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GLOSARIO

CD: cluster/camulo de diferenciacion
CPD: citrato fosfato dextrosa

dl: decilitro

DMSO: dimetilsulfoxido

Fig: figura

fl: fentolitro

FS: forward scatter- dispersion frontal
FVW: factor de von willebrand

HIV: virus de inmunodeficiencia humana
kg: kilogramo

ml: mililitro

L: litro

SS: side scatter — dispersion lateral

TG: trombastenia de Glanzmann



Resumen

Introduccion: En la actualidad, las plaquetas constituyen un recurso importante debido a su
amplio margen de uso en el campo de la medicina transfusional. Bajo las condiciones de
conservacion vigentes su vida util oscila entre 5 a 7 dias, esto ha motivado la creacion de
estrategias que permitan prolongar el tiempo de sobrevida para este hemocomponente.

Objetivo: Prolongar la supervivencia y funcionalidad de las plaquetas criopreservadas hasta
28 dias manteniendo una viabilidad igual o mayor al 50% respecto de las plaquetas
conservadas en forma convencional.

Métodos: Se evalud una muestra de plaquetas en aféresis, distribuidas en 3 grupos segun la
solucion criopreservante utilizada: DMSO5%+2%albiimina; DMSO05%+NaCl0,9% vy
DMSO5%+Dextrosa2%. Luego se congelaron a -80°C y se descongelaron a los 7, 14 y 28
dias. La supervivencia y la viabilidad se evaluaron mediante el recuento de plaquetas post-
descongelacion y los porcentajes de tincion de CD41, CD61 y CD42a mediante citometria
de flujo. La funcionalidad se determind con el porcentaje de agregacion post-estimulacion
con trombina InM utilizando el agregémetro Chromo-Log490. El grupo de control (GC)
consistio en plaquetas frescas bajo agitacion constante a 22°C.

Resultados: Se analiz6 un total de 72 alicuotas de plaquetas. El GC present6 un recuento de
plaquetas de 1934 + 0,5 x 10°/L y una viabilidad del 100%. Los porcentajes de marcado de
CD41, CD61 y CD42a fueron del 99, 98,5 y 96,5%, respectivamente. El porcentaje de
agregacion fue del 99%. El dia 7 de la poscongelacion, el recuento de plaquetas para los
grupos 1,2y 3 fue de 1.844 £ 102, 1.856 + 76 y 1.752 + 226, con una viabilidad de 98, 96 y
95%, respectivamente. El dia 14 los recuentos fueron 1.722 + 238, 1.649 £ 215y 1.578 +
223 con viabilidad de 96, 95y 94% y, el dia 28, fueron 1.602 + 374, 1.438,6 + 429 y 1.406,6
+ 436, con viabilidad del 96, 94 y 93%, respectivamente. El grupo 1 presentd una mayor
expresion de antigenos de membrana. Los porcentajes de agregacion fueron 90, 98 y 89% el
dia 7, 88%, 98 y 87% el dia 14 y 84%, 95 y 82% el dia 28 postcongelacion, respectivamente,
presentando el grupo 2 los mejores resultados.

Conclusion: Los resultados respaldan la criopreservaciéon como un método razonable para
prolongar la supervivencia plaquetaria hasta 28 dias, manteniendo su funcionalidad y
viabilidad In Vitro superior al 50%.

Palabras clave: Plaquetas, Criopreservacion, Hemoterapia, Inmunohematologia, Medicina
transfusional



Summary

Introduction: Currently, platelets constitute an important resource due to their wide range
of use in the field of transfusion medicine. Under current conservation conditions, its useful
life ranges between 5 to 7 days. This has motivated the creation of strategies that allow
prolonging the survival time for this blood component.

Objective: Prolong the survival and functionality of cryopreserved platelets up to 28 days
while maintaining viability equal to or greater than 50% compared to conventionally
preserved platelets.

Methods: A sample of platelets was evaluated in apheresis, distributed into 3 groups
according to the cryopreservative solution used: DMSO05%+2%albumin;
DMSO05%+NaCl0.9% and DMSO5%+Dextrose2%. They were then frozen at -80°C and
thawed after 7, 14 and 28 days. Survival and viability were assessed by post-thaw platelet
count and percentages of CD41, CD61, and CD42a staining by flow cytometry. Functionality
was determined with the percentage of aggregation post-stimulation with 1nM thrombin
using the Chromo-Log490 aggregometer. The control group (CG) consisted of fresh platelets
under constant agitation at 22°C.

Results: A total of 72 aliquots of platelets were analyzed. The CG had a platelet count of
1934+ 0.5 x 10°/L and 100% viability. The labeling percentages of CD41, CD61, and CD42a
were 99, 98.5, and 96.5%, respectively. The aggregation percentage was 99%. On day 7 of
post-freezing, the platelet count for groups 1, 2, and 3 was 1,844 + 102, 1,856 £ 76, and 1,752
+ 226, with a viability of 98, 96, and 95%, respectively. On day 14 the counts were 1,722 +
238, 1,649 + 215 and 1,578 + 223 with viability of 96, 95 and 94% and, on day 28, they were
1,602 +£374,1,438.6 =429 and 1,406.6 + 436, with viability of 96, 94 and 93%, respectively.
Group 1 presented a higher expression of membrane antigens. The aggregation percentages
were 90, 98 and 89% on day 7, 88%, 98 and 87% on day 14 and 84%, 95 and 82% on day 28
post-freezing, respectively, with group 2 presenting the best results.

Conclusion: The results support cryopreservation as a reasonable method to prolong platelet
survival up to 28 days, maintaining its functionality and In Vitro viability greater than 50%.

Keywords: Platelets, Cryopreservation, Hemotherapy, Immunohematology, Transfusion
medicine



Capitulo 1

Introduccion

Se reconoce la importancia que la transfusion de hemocomponentes representa para la puesta
en marcha de diversos regimenes terapéuticos relacionados o no con enfermedades
hematologicas ya sea en funcion de su utilidad como tratamiento de soporte o en otros casos

como la primera linea de manejo durante la estabilizacion hemodinamica del paciente critico.

Dentro de los componentes obtenidos y disponibles para uso en seres humanos estan: sangre
entera, globulos rojos desplasmatizados, plasma y plaquetas. La indicacion de cada uno de

ellos varia en funcion del beneficio que se quiera lograr en el paciente, son ejemplo de esto:

e Mejoria en la capacidad de trasporte de oxigeno

e Mantenimiento de la volemia y hemostasia.

En este trabajo se hara referencia especial a un hemocomponente cuyo uso se ha hecho
extensivo mas alld de las fronteras de la hematologia. Este es el caso de las plaquetas que
forman hoy dia parte en la rutina de manejo de patologias relacionadas a las diferentes
especialidades médico quirtrgicas; razon por la cual resulta inconcebible en funcion de su
amplio margen de uso, que los hospitales o centros de atencidon puedan prestar un servicio de

salud integral a pacientes con patologias polivalentes ante la ausencia de este recurso.

De alli, que uno de los objetivos principales de los bancos de sangre y servicios de
hemoterapia constituya el abastecimiento permanente de hemocomponentes (principalmente
globulos rojos y plaquetas) a fin de suplir los requerimientos que demande la institucion o

instituciones de salud a las cuales proveen de estos productos.



Es asi que en la actualidad han tomado relevancia estrategias que permitan la optimizacién
de estos recursos, un claro ejemplo de esto lo constituye el creciente interés hacia propuestas
encaminadas a la prolongacion del tiempo de sobrevida 1til para cada uno de los
componentes sanguineos antes mencionados, ya que sumado al beneficio que puede
representar la disponibilidad permanente de tales productos, se suma ademas una importante
reduccion en los costos derivados de su produccion y almacenamiento lo que se traduciria en
un gran logro para los sistemas de salud desde el punto de vista logistico y presupuestal, al
tiempo que permite garantizar una adecuada cobertura de las instituciones sanitarias a su

cargo.

Una de las estrategias que ha retomado protagonismo durante los Gltimos 10 afos consiste
en la criopreservacion de plaquetas. Se trata de una técnica empleada desde mediados de la
década del 50 cuyo uso en investigacion reportd resultados promisorios respecto al periodo
de conservacion y viabilidad de las plaquetas procesadas, representando un claro avance en

el objetivo de prolongar la sobrevida y funcionalidad de este hemocomponente en el tiempo.!

Aunque inicialmente no gener6 gran impacto dentro de la comunidad cientifica al tratarse de
una investigacion empleada con fines netamente militares, abrid la puerta para la
planificacion y realizacion, entre 20 y 30 afios después, de otros ensayos similares que no
solo avalaron a la criopreservacion de plaquetas como una alternativa razonable, reafirmando
los hallazgos informados en 1950, sino que ademas estimuld la creacion de nuevas ideas para
el perfeccionamiento de la mencionada estrategia de conservacion, que van desde la
optimizacion la técnica de congelacion hasta el empleo de diferentes alternativas de solucion

criopreservante , algo que sigue vigente en la actualidad.'?

Durante el desarrollo del presente trabajo se hara énfasis en el estudio de las plaquetas

abarcando conceptos como:



1. Su definicion, origen y desarrollo a partir las células progenitoras en la médula osea,

sus caracteristicas morfologicas.

2. El rol que representan dentro de la hemostasia, para luego centrarnos en aspectos
técnicos relacionados con la forma de obtencion, métodos de conservacion y
almacenamiento empleados por los centros de hemoterapia para el procesamiento del
mencionado hemocomponente, constituyéndose asi el punto de partida sobre el cual

se centrara esta investigacion.

1.1 Generalidades acerca de la sangre y sus componentes

Por definicion, la sangre es un tejido compuesto por elementos que estan dispuestos en 2
fases: Una fase liquida representada por el plasma y otra fase solida donde se agrupan los
elementos formes, siendo el caso de los globulos rojos, glébulos blancos y las plaquetas;
algunos de estos elementos seran abordados con mas detalle en la seccidon
“Hemocomponentes y hemoderivados”. El proceso por el cual se da origen a las células que
conforman la sangre se denomina hematopoyesis, que se lleva a cabo a partir de células

progenitoras hematopoyéticas (CPH) localizadas en la médula 6sea. 3

Las funciones de la sangre estan definidas en relacion a los elementos que la componen, algo
que va a describirse en forma integral durante el desarrollo de este trabajo, sin embargo,
desde una perspectiva general se pueden mencionar algunas de sus caracteristicas principales,

siendo estas:

1. El transporte desde y hacia los tejidos de nutrientes y oxigeno ademas de sustancias

de desecho como el dioxido de carbono.

2. Participacion en los procesos de hemostasia y cicatrizacion.
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3. Mantenimiento de la termorregulacion corporal.

4. Ser el medio de trasporte de otras sustancias como: hormonas y enzimas.

5. Surol de defensa representado en los procesos de respuesta celular e inmunologica

frente a infecciones.*

Un ser humano adulto tiene en media 4,5 a 5 litros de sangre circulante lo que se traduce en
8 a 10% de su masa corporal. Asi mismo, los globulos rojos constituyen en comparacion con
otros hemocomponentes, el elemento de mayor predominancia ya que representa

aproximadamente el 40% de la sangre total.>¢

Es relevante mencionar que la sangre es un tejido renovable, razon por la cual se considera
de vital importancia garantizar el permanente y adecuado recambio de los elementos que la

componen.

Esto viene determinado por el tiempo de vida media estimada para cada uno de los
componentes; ejemplo de ellos son los globulos rojos, quienes tienen en media una sobrevida
de 120 dias cada uno el cual viene determinado por ciertas caracteristicas inherentes a su
morfologia, (integridad de la membrana y el citoesqueleto) o la capacidad para suplir sus

requerimientos energéticos.®’

Por otra parte, dicho tejido tiene la capacidad de adaptarse frente a determinadas situaciones
como es el caso de hemorragias, hemolisis o infecciones ya sea mediante el aumento en la

produccion de glébulos rojos, glébulos blancos u otro de sus elementos.®

11



De igual manera un aspecto a considerar, sobre todo en el campo de la medicina transfusional
es que la sangre se clasifica en diferentes grupos determinados por sus caracteristicas
genéticas e inmunologicas , gran parte de ellas se encuentran representadas en dos sistemas
principales: el ABO (grupos A,B y 0) y el Rhesus (negativo o positivo) ; esto explica la
necesidad de realizar estudios de compatibilidad previo al requerimiento de soporte
transfusional ya sea de sangre total o alguno de sus componentes a fin de prevenir reacciones

hemoliticas que puedan representar riesgo de vida para el receptor.’

1.2 Hemocomponentes y hemoderivados

Se denomina “hemocomponente” a los elementos obtenidos a partir de la extraccion de
sangre total luego de ser sometida a un proceso de centrifugacion dentro de las 6 horas desde
su extraccion; estos productos corresponden a: glébulos rojos, plaquetas, plasma fresco y

crioprecipitados.!'’

Es importante mencionar que hoy dia, gracias a la ayuda tecnologica pueden obtenerse
mediante maquinas de aféresis hemocomponentes en forma selectiva brindando la

posibilidad de devolver el resto de elementos a la circulacion corporal.!!

Por otra parte, reciben el nombre de “hemoderivados” aquellos productos obtenidos luego de
la purificaciéon y fraccionamiento del plasma humano a escala industrial (a partir de grupos
denominados pooles de plasma); dentro de los hemoderivados cominmente conocidos estan:
la albumina, concentrados de factores VII, VIII, IX y otros factores del complejo

protrombinico, el fibrindgeno, la antitrombina III y las inmunoglobulinas. '%!2
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A la finalidad de este trabajo de investigacion centraremos nuestro enfoque hacia el grupo de
hemocomponentes de uso comun en hemoterapia, haciendo hincapié en aspectos como su
forma de obtencion, condiciones de almacenamiento y conservacion e indicaciones para su

uso en medicina (Figura 1).
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Figura 1: Obtencion de hemocomponentes y hemoderivados a partir de una bolsa de sangre

entera total

Tomado de: Universidad nacional autdbnoma de México

https://enallterm.unam.mx/es/admin/structure/webform/manage/wizard_fichatraductologica/submission/1363
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1.2a Procedimientos para la obtencion de Sangre y sus Hemocomponentes

I. Sangre Entera

Se obtiene por extraccion en forma manual mediante puncion de un acceso venoso periférico
localizado por lo general en la zona del antebrazo o pliegue de ambos brazos del donante

(sobre el trayecto de la vena cefélica, cubital media y basilica). !*

Cualquiera sea la técnica de extraccion empleada, debera realizarse bajo estrictas medidas de

asepsia y antisepsia descriptas a continuacion:

1. Se realiza compresion del brazo usando una banda elastica o torniquete

2. Limpiar con alcohol al 70% o solucién yodada el area escogida para la colocacion

del acceso venoso donde se realizara la extraccion.

3. Realizar la colocacion de acceso venoso periférico usando preferentemente catéter
(de material estéril y descartable) para venopuncion numero 18 o 20G; una vez

colocado debera ser liberado el torniquete.

4. Establecer una conexion cerrada entre el catéter y el set para la recoleccion de sangre

mediante el uso de conector estéril.
5. La bolsa colectora debera ser colocada tan abajo como sea posible del punto de

insercion del catéter venoso para permitir un adecuado flujo por gravedad hasta el set

de coleccion.

