAS

Figura 1. Grdfico en el que se describe el recuento de plaquetas de-
pendiendo del tipo de unidad de plaquetas (normales, atemperadas
y congeladas)

10034l

Nommales Atemperadas Congeladas

PLTormates = 127, 85_’ m‘aremuemdas = 117,20*
127,85 < PLTongeiadas = 181,70 (p = 4,5 - 107%)

PLT atemperadas = 117,20 < PLTcoiigef«das = 18170 (p =88 - lU_u)

PLT,

normales

Figura 2. Grdfico en el que se describe la media e intervalo del
recuento de plaquetas dependiendo del tipo de unidad de plaquetas
(normales, atemperadas y congeladas)

*Sin diferencia estadisticamente significativa. PLT: Plaquetas
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La media de los tiempos de protrombina es mas alargada en
la muestra con plaquetas congeladas que en las muestras con
plaquetas atemperadas y normales.

La media del parametro EXTEM CT es inferior de forma
significativa en la muestra con plaquetas congeladas respecto al
de plaquetas atemperadas y normales (figura 3 y 4).

EXTEM CT

EXTEM CT

Tiempo (s}

1 2 3 4 5 6 7 8 8

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Paciente

NORMALES —8—ATEMPERADAS  —@—CONGELADAS

Figura 3. Grdfico en el que se describe el parametro EXTEM CT
de las muestras a las que se han transfundido plaquetas normales,
atemperadas y congeladas
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L
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L
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S0

Nomales Alemperadas Congeladas

EXTEM CToormates = 6690 > EXTEM CTatomperaas = 62,35
EXTEM CTormates = 6690 > EXTEM CTeongetadas = 57,85 (p = 0,002)
EXTEM Cloremperagas = 62,35 > EXTEM CTeongaiaaas = 57,85 (p = 0,007)
Figura 4. Grdfico en el que se describe la media e intervalos del pa-
rametro EXTEM CT de las muestras a las que se han transfundido
plaquetas normales, atemperadas y congeladas

*Sin diferencia estadisticamente significativa. EXTEM CT: Tiempo
hasta el inicio del coagulo por tromboelastometria de la via extrinseca

La media del parametro EXTEM CFT es inferior de forma
significativa en la muestra con plaquetas normales respecto al de
plaquetas congeladas. La media del parametro EXTEM CFT es
inferior de forma significativa en la muestra con plaquetas con-
geladas respecto al de plaquetas atemperadas (figura 5y 6).

La media del parametro EXTEM A20 es superior de forma
significativa en la muestra con plaquetas normales respecto al de
plaquetas atemperadas. La media del parametro EXTEM A20
es superior de forma significativa en la muestra con plaquetas
congeladas respecto al de plaquetas atemperadas.

La media del pardametro EXTEM MCEF es superior de forma
significativa en la muestra con plaquetas normales respecto al de
plaquetas congeladas. La media del parametro EXTEM MCF

EXTEM CFT

EXTEM CFT

500
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00

Tiempo (s)
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1 2 3 45 6 7 8 39

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Paciente

NORMALES —8—ATEMPERADAS —@—CONGELADAS

Figura 5. Grdfico en el que se describe el parametro EXTEM CFT
de las muestras a las que se han transfundido plaquetas normales,
atemperadas y congeladas

EXTEM CFT

g - o

150
N
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Nomales J\Iemperauas CMQEIEGES
EXTEM CFTyopmates = 14845 < EXTEM CFTpgmperadas = 223,65 *
EXTEM CFTygrmates = 14845 < EXTEM CFlognpeiaas = 183.60  (p = 0,02)
EXTEM CFTotomporadas = 223,65 > EXTEM CFloongetadas = 183,60 (p = 0,004)

Figura 6. Grdfico en el que se describe la media e intervalos del
parametro EXTEM CFT de las muestras a las que se han trans-
Sfundido plaquetas normales, atemperadas y congeladas

*Sin diferencia estadisticamente significativa. EXTEM CFT: Tiempo
de formacion del codgulo por tromboelastometria de la via extrinseca

es superior de forma significativa en la muestra con plaquetas
normales respecto al de plaquetas atemperadas.

La media del parametro EXTEM LM es superior de forma
no significativa en la muestra con plaquetas congeladas respecto
al de plaquetas atemperada. La media del parametro EXTEM
MCEF es superior de forma significativa en la muestra con pla-
quetas atemperadas respecto al de plaquetas normales.

La media del parametro FIBTEM A20 es superior de forma
no significativa en la muestra con plaquetas congeladas respecto
al de plaquetas normales y atemperadas.

La media del pardmetro FIBTEM MCF es superior de
forma no significativa en la muestra con plaquetas atempera-
das respecto al de plaquetas normales. La media del parame-
tro FIBTEM MCF es superior de forma no significativa en
la muestra con plaquetas congeladas respecto al de plaquetas
atemperadas.

La media del parametro MCE plaquetar es superior de
forma significativa en la muestra con plaquetas normales
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respecto al de plaquetas atemperadas. La media del para-
metro MCE plaquetar es superior de forma significativa en
la muestra con plaquetas normales respecto al de plaquetas
congeladas.

La media del parametro MCE P AT es superior de forma
significativa en la muestra con plaquetas normales respecto al de
plaquetas atemperadas. La media del parametro MCE P AT es
superior de forma significativa en la muestra con plaquetas nor-
males respecto al de plaquetas congeladas (figura 7 y 8).

MCE PLAQUETAR ATRIBUIDO A TIPO DE PLAQUETA

MCE PLAQUETAR ATRIBUIDO

1 2 3 4 5 8 7 8

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Paciente

NORMALES  —g—ATEMPERADAS  =—ge=CONGELADAS

Figura 7. Grdfico en el que se describe el parametro MCE plaque-
tar atribuido de las muestras a las que se han transfundido plaque-
tas normales, atemperadas y congeladas

MCE P PLAQUETAR
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s
T T T

Normales Atemperadas Congeladas

MCE P AT oy mates = 42,66 > MCE P AT uromperadas = 1125 (p = 45 -107°)
MCE P AT gpmates = 4266 > MCE P AT ongeiad0s = 1598 (p =53 -1079)
MCE P AT, 11,25 = MCEP AT, 15,98 *

atemperadas congeladas

Figura 8. Grdfico en el que se describe la media e intervalos del
parametro MCE plaquetar atribuido de las muestras a las que se
han transfundido plaquetas normales, atemperadas y congeladas

*Sin diferencia estadisticamente significativa. MCE P AT: Mdxima
elasticidad del codagulo atribuido a cada tipo de plaqueta por
tromboelastometria

La media del parametro PI es superior de forma significativa
en la muestra con plaquetas normales respecto al de plaquetas
atemperadas. La media del parametro MCE PI es superior de
forma significativa en la muestra con plaquetas atemperadas res-
pecto al de plaquetas congeladas (figura 9 y 10).
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INDICE PLAQUETAR

INDICE PLAQUETAR BASAL
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Figura 9. Grdfico en el que se describe el parametro indice plaque-
tar de las muestras a las que se han transfundido plaquetas norma-
les, atemperadas y congeladas
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Figura 10. Grdfico en el que se describe la media e intervalos del
parametro indice plaquetar de las muestras a las que se han trans-

Sfundido plaquetas normales, atemperadas y congeladas

*Sin diferencia estadisticamente significativa. PI: Mdaxima elas-
ticidad del coagulo corregido segun el recuento de plaquetas por
tromboelastometria

5.- DISCUSION

Los pool de plaquetas se obtienen mediante aféresis de un
mismo paciente o combinando plaquetas fraccionadas de unida-
des de sangre completa de varios pacientes. En el ambito hospi-
talario, lo habitual es encontrar plaquetas estandar conservadas
a temperatura ambiente en un armario con bandejas moviles
que las mantienen en permanente agitacion. El talon de Aquiles
de esta forma de almacenamiento es el crecimiento bacteriano
potencial (16).

A pesar de estrategias para evitarla, la caducidad maxima
que nos podemos permitir con este sistema es de siete dias y esto
supone, en muchos casos una inadecuada eficiencia por necesi-
dad de mantener un stock permanente de emergencia. Ademas,
en areas aisladas o zonas de operaciones, mantener el suministro
se convierte en un verdadero milagro logistico (17).

Ante la evidencia cientifica existente, mantener esta capaci-
dad a expensas de un unico producto plaquetar almacenado a
temperatura ambiente para todo tipo de pacientes y circunstan-
cias, se esta volviendo tremendamente controvertido. Quiza sea
el momento de potenciar las plaquetas congeladas y las atem-



Evaluacion in vitro de la eficacia de plaquetas convencionales, atemperadas y congeladas. Posible...

peradas, ya que estudios recientes han demostrado que ambas
poseen un perfil procoagulante que proporciona una hemostasia
mas rapida en pacientes con sangrado activo (18).

La sanidad militar holandesa fue pionera en la administra-
ciéon de hemocomponentes congelados en zona de operaciones
tanto en ambiente terrestre como maritimo. En el afio 2001,
consiguié disponer de unidades de plasma fresco congelado
y de plaquetas congeladas a -80°C y tres anos mas tarde tam-
bién hematies congelados. Desde 2002, se han empleado estos
componentes sanguineos en sus unidades sanitarias desplega-
das en Bosnia-Hercegovina, Liberia, Irak, Pakistan, Somalia y
Afganistan. En este ultimo conflicto Holanda envi6 a zona de
operaciones cuatro bancos de sangre en contenedores, tres de
ellos para suministrar hemocomponentes congelados a diferen-
tes unidades médicas de tratamiento aliadas (canadienses, esta-
dounidenses, britanicas y alemanas) y el cuarto para consumo
propio en el Role 2 Enhanced holandés desplegado en Tarin
Kown.