14



En media el volumen total de la colecta oscila entre 450 y 500 ml al cual se adicionan 60 a
70 ml de citrato fosfato dextrosa con o sin adenina (CPD o CPD-A) siendo posteriormente
almacenado en bolsas de polivinil cloruro (PVC) para ser conservado a una temperatura entre
2 a 6 °C durante 35 dias (en caso de emplear CPD-A) o 21 dias en aquellas donde se us6

CPD sin adenina. '

I1. Concentrado de globulos rojos

Puede obtenerse a través de la centrifugacion de una unidad de sangre entera a 3600
revoluciones por minuto y luego de separar el plasma sobrenadante, dando como resultado

un volumen entre 200 y 250 ml por unidad.

Otra alternativa constituye la extraccion de gldbulos rojos mediante un procedimiento
conocido como aféresis el cual se lleva a cabo a través de un separador celular cuya utilidad
radica en la posibilidad de obtener en forma selectiva y en tiempo real el hemocomponente
a procesar, devolviendo el resto de la sangre al donante. El volumen colectado usando esta

metodologia oscila los 300 ml por unidad.'>!

Respecto a las condiciones de almacenamiento y conservacion son similares a las que se

emplean para la sangre entera.

En caso de concentrados de globulos rojos leucodepletados se requiere el uso de filtros
leucorreductores (de pie de cama o pre almacenamiento) a fin de garantizar por cada unidad

colectada un recuento de globulos blancos menor a 5 x 108.1°

IL. Plasma fresco congelado

Este hemocomponente puede ser obtenido de dos maneras:

15



e A partir de la sangre entera colectada (dentro de las 6 horas de su obtencion), luego
de ser centrifugada a 3600 revoluciones por minuto durante 20 minutos logrando

extraer entre 180 a 250 ml de plasma fresco por unidad.!”

e En forma directa mediante el uso de maquinas de aféresis, en este caso el volumen
estimado a colectar oscila entre 500 ml para donantes con peso entre 60 y 80 kg y 600

ml para aquellos con peso mayor a 80 kg. !7-1®

Respecto a los lineamientos técnicos y recaudos a tener en cuenta durante el procedimiento
de extraccion son los mismos que se emplean para la obtencion de sangre entera, agregando
que en el caso de realizar la extraccion mediante aféresis la conexion entre el area de
colocacién del catéter venoso se realizara directamente a la maquina mediante el uso de

conector y tubuladura, siendo ambos de material estéril y descartable.

Finalmente, el total de plasma colectado deberd ser almacenado en bolsas de PVC y luego

congelados a -30 °C."

IV. Crioprecipitados

Se trata de un conjunto de proteinas de alto peso molecular obtenidas de la precipitacion que
se da luego de someter al plasma fresco congelado a un proceso de descongelacion y

posterior resuspension.

Cada unidad contiene dentro de un volumen de 20 ml: 150 a 300 mg de fibrin6geno, 80 a

120 unidades de factor VIII, 70 unidades de factor XIIly factor de Von Willebrand. 2

16



Teniendo en cuenta que el foco de investigacion del presente trabajo se centra en el estudio
de las plaquetas y sus condiciones de conservacion, la descripcion detallada del mencionado

hemocomponente serd presentada de forma separada en el siguiente capitulo.

1.2b Indicaciones para la transfusion de los distintos Hemocomponentes

Sangre entera

Se usa principalmente en el tratamiento de pacientes con sangrado mayor activo en quienes
se estime una pérdida mayor o igual al 30% del volumen sanguineo total (VST). Actualmente
la indicacion para el uso de sangre total es controvertida pudiendo ser sustituida por el uso
de componentes por separado (plasma y concentrado de glébulos rojos) en conjunto con el

uso de soluciones cristaloides para mantener la volemia.?!

Concentrado de glébulos rojos

Esta indicado en pacientes con:

1. Niveles de hemoglobina menores a 10 gr/ dl con sindrome coronario agudo o patologia

cardiovascular conocida.

2. Pacientes con hemoglobina menor a 7 gr/dl o aquellos con niveles mayores pero que

presentan anemia sintomatica.

3. Pacientes con sangrado agudo y pérdida estimada de 30% del VST.2!%2
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Plasma fresco congelado

Entre las indicaciones para su uso en medicina transfusional tenemos:

1. Pacientes anticoagulados o con déficit de vitamina k que por su situacioén clinica
(principalmente sangrado activo o cirugia de urgencia con alto riesgo de sangrado)

no permiten esperar la respuesta a la administracion de vitamina K endovenosa.

2. Pacientes con déficit de factores vitamina k dependientes con sangrado activo cuando
no se tengan concentrados especificos del factor deficitario, Parpura trombdtica
trombocitopénica (PTT), Purpura fulminans (por deficiencia congénita de la proteina
CoY).

3. Pacientes con insuficiencia hepatica y hemorragia con riesgo vital >!"?

Crioprecipitados

Como indicaciones para el uso de crioprecipitados estan:

I la hipofibrinogenemia (< 100 gr% en adultos o <200 en embarazadas) asociado a

sangrado difuso.
2 Personas con enfermedad de von willebrand conocida, sin respuesta a vasopresina o

quienes tengan diagnostico de hemofilia A, que presenten sangrado mayor o previo a

procedimientos invasivos.**
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1.3 Reologia de la sangre y el papel de los hemocomponentes para su mantenimiento

La reologia se define como una disciplina, cuyo fundamento es el analisis del flujo y las

deformaciones que presentan los materiales sometidos a la accion de fuerzas mecénicas.

Por su parte la reologia sanguinea analiza las propiedades fisicas del flujo de sangre a través
de la evaluacion de la viscosidad sanguinea y plasmadtica, la agregacion eritrocitaria y la

capacidad de deformabilidad del globulo rojo.

La importancia de lo anterior radica en que tales parametros condicionan el compartimiento
fisiopatologico de la circulacion sanguinea explicado en que alteraciones del equilibrio
reoldgico del flujo sanguineo determinen trastornos hemostaticos (sangrado/trombosis),
alteracion del sistema cardiovascular y desde luego sobre las consecuencias que se derivarian
sobre el funcionamiento de 6rganos vitales producto de mecanismos que alteren el flujo

normal de sangre.

1.3a Parametros Hemorreologicos

e Laviscosidad sanguinea y la viscosidad plasmatica: dependen de las condiciones del
flujo (débito, gradiente de velocidades) y la concentracion de proteinas plasmaticas
(principalmente el fibrindgeno al considerarse una macromolécula que por su tamafio
condiciona el aumento de la viscosidad plasmatica atin mas que las inmunoglobulinas

y casi a la par con la albumina)
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e Concentracion celular de la sangre (hematocrito).

e (apacidad de deformacion (para el libre paso a través de capilares) y capacidad de

agregacion globular.

e Larigidez de los eritrocitos

1.3b Papel de los hemocomponentes en el mantenimiento de la hemorreologia

El presente apartado se explica a través de los siguientes fendémenos fisicos referentes a la

velocidad de flujo sanguineo a través de los vasos venosos y arteriales.

En el primer escenario, la reduccion del flujo sanguineo permitira una mayor interaccién con
el fibrindgeno, asi como con el endotelio vascular gracias al proceso de estasis sanguinea. A
partir de ello pueden activarse mecanismos que favorezcan la agregacion de globulos rojos
en forma de rouleaux y por tanto pueda predisponer al desarrollo de eventos tromboéticos o

dano vascular.

El plasma es uno de los hemocomponentes que juegan un doble papel al poder condicionar
la volemia total y velocidad de flujo vascular en una persona dado que no solo denota su
valor en volumen total sino también en el aporte de macromoléculas como el fibrinogeno

(mediante la transfusion de productos crioprecipitados derivados del plasma).

En referencia a la perdida de volumen asociado a la pérdida de sangre total, puede condicionar
seriamente el papel de otros componentes como lo son las plaquetas, tomando en cuenta que

dentro de la distribucion de los componentes sanguineos dentro del vaso los globulos rojos
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suelen estar en el centro del flujo total mientras que las plaquetas originalmente por su tamafio se
encuentran hacia la periferia lo que le permitiria, en caso de presentarse algin tipo de dafio
vascular obtener contacto directo con el endotelio y coldgeno para activar la cascada de

coagulacion.

Es por ello que en individuos que por diferentes mecanismos deriven en la pérdida
considerable de globulos rojos totales dicho evento podria condicionar la funcionalidad

plaquetaria aun cuando el recuento total de plaquetas sea normal.

Por el contrario, cuando la velocidad del flujo sanguineo aumenta los rouleaux (acimulos de
globulos rojos) experimentardn una tendencia a disociarse, lo que en ultima instancia,

determinara que la viscosidad disminuya.
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Capitulo 2

Las plaquetas: su origen, caracteristicas morfologicas e

importancia dentro de la medicina transfusional

2.1 Las Plaquetas

Corresponden a células anucleadas con forma discoide que miden entre 0.5 a 3.0 um; un
adulto sano produce en media 1x 10'' plaquetas diariamente, asi mismo el intervalo
fisiologico de las plaquetas en circulacién es de 150 a 450 x 10°/ L con un tiempo de

sobrevida entre 7 a 10 dias, siendo luego destruidas en el bazo. *

Dichos fragmentos anucleados conocidos también como trombocitos fueron ilustrados por
Friedrich Arnold en 1845 mediante el uso de un microscopio de baja resolucion, aunque
también se menciona a Alfred Donne como la primera persona que probablemente haya

descubierto y descripto por primera vez a las plaquetas.

En el afio 1906, Wright demostré que tales estructuras se originaban en la médula dsea a

partir de la fragmentacion del citoplasma de su ancestro, el megacariocito.*

La estructura plaquetaria se encuentra dividida en 3 componentes principales:

Una membrana celular con un espesor de 20 nandémetros (nm), formada por 2 hojas densas y
compuesta por fosfolipidos, colesterol y proteinas; dicha membrana se extiende a través de

las ramificaciones del sistema canalicular.
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La cubierta plaquetaria, mejor conocida como glicocalix esta compuesta principalmente de
proteoglicanos y glicolipidos de membrana y su principal funcién es impedir la interaccion
no intencional de las plaquetas con elementos de la pared vascular al otorgar una carga

negativa sobre toda la superficie plaquetaria.>®

Sobre la superficie de la membrana encontramos las glicoproteinas (Gp), entre ellas las mas
importantes son: la Gp IIb/Illa que actia como receptor del fibrindgeno, el FVW y se
identifica como el principal receptor implicado en la agregacion plaquetaria. También se ha
demostrado la presencia de depdsitos de esta Gp en la membrana de los granulos o que

estarian relacionados con el almacenamiento de fibrindgeno en dichos granulos. ’

Por otro lado, se encuentra la Gp Ib/IX/V la cual ejerce como receptora del FVW y se
considera el principal implicado en la adhesion de las plaquetas a través de la conexion del
complejo con la malla de actina mediada por la proteina de union a actina (Figura 2). Otras
Gp son la IV y la VI que funcionan como receptores para el colageno y estan implicadas en

la agregacion y adhesion mediadas por el mismo. 8

El siguiente componente es el citoplasma, en cuyo interior se pueden encontrar elementos
como lisosomas, mitocondrias y peroxisomas, asi mismo contiene particulas de glucogeno
distribuidas en forma diseminada constituyéndose en la principal fuente energética para las
plaquetas.” ' De igual manera en el citoplasma plaquetario se encuentran otros dos

importantes tipos de granulos a saber: los granulos a y los granulos densos.

Respecto a los granulos a, tiene un didmetro medio de 500 nm y se pueden encontrar
alrededor de 80 de estos elementos por cada plaqueta constituyéndose asi en el tipo de

granulo predominantemente encontrado.'!
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En su interior se albergan multiples elementos, siendo los més importantes: el factor V, VIII
y XI, proteina s, nexina 1 y 2, FVW, fibrin6geno, fibronectina, P- selectina, factor de
crecimiento derivado de plaquetas, plasmindgeno, inhibidor de la activacion de
plasmindgeno (PAI-1), a2 antiplasmina, a2 macroglobulina, factor plaquetario 4 la proteina
ADAMTS 13y B-tromboglobulina. '? Por otro lado, estan los granulos densos cuyo didmetro

medio es de 300 nm pudiéndose encontrar hasta 7 granulos por cada plaqueta.'?

Su interior contiene principalmente:

e Adenosin difosfato (ADP)

e Serotonina y calcio

e Factor XIII, factor plaquetario 4

e Glicoproteina II,

e Actina, filamina, tropomiosina y piruvato kinasa,
e Lactato deshidrogenasa

e Ciclofilina A."

El tercer componente corresponde al citoesqueleto que desde su parte estructural se encuentra
formado por una malla de filamentos de actina y un conjunto de microtiibulos situados bajo

el esqueleto de membrana.'®

En referencia a la malla de actina est4 conformada por filamentos citoplasméaticos y esqueleto
submembranoso; su funcion comprende mantener la estabilidad del esqueleto de las

plaquetas en reposo, formacion de pseuddpodos y reordenamiento de la Gp Ib/IX/V.!°
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Con respecto a los microtibulos, se encuentran formados por moléculas de tubulina; su

funcion es mantener la forma discoide caracteristica de las plaquetas en su estado inactivo,

asi como facilitar la liberacién de granulos plaquetarios junto a su contenido mediante

exocitosis cuando esta se encuentra activada.'’

COLAGENO

F-)
?‘%

TROMEINA

TROMBINA

FVW
FIBRINOGENO
FVW
Plb/l a libB3

\

TROMBOXANO
P2vY2-1 P2Y2-2 A2
S~ EPINEFRINA
ADP

Figura 2: Esquema de una plaqueta con sus receptores y ligandos: En la figura se pueden

observar los principales receptores de la membrana plaquetaria y asi mismo, las sustancias

determinantes en su activacion.

2.2 El proceso de formacion plaquetario desde la médula osea

u ) u ) . is”,
El proceso que da origen a las plaquetas se denomina ‘“megacariocitopoyesis”’, este se

encuentra regulado por una serie de elementos que incluyen: la trombopoyetina (TPO), el

stem cell factor (SCF), la interleuquina 3 (IL3),la 6 y la 11.'8
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Respecto a la TPO, se sintetiza principalmente en el higado y su funcion radica en la
estimulacion de las distintas etapas de la megacariocitopoyesis (proliferacion desde las stem
cells, diferenciacion, endomitosis y maduracion megacariocitica) ; este mecanismo de accion
viene determinado por su unién al receptor c-Mpl lo que desencadena en la activacion de la
tirosin kinasa “janus kinasa 2” (JAK2) asi como PI3K, MAPK y STAT; luego de la union

del TPO con el receptor c-Mpl, se internaliza determinando asi su regulacion plasmatica.'®

Es importante entender el funcionamiento ejercido por esta union TPO/Mpl, ya que existe
una relacion inversa entre el nimero de receptores c-Mpl presentes en el megacariocito y la
cantidad de TPO circulante en el plasma, lo que explica que ante un incremento del nimero
de plaquetas aumenten también la disponibilidad de sitios de unién a Mpl por parte de la TPO
acelerando su depuracion en el plasma y por tanto disminuyendo el estimulo para la
megacariopoyesis.’’ Si por el contrario el niimero de plaquetas disminuye, el proceso

explicado anteriormente se lleva a cabo, pero de manera inversa.