El nimero de pacientes que han sido transfundidos con
hemocomponentes congelados hasta 2014 asciende a 1.035.
Concretamente se han empleado 2.194 unidades de concentra-
dos de hematies congelados, 3.072 de plasma fresco congelado y
1.143 de plaquetas congeladas. Asimismo, se han utilizado 871
unidades de concentrado de hematies estandar durante el mismo
periodo de tiempo. Mas del 95 % de las transfusiones se reali-
zaron en pacientes que presentaban traumatismos. El 14 % de
ellos fueron subsidiarios de recibir una transfusion masiva. La
supervivencia en este grupo mejoro del 47 % al 80 % tras intro-
ducir en 2007 un protocolo de hemorragia masiva basado en la
terapia 1:1:1.

Su banco de sangre depende fundamentalmente de las dona-
ciones realizadas por voluntarios civiles. Este centro militar es
responsable del procesamiento, congelacion, almacenamiento,
dispensacion y administracion de los citados hemocomponentes
congelados. Asimismo, otras de las funciones encomendadas son
mantener el control de calidad, el aprovisionamiento y la investi-
gacion médica. Finalmente, también se desarrollan en €l labores
docentes para entrenar a médicos y técnicos de laboratorio en el
proceso de congelamiento de los hemocomponentes y su empleo
en situaciones de hemorragia masiva.

El procedimiento militar holandés para la congelacion de
plaquetas comienza en un centro de transfusion civil con la
donacion por aféresis de concentrados de plaquetas frescas leu-
codeplecionadas y almacenadas a 22°C con agitaciéon durante
menos de 18 horas. En un segundo paso, estas unidades son
enviadas al banco de sangre militar. Alli las plaquetas son pro-
cesadas empleando DMSO como crioprotector para prevenir la
muerte celular durante el congelado. Posteriormente y antes de
las 24 horas de la donacion, los concentrados de plaquetas con
DMSO se centrifugan y son congelados a -80°C empleando un
congelador mecanico equipado con un sistema de alarma y con
capacidad de administracion de CO, para minimizar de forma
temporal una posible rotura térmica en el dispositivo. Las uni-
dades son transportadas con hielo seco en contenedores que per-
miten albergar un maximo de diez unidades durante un periodo
de 5 a 7 dias. La temperatura durante el transporte esta moni-
torizada mediante un termémetro. Cuando se llega a zona de
operaciones, las unidades son depositadas en un congelador a

-80°C, también con su correspondiente alarma y capacidad de
aportar CO,.

Cuando se solicita el empleo de plaquetas congeladas para
la transfusion de un paciente, el hemocomponente se atempera
mediante un bano de agua con una temperatura de 30-32°C
durante cinco minutos, pudiendo ser administradas a conti-
nuacion. Cada unidad de plaquetas contiene menos de 1 gramo
de DSMO, siendo la dosis maxima recomendada de DMSO
de 1 gramo por unidad de plaquetas. Una cantidad superior
de DMSO podria ocasionar en el paciente cefalea, nauseas y
vasoconstriccion.

La disponibilidad de plaquetas congeladas puede generar
un inicio y formacién del trombo satisfactorio en el lugar de la
hemorragia. Un estudio empleando tromboelastometria y flu-
jocitometria ha demostrado cambios en el fenotipo plaquetario
que generan un inicio mas rapido de la trombogénesis y una
reduccidn de la fortaleza del coagulo, posiblemente relacionada
con un alto contenido de plaquetas activadas y microparticulas
en los hemoderivados congelados.

El control de calidad recae en ambos centros, el civil y el mili-
tar. El primero es responsable del control de calidad del donante,
de la donacién y deplecion leucocitaria. Mientras, el segundo
vigila la produccion, almacenamiento, transporte, descongelado
y administracion de los hemocomponentes congelados. La sani-
dad militar holandesa emplea entre el 1y 10 % de las unidades
para el control de calidad (19).

El nimero de reacciones transfusionales encontradas tras
la administracion de hemocomponentes congelados es escasa.
Algunos autores consideran que este hecho puede ser debido
a la realizacion de una deplecion leucocitaria, a que todos los
productos celulares son congelados en menos de 24 horas tras la
donacién y a que la aféresis plaquetaria esta monitorizada para
evitar la contaminacién bacteriana (20).

Noorman (21) analiza el empleo de hemocomponentes con-
gelados transfundidos a 262 bajas en combate atendidas en el
Role 2 Enhanced holandés entre agosto de 2006 y octubre de
2010. Del total de la muestra, el 91,2 % eran varones, el 73,9 %
tenian mas de 16 afios y el 90,8 % eran afganos. El mecanismo
lesional mas prevalente fue la explosion (43,4 %), seguido de las
heridas por arma de fuego (41,2 %). De 3.060 unidades transfun-
didas (2.400 congeladas), tinicamente se notificd una reaccioén
alérgica transfusional moderada que cursé con urticaria y segin
el autor, probablemente fue debida a la transfusion de plaquetas.
La media de tiempo tras la donacién y la administracion fue
de un afo. A lo largo del estudio, el tiempo desde la llegada de
la baja al Role 2E hasta la transfusion de la primera unidad de
plaquetas congeladas fue disminuyendo. Tras la introduccion del
protocolo de hemorragia masiva, el consumo de plaquetas con-
geladas se incrementd y la supervivencia de los heridos mejord
posiblemente debido a la correccion de la coagulopatia dilucio-
nal y/o de consumo.

La sanidad militar checa también emplea hemocomponentes
congelados. Bohonek (22) describe que en el centro de transfu-
sion de este pais, las plaquetas son obtenidas por aféresis de un
Unico donante, leucodeplecionadas, criopreservadas con DMSO
al 4-6 % y almacenadas a -65°C. Cada unidad contiene aproxi-
madamente 300 x 10° plaquetas. Asume que el proceso de con-
gelacion induce algunos cambios morfologicos y funcionales
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respecto a las plaquetas estandar que provocan una creacion del
coagulo mas rapida. Bajo sus estandares de calidad, la unidad de
plaquetas congeladas tiene una caducidad de 4 anos. Las plaque-
tas proceden de un donante del grupo 0 y se reconstituyen con
plasma del grupo AB. Este proceso de reconstitucion no excede
los 30 minutos y no es necesario la retirada del DSMO. Una vez
preparadas, el inicio de la transfusion de las plaquetas debe ser
menor a 6 horas.

Es interesante conocer que la sanidad militar de este pais
disefié en 2014 una unidad de hemoterapia desplegable que la
capacita para suministrar hemocomponentes congelados en
zona de operaciones para minimizar la dependencia del abasteci-
miento por via aérea. El autor considera que el coste del vuelo es
elevado, se pueden generar problemas por el almacenamiento de
estos productos, es posible que las aeronaves sufran averias que
retrasen la llegada de los hemocomponentes, los requerimientos
legislativos y burocraticos pueden ser elevados y, finalmente, en
situaciones de emergencia, el transporte aéreo, aunque flexible y
efectivo, puede ser insuficiente.

La unidad desplegable permite la donacion de hemocompo-
nentes en zona de operaciones, el almacenamiento y reconstitu-
cion de todos los hemocomponentes congelados y la posibilidad
de que alli se realice la donacién para sangre completa. Esta uni-
dad se ubica en un contenedor ISO-1C con fuente de energia
propia y con aislamiento térmico y a polvo. Su perfil operativo
permite su empleo en un rango de temperaturas desde -32°C a
49°C. Tiene una capacidad para albergar 150 unidades de san-
gre completa y entre 150 y 250 unidades de hemocomponentes
congelados (23).

Las fuerzas armadas de la Republica Checa han desplegado
unidades sanitarias en misiones en Croacia, Albania, Turquia,
Afganistan e Irak suministrando mas de 1.600 unidades de con-
centrado de hematies y 500 unidades de plasma fresco conge-
lado, pudiendo también realizar la donacion de emergencia si la
situacion clinica hubiese sido requerida (24).

Un grupo de investigacion médico militar checo, analizé el
empleo de plaquetas congeladas en un estudio observacional,
no randomizado y comparativo en pacientes politraumatiza-
dos y hemorragia exanguinante, con sangrado gastrointesti-
nal o con otro motivo de sangrado subsidiario de ser tratado
mediante terapia transfusional. Los criterios de exclusion fue-
ron presentar comorbilidad que afectase a la hemostasis, como
hemofilia, trombocitopenia, trombocitopatia o en tratamiento
anticoagulante.

A todos los pacientes se les evalu6 mediante parametros
como frecuencia cardiaca, presion arterial media, temperatura
corporal. Asimismo, se completo el estudio con analitica san-
guinea (hemograma, tiempo de protrombina, tiempo parcial
de tromboplastina activada y fibrinégeno). Por tltimo, en los
pacientes politraumatizados también se estudié su gravedad
mediante el indice ISS (international severity score).

Los objetivos del estudio eran analizar la supervivencia a los
30 dias, la aparicion de eventos adversos, la cantidad de hemo-
componentes, fibrindgeno y acido tranexamico administrados y
los parametros de laboratorio tras la transfusion.