Cabe aclarar que la regulacion de los niveles de TPO no estan supeditados exclusivamente al
recuento de plaquetas ya que bajo condiciones fisioldgicas las plaquetas envejecidas
presentan desialinizacion de sus glicoproteinas, una vez desialinizadas interactiian con el
receptor Ashwell-Morell localizado en los hepatocitos y son removidas de la circulacion, sin

embargo, dicha interaccion estimula la produccion a nivel hepatico de TPO.

Hay otros factores como la Interleuquina 6 que al verse fuertemente expresada bajo

condiciones de inflamacion, puede favorecer también la sintesis de TPO en el higado.?! >

Una vez explicado esto, se centrard la atencion en los precursores hematopoyéticos
localizados en la médula 6sea (CPH y progenitor mieloide comun) desde donde se gestara el
progenitor megacariocitico eritroide (MEP) cuya caracteristica radica en su capacidad de dar

origen a los linajes eritroide y megacariocitico.
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Posteriormente dard lugar a la formacion del “Burst forming unit” (BFU-MK)

reconociéndose como el estadio mas primitivo del megacariocito.?’

Continuando con el proceso encontramos las “Colony forming units of megakaryocyte
progenitors” (CFU-MK) con capacidad para formar colonias de megacariocitos en cultivo,
que sin embargo en comparacion con las BFU-MK son de menor tamafo dada su menor

capacidad proliferativa.

Es importante resaltar que a partir de este estadio los precursores iniciardn un proceso de
diferenciacion y poliploidizacion llevandolos a avanzar hacia su siguiente etapa evolutiva, el

megacariocito. *+%°

Los megacariocitos a su vez se clasifican en 3 estadios los cuales vienen determinador por:
las caracteristicas citoplasmaticas, nimero de lobulos y tamafio. El primer estadio
corresponde al megacarioblasto, una célula de 15 a 20 um de didmetro con nticleo bilobulado,

citoplasma altamente baséfilo y carente de granulos. 267

La continuidad del proceso de transformacion se mantiene durante el paso del
megacarioblasto a promegacariocito el cual alcanzard un didmetro de hasta 80 um con
citoplasma menos basoéfilo, de bordes irregulares y alto contenido de granulos azuroéfilos en

su interior; asi mismo posee un nicleo multilobulado con entre 4 y 8 16bulos (4-8N).?’

De ahi avanzaremos al megacariocito maduro cuyas caracteristicas morfologicas son:

I Su tamafio que varia entre 80 y 150 pm.

2 Presencia de nucleo poli lobulado (entre 16 a 128N inclusive).
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3 Identificacion de granulos alfa, granulos densos y lisosomas formados a través de la

via del reticulo endoplasmico-Golgi-endosomas.
4 la conformacion de las lineas de demarcacion citoplasmaticas que delimitaran las
zonas que constituirdn las plaquetas; en forma paralela cada una de estas zonas
poseerd un citoesqueleto (compuesto de: tubulina, filamina, al actinina, actina, y
miosina) ademas de otras organelas citoplasmaticas como, por ejemplo, los

microtabulos.?%?

La polilobulacién del nucleo, se explica debido a la persistencia de puentes nucleoplasmicos
durante el proceso de division celular, lo que implica que los nucleos de las células hijas se
separen de forma incompleta obteniendo asi células poliploides (2N, 4N, 8N o0 mas), siendo

este un rasgo caracteristico de la formacion de megacariocitos.?”?®

Cabe destacar que también, en la medida en que trascurren las diferentes etapas madurativas
del megacariocito se dan lugar la expresion de diversos marcadores de superficie, siendo la
glicoproteina IIb/Illa (conocida como receptor del fibrindgeno) el primer marcador en

expresarse seguido de Gp Ib/V/IX (receptor para el FVW).

Como dato de interés, la identificacion de cada una de estas glicoproteinas puede ser realizada
mediante citometria de flujo empleando los marcadores CD41 o CD61 para el caso de Gp
IIb/Illa y CD42 para la Gp Ib/V/IX; incluso se ha empleado el uso de anticuerpos con mayor
especificidad, siendo el caso de PAC-1 para el reconocimiento de Gp IIb/Illa en plaquetas

activadas.?’
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Las etapas finales del proceso de formacion de plaquetas se llevan a cabo cuando el
megacariocito maduro se adhiere al sinusoide, siendo este un proceso favorecido por factores
quimiotacticos como la interaccion entre SDF-1 (derivado de las células estromales de la
médula 6sea) con su receptor CXCR-4 y asi mismo la intervencién de otros mecanismos
como: la laminina y el colageno tipo IV que facilitan el recorrido del megacariocito maduro
desde su nicho hacia los sinusoides y la adhesion del megacariocito a las células endoteliales
de los sinusoides por intermedio del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-4) que

favorece la expresion de la molécula de adhesion VCAM-1. 2728

Una vez en las sinusoides el megacariocito emite unas prolongaciones llamadas pseudépodos
(causados por la erosion de uno de los polos citoplasmaticos) que se convertirdn luego en
proplaquetas de entre 2 a 4 um de diametro, la fuerza necesaria para llevar a cabo este proceso

estd determinada por el citoesqueleto de tubulina y actina.?

Posteriormente la obtencion de plaquetas podra llevarse a cabo a partir de dos caminos: el
primero, mediante la continuacion del proceso de fragmentacion de las proplaquetas cuyo
contenido se desplaza hacia el extremo terminal, donde se acumularan para luego producir la
liberacion del producto final en la luz vascular o como segunda opcion, la de pasar por un
estadio intermedio con estructura discoide pero con un tamafio relativamente mayor que la
plaqueta madura ( denominado pre plaqueta) para luego dar origen a las plaquetas; se estima

que cada megacariocito puede originar en media 5000 plaquetas ( Figura 3) .3°
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Figura 3: Proceso de maduracion plaquetaria

CTH: células troncales hematopoyéticas PMC: progenitor mieloide comin PEM: progenitor eritroide/
megacariocitico BFU: unidad formadora de brotes de megacariocitos IL: interleucina GM-CSF: factor
estimulante de granulocitos/monocitos

Tomado de: Gonzalez-villalba et al; Vias de sefializacidn implicadas en la megacariopoyesis; Gaceta

Médica México Vol. 146 No. 2, 2010; p:138.

2.3 Activacion de las plaquetas

Una vez que las plaquetas son activadas se produce desestabilizacion del citoesqueleto de
membrana incrementando asi la capacidad de las plaquetas para extenderse sobre el

subendotelio.
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En sintesis, comienza como parte de una respuesta hemostatica a la injuria vascular con el
frenado y adhesion plaquetaria (Figura 4) determinada por la interaccion entre las proteinas
de la matriz extracelular endotelial como el FVW ( en su dominio A1) y el colageno (tipo I,
IIT y VI) con las glicoproteinas Ib/IX/V y Gp VI respectivamente, generando una unién
irreversible que a su vez promueve la activacion de las glicoproteinas IIb/Illa y Ia/Ila, lo que

resulta en la adherencia firme a la matriz del endotelio.?’"!

El mecanismo de activacion implica una serie de etapas que abarcan desde cambios en la
morfologia, pasando por la activacion de mecanismos intracelulares, asi como de los

receptores plaquetarios. A continuacion, se hard una descripcion detallada de cada uno de

ellos.
r ]
ACTIVACION PLAQUETARIA
ACTIVACION DE LA AUMENTO DE LA ALTERACIONES DE LA
CASCADA DE COAGULACION REACTIVIDAD PLAQUETARIA REOLOGIA
VIA POLI P - FACTOR XII DIABETES
MECANISMO PROCOAGULANTE COLESTEROL s =y
DE LAS PLAQUETAS NFECCIONES

_— e e

Figura 4: Mecanismos de activacion plaquetaria y sus factores desencadenantes: Factores
como la presencia de enfermedades que condicionen un estado pro inflamatorio, dafio
endotelial de causa multifactorial y shear stress pueden condicionar al proceso activacion

plaquetaria como mecanismo de respuesta.
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En referencia a los cambios morfoldgicos de las plaquetas durante la activacion destacan:
adaptacion hacia una forma esférica, adhesion por filopodios superficiales y lamelopodios;
esta ultima facilitada por el reordenamiento citoesquelético, asi como la fragmentacion de la

malla de actina.

La principal caracteristica de los filopodios consiste en facilitar la formacion del coagulo de
plaquetas y fibrina mientras que los lamelopddios detienen el drenaje vascular permitiendo
la adherencia de la plaqueta a la superficie dafiada; este escenario favorece el reclutamiento
de otras plaquetas conformando una especie de monocapa en la cual las plaquetas
previamente activadas juegan un rol primordial en la activacion de Gp IIb/Illa permitiendo

su unioén a fibrindgeno y la polimerizacion de los filamentos de actina.?’-3!-%2

Una vez formado el codgulo, las plaquetas empiezan a contraerse usando para tal fin las fibras
de tension conformadas por cordones de actina las cuales tiene la propiedad de contraerse y
expandirse facilitando asi la secrecion de elementos procoagulantes y factores de crecimiento

con reconocida utilidad durante la reparacion del dafio vascular.®?

Finalmente es la P- Selectina, una proteina contenida en los granulos alfa y llevada a la
superficie durante la activacion plaquetaria, interactiia con células granulociticas, asi como
macrofagos y monocitos los cuales se encargan de fagocitar tanto resto de fibrina como de

plaquetas derivados de la formacién del coagulo y reparacion de la injuria vascular.*

Continuando con los mecanismos intracelulares implicados en el proceso de activacion de
las plaquetas, el primer paso corresponde a la activacion de la enzima fosfolipasa C beta la
cual activa a través de la produccion de diacilglicerol una protein kinasa responsable de la
expresion del fibrindgeno y la secrecion de granulos plaquetarios. Por otra parte, cataliza la

produccion de inositol fosfato que estimulara la liberacion de calcio al exterior de la plaqueta.
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Otro mecanismo comprende la via de los eicosanoides en la cual, la activacion de la

fosfolipasa A2 contribuye a la sintesis de leucotrienos y prostanoides.>*

La activacion a nivel del receptor GP IIb-Illa es llevada a cabo por agonistas, muchos de
ellos contenidos dentro de la misma plaqueta y que durante el proceso migran al exterior de
la misma, ejemplo de esto es el ADP contenido en los granulos densos que una vez liberado

se une a los receptores P2Y'1 y P2Y 12 inhibiendo la adenilatociclasa.

También es el caso del tromboxano A2, un producto del metabolismo del acido araquidonico
que se une a sus receptores especificos (TP1 y 2) y en conjunto con el ADP se encargara de

reclutar nuevas plaquetas durante la agregacion plaquetaria.?’ 2834

Otros agonistas comprenden a la serotonina, que amplifica la activacion de plaquetas, al
tiempo que ejerce un efecto vasoconstrictor sobre la zona donde se lleva a cabo el proceso
mediante la accion sobre su receptor (5 HT-2), y asi mismo la adrenalina mediante su union

a receptores adrenérgicos de tipo a2 plaquetarios.>”

También la activacion de las plaquetas serd determinante en la generacion y promocion de la
produccion de trombina, mediada en este caso por la actividad protrombinasa de la

fosfatidilserina expresada en la membrana plaquetaria.

Una vez entre en escena la trombina, estimulara la agregacion y la secrecion plaquetarias a

través de su accion sobre los receptores activados por proteasa, PAR-1 y PAR-4.3°
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2.4 Procedimiento para la obtencion de plaquetas

Para la adquisicion de plaquetas se requiere inicialmente la extraccion de sangre total de un
donante. Dicha persona debe cumplir con una serie de requisitos (que para nuestra
investigacion estan basados en la ley Nacional de Sangre numero 22990) a fin de garantizar
que el producto obtenido pueda ser usado de manera segura en pacientes que requieran la

transfusion del mismo.

Luego de verificar los requisitos del donante, se obtienen los diferentes hemocomponentes,
siguiendo los lineamientos descriptos en la seccion “Procedimientos para la obtencion de

Sangre y sus Hemocomponentes”, entre ellos las plaquetas.

En funcién de la metodologia empleada para su obtencion (centrifugacion de sangre entera o

uso de maquina de aféresis) se pueden describir dos presentaciones del producto:

Unidades de plaquetas

Formadas a partir de la centrifugacion de una unidad de sangre total para producir plasma
rico en plaquetas el cual se centrifugara posteriormente conformando un agregado
plaquetario cuya unidad debe contener al menos 5,5 x 10'° plaquetas en un volumen de

plasma entre 40 a 70 ml.

Concentrado de plaquetas por aféresis de donante tinico

Se originan mediante el procesamiento de 4 a 5 litros de sangre n lo cual se espera obtener

por cada unidad un minimo de 3 x 10'! plaquetas en 150 a 200 ml de plasma.’”- 3% %
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2.5 Indicaciones para la transfusion de plaquetas

La transfusion de plaquetas se realiza para:

1. El tratamiento de hemorragias asociadas a trombocitopenia o a disfuncion

plaquetaria.

2. Prevencion de hemorragias en pacientes con trombocitopenia severa.

3. Profilaxis de complicaciones hemorragicas para pacientes con trombocitopenia en

plan de someterse a procedimientos invasivos.

En la tabla 1 se mencionaran los criterios que definen la indicaciéon de transfusion

plaquetaria.*’

Criterios para la transfusion de plaquetas

Terapéuticos

Personas con recuento plaquetario menor a 20,000 / mm?®, con evidencia de sangrado,

fiebre, sepsis, hipertension arterial sostenida o tratamiento con anfotericina B

Personas con recuento plaquetario menor a 50.000 / mm?® y sangrado mayor debido a
trombocitopenia o en fase aguda activa leucémica (Leucemia Promielocitica asociada a

coagulopatia)

Personas con recuento plaquetario menor a 100.000 / mm?® con evidencia de sangrado de

sistema nervioso central (SNC).
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Profilacticos

Personas con recuento plaquetario menor a 5,000 / mm?, sin sangrado

Personas con recuento plaquetario menor a 50.000 /mm?®, previo a cirugia mayor,

procedimiento invasivo en paciente cirrdtico o en puncion lumbar.

Personas con recuento plaquetario menor a 100.000 mm® previo a neurocirugia o

procedimiento de la cdmara posterior del globo ocular

Tabla 1: Indicaciones para la transfusion de plaquetas

Situaciones Especiales
Trombastenia de Glanzman

La trombastenia de Glanzmann (TG) es definida como un trastorno autosémico recesivo que
afecta la funcion plaquetaria y se caracteriza clinicamente por manifestaciones de sangrado
de diversa intensidad a lo largo de la vida del paciente; esta condicion es el resultado de

alteraciones en la integrina plaquetaria GPIIb/IIIa.*!

La TG se clasifica en tres tipos, definidos por la cantidad y funcionalidad de la GPIIb/II1a: el
tipo 1, caracterizado por niveles minimos del receptor (0 a 5%); el tipo 2, con niveles
moderadamente reducidos (5 a 20%); y el tipo 3, en el cual, a pesar de contar con la presencia

de GPIIb/I1a, su funcionalidad es deficiente.*

La TG afecta a todas las etnias en el mundo, con una incidencia global de 1 en 1,000,000.
Desde un punto de vista patogénico, la GPIIb/IIIa es un receptor transmembrana compuesto

por dos subunidades que permiten la sefializacion entre la célula y su entorno.*!
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Esta integrina juega un papel fundamental en la agregacion plaquetaria y la formacion de
coagulos; por otra parte, su funcionalidad depende de la unién a diversos ligandos. Las
mutaciones que causan TG se localizan en los genes ITGA2B e ITGB3, ambos situados en

el cromosoma 17 y afectan a ambos alelos en la mayoria de los casos.*?