Las unidades de plaquetas congeladas empleadas contenian
mas de 2.80x10° plaquetas por unidad, eran del grupo 0 y se
habia empleado DMSO como crioprotector retirando el sobre-
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nadante antes del proceso de congelado. Al principio del pro-
ceso, se afladié 75 ml de DMSO al 27 %, quedando al final entre
5y 6 % dependiendo del volumen. Las plaquetas fueron trans-
feridas a una bolsa de criopreservacion empleando un disposi-
tivo de conexion estéril. Junto con la bolsa original de plaquetas,
fueron centrifugadas durante 12 minutos a 1250g. Se emple6 un
extractor manual para retirar el sobrenadante de la bolsa origi-
nal consiguiendo un volumen de entre 12 y 14 ml. La bolsa final
fue sellada, etiquetada y congelada a -80°C con una vida media
de dos afos.

Antes de la transfusion al paciente, las plaquetas congeladas
fueron reconstituidas en plasma del grupo AB y atemperadas a una
temperatura de 30°C. Para la reconstitucion se empled un disposi-
tivo de conexion estéril. Este proceso durd 30 minutos. El tiempo
para que esta unidad pudiera ser transfundida fue de 6 horas.

Se seleccionaron 21 pacientes pertenecientes al grupo control,
que recibieron 67 unidades de plaquetas frescas y 25 pacientes
del grupo de estudio que fueron transfundidos con 81 unidades
de plaquetas congeladas.

No se encontraron diferencias significativas de las carac-
teristicas de los pacientes entre ambos grupos. Los dos gru-
pos fueron comparables respecto a la supervivencia a los 30
dias, a la administracion de hemocomponentes, fibrindgeno,
acido tranexamico y eventos adversos. Respecto a los resulta-
dos analiticos tras la transfusion, se evidencié que el nimero
de plaquetas fue superior en los pacientes transfundidos con
plaquetas frescas respecto a los que habian recibido plaquetas
congeladas.

Los autores concluyeron que el empleo de plaquetas conge-
ladas era tolerable y puede ser una alternativa a las plaquetas
frescas (25).

El mismo grupo de investigacién (26) publicé un estudio
que comparaba a 10 pacientes transfundidos con plaquetas
frescas frente a 14 pacientes transfundidos con plaquetas con-
geladas empleando por primera vez un test viscoelastico como
es el tromboelastograma (TEG). Se emplearon un total de
53 unidades de plaquetas congeladas sin encontrarse ningun
efecto adverso y con el efecto clinico esperado. Las plaquetas
congeladas generaron un tiempo de codgulo mas breve res-
pecto a las plaquetas frescas por lo que se infiere que presenta-
ban una actividad procoagulante mayor, un angulo alfa mayor
y una firmeza del codgulo reducida, pero suficiente desde el
punto de vista de la efectividad de la curva del TEG. No hubo
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
de pacientes.

En un segundo estudio (27), comparan plaquetas frescas
procedentes de aféresis y plaquetas congeladas. En este caso,
la muestra es algo superior ya que transfunden 81 unidades de
plaquetas congeladas a 25 pacientes y 61 unidades de plaquetas
frescas a 19 pacientes. Se evalua entre otras variables, los valores
analiticos del paciente antes y después de la transfusién (hemo-
grama y coagulacidn), y los resultados del TEG. Entre los resul-
tados destaca que el nimero postransfusional de plaquetas era
superior en los pacientes que recibieron unidades de plaquetas
frescas y los parametros obtenidos en el TEG mostraban una
actividad procoagulante mayor, un angulo alfa mayor y una fir-
meza del coagulo reducida, todos estos resultados eran similares
al estudio previo.



Evaluacion in vitro de la eficacia de plaquetas convencionales, atemperadas y congeladas. Posible...

Neuhaus (28) describe la experiencia de la sanidad militar
australiana con hemocomponentes congelados durante su des-
pliegue en el conflicto de Afganistan. En un estudio prospectivo
158 pacientes fueron intervenidos quirtirgicamente por el equipo
médico militar australiano, 17 bajas fueron transfundidas
durante la intervencién empleando 132 unidades de concentrado
de hematies, 75 de plasma fresco congelado y 22 de plaquetas
congeladas. El mecanismo lesional prevalente fue el explosivo
y el 90 % de los heridos eran afganos. La ventaja logistica y los
resultados clinicos obtenidos propiciaron que se iniciara el estu-
dio para valorar la viabilidad de emplear estos hemocomponen-
tes congelados también en el medio civil.

Hospitales civiles y militares turcos producen plaquetas con-
geladas como recurso estratégico bajo mandato gubernamental
para mantener unos niveles minimos de este hemocomponente.
El almacenaje lo realizan a una temperatura entre -65 y -80°C,
durante un maximo de dos afos y lo reconstituyen con plasma
y suero salino (29).

El instituto naval de investigacion de la Marina estadouni-
dense ha desarrollado la capacidad de que en algunos buques de
esa armada se disponga de plaquetas congeladas minimizando
los requerimientos logisticos (30).

El Cuerpo Militar de Sanidad espanol ha pretendido desa-
rrollar importantes avances en el area de la medicina transfusio-
nal en el campo de batalla. Aligual que otras sanidades militares
aliadas, propuso un protocolo de hemorragia masiva intrahospi-
talario con terapia 1:1:1, administracion precoz de acido trane-
xamico, fibrindgeno y cloruro de calcio (31). Como tratamientos
de segundo escalon se recomendo el empleo de complejo pro-
trombinico y Factor VII recombinante con el objetivo de alcan-
zar unos objetivos fisiologicos, hematoldgicos y bioquimicos, y
esta terapia ha sido satisfactoriamente empleada en bajas con
hemorragia masiva en zona de operaciones y enfermos o heridos
en territorio nacional (32).

Ademas, se impuls6 una mejora logistica que permiti6 el
envio de plasma fresco congelado y plaquetas congeladas a zona
de operaciones (33). Asimismo, se diseii6 un paquete de coagula-
cion (acido tranexamico, fibrindgeno, complejo protrombinico y
cloruro de calcio) para facilitar la administracion precoz de estos
componentes sanguineos, auditandose el empleo del acido tra-
nexamico en bajas atendidas en la citada instalacion sanitaria,
encontrando una administracion en el 100 % de los casos antes
de las tres horas (34).

La trazabilidad de los hemocomponentes en zona de ope-
raciones es transcendental. En un estudio se analizé el empleo
de hemoderivados procedentes del Centro de Transfusién de
las Fuerzas Armadas de Madrid y enviados al Role 2 espaifiol
en Herat (Afganistan) desde 2008 a 2014. El 15,7 %, el 66,1 %
y el 31 % de las unidades de concentrados de hematies, plasma
fresco congelado y plaquetas congeladas respectivamente, fue-
ron empleados en el citado Role 2, mientras que el resto fue
destruido. Durante este periodo de tiempo no se ha descubierto
ninguna reaccion transfusional segiin datos del CTFAS (35).

Por ultimo, se esta valorando el empleo de unidades de con-
centrado de hematies congelados para futuros despliegues en
zona de operaciones (36).

El almacenamiento refrigerado de plaquetas no es algo nove-
doso, aunque no se ha encontrado evidencia de su empleo en

el medio militar. Se realiz6 de manera bastante frecuente como
mecanismo antiinfeccioso e incluso se demostré que las plaquetas
atemperadas se eliminan de la circulacion mucho mas rapido que
las plaquetas estandar (vida util de 2 a 4 frente a 7 a 9 dias) (37).

La supervivencia de las plaquetas ha sido ampliamente
investigada, y parece que la causa de su rapida eliminacién es
multicausal. Se ha demostrado el gran papel que juegan el frio
induciendo cambios moleculares en la GPIba, que conducen a
la exposicion de residuos de galactosa y N-acetilglucosamina
(N-GIcNAc) en superficies plaquetarias. Estos residuos son
reconocidos por el Receptor de Ashwell Morel (RAM) en los
hepatocitos y macréfagos que las retiran precozmente de la cir-
culacion (38).

Varios autores apuntan a nuevas estrategias farmacologicas
para prevenirlas, como los inhibidores de la sialidasa, reducir la
exposicion a la fosfatidilserina, introduccion de agentes bloquea-
dores de RAM, inhibidores de caspasa o agotamiento del acido
araquidonico para ralentizar la apoptosis (39). Otros grupos
han centrado su investigacion en estudiar si cambios previos a
la transfusion mejoran el rendimiento y la vida media de la PA,
encontrando que ciclos de temperatura, ciclos combinados de 11
h a4-6°C con 1 h de calentamiento a 37°C mejora estos aspectos
secundarios a la exposicion prolongada al frio (40).

Los cambios moleculares comentados anteriormente indu-
cen en las plaquetas atemperadas modificaciones estructura-
les que se han denominado «lesiones por almacenamiento en
frio». Se produce una modificacion morfoldgica irreversible
que conduce a formas discoides o esféricas por la pérdida del
anillo de microtubulos y la alteracion de filamentos de actina.
Se enlentece el metabolismo glicolitico, la reduccién de granu-
los y la liberacion de citoquinas y la disminucion de especies
reactivas de oxigeno producidas por mitocondrias. Aumenta la
expresion de los marcadores de activacion plaquetaria (funda-
mentalmente CD62), lo que mejora sustancialmente la genera-
cion de MVP (41).

Estos cambios estructurales se asocian a hiperreactividad pla-
quetar, mejor agregacion y adhesion en condiciones fisiologicas
de cizallamiento, asi como mayor resistencia a la lisis del coagulo,
confirmandose mediante test visco-elasticos una formacion del
coagulo mas rapida para las plaquetas atemperadas (42).