Terapia con soporte transfusional de plaquetas en trombastenia de glanzmann

Durante afios, el tratamiento con plaquetas ha sido considerado la terapia estandar para
pacientes con trombastenia de Glanzmann (TG) con sangrado no controlado, cuando otras
estrategias hemostaticas no han sido efectivas. No obstante, el uso de productos plaquetarios
no estd exento de riesgos significativos, razon por la cual se ha preferido inclusive el empleo
de terapias puente con factor VII (plasmatico o recombinante) dejando cada vez mas relegado
el papel de la transfusion de plaquetas como ultimo recurso en centros que cuentan con otras

alternativas de tratamiento disponibles.

Entre los problemas asociados se encuentran aquellos comunes a todos los productos
sanguineos, como reacciones alérgicas y sobrecarga de liquidos. Ademas, existe el riesgo de
transmision de enfermedades infecciosas, estimandose el riesgo de complicaciones de 1 en
12,000 para los concentrados plaquetarios obtenidos de multiples donantes y de 1 en 60,000

para las plaquetas obtenidas por aféresis de donante tnico.*!*

El temor mas significativo al utilizar productos plaquetarios en pacientes con TG radica en
la formacion de aloanticuerpos antiplaquetarios. Para minimizar este riesgo, una alternativa
recomendable es considerar el uso de concentrados de plaquetas de un solo donante,
asegurando la compatibilidad en antigenos leucocitarios humanos (HLA) y empleando la

metodologia de plaquetas obtenidas mediante aféresis y sometidas a leucorreduccion.*
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2.6 Métodos para la evaluacion plaquetaria

Evaluacion de plaquetas por citometria de flujo

La citometria de flujo supone un método ideal para el andlisis de plaquetas, a partir de su
identificacion mediante el principio de inmunomarcacidon con anticuerpos monoclonales
fluorescentes. El proceso consiste basicamente en el pasaje de la suspension celular a través
de una camara de flujo equipada con un laser enfocado, quien a su vez se encargard de activar
los fluor6foros. Bajo este principio, la fluorescencia emitida estara determinada por la
intensidad de la luz emitida, que es directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos

que se unen a los antigenos plaquetarios (Figura 5).*

Componentes del citometro de flujo:

1. Fuente de luz
Se trata de un haz de luz de alta intensidad en forma de rayo laser el cual se direcciona
en forma concentrada a través de un proyector estrecho. Para la mayoria de los

citometros que se emplean en la actualidad dicho laser contiene ion argon.

2. Camara de flujo

En dicho componente se orienta el flujo celular de la muestra a analizar logrando que
cada una de estas células pueda pasar en forma individual para posteriormente ser
clasificadas en funcion de su reaccion y/o caracterizacion obtenida una vez que se

exponga al haz de luz laser.
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3. Sistema de lentes / sistema optico
Esté constituido por lentes, filtros y espejos cuya funcién consiste en enfocar el haz
de luz que posteriormente entrara en contacto con la muestra, descomponiendo la

emision de fluorescencia en sus componentes individuales.

4. Convertidores de informacion analdgica digitales
Se trata de un sistema encargado de detectar y convertir en impulsos eléctricos, las
sefales luminosas obtenidas a través de la reaccion del laser con los componentes

celulares. Estos impulsos eléctricos se traduciran posteriormente en sefales digitales.

5. Ordenador/Procesador

Constituye un elemento fundamental para la adquisicion, almacenamiento y analisis
de los datos obtenidos principalmente del convertidor analdgico digital. Dicha
informacion puede ser analizada en dos escenarios (tiempo real o en el modo matriz

de datos).***

Inyector ;

Laser ‘\%
. -
. /
r Q15 4. riio
b FL2 il Detectores de
B fluorescencia
A =verde

bl Side Scatter (dispersion lateral)

FS Forward Scatter (dispersién frontal)

Figura 5: Esquema de la disposicion habitual de elementos de un citometro de flujo

Tomado de: https://cscmetabolism.com/2022/01/19/cuanto-sabes-acerca-de-la-citometria-

de-flujo/
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Procesamiento de la muestra de plaquetas previo a la citometria

Eleccion del tubo y anticoagulante para el almacenamiento de plaquetas

Normalmente el tubo/recipiente que contiene la muestra de analisis (plaquetas) debe contar
en su interior con solucion anticoagulante, dada la tendencia natural de las plaquetas a
agruparse y con la finalidad de prevenir la formacion de tales agregados que puedan

comprometer la realizacion correcta del analisis por citometria.

Entre los anticoagulantes mas usados se da especial preferencia al citrato de sodio, dado que
otras opciones como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y la heparina pueden afectar
la estructura plaquetaria (puntualmente de las glicoproteinas) y causar paraddjicamente la

formacion de agregados de plaquetas en el tubo.

Por otra parte, en referencia al EDTA, se conoce que puede afectar la morfologia plaquetaria,
lo que se traduce en la obtencion de una cantidad significativamente menor de plaquetas
positivas para antiCD41a (mediante inmunofluorescencia) en contraparte de las recolectadas

en tubos con citrato de sodio.?

Analisis de parametros plaquetarios por citometria de flujo

Caracterizacion Morfologica

En la practica de la citometria de flujo las sefiales de dispersion lateral (SS) y frontal (FS) de
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luz guardan estrecha relacion con la morfologia celular, siendo FS aquella que se relaciona
con el tamafio y para el caso de SS la que guarda un vinculo ligado a la complejidad de la

estructura celular.

En el caso de la activacion plaquetaria uno de los cambios caracteristicos de este proceso es
la reorganizacion del citoesqueleto lo que en consecuencia genera la pérdida de su forma
discoide torndndose hacia una segunda conformaciéon de tipo esfera, posteriormente esta
plaqueta activada procedera a la emisién de pseudopodos y finalmente a la degranulacion
cuyo contenido (intragranular) serd responsable de otros procesos subsecuentes como
sefalizacion para la adhesion de otras plaquetas, activacion de la cascada de coagulacion

entre otros.

Tales cambios morfoldgicos pueden traducirse a través del resultado de la emision de sefal

de luz emitido por su interaccion con las sefiales de FS y SS.#

Antigenos plaquetarios

Para llevar a cabo este proceso se toma como base el uso de anticuerpos asociados en su
conformacion con moléculas fluorescentes; gracias a lo anterior permite un adecuado nivel
de deteccion y cuantificacion de los diferentes antigenos plaquetarios empleando la

citometria de flujo.

Una de las ventajas con que contamos actualmente es la disposicion de anticuerpos
monoclonales ademas de colorantes fluorescentes para la gran mayoria de las glicoproteinas
y otros componentes de la membrana plaquetaria lo que deriva en la obtencion de resultados

de analisis inmunofenotipicos con alta sensibilidad y especificidad.
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Es de aclarar que a través de la inmunotipificacion por citometria de flujo se puede obtener
tanto la cuantificacion de antigenos propios de las plaquetas en su estado activo o en estado
de reposo lo cual permitiria distinguir adecuadamente entre una u otra conformacion para
efectos practicos en estudios paraclinicos con finalidad clinico asistencial o con proposito de

investigacion.

Marcadores como CD61, CD41 y CD42 son especificos para glicoproteinas de la membrana
plaquetaria, permitiendo con ello distinguir a la poblacion plaquetaria de la imagen de
“debris” o ruido de fondo y en consecuencia logrando la adecuada identificacion de las

plaquetas (Figura 6).%>:4¢

Por otra parte, mediante la identificacion de dichos antigenos es posible la deteccion y
caracterizacion de anomalias en la expresion de glicoproteinas de la membrana, lo cual
representa utilidad en el diagnostico de enfermedades como la trombastenia de glanzmann y

el sindrome de Bernard Soulier.

Como parte del proceso de activacion plaquetaria ocurren diferentes cambios, principalmente

a nivel de su membrana dentro de los cuales se hace mencion de:

e Unamayor expresion de componentes de membrana (en este caso glicoproteinas) que

son comunes en al estatus activo de las plaquetas.

e Exposicion del contenido de granulos plaquetarios que salen al exterior de la

membrana.
e Unidn de proteinas solubles a la membrana plaquetaria.

e [a puesta en marcha de procesos con finalidad procoagulante.
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Se ha demostrado como al aumento de la unién de anticuerpos para el complejo GPIIb/I11a
como es el caso de: LJ-CP3, AP-3 y 7E3 (que pueden unirse a la plaqueta tanto en reposo
como en activacion) denotan de forma indirecta el cambio conformacional de la plaqueta

hacia su estado de activacion.*’

En contraparte la unién a la superficie de la plaqueta de anticuerpos monoclonales para

elementos del complejo GPIb/IX/V disminuye. 46 47

Otros anticuerpos como el PAC-1 se unen de manera especifica al complejo GPIIb/IIIa solo
en el estado de conformacién activo de la plaqueta (y no se encuentra condicionado por la
cantidad de sitios de activacion disponibles) sin embargo su desventaja radica en que su
funcion se limitaria solo a describir el estatus de conformacion pero no mostraria una
verdadera utilidad para describir la presencia de trastornos de las glicoproteinas plaquetarias
( que en caso de presentarse ) alterarian de manera importante el proceso de activacion; es
por ello que se han desarrollado opciones complementarias como los anticuerpos "LIBS"
(Ligand-Induced Bindig Site), siendo el anticuerpo PMI-1, de uni6n a una region molecular

de GPIIb/IlIa, que es expuesta tras la union del fibrin6geno al complejo.

Este anticuerpo sirve para detectar alteraciones conformacionales de GPIIb/IIla (y por tanto
de la agregacion plaquetaria) tomando en cuenta que la union del fibrindgeno no bloquea ni

constituye inconveniente para el enlace de este anticuerpo a su lugar de union.

Otro de los cambios que pueden caracterizarse durante el proceso de activacion plaquetaria
es la fusion de las membranas de los granulos con la membrana plasmatica. Para ello se ha
demostrado la utilidad de S12 y KC4, quienes pueden reconocer y adherirse a P- selectina

(CD62P). 4347
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Figura 6 Marcacion de plaquetas por citometria de flujo: Obsérvese como las plaquetas
son marcadas a partir de anticuerpos para el antigeno CD41 (para ambos estados imagenes
Ay B) sin embargo en el estado conformacional activo (parte B) cuenta ademas con una

marcada expresion de anticuerpos para CD62P (p-selectina).

Tomado de: Monteiro Maria-do-Céu, Martinez Marcial, O'Connor José Enrique. La citometria de flujo en el

analisis funcional de las plaquetas: Il. Aplicaciones clinicas. Rev Diagn Biol [Internet]. 2002 Sep; 51( 3 ): 87-
99. Disponible en: hitp://scielo.isciii.es/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-79732002000300001&Ing=es.

Ventajas de la evaluacion plaquetaria por citometria de flujo

1. Determinar de manera rapida caracteristicas especificas de un gran total de células

parea luego clasificarlas de forma individual.
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2. Permitir el analisis de la poblacion plaquetaria (activa o en reposo) de manera
individual dado que la gran mayoria de métodos estan disefiados para analizar tasas

de activacion y/o actividad plaquetaria media.

3. Evitar los sesgos derivados de la posible deteccion de plaquetas activas ex vivo al

realizar una fijacion inmediata de la muestra plaquetaria antes de su manipulacion.

4. Elrequerimiento de pequenas cantidades de muestra que pueden comprender:

suspension de plaquetas lavadas, sangre entera o plaquetas filtradas en gel.

Desventajas de la evaluacion plaquetaria por citometria de flujo

1. Costo del equipo (citdmetro de flujo).

2. Baja disponibilidad de equipos en laboratorios de investigacion basica o centros de

baja complejidad.

3. Imposibilidad de cuantificar de manera absoluta la totalidad de antigenos detectados

por citometria de flujo.

4. Ladificultad en la deteccion de plaquetas y su distincion de la zona de ruido de
fondo o “debris” esta es una dificultad que ha podido sortearse con equipos mas
actualizados cuya resolucion y amplificacion logaritmica es superior en

comparacion a los equipos mas antiguos. *3

45



Agregometria plaquetaria

Histéricamente se conoce que la técnica para evaluacion de la agregacion o agregometria
plaquetaria inici6 en la década de 1960 cuando Born y O’Brien describieron lo que se
considerd un proceso revolucionario para la época y consistente en una técnica para la
estimacion cinética de la agregacion de las plaquetas a través de la turbidometria
(entendiéndose esta como la medicion de la densidad optica del plasma) empleando un haz

de luz.

De manera més detallada el procedimiento consiste en la centrifugacion inicial de sangre
total a una velocidad de 100 revoluciones por minuto durante 15 minutos, obteniendo
posteriormente plasma rico en plaquetas; una vez obtenido este producto, se coloca en un
contenedor o recipiente a temperatura de 37°C en medio de una fuente de luz y una celda
solar la cual se encargara de medir la luminiscencia del plasma. Adicionalmente se preparara
en otro recipiente, una muestra de plasma pobre en plaquetas obtenida mediante
centrifugacion rapida a 3000 revoluciones por minuto. Con esta segunda muestra se
establecera la calibracion de la trasmision de la luz a través del plasma claro (este Gltimo se
ajusta al 100% mientras que en el caso del plasma rico en plaquetas se ajusta a 0% (Figura

7)_49
A
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Figura 7: Seccion A: Calibracion del agregometro plaquetario con plasma pobre en
plaquetas (100% de transmision de luz) y rico en plaquetas (0%), Seccion B: porcentaje de
agregacion plaquetaria en funcion de la transmision de luz a través del recipiente.

Tomado de: Gémez-Gémez Brenda, Rodriguez-Weber Federico Leopoldo, Diaz-Greene Enrique Juan.
Fisiologia plaquetaria, agregometria plaquetaria y su utilidad clinica. Med. interna Méx. [revista en la Internet].
2018 Abr; 34( 2 ): 244-263. Disponible en: http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0186-
48662018000200007&Ing=es.

Una vez se cuenta con las preparaciones de plasma y habiendo realizado el proceso de
calibracion, se debera agregar en la muestra a analizar un agonista plaquetario (colageno,
epinefrina, acido araquiddnico, trombina, ristocetina o ADP) con el cual se buscara obtener
un efecto agregante sobre las plaquetas lo que al final resultard en una disminucion de la

turbidez del plasma aumentando con ello la transmision de luz.
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Dicha transmision es detectada y registrada en relacion al tiempo trascurrido entre la adicion
del agonista plaquetario y el porcentaje de agregacion obtenido; Se deberia obtener (en el
caso de plaquetas normales) una relacion directamente proporcional entre el nivel de

agregacion con una mayor transmision de luz.