El grupo del Dr. Nair analiz6 la arquitectura de coagulos
frescos mediante microscopia electrénica concluyendo que los
procedentes de las plaquetas atemperadas son mas densos, tie-
nen fibras mas delgadas que poseen en mas puntos de ramifica-
cién y propiedades mecanicas superiores (43).

Wagner ha demostrado recientemente el beneficio de la refri-
geracion temprana constatando que las plaquetas sometidas a
solo 1-2 h de temperatura ambiente antes del almacenamiento
en frio, muestran niveles mas bajos de lactato, niveles mas altos
de glucosa y pH, y mejor perfil de agregacion (44).

Por otra parte, las nuevas soluciones de aditivos plaqueta-
rios (PAS) favorecen una mejor conservacion del recuento, sin
perjuicio metabolico y funcional de las plaquetas, evitando tam-
bién una potencial infusién de plasma incompatible, por lo que
parecen los sustitutos mas adecuados para plasma con vistas al
almacenamiento (45).

El almacenamiento en frio reduce la vida media de las pla-
quetas, pero favorece su capacidad hemostatica. Parece claro

Sanid. mil. 2022 78 (4) 225



Diaz-Valdés J. R., et. al.

entonces que los pacientes sangrantes con coagulopatia de con-
sumo, sobre todo los que padecen una hemorragia masiva, pue-
den beneficiarse de la formacion de coagulos mas fuertes, mas
rapido y con mas resistencia a la fibrinolisis (46).

Filip y Aster descubrieron que el rendimiento de las pla-
quetas atemperadas era inferior al de las plaquetas estandar
en una serie de 22 pacientes trombocitopénicos. Estos autores
concluyeron que debe restringirse el uso de plaquetas atempe-
radas cuando se van a enviar plaquetas a zonas remotas (47).

Cabe destacar que la FDA ya ha concedido indicacién
a las plaquetas atemperadas. Concretamente en 2015, se
aprueban las plaquetas atemperadas de aféresis (3 dias,
1-6°C sin agitacidn) para la reanimacién de pacientes poli-
traumatizados con sangrado activo. En 2019 (a peticién del
Army Blood Program) se permite el empleo de plaquetas
atemperadas almacenadas durante 14 dias cuando no haya
plaquetas estandar disponibles o su uso sea poco practico;
en 2020 también se otorgod al Texas Blood & Tissue Center
autorizacion para producir y distribuir plaquetas atempera-
das con una vida util de 14 dias.

Impulsado por la escasez de plaquetas causada por la pande-
mia de COVID-19, en abril de 2020 el Mayo Clinic Donor Center
optimizd su inventario de plaquetas al permitir que las plaque-
tas estandar que se habian almacenado durante 5 dias, fueran
guardadas en frio por un periodo adicional de hasta 9 dias (pla-
quetas atemperadas convertidas). Un total de 61 pool de plaque-
tas atemperadas convertidas se transfundieron a 40 pacientes
sometidos a cirugia cardiaca, vascular o general, o trasplante de
organo sélido. No se registraron reacciones adversas. La hemos-
tasia quirurgica se consider6 adecuada en todos los casos y nin-
gln paciente requirid reintervencion por sangrado en los 2 dias
posteriores a la transfusion (48).

Estos resultados avalan el uso de las plaquetas atempe-
radas retardadas para pacientes con sangrado en la practica
clinica habitual. De hecho, Wood y colaboradores habian
explorado previamente esta estrategia y demostraron que
los perfiles metabolicos y de activacion fueron similares para
plaquetas atemperadas retardadas y plaquetas atemperadas
estandar (49).

Un ensayo clinico noruego comparoé plaquetas estandar
frente a plaquetas atemperadas durante siete dias en pacien-
tes sometidos a cirugia tordcica, sin encontrar en principio
diferencias significativas entre el drenaje toracico de ambos
grupos. En una segunda fase aumentaron el periodo de alma-
cenamiento de las plaquetas estandar hasta los catorce dias
sin que el recuento de plaquetas, el nimero de transfusiones,
la aparicion de tromboembolismo, la duracién de la estancia
en cuidados intensivos, y la mortalidad fueran diferentes en
ambos grupos. Estos datos respaldaron la viabilidad de las
plaquetas frias conservadas durante 14 dias (50).

El equipo del Dr. Stolla ha evaluado recientemente el efecto
del tiempo de almacenamiento en las propiedades in vitro e
in vivo de las plaquetas atemperadas y de las plaquetas nor-
males en individuos sanos, confirmando que hay una dismi-
nucion progresiva en el mantenimiento del recuento plaquetar
a medida que aumenta el tiempo de almacenamiento en frio.
Asi, mientras que la reactividad plaquetaria in vitro parece
bien conservada después de un almacenamiento prolongado,
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se necesitan mas datos para determinar que la duracion del
almacenamiento en frio conserva intacta la capacidad hemos-
tatica de las plaquetas atemperadas en pacientes con hemorra-
gia activa (51).