Para efecto de estudios en la practica clinica diaria se emplean diferentes concentraciones de
los agonistas plaquetarios antes mencionados con la finalidad de evaluar la respuesta
plaquetaria clasica (cambio inicial de la conformacion plaquetaria previo a la formacion de
agregados) asi como la agregacion primaria y secundaria. Esto permitiria la deteccion de
trastornos plaquetarios (asi como presencia de posibles inhibidores) en funciéon de la

evaluacion y resultados obtenidos del patron de agregacion de las plaquetas (Figura 8).4%°

CONDICION RISTOCETINA COLAGENO  ADP primario ADP

secundario
Trombastenia
de Glanzmann
Sindrome de
Bernard-
Soulier
Enfermedad
de Von
willebrand
Sindrome de

plaquetas

grises

N: normal, D: disminuida, V: variable, SR: sin respuesta

Figura 8: Parametros de la Agregometria plaquetaria para identificar enfermedades

relacionadas con la agregacion plaquetaria.
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Conteo plaquetario por coulter

El contador coulter es un dispositivo desarrollado por Wallace H Coulter en 1947, cuyo
principio de accion es el paso de la muestra a analizar a través de microcanales que conectan
2 camaras (las cuales contienen en su interior una solucion electrolitica) y sobre las cuales

hay aplicada una diferencia de potencial (Figura 9).%!

Figura 9: Principio de funcionamiento de un coulter de particulas.

Tomado de: https://www.beckman.mx/resources/technologies/flow-cytometry/history/coulter-principle
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Una vez que la muestra pasa de una camara a la otra arrastra con ella particulas en suspension
que una vez que atraviesan el microcanal generan cambio en la resistencia del liquido; estos
cambios en la resistencia eléctrica son detectados por el dispositivo (coulter) y en funcion de
tales registros se puede realizar un conteo del numero y clasificacion por tamafio de particulas

presentes en un volumen determinado de muestra liquida.

De esta manera se puede determinar la importancia de su aplicacion clinica en el conteo de
células sanguineas (globulos rojos, blancos y plaquetas) ademas de otros componentes

celulares como particulas virales y bacterias.>?
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Capitulo 3

Situacion Problema

A partir de informes establecidos por la organizaciéon Panamericana de la salud (OPS) se
estima que en el ano 2014 en Latinoamérica se trasfundieron un total de 7.3 millones de
unidades de hemocomponentes de los cuales 1.4 millones (19%) correspondié a unidades de

plaquetas.”!

En referencia al mencionado hemocomponente, al tratarse de un producto bioldgico requiere
el cumplimiento de ciertos protocolos que aseguren su adecuada manipulacion y
conservacion a fin de evitar situaciones adversas que puedan comprometer la integridad de

los concentrados siendo el caso mas comun, la contaminacion bacteriana.

Sin embargo, es conocido que bajo las condiciones de almacenamiento y conservacion
estandar (requerimiento de agitacion constante a temperatura entre 22 y 24°C), el tiempo
medio de sobrevida de un concentrado plaquetario es de 5 a 7 dias, lo que constituye una
limitante ya que tales procedimientos no pueden garantizar una duracion significativa en el

tiempo para el producto obtenido.>

Esto significa que los concentrados plaquetarios que no sean usados durante el lapso de
sobrevida descripto anteriormente y por tanto deban ser descartados terminaran
representando grandes pérdidas en términos de indole presupuestal como consecuencia de la

forma subdptima en que este recurso es aprovechado.

Lo anterior representaria desde el punto de vista monetario un coste considerable si tenemos

en cuenta que un gran porcentaje del presupuesto destinado a gastos sanitarios debe derivarse
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al funcionamiento de los servicios de hemoterapia o bancos de hemoderivados para la
fabricacion mantenimiento y frecuente recambio de sus productos como consecuencia de su

poca vida 1til (para el caso particular de los concentrados de plaquetas).

Segun datos aportados por la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), para la
obtencion de hemoderivados se debe tener presente los costos generados de su produccion,
los cuales varian segin cada pais teniendo como base algunas condiciones entre las cuales se
mencionan: la planta fisica, ndmina de personal capacitado, recursos tecnologicos y afluencia

de donantes.

Es asi que por ejemplo mientras en Republica Dominicana el costo medio de una unidad de
hemocomponentes (siendo los principales Globulos Rojos y Plaquetas) ronda los 37 ddlares,
en paises como Colombia, Paraguay y Chile cuestan en media 32, 25 y 20 dolares

respectivamente.>*

Desde el contexto nacional se han tomado en consideracion las dificultades que supone el
trasporte de este hemocomponente bajo las condiciones de conservacion descritas
anteriormente hacia instituciones de salud ubicadas en regiones apartadas de la capital federal
o capitales provinciales con lo cual el acceso a este recurso terapéutico permanece en la
actualidad fuera del alcance de la poblacion residente en localidades distantes de los cascos

urbanos.

Ahora bien, bajo la perspectiva local en el hospital Britanico de Buenos Aires (Afio 2022) se
producen en media 96 concentrados mensuales de plaquetas entre unidades de plaquetas
convencionales y obtenidas por aféresis, si tomamos en cuenta que por cada unidad se estima
un presupuesto de $ 8170 pesos argentinos (AR) y por cada concentrado de aféresis $§ AR
28000, el coste mensual para la obtencion de plaquetas oscila entre $AR 784320 y $ 2688000;
esto sin tomar en cuenta otros factores como: el requerimiento de donantes en forma continua,

logistica y costes de mano de obra.
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Esta situacion permitiria deducir que de lograr prolongar la sobrevida de los concentrados de
plaquetas a 14 0 21 dias se estimaria por una parte la reduccion del presupuesto de produccion
entre 25y 50%, asi como también garantizar una mayor disponibilidad del hemocomponente
en la institucion con lo cual el beneficio es extensible a los usuarios que por su condicion

clinica requieran acceder a este recurso en forma oportuna.

Impacto de la Pandemia por COVID-19 en la obtencion de hemocomponentes

Uno de los factores que motivo el disefio y puesta en marcha de esta investigacion fue el
déficit global de hemocomponentes a consecuencia de la pandemia asociado a al virus

Sarscov2 o COVID-19.

Lo anterior se fundamento en el temor colectivo generado por la gran cantidad de contagios
y decesos derivados de tal enfermedad, lo que condiciond de manera importante la
disponibilidad de donantes que decidian acudir a los distintos centros de hemoterapia en el
mundo; muchos de ellos lejos de obedecer a una iniciativa propia o altruista se enfrentaban
al dilema de ser la Unica alternativa disponible por cuanto para ese momento familiares o
personas cercanas a ellos fungian como pacientes en alguna unidad hospitalaria y requerian

con urgencia algin hemocomponente en particular.>

También es conveniente agregar que la situacion de confinamiento y las limitaciones al libre
desplazamiento constituyeron inconvenientes para las personas que habitualmente servian

como donantes voluntarios.

Por otro lado, las condiciones reinantes durante el periodo de pandemia derivaron en la
cancelacion de eventos publicos y campanas de donacion que en cierto modo influian
regularmente en la concientizacion de las personas y con ello en la afluencia de futuros

donantes.
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Es de publico conocimiento que el adecuado abastecimiento de los distintos servicios de
hemoterapia y/o bancos de sangre influyen potencialmente en la calidad de atencion en salud
brindada por las diferentes instituciones tomando en cuenta que el tratamiento con
hemocomponente (como ya se habia anunciado anteriormente) no estd supeditado
exclusivamente a pacientes del servicio de hematologia y oncologia, sino que su utilidad

varia entre las distintas especialidades en salud.

Sumado a lo anterior y como ya se ha abordado de manera parcial en este trabajo, los
diferentes componentes sanguineos (entre ellos glébulos rojos y plasma fresco congelado)
cuentan con una vida media de conservacion de 3 meses para el primero y hasta un afio (bajo

congelacion) para el segundo.

En el caso de las plaquetas la situacion suele ser mas alarmante, tomando en cuenta que la
vida media de conservacion bajo las condiciones estdindar de un banco de sangre es
significativamente mas corta que el plasma y los glébulos rojos, lo que en definitiva ha
determinado que este estudio haya enfocado sus esfuerzos a buscar alternativas para
prolongar el tiempo de conservacion de este componente, siendo esta una forma de aportar

en su momento a paliar las consecuencias establecidas por la emergencia sanitaria.

3.1 Principio de Criopreservacion y la probabilidad de su aplicacion en la

conservacion plaquetaria

Ambito Historico

En esencia, la criopreservacion se define como la capacidad de conservar a través de técnicas
de congelacion la viabilidad y en lo posible la funcionalidad del componente sometido a tal
procedimiento: para ello requiere conjuntamente del uso de compuestos que eviten el dafo

potencial que pueda generar la acumulacion de depdsitos de hielo (esencialmente en
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membranas y/o organelas celulares vitales) y asi no comprometer la sobrevida y

funcionalidad del producto criopreservado.

Aunque de manera accidental, el primer proceso de criopreservacion exitosa fue llevado a
cabo en 1949 por Christopher Polge y colaboradores al haber agregado accidentalmente
nitrégeno liquido a muestras de esperma de gallo tratadas con glicerol (descubriendo que al
calentarlas a 37°C recuperaban su movilidad), historicamente las primeras investigaciones
evocadas al empleo de esta revolucionaria técnica para su aplicacion en medicina se remontan

a la década de los 50’s. *°

Audrey Smith implementd el uso de sustancias crioprotectoras, como el glicerol para la
conservacion de globulos rojos al explicar que el efecto protector de este derivado del alcohol
se debia a la posibilidad de conservar la integridad de la membrana del glébulo impidiendo
asi que la misma sufriese alglin tipo de ruptura por la entrada de depdsitos de hielo o por
efecto de los cambios de presion una vez que los globulos congelados se sometieran al

proceso de descongelacion a temperatura ambiente para evaluar su viabilidad.

En 1959, Lovelock y Bishop describieron el uso de dimetilsulféxido como criopreservante

al demostrar que poseia mayor permeabilidad frente al glicerol para muchos tipos de células.

Por su parte Mazur y colaboradores presentaron en 1972 la "hipotesis de dos factores" para
describir las relacion entre las tasas de enfriamiento (principalmente en funcién de los
tiempos y velocidad empleados para la congelacion) y la supervivencia , explicando una
mayor proporcion de componentes inviables al ser sometidos a procesos de enfriamiento
lentos , o en otros casos la presencia de hielo intracelular letal presente a altas velocidades
de enfriamiento ( sobre todo cuando se empleaban sustancias criopreservantes diferentes del

DMSO) . %’
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En 1980 Fahy y colaboradores documentaron una novedosa estrategia de vitrificacion para
la preservacion celular en la que concentraciones cercanas a 8 molares de una mezcla
crioprotectora podian titularse sobre un gradiente de concentracién para crear un medio
carente en su totalidad de hielo logrando asi mantener intacta la membrana celular de los

organismos o de los componentes sometidos a criopreservacion.>®>’

Aplicacion en la preservacion de plaquetas

Se han desarrollado diferentes estrategias a fin de aumentar la vida util de las plaquetas. Por
ejemplo, métodos de criopreservacion utilizando diferentes tipos de soluciones durante la

técnica de conservacion.

Si bien los primeros trabajos con plaquetas criopreservadas fueron realizados en la década de
1950 por Klein y colaboradores; fue en 1963 cuando Djerassi y Pfisterer mediante sus
investigaciones plantearon el uso de soluciones aditivas a base de azucares (dextrosa, lactosa

y maltosa) asi como dimetilacetamida y Dimetilsulfoxido (DMSO) %,

Respecto de este tltimo componente, si bien se conocid que tanto el recuento de plaquetas
criopreservadas, asi como su funcionalidad representaban en media 50% de los valores
reportados en comparacion con las plaquetas almacenadas en la forma convencional Valeri
y colaboradores demostraron que las plaquetas preservadas con solucion de DMSO al 6% y
congeladas a -80°C tenian mejor efecto en la reduccion del sangrado respecto de su

contraparte conservadas convencionalmente. !

En detalle la técnica considera los siguientes pasos:

e Obtener un concentrado con plaquetas de aféresis contenidas en un volumen total de
solucion de 200 ml al cual se afiadirdn 75 ml de solucion de DMSO al 25% en NaCl
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al 0.9%, mediante conector estéril dando como resultado una concentracion final de

DMSO al 6% por cada concentrado de plaquetas.

e Centrifugar el total obtenido durante 20 min, mediante centrifugado suave.

e Eliminar el sobrenadante obteniendo un producto final entre 13-15 ml que contiene

las plaquetas que seran criopreservadas.

e Llevar el producto obtenido a un congelador para ser preservado a -80 ° C.

Revisiones de la literatura, recientemente han descripto que el almacenamiento en frio y la
criopreservacion de las plaquetas podria facilitar la extension de la vida util a semanas y afios,
y también pueden proporcionar el beneficio de ser mas eficaces desde el punto de vista

hemostatico que las plaquetas almacenadas convencionalmente.

Eker I, Yilmaz S y col demostr6 que los concentrados plaquetarios de aféresis (APC) de 20
donantes almacenados durante 1 dia y criopreservadas con un 6% de dimetilsulféxido a -80
°C al ser descongelados presentaron mejor actividad sin embargo disminuyd su viabilidad.
Otro protocolo donde se evaluaron diferentes tiempos y temperaturas de criopreservacion,

demostré que la funcionalidad de las plaquetas mejora luego de ser criopreservadas.>

A raiz lo expuesto anteriormente nos hemos dado a la tarea de investigar mas a fondo esta
situacion problema llevandonos a plantear como probable solucion a estas circunstancias la
creacion de un protocolo de conservacion de concentrados de plaquetas fundamentado en el
principio de la criopreservacion asociado a un modelo de solucion criopreservante (tomando
como referencia las diferentes soluciones propuestas para criopreservacion) para evaluar si
el mismo permite prolongar en el tiempo la sobrevida util del producto sometido a esta
técnica de conservacion tomando como punto importante la disponibilidad de los recursos

necesarios para su aplicacion en nuestra institucion.
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Justificacion y accion posterior: Comunicar los resultados en revistas de difusion médica

mostrando los resultados in vitro como un aporte a futuros y posibles trabajos in vivo.

3.2 Hipotesis

Mediante la criopreservacion es posible prolongar hasta 4 veces el tiempo de sobrevida de
las plaquetas, en comparacion a aquellas conservadas bajo el método convencional,

manteniendo una viabilidad igual o mayor al 50%.

Existe una relacion directa entre el tiempo de sobrevida, viabilidad y funcionalidad de las

plaquetas criopreservadas en funcion del modelo de solucion crioprotectora empleada.

3.3 Objetivo principal

e Evaluar la efectividad de la criopreservacion para prolongar la sobrevida vy
conservar la viabilidad y funcionalidad plaquetaria, tomando como comparador a

las plaquetas conservadas en forma convencional.

3.3a Objetivos especificos

e (alcular el recuento de plaquetas obtenido de las alicuotas preservadas segun el

modelo de conservacion asignado a los 7, 14 y 28 dias post congelacion.
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Identificar la viabilidad in vitro de las plaquetas dentro del lapso de tiempo antes

mencionado, en funcion del modelo de criopreservacion asignado.

Evaluar la funcionalidad de las plaquetas criopreservadas durante el periodo

preestablecido en el estudio de acuerdo al modelo de conservacion empleado.

Identificar entre modelos de criopreservacion propuestos en esta investigacion, cual
se relaciond con mayor sobrevida, viabilidad y funcionalidad de este

hemocomponente.
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Capitulo 4

Materiales y métodos

4.1 Diseno

Se realizé un estudio prospectivo ciego (quienes evalten viabilidad y funcionalidad de las

plaquetas no sabran los tiempos de criopreservacion ni la concentracion del criopreservante).

Se incluyeron alicuotas de plaquetas con grupo y factor A+, A-, B+, B-, AB+, AB-, O+y O-
obtenidas de aquellas personas que asistieron al centro de hemoterapia en calidad de donantes
voluntarios y que a su vez manifestaron su decision de participar de este protocolo mediante

la firma de un consentimiento informado disefiado a tal fin.

Para formar parte del estudio, las muestras colectadas debieron cumplir ademas con la

totalidad de los criterios de seleccidn mencionados a continuacion:

4.2 Criterios de inclusion

Fueron incluidos en este estudio, concentrados provenientes de donantes mayores de 18 afios
que cumplan con los requisitos establecidos por la ley 22990 para la donacion de sangre y
hemocomponentes, en quienes se pudo colectar un nimero de plaquetas mayor o igual a 3,3

x10'!" en un volumen de 200 ml (equivalente a 1650 x 10° por litro).

4.3 Criterios de exclusion

Fueron excluidos de la investigacion aquellos concentrados de plaquetas que presentaron

alguna de las siguientes caracteristicas:
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Concentrados que no hayan cumplido la totalidad de estandares exigidos para su uso en seres

humanos o que para el momento del estudio haya pasado mas de 24 horas desde su obtencion.

4.4 Clasificacion de la muestra

Una vez seleccionados los participantes del estudio, el total de las plaquetas colectadas por
cada uno de ellos fue obtenido tomando en cuenta la guia de procedimientos que se

mencionara a continuacion:

4.4a Procedimientos a realizar al grupo de donantes

El proceso de entrevista, toma de consentimiento informado y obtencion de plaquetas para
cada potencial donante estuvo a cargo de un colaborador de la investigacion acreditado como

técnico en hemoterapia.

Para el procedimiento debid contar previamente con todos los elementos de proteccion
personal (EPP) estipulados por la institucion para la obtencion y manipulacion de
hemocomponentes. A todos los donantes le fueron realizados los siguientes exdmenes

serologicos y de laboratorio:

e Serologia para HIV (anticuerpos para HIV 1 y 2, Antigeno p24)
e Antigeno de superficie y anticore para Hepatitis B

e Anticuerpos totales para Hepatitis C

e VDRL

e Serologia para HTLV I/II por ELISA

e Serologia para Chagas por hemaglutinacion y ELISA

e Serologia para Brucelosis IGG e IGM por ELISA
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También se realizé determinacion de grupo y factor.

La obtencion de plaquetas se realiz6 mediante aféresis usando el separador de células Trima

ACCEL, version 7,0 marca TERUMO BCT.

Se obtuvo un total minimo de plaquetas de 3,3 x10'! en un volumen de 200 ml, (o su

equivalente 1650 x 10°/L) para cada donante.

El ingreso y egreso del producto se realizoé seglin el protocolo de colecta y transfusion de
hemocomponentes del Hospital Britdnico de Buenos Aires disponible en sistema informatico

y sera consignado en la historia clinica del hospital.

De cada bolsa, se tomaron 3 ml los cuales seran almacenados en criotubos de pléstico
estériles una vez les sea afnadida la solucidn criopreservante. Dichas alicuotas seran

distribuidas de manera aleatoria en cada uno de los 4 grupos descritos a continuacion:

I. Grupo 1 (S1)

Estuvo conformado por alicuotas de 3 ml cada una, a los cuales se agregd una solucion
compuesta por: 0.4 ml de albiumina al 20% marca UNC y 0,6 ml obtenidos de la siguiente
mezcla (1,4 ml de Dimetilsulféxido (DMSO) al 100% y 4 ml de Dextrosa al 5%).

Posteriormente se sometieron a congelacion rapida a -80°C.

I1. Grupo 2 (S2)

Estuvo conformado por alicuotas de 3 ml cada una, a los cuales se agregd una solucion

compuesta por: 1ml obtenido de la siguiente mezcla (0.8 ml de Dimetilsulfoxido (DMSO) al
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100% y 4 ml de cloruro de sodio al 0,9%). Posteriormente fueron sometidos a congelacion

rapida a -80°C.

III.  Grupo 3 (S3)

Estuvo conformado por alicuotas de 3 ml cada una, a las cuales se agregd una solucién
compuesta por: Iml obtenido de la siguiente mezcla (0.8 ml de Dimetilsulfoxido (DMSO) al

100% y 4 ml de Dextrosa al 5%). Posteriormente fueron sometidos a congelacion rapida a -

80°C.

Para todos los grupos anteriores una vez sometidos a congelacion, se seleccionaron al azar
tres alicuotas de plaquetas de cada grupo para ser descongeladas y analizadas a los 7, 15 y

28 dias respectivamente.

Se us6 como referente para la comparacion de resultados un grupo de alicuotas de 3ml cada
una, conservados a 22°C bajo agitacion constante durante 5 dias denominado ahora (Grupo

Control)

4.4b Técnica para la descongelacion de las plaquetas criopreservadas

1. Retirar del congelador la alicuota criopreservada.

2. Introducir el concentrado criopreservado en un bafio térmico a 37 °C durante 15

minutos.

3. Una vez descongeladas el tiempo maximo estipulado para su utilizacion en las

evaluaciones de viabilidad y funcionalidad fue de 1 hora.
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4.5 Instrumentos de medicion

I. Sobrevida y Viabilidad

Se evalu6 mediante el recuento plaquetario efectuado por camara de neubauer, procesando
50 microlitros de cada muestra de plaquetas en dilucion de 1/100 con solucion fisioldgica;
dicho recuento fue corroborado ademds mediante un contador hematolégico automatico

(Sysmex XN-550 Toa Medical) (Figura 10).

Figura 10: Vista de plaquetas distribuidas en una camara de Neubauer (cortesia autor)

También se tomaron en cuenta la medicion del pH de las plaquetas criopreservadas luego de
ser descongeladas (valores esperables entre 6,4 y 7,4) y la inmunofenotipificacion de las
plaquetas mediante citometria de flujo (CMF) de 8 colores FACS-Canto II marca Becton
Dickinson Pharmingen, utilizando anticuerpos fluorescentes murinos conjugados CD41

mouse-anti human (Gp IIb) ID3674 y CD61 mouse-anti human (GP IIla) ID 3690
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fluoresceina 5 isotiocianato (FITC) marca Becton Dickinson Pharmingen™, asi como
CD42a mouse-anti human (Gp IX) picoeritrina (PE) V IP-34 marca Becton Dickinson

Pharmingen™.

I11. Funcionalidad

Se evaluo a partir de la inmunofenotipificacion de las plaquetas mediante citometria de flujo
(CMF) utilizando anticuerpos fluorescentes CD41, CD42a y CD62P mouse-anti human (P-
Selectina) ID 6403 fluoresceina 5 isotiocianato (FITC) marca Becton Dickinson

Pharmingen™.

Estimulacion con ADP: Se utilizd6 como medio de reacciéon un Tampodn regulador Hepes
(Tampon Hepes-Mg): Hepes 10 mM, NaCl 145 mM, KCI 1 mM, MgSO 4 1 mM, pH 7.4 La
estimulacion se realizé con ADP Reagent (Helena Laboratories Beaumont) liofilizado que se

reconstituy6 con agua destilada para lograr una solucion de 1 mM.

Agregacion plaquetaria: Se evalu6 a partir del porcentaje de agregacion obtenido tras la
estimulacion del producto conservado con trombina segliin la siguiente metodologia: se
lavaron 500 pL de cada alicuota de plaquetas con solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) de pH 7,4 hasta una concentracion de 1: 10 se obtuvo y se estimulé con trombina
bovina 1 nM. La lectura se realiz6 utilizando un agregador de plaquetas Chromo-Log modelo

490 a una densidad optica de 620 nm.

Tanto el analisis de viabilidad como la funcionalidad del producto criopreservado fue llevado
en el laboratorio de analisis bioquimico del hospital Carlos G. Durand de la ciudad autonoma
de Buenos Aires a donde fueron transportadas las muestras siguiendo las normas de

bioseguridad estipuladas para el transporte de material bioldgico estipuladas en el “Manual
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de Calidad y Procedimientos para el Transporte de Muestras Bioldgicas para Diagndstico”

del ministerio de salud.

4.6 Variables en la investigacion

Las variables evaluadas en el presente trabajo de investigacion fueron:
e Recuento de plaquetas obtenidas previo a la congelacion
e Recuento de plaquetas obtenidas post congelacion
¢ Funcionalidad de las plaquetas obtenidas post congelacion
e Edad y sexo de los donantes

e Fecha en que se realizo la obtencion de plaquetas de los donantes

4.7 Analisis estadistico

Los datos se almacenaron en una base de datos Excel 2018 (la cual quedara almacenada en
un ordenador del hospital) y fueron analizados mediante el programa estadistico R-studio o

Graph pad 7.01.

Para el andlisis de las variables categéricas se usaron frecuencias absolutas y porcentajes
mientras que para las variables numéricas se emplearon medidas de tendencia central y su

dispersion.

Las variables continuas fueron expresadas como mediana e intervalos intercuartilos y las

variables cualitativas serdn expresadas en porcentaje. Se determinaron las diferencias entre
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los grupos de solucion criopreservante utilizando ANOVA vy test de comparaciones

multiples.

4.8 Analisis de factibilidad del estudio

4.8a Factibilidad operativa

Durante la realizacion del procedimiento para la obtencion de plaquetas del donante,
descripto previamente en la seccion “clasificacion de la muestra” se deben tener en cuenta
ademas los lineamientos de seguridad propuestos para este tipo de procedimientos, realizados

en forma rutinaria dentro de las instalaciones del hospital.

Lineamientos de seguridad para el donante de plaquetas:

Efectos adversos (EA) asociados al procedimiento (aféresis): Los efectos adversos durante

el procedimiento incluian:

e Sangrado o hematoma en el sitio de colocacion del catéter venoso periférico
e Hipotension arterial transitoria

e Hipocalcemia con manifestaciones clinicas asociadas (parestesias en extremidades,

cara o labios)
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Procedimientos considerados para la prevencion y manejo de EA asociados a la aféresis

Se realiz6 fijacion del sitio de colocacion del catéter venoso con parche adhesivo para
evitar su desplazamiento. Una vez finalizado el procedimiento se realizd6 compresion local
sobre el area de puncion y posterior cubrimiento del sitio con gasa y adhesivo
antialergénico el cual se mantuvo durante al menos 60 minutos contados a partir del

momento de colocacion.

En caso de hipotension arterial asociada a sintomas clinicos (mareo persistente, cefalea,
astenia), la conducta a seguir era la suspension del procedimiento y dar aviso al médico
encargado del sector quien evaluaria la situacién para definir la continuidad del

procedimiento o su finalizacion.

En caso de hipocalcemia sintomatica, se considerd la administracion de gluconato de calcio
al 10% 10 ml endovenoso y asi como la reduccidén de la velocidad del procedimiento de

aféresis.

4.8b Factibilidad ética y legal

Para el presente trabajo no se realizaron procedimientos fuera de los ya establecidos para la

préctica de aféresis plaquetaria seglin el protocolo del hospital Britdnico de Buenos Aires.

Por otra parte, el presente protocolo fue evaluado y aprobado por el comité cientifico y de
revision institucional quien estara a cargo de supervisar el cumplimiento del mismo, asi como
de garantizar que bajo ninguna circunstancia se incurra en la violacion de la normativa
internacional propuesta para la investigacion empleando muestras biologicas. También se

garantiz6 la proteccion de datos a cada una de las personas que participaron del estudio.
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La investigacion se encuentra inscripta en el registro de ensayos clinicos de la biblioteca
nacional de medicina de los Estados Unidos (https://www.clinicaltrials.gov) bajo el codigo

de identificacion: NCT04754841.
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Capitulo 5

Resultados

Durante el periodo comprendido entre Agosto de 2021 y Enero de 2022 fueron reclutados 84

donantes escogidos al azar en forma aleatorizada.

Un total de 72 cumplieron con los criterios de inclusion para entrar en el estudio, 79%
correspondieron a donantes masculinos con una edad media de 31,6 + 12 afios y el 21%
restante correspondid a donantes de sexo femenino con edad media de 52 + 2 afios (Figura
11); por cada uno de los concentrados obtenidos se extrajo una alicuota siguiendo el

procedimiento indicado en la seccion “materiales y métodos”.

TOTAL DE MUESTRAS POR GENERO

B MASCULINO mFEMENINO m m

Figura 11: Clasificacion de las muestras por género de los donantes
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18 alicuotas fueron asignadas al grupo control; el recuento plaquetario medio fue de 1934 +
0,5 x 10° /L con una viabilidad de100%, asi mismo la totalidad de ellas presentaron pH de

7.0 y volumen plaquetario medio de 11+ 0,1 fl.

El 99% de las plaquetas analizadas marcaron positivo para CD41 con inmunofluorescencia
(IFM) media de 5148, mientras el 98.5% marcaron para CD61 (IFM media 3750) y 96,5%
(IFM media 9857) para CD42 (Figura 12).

Respecto al andlisis de marcacion con P-Selectina (CD62P) el 3,4% de las plaquetas en
reposo reportaron marcacion positiva (IFM 65); luego de ser estimuladas con ADP dicho
porcentaje aument6 a 50,1% (IFM media 348). El porcentaje de agregacion fue del 99%,

iniciando su actividad 30 s después de ser estimulado con trombina.

El resto de alicuotas recolectadas fueron separadas en conjuntos de 18 unidades y asignadas

a los grupos 1, 2 y 3 cuyo analisis en el tiempo se describe a continuacion (Tabla 2).

A

k411 PEF COMNTREOL-41

|||||||| -I |||||||| T |||||||| T |||||||| T
10 10 n* 103

71



k3 S0LT1 ASF-H

o

bA4 SOL 2 SFC-AT

D

M SOL 3 DXT-41

i

?4

1

S5C-A

o

S5C-A

lellllws

IIIII”l T |||||||9 T I““‘L T II""l T T ||||||I TT |||||I. T |||||||| TT ||||||I T
10 10 1d 10 102 10 10" 1%
FE-4, FSic-4

Figura 12: Identificacion de plaquetas por citometria de flujo (CMF): Para ello se tomaron
como ejemplos la identificacion realizada a las plaquetas del grupo control (A) asi como a

los grupos 1 2y 3 (B, C YD) al dia 7 post congelacion.

5.1 Evaluacion al dia 7 post congelacion

Fueron analizadas 18 alicuotas de las cuales 33.3% (6) pertenecian al grupo 1, 33,3% al grupo

2y 33,3% al grupo 3 respectivamente.

En el grupo 1 el recuento plaquetario medio luego de ser descongeladas fue de 1844,3 =102
x 10° /L; todas las alicuotas evaluadas reportaron un pH de 7.0, viabilidad del 98% y el VPM
fue de 12,4 + 1,4 fl.

El 97,3 % de las plaquetas analizadas marcaron positivo para CD41 (IFM media de 5393),
el 96,7% marcaron para CD61 (IFM media 4017) y 93,2% para CD42 (IFM media 14821).

En el andlisis de marcacion con P-Selectina (CD62P) el 8,2% de las plaquetas en reposo
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reportaron marcacion positiva (IFM media 156); luego de ser estimuladas con ADP el

porcentaje fue 7,4% (IFM media 156).

El porcentaje de agregacion fue del 90%, iniciando su actividad 3 segundos después de ser

estimuladas con trombina.