El equipo del Dr. Braathen comparoé plaquetas atemperadas
en solucidn de aditivo de plaquetas almacenada durante 21 dias
en frio sin agitacion, y otro grupo de plaquetas almacenadas ini-
cialmente a 20-24°C bajo agitacién durante siete dias y luego
otros catorce dias sin agitacion a 4°C. Se cumplieron las direc-
trices europeas stricto senso, salvo por la agitacion. Las prue-
bas in vitro mostraron funcién plaquetar mejorada en plaquetas
atemperadas frente a plaquetas de frio retardado, posiblemente
debido a un metabolismo acelerado y un mayor consumo de
glucosa inducido por el almacenamiento inicial a temperatura
ambiente de 7 dias (52).

Finalmente, tal como se ha expuesto, los hallazgos obte-
nidos en este estudio confirman una parte de los resultados
conseguidos por diferentes autores en cuanto a las alteracio-
nes tromboelastrométricas en las plaquetas atemperadas y
congeladas.

En cuanto al recuento plaquetar postransfusional, se con-
firma que el rendimiento de las plaquetas atemperadas es el
menor de todos. Las plaquetas congeladas tienen un rendimiento
muy generoso y estadisticamente significativo con respecto a los
otros dos tipos, probablemente influido por una concentracién
mayor de plaquetas por mL transfundido.

En cuanto a las pruebas de coagulacion estandar, se con-
firma que no se encuentran influidas por la transfusion de distin-
tos tipos de plaqueta, de hecho los tiempos de protrombina no
presentan variaciones importantes, solamente la comparacién
entre la muestra con plaquetas congeladas y plaquetas norma-
les es significativa, pudiendo ser debido a la menor aportacion
de plasma y, por consiguiente, menor aportacion de factores de
coagulacion en las congeladas.

En cuanto al Clotting Time o tiempo hasta el inicio del coa-
gulo, se comprueba que esta acortado en las plaquetas frias y
congeladas, debido al aumento de la actividad hemostatica pla-
quetar a bajas temperaturas, sin embargo, solo resulta signifi-
cativo estadisticamente al comparar la muestra con plaquetas
congeladas con las otras dos.

En cuanto a la maxima firmeza del coagulo, que depende de
la actividad de las plaquetas activadas con el fibrindgeno, se con-
firma que en las muestras con plaquetas atemperadas y congela-
das se encuentra levemente reducida de manera estadisticamente
significativa, aunque presenta cifras razonables en el entorno
cercano a los 50 mm. No se encuentran diferencias significativas
al comparar este parametro entre las dos.

En cuanto a la méaxima elasticidad del coagulo, que es un
valor calculado a partir de la maxima firmeza del coagulo para
facilitar la interpretacion de su fortaleza, se confirma que en las
muestras con plaquetas atemperadas y congeladas se encuentra
levemente reducida de manera estadisticamente significativa,
aunque presenta cifras razonables. No se encuentran diferencias
significativas al comparar este parametro entre las dos.

En cuanto a la méxima elasticidad del codgulo atribuida a
cada tipo de plaquetas, se confirma que en las muestras con pla-
quetas atemperadas y congeladas se encuentra levemente redu-
cida de manera estadisticamente significativa al comprarlas con
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las plaquetas estandar. No se encuentran diferencias significati-
vas al comparar este parametro entre las dos.

El indice plaquetar es un valor calculado para poner en rela-
cién la maxima elasticidad del coagulo con el recuento plaque-
tar, aqui nuestro estudio aporta una novedad muy importante:
las plaquetas atemperadas mejoran significativamente esta elas-
ticidad del coagulo por plaqueta aportada en la transfusion en
comparacion con las plaquetas congeladas, aunque no respecto
a las plaquetas frescas.

Sin embargo, todas estas comparaciones con la bibliografia
consultada son indirectas, ya que no se ha encontrado ningtin
estudio que compare los tres tipos de plaquetas con este medio
diagnostico.

Las principales limitaciones de este estudio es que es in vitro,
con un nimero limitado de muestras y donde se ha empleado un
unico test viscoelastico.

6.- CONCLUSION

Tras evaluar in vitro la capacidad hemostatica mediante prue-
bas de coagulacion estandar y tromboelastometria, las plaquetas
atemperadas mejoran significativamente la maxima elasticidad
del coagulo en relacion al recuento plaquetar en comparacion con
las plaquetas congeladas pero no respecto a las plaquetas frescas.

La incorporacion de las plaquetas atemperadas en la medi-
cina transfusional en el medio militar supondria una alternativa
mas de tratamiento para la baja con hemorragia exanguinante
y aportaria ventajas logisticas al incrementar la caducidad de
las plaquetas estandar de siete a veintiun dias y simplificar el
procesamiento, transporte y reconstitucion al medio liquido del
hemocomponente al no ser necesario su congelacion.
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