Para el grupo 2 el recuento plaquetario medio luego de ser descongeladas fue de 1856 + 76
x 10° /L; todas las alicuotas evaluadas reportaron un pH de 7.0 y viabilidad del 96% mientras

que el VPM fue de 15+ 0,1 fl.

El 98,4 % de las plaquetas analizadas marcaron positivo para CD41 (IFM media 5482), por
su parte el 97,2% marcaron para CD61 (IFM media 4026) y 91% para CD42 (IFM media
15538). En el andlisis de marcacion con P-Selectina el 3,5% de las plaquetas en reposo
reportaron marcacion positiva (IFM media 109); luego de ser estimuladas con ADP el

porcentaje fue 3,7% (IFM media 109).

El porcentaje de agregacion fue del 98%, iniciando su actividad 2 segundos después de ser

estimuladas con trombina.

Respecto al grupo 3, el recuento plaquetario medio luego de ser descongeladas fué de 1752
+ 226 x 10° /L; todas las alicuotas evaluadas reportaron un pH de 7.0, viabilidad de 95% y
el VPM fue de 13,6 + 0,3 fl.

El 98 % de las plaquetas analizadas marcaron positivo para CD41 (IFM media 5479), el
98,3% marcaron para CD61 (IFM media 3788) y 92,1% para CD42 (IFM media 15870). En
el analisis de marcacion con P-Selectina el 11,2% de las plaquetas en reposo reportaron
marcacion positiva (IFM media 140); luego de ser estimuladas con ADP el porcentaje fue

9,8% (IFM media 140).
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El porcentaje de agregacion fue del 89%, iniciando su actividad 2 segundos después de ser

estimuladas con trombina. (Figura 13).

5.2 Evaluacion al dia 14 post congelacion

Fueron analizadas 18 alicuotas, distribuidas en partes iguales entre los grupos 1 al 3.

En el grupo 1 el recuento plaquetario media luego de ser descongeladas fué de 1722 + 238 x
10° /L; el pH promedio fue reportado en 7.0 = 0,1 con una viabilidad de 96%; asi mismo el
VPM fue de 12 £1,3 fl.

El 98,2% de las plaquetas analizadas marcaron positivo para CD41 (IFM media 4000), el
98,3% marcaron para CD61 (IFM media 2896) y 96% para CD42 (IFM media 10912). En el
analisis de marcacion con P-Selectina el 4,1% de las plaquetas en reposo reportaron
marcacion positiva (IFM media 61); luego de ser estimuladas con ADP el porcentaje fue 5%

(IFM media 76).

El porcentaje de agregacion fue del 88%, iniciando su actividad 3 segundos después de ser

estimulado con trombina.

Para el grupo 2 el recuento plaquetario medio luego de ser descongeladas fué¢ de 1649 + 215
x 10° /L; el pH promedio fue reportado en 7.0 + 0,1 con una viabilidad del 95%, mientras
que el VPM fue de 15+ 0,1 fl.

El 98,3 % de las plaquetas analizadas marcaron positivo para CD41 (IFM media 5886), por
su parte el 98,1% marcaron para CD61 (IFM media 4285) y 92.4% para CD42 (IFM media

17889). En el analisis de marcacion con P-Selectina el 3,5% de las plaquetas en reposo
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reportaron marcacion positiva (IFM media 118); luego de ser estimuladas con ADP el

porcentaje fue 3,8% (IFM media 131).

El porcentaje de agregacion fue del 98%, iniciando su actividad 3 segundos después de ser

estimulado con trombina.

Respecto al grupo 3, el recuento plaquetario medio luego de ser descongeladas fue de 1578
+ 223 x 10° /L; todas las alicuotas evaluadas reportaron un pH de 7.0 y una viabilidad de
94%; asi mismo el VPM fue de 12,9 + 0,1 fl.

El 94,7% de las plaquetas analizadas marcaron positivo para CD41 (IFM media 5752), el
94,3% marcaron para CD61 (IFM media 4177) y 91,4% para CD42 (IFM media 15352). En
el andlisis de marcacion con P-Selectina el 4,2% de las plaquetas en reposo reportaron
marcacion positiva (IFM media 113); luego de ser estimuladas con ADP el porcentaje fue

4,8% (IFM media 125).

El porcentaje de agregacion fue del 87%, iniciando su actividad 3 segundos después de ser

estimulado con trombina. (Figura 13).

5.3 Evaluacion al dia 28 post congelacion

Fueron analizadas 18 alicuotas, distribuidas en partes iguales entre los grupos 1 al 3.

En el grupo 1 el recuento plaquetario medio luego de ser descongeladas fué de 1602 + 374 x
10° /L; el pH promedio fue reportado en 7.0 + 0,1 con una viabilidad del 96% y el VPM fue
de 13,9 £ 0,05 fl.
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El 94,8 % de las plaquetas analizadas marcaron positivo para CD41 (IFM media 4971), el
95% marcaron para CD61 (IFM media 3802) y 88,3% para CD42 (IFM media 15982). En el
andlisis de marcacion con P-Selectina el 3,2% de las plaquetas en reposo reportaron
marcacion positiva (IFM media 111); luego de ser estimuladas con ADP el porcentaje fue

3,3% (IFM media 124).

El porcentaje de agregacion fue del 84%, iniciando su actividad 3 segundos después de ser

estimulado con trombina.

Para el grupo 2 el recuento plaquetario medio luego de ser descongeladas fue de 1438,6 +
429 x 10° /L; el pH promedio fue reportado en 7.0 + 0,1 con una viabilidad de 94%, mientras
que el VPM fue de 15 + 0,05 fl.

El 94,1 % de las plaquetas analizadas marcaron positivo para CD41 (IFM media 5429), por
su parte el 94,6% marcaron para CD61 (IFM media 3746) y 92% para CD42 (IFM media
16513). En el analisis de marcacion con P-Selectina el 2,9% de las plaquetas en reposo
reportaron marcacion positiva (IFM media 120); luego de ser estimuladas con ADP el

porcentaje fue 3% (IFM media 126).

El porcentaje de agregacion fue del 95%, iniciando su actividad 3 segundos después de ser

estimulado con trombina.

Respecto al grupo 3, el recuento plaquetario medio luego de ser descongeladas fue de 1406,6
+ 436 x 10° /L; el pH promedio fue reportado en 7.0 = 0,1 con viabilidad del 93% y el VPM
fue de 13,9 + 0,05 fl.
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El 94 % de las plaquetas analizadas marcaron positivo para CD41 (IFM media 5103), el
92,5% marcaron para CD61 (IFM media 3605) y 98,1% para CD42 (IFM media 15374). En
el andlisis de marcacion con P-Selectina el 1,8% de las plaquetas en reposo reportaron
marcacion positiva (IFM media 107); luego de ser estimuladas con ADP el porcentaje fue

2% (IFM media 113).

El porcentaje de agregacion fue del 95%, iniciando su actividad 3 segundos después de ser

estimulado con trombina. (Figura 13).

RCTO VIABILIDAD AGREGACION
PLAQUETAS (%) (%)

10°/L

Dia 7 Post-
Congelacion

S1 1844 + 102 98.0 97.3 96.7 93.2 90.0

S2 1856 + 76 95.0 98.4 97.2 91.0 98.0

S3 1752 + 226 94.0 98.0 98.3 92.1 89.0
Dia 14 Post-

Congelacion

S1 1722 + 238 96.0 98.2 98.3 96.0 88.0

S2 1649 + 215 95.0 98.3 98.1 924 98.0

S3 1578 + 223 94.0 94.7 94.3 91.4 87.0
Dia 28 Post-

Congelacion

s1 1602 + 374 96.0 95.0 94.8 88.0 84.0

s2 1438,6 + 94.0 94.0 95.0 91.8 95.0
429

s3 1326,5 * 93.0 94.0 92.0 97.8 82.0

Tabla 2: Recuento de plaquetas, niveles de marcacion para antigenos de membrana y

viabilidad en las plaquetas criopreservadas (Grupos S1, S2 y S3).
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MUESTRA GRUPO S3
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Figural3. Grafico representativo de la agregacion plaquetaria obtenida en el andlisis

individual de muestras de los grupos S1,S2 y S3.

5.4 Analisis comparativo de grupos

Al emplear el test de comparaciones multiples de Dunn’s con intervalo de confianza de 95%,
no se reportd diferencia estadisticamente significativa en el recuento plaquetario medio del
grupo control y el obtenido al dia 7 post congelacion en los grupos 1, 2 y 3 (Figura 14); asi
mismo no se obtuvieron diferencias significativas al comparar internamente los valores

informados por estos Ultimos grupos.
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Los resultados del recuento plaquetario obtenido en los dias 15 y 28 post congelacion,
mantuvieron una tendencia similar a la reportada en el dia 7, no evidenciando diferencias

significativas frente al grupo control ni en la comparacion entre grupos (Figura 15A y B).
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Figura 14: Recuento plaquetario al dia 7 post congelacion
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FiguralS: Recuento plaquetario al dia 15 (A) y 28(B) post congelacion
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Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en la marcacién con CD41, CD61
y CD42 entre el grupo control y el grupo 1 al dia 7 post congelacion (IC 95% test de Dunn'’s),
sin embargo, al comparar las mismas variables con el grupo 2, se reporté una diferencia

significativa de 5,4% en el porcentaje de marcacion para CD42 (p < 0,05).

En el grupo 3, la diferencia entre el porcentaje de marcacion para CD42a con respecto al

grupo control fue de 4,2%, siendo esta significativamente estadistica (p < 0,05) (Figura 16).
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Figura 16: Porcentaje de marcacion para antigenos de la membrana plaquetaria CD41 (A),

CD61 (B) y CD42a (C) al dia7 post congelacion.
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Al dia 14 post congelacion se reportaron diferencias significativas entre el porcentaje de
marcacion para CD41 y CD61 del grupo 3 con respecto al grupo control fue de 3,1% (p
<0,05), asi mismo hubo significancia estadistica en la diferencia de porcentajes para la
marcacion CD42a de los grupos 2 y 3 con respecto al grupo control (3,9 y 4,9% con p<0,05);
dicha diferencia se evidencid también frente a los valores obtenidos en el grupo 1 (2,1 y 3,1%
con p<0,05). Referente al porcentaje de marcacion para CD41 y CD61 no se reportaron

diferencias significativas entre los grupos 1 y 2 (Figura 17).
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Figural7: Porcentaje de marcacion para antigenos de la membrana plaquetaria CD41 (A),

CD61 (B) y CD42a (C) al dia 14 post congelacion.
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En el dia 21 post congelacion los porcentajes de marcacion reportaron diferencias

significativas para los 3 grupos en comparacion al grupo control.

Respecto al grupo 1, la diferencia fue de 3,6% (p<0,001) en la marcacion CD41, 2,9% (p
0,02) en la marcacion CD61 y 8% (p 0,02) en la marcacion CD42. En el grupo 2 la diferencia
fue de 4,3% (p<0,001) en la marcacion CD41 y 3,6% (p<0,05) en la marcaciéon CD61; no se
reportd una diferencia significativa en el porcentaje de marcacion CD42 frente a los

controles.

Finalmente, el grupo 3 report6 una diferencia con el grupo control de 4,4% (p<0,001) en la
marcacion CD41 y 5,7% (p 0,02) en la marcacion CD61 sin diferencia significativa en la

marcacion CD42 (Figura 18).

Al comparar los grupos 1, 2 y 3 se obtuvieron diferencias significativamente estadisticas en
el porcentaje de marcacion para CD61 entre el grupo 1 y el 3 (2,8%; valor de p 0,02), asi
como en el porcentaje de marcacion para CD42 entre el grupo 3 y el 1 (9,8%; valor de p

0,02).
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Figura 18: Porcentaje de marcacion para antigenos de la membrana plaquetaria CD41 (A), CD61

(B) y CD42a (C) al dia 28 post congelacion.
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Capitulo 6

Discusion

Desde la realizacion de los primeros estudios enfocados en investigar la viabilidad de las
plaquetas criopreservadas, se han publicado varios trabajos en los cuales se hace una
descripcion de los diferentes cambios que desde el punto de vista morfologico y fisioldgico

caracterizan a las plaquetas sometidas a congelacion.

Trabajos como el de Six y colaboradores en 2020 han podido determinar que, en su mayoria,
las plaquetas criopreservadas presentan aumento del volumen plaquetario medio, algo que
concuerda con los resultados obtenidos en el presente estudio ya que se pudo notar como en
las plaquetas criopreservadas, el VPM para los grupos 1, 2 y 3 era mayor en comparacion al

grupo control durante las 3 fases de tiempo analizadas®’.

Otra particularidad de las plaquetas congeladas es que al ser evaluadas mediante microscopia
electronica evidencian irregularidad de la superficie de membrana y aumento en el niimero
de pseudopodos. Estos cambios de forma podrian explicar la poca refractariedad a la luz de
los concentrados criopreservados, lo que determina una significativa disminucion e incluso

ausencia del fendémeno conocido como remolino o “Swirling” ®1:62,

Entre los principales receptores de membrana expresados por las plaquetas se encuentra la
integrina amB3 (Gp IIb/Illa), pudiéndose determinar su presencia mediante el uso de los
anticuerpos CD41 y CD61; dicho receptor tiene un destacado papel durante las etapas

iniciales de la activacion de las plaquetas mediado por la accién del fibrindgeno sobre este®.

85



Los resultados del estudio reportaron que durante el dia 7 y 14 post congelacion, las plaquetas
pertenecientes a los grupos 1 y 2 presentaron porcentajes de ambos anticuerpos en una
proporcion similar a la expresada por las plaquetas frescas; sin embargo, se evidencio una
disminucion significativa de la marcacion el dia 28 post congelacion con respecto al grupo
control. Aun asi, tales valores mantuvieron valores superiores al 50% total (tomando como

referencia los porcentajes obtenidos por el grupo control).

En el caso de las plaquetas pertenecientes al grupo 3 la disminucion en el porcentaje de
marcacion de CD41 y CD61 se hace notoria desde el dia 14 post congelacion en adelante, sin
embargo, al igual que lo sucedido con los grupos 1 y 2 tales porcentajes se mantienen por

encima del 50%.

Respecto a los cambios relacionados al citoplasma, la criopreservacion desencadena aumento
en la expulsion hacia el exterior del contenido granular siendo la P-selectina uno de los
fosfolipidos de mayor expresion; al analizar los resultados de investigaciones previas
aportados por Kelly (2018), Waters (2018) y Eker (2017), se deja ver que las plaquetas
criopreservadas una vez descongeladas se encuentran en un estado basal de preactivacion sin
llegar a la apoptosis, reportando porcentajes de P selectina entre 40% y 70% lo que permite
explicar que luego del proceso de preservacion, puedan conservar aun sus propiedades

hemostaticas®?03%4,

Esta ultima afirmacion ha sido avalada por varios estudios, citando entre los principales el
realizado por Khuri y colaboradores en una serie de 53 pacientes sometidos a cirugia de
bypass cardiaco de los cuales 29 recibieron transfusion de plaquetas frescas y 24 recibieron
transfusion de plaquetas criopreservadas, reportando en este ultimo grupo una superioridad
significativa en cuanto sus propiedades hemostaticas demostrado en el volumen total de

pérdidas hematicas post cirugia (2329 ml, vs 1830 ml , P = .0089)%.
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En los resultados aportados por este estudio se observo que al dia 7 y 14 post congelacion,
los niveles de P-selectina (CD62P) presentaron ligeramente una mayor expresion en los 3
grupos que contenian plaquetas criopreservadas en comparacion con las plaquetas frescas lo
que podria sugerir que presentan un estado de “basal procoagulante” sin embargo ninguno

de estos valores present6 alguna diferencia estadisticamente significativa.

Una de las razones para entender porque estos resultados difieren de forma importante con
los reportados en la literatura corresponde a que una parte de la P-selectina detectada e
informada por los diferentes trabajos corresponde a la zona definida como “microparticulas”,
dicha afirmacion se sustenta en los hallazgos publicados por Barnard y colaboradores (1999)
y Tegegn (2016), quienes explican que dichas particulas, cuyo origen se debe al fendmeno
de fosforilacion y reorganizacion del citoesqueleto y la membrana celular ocurrido en las
plaquetas congeladas, tienen la capacidad de expresar P-selectina y Gp 53 (CD63) las cuales

estan relacionadas con la activacion y el rol hemostatico de las plaquetas>°°.

Johnson y colaboradores en 2015 reportaron que las microparticulas tienen la capacidad de
expresar inclusive otras glicoproteinas plaquetarias funcionales como GPIIb (CD41),
GPIlla (CD61) y GPIX (CD42a), asi mismo quedo demostrada su capacidad para acelerar

in vitro la formacién de coagulos®’.

Tomando en cuenta que la identificacion y estudio de microparticulas a través de los recursos
disponibles, en este caso el programa empleado para la interpretacion de datos obtenidos por
citometria de flujo (FACSDiva, software) no pudo ser realizado, podria constituir una

limitacién dentro de la presente investigacion.
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Otra razén para explicar los resultados obtenidos en este trabajo respecto al porcentaje de
marcacion para CD62P, puede encontrarse en el trabajo publicado por Dumont y
colaboradores (1999) en el cudl realizaron un estudio para comparar la variabilidad en el
porcentaje de marcacion de P-selectina en la superficie plaquetaria, entre 14 centros que
participaron de la investigacion; entre los resultados obtenidos se evidencid que dicha
variabilidad comprendia porcentajes heterogéneos y significativamente diferentes en el rango
de 4,2 a 77% los cuales podian atribuirse a caracteristicas del anticuerpo CD62P (marca y
tipo de fluorescencia: picoeritrina / fluoresceina), el tipo de citdmetro de flujo empleado y la

técnica usada para la preparacion de las muestras antes de la medicion®®,

Volviendo a los resultados de esta investigacion, tras la estimulacion con ADP los valores de
CD62P no presentaron cambios significativos en las muestras criopreservadas, algo que si
sucedi6 con las plaquetas del grupo control; Tynngérd y colaboradores (2020) afirman que
esto pudiera explicarse en parte por la disponibilidad reducida de ATP que tienen las
plaquetas criopreservadas, algo que guardaria relacion con una escasa respuesta a agonistas

débiles como el ADP®°,

Por su parte Yilmas y colaboradores (2016) demostraron una mayor capacidad de respuesta
por parte de las plaquetas congeladas a la prueba de agregacion con trombina (Figura 19) lo
que confirmaria que las plaquetas criopreservadas conservan su funcion hemostética luego

de la descongelacion’.

Esto guarda estrecha relacion con los datos reportados en la presente investigacion, tomando
en cuenta que durante los distintos periodos evaluados (7,14 y 21 dias) el total de muestra
evaluada dentro de los 3 grupos obtuvo porcentajes de agregacion con trombina superiores
al 50%; inclusive al caracterizar de forma mas especifica se evidencio que para los grupos 1
y 2 tales porcentajes de agregacion correspondian a porcentajes superiores al 80% y en el
caso de la solucion 2 evidencid un porcentaje de agregacion superior al 90% durante los

distintos analisis realizados.
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Inclusive, respecto de las plaquetas seleccionadas dentro del grupo 2 reportaron porcentajes
de agregacion similares al grupo control lo cual demostraria (por lo menos en esta
investigacion), que las plaquetas criopreservadas podrian reportar funcionalidades similares

a las procesadas en la forma convencional.
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Figura 19: Resultados de la prueba de estimulacion con trombina en concentrados de

plaquetas criopreservadas. (Yilmaz S, Cetinkaya RA, Eker 1, et al., 2016)

El andlisis de la determinacion del complejo Gp Ib/IX/V en las muestras congeladas
mediante la marcacion de CD42a (Gp IX) mostré que para el grupo 1, los porcentajes de
deteccion al dia 7 y 14 post congelacion eran similares a los obtenidos por el grupo control,
situacion que lo diferencio de los grupos 2 y 3 que presentaron una diferencia significativa
en el porcentaje de marcacion con respecto al grupo control al dia 7 (grupo 2) y al dia 14

post congelacion (grupo 2 y 3).
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Sin embargo, para el dia 21 post congelacion los 3 grupos habian reportado un descenso
significativamente estadistico en los niveles de marcacién en comparacion a lo reportado por

las plaquetas frescas.

El el trabajo publicado por Ouyang y colaboradores (2008), informa como el complejo
GPIb/IX/V juega un papel clave en el proceso de adhesion plaquetaria mediada por la union
del FVW a este receptor; por tanto luego de la activacion plaquetaria es esperable que su
expresion se vea disminuida, esto llevaria a pensar que las plaquetas criopreservadas, al

(13

encontrarse “ basalmente activadas” manifiesten una tendencia a la disminucion en la

expresion del complejo similar al de las plaquetas frescas activadas.

Sin embargo, esta correlacion no se lleva a cabo en la totalidad de los casos, lo cual se ve
reflejado en los resultados donde muestra una heterogeneidad en los porcentajes de
marcacion para CD42 los cuales pueden encontrarse disminuidos o dentro de sus valores
normales.”! Por tal motivo los resultados de esta investigacion se encuentran en concordancia

con lo reportado por estudios similares.

En relacion al pH, se trata de uno de los parametros usados para el control de calidad aplicado
a las plaquetas procesadas en los centros de hemoterapia y banco de hemocomponentes; por
ejemplo, su disminucién esta relacionada al aumento del acido lactico ocasionado por la

pérdida progresiva de glucdgeno plaquetario generada durante su conservacion en el tiempo.

Normalmente se consideran viables las unidades o concentrados de plaquetas cuyo valor de
pH oscile entre 6,2 a 7,4 + 2; la justificacion de tales valores se sustenta en trabajos que
informan la presencia de cambios en la forma de las plaquetas (de su caracteristica forma
discoide a una forma esférica) con valores de pH menores o iguales a 6.0, lo que se traduce

en una importante reduccion de su sobrevida.
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Con respecto a los resultados de este trabajo la totalidad de las muestras, tanto de los grupos
A, By C como del grupo control presentaron valores de pH considerados como esperables

para las plaquetas viables.

Muchos de los parametros usados para evaluar la viabilidad en las plaquetas conservadas
bajo la forma convencional son aplicables también a las plaquetas criopreservadas; algunos
como el valor del pH y la presencia o no de swirling fueron descriptos al inicio de este
apartado, sin embargo, existen otras variables a tener en cuenta como: la ausencia de
contaminacion bacteriana, temperatura de almacenamiento, y recuento de plaquetas obtenido

en funcion del tiempo de conservacion.

Respecto a esta ultima variable constituye otro dato importante cominmente relacionado con
la viabilidad de las plaquetas conservadas en un lapso de tiempo determinado, por lo que
gran parte de los trabajos mencionados a lo largo de la discusion que abordan el estudio de
la criopreservacion plaquetaria, avalan la recuperacion plaquetaria post congelacion
(representada en el recuento plaquetario obtenido) como parametro para determinar tanto la

sobrevida como el porcentaje de viabilidad de los elementos conservados.

De igual manera otro de los métodos ampliamente conocidos para corroborar la viabilidad
de las plaquetas consiste en la confirmacion del recuento esta vez por cdmara de neubauer,
procedimiento que se llevd a cabo con cada una de las muestras procesadas en nuestra
investigacion y cuyos valores eran en definitiva concordantes con el recuento total de

plaquetas reportado por el coulter.
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Al comparar los resultados obtenidos para cada periodo de tiempo evaluado se evidencio que
al dia 7 post congelacion los grupos 1 y 2 mostraron la mayor recuperacion de plaquetas post
congelacion, al presentar un recuento medio de 18423 + 104 y 1859,6 = 77 x 10° /L
(equiparables al 95 y 96% del reportado en el grupo control), por otra parte ambos grupos
mostraron los mayores porcentajes de marcacion para CD41 (equivalentes al 93 y 94% de
los obtenidos en el grupo control) mientras que el grupo 1 reportd los niveles de marcacioén
mas altos para CD61 y CD42 equivalentes al 92 y 89% de los obtenidos en las plaquetas
frescas. Por otra parte, los niveles de CD62P presentaron su expresion mas alta previo a la

estimulacién con ADP en las plaquetas de los grupos 1y 3.

En el dia 14 post congelacion los grupos 1 y 2 mostraron la mayor recuperacion de plaquetas
post congelacion, al presentar un recuento medio de 1722,2 + 239y 1649,2 + 216 x 10° /L
(equiparables al 89 y 85% del reportado en el grupo control), por su parte ambos grupos
mostraron los mayores porcentajes de marcacion para CD41 (equivalentes al 87 y 84% de
los obtenidos en el grupo control), CD61(equivalentes al 88 y 84% de los obtenidos en el
grupo control) y CD42 (equivalentes al 86 y 80% de los obtenidos en el grupo control). Asi
mismo, los niveles de CD62P mantuvieron su expresion mas alta previo a la estimulacion

con ADP en las plaquetas los grupos 1 y 3.

Finalmente, al dia 28 post congelacion, fue el grupo 1 quien present6 la mayor viabilidad
obteniendo un recuento medio de plaquetas de 1602 + 374 x 10° /L (equiparable al 83% del
reportado en el grupo control), mientras que los porcentajes de marcacion de CD41, CD61 y
CDA42 fueron equivalentes al 79, 79 y 73% de los obtenidos en plaquetas frescas. Por otro
lado, los niveles de CD62P presentaron su expresion mas alta previo a la estimulacién con

ADRP en las plaquetas del grupo control y el grupo 1.
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Los resultados descriptos anteriormente muestran que los 3 grupos evaluados mostraron tanto
porcentajes de recuperacion de plaquetas, asi como de marcacion para antigenos de
membrana plaquetaria superiores al 50% tomando como referente los resultados obtenidos
por el grupo control sin embargo llamaron ampliamente la atencién los siguientes

hallazgos:

El grupo 1 mantuvo los porcentajes de recuperacion de plaquetas mas altos y asi mismo
conservo los niveles de marcacion para antigenos de membrana plaquetaria (incluyendo P-

Selectina pre estimulacion) mas altos al compararlo con los 2 grupos restantes.

Aun asi, referente a la funcionalidad fueron las plaquetas seleccionadas dentro del grupo 2
las que claramente representaron el mayor porcentaje de agregacion con trombina dentro de
cada uno de los periodos evaluados, superando en menor medida los porcentajes reportados

por el grupo 1 y en mayor medida a los reportados por el grupo 3.

Si bien existen investigaciones en las cuales se demostrd que las plaquetas criopreservadas
hasta por 2 afios pueden ser consideradas como viables para su uso en medicina transfusional,
entre las razones que motivaron al empleo de un periodo de tiempo significativamente mas

corto por parte de este estudio fueron:

1. lapoca experiencia con que se contaba para el momento de la investigacion respecto

a la manipulacién y medicion de pardmetros de calidad en plaquetas criopreservadas.

2. La ausencia de trabajos o experiencias previas realizadas y/o publicadas en la
Argentina e inclusive el resto de paises latinoamericanos a excepcion de Brasil donde
se encontrd un solo trabajo en el cual se estudio la criopreservacion plaquetaria

siguiendo la técnica de Valeri y colaboradores’.
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3. Las consecuencias generadas por la situacion de emergencia sanitaria que se vive a
nivel global producto de la pandemia por el coronavirus, teniendo en cuenta que las
medidas empleadas para proteger a la poblacion y evitar la propagacion del virus
(entre las que se incluye el periodo de cuarentena) lo que representd una importante
reduccion en el numero de donantes y por tanto la obtencion de cada vez menos
concentrados de plaquetas. Esto motivo al desarrollo de los proyectos de
investigacion institucional que pudieran otorgar posibles soluciones a esta situacion

problema en un lapso de tiempo corto.

Otra limitante de este trabajo constituyd la cantidad de muestras empleadas en la
investigacion, por tanto, la realizacion de estudios posteriores empleando un » mayor de

muestras seria necesario para consolidar la evidencia obtenida en el presente trabajo.

Por otro lado, se debe destinar un espacio en este apartado para destacar los multiples
escenarios en los cuales hoy dia se emplean técnicas de criopreservacion con fines de
atencion en salud, dado que como se ha expuesto al inicio de esta investigacion se han
desarrollado trabajos para prolongar la sobrevida y funcionalidad de globulos rojos (mediante
el uso de soluciones criopreservantes a base de glicerol) y asimismo ha quedado consolidada
su utilidad en la conservacidon de células progenitoras hematopoyéticas, lo cual ha
representado una ayuda significativa en el desarrollo y evolucidn del trasplante de médula

6sea.”?

Otros ejemplos para citar incluyen la criopreservacion de células mesenquimales y células
germinales lo que ha representado un claro avance en la multiplicidad de aplicaciones que

pueden llevarse a cabo mediante la aplicacion de estas técnicas de conservacion.”

Tampoco se debe olvidar que el proceso de conservacion en frio cuenta con aplicaciones no
ligadas de manera exclusiva a la salud humana ya que también se ha descrito en la literatura

cientifica ejemplos del uso de técnicas de crioconservacion para la preservacion de embriones
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y gametos sexuales enfocados al desarrollo de la ganaderia, por otro lado, se ha empleado
también en el cuidado de especies vegetales en via de extincion e inclusive en la conservacion

de semillas.

En referencia a la tltima aplicacion mencionada en el parrafo anterior, cabe destacar que
durante desde principios del afio 2000 se ha dado prioridad al desarrollo de este tipo de
proyectos, lo cual ha otorgado para si un alto grado de interés mundial teniendo como
precedente la crisis climatica derivada del calentamiento global y la desaparicion de especies

vegetales a consecuencia de la intervencion humana.

Para ello tomamos como referencia el “Banco de semillas de Svalbard”, proyecto
desarrollado en conjunto por el Reino de Noruega y organizaciones privadas que desde
2008 viene almacenando dentro de sus instalaciones ubicadas a 1300 km del circulo polar
artico alrededor de 1.500.000 de variedades de semillas a -18°C sin embargo su capacidad
total incluye la posibilidad de almacenar 4.500.000 variedades de cultivo y 2.5 billones de

semillas.”

Inclusive, debe destacarse el hecho que se estén desarrollando al momento de la redaccion
de este trabajo, estudios similares enfocados a la conservacion de tejidos para su posterior
empleo en procesos de cirugia reconstructiva asi como en el desarrollo de tejidos sintéticos
a partir de secuencias celulares tomadas de tejido previamente criopreservado lo que
confirma la importancia de continuar realizando de la mano estudios similares al presente
que puedan diversificar cada vez mas las bondades de un empleo adecuado de las técnicas de

preservacion en frio.
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Para poner en contexto la afirmacion descrita anteriormente se ha visto como por ejemplo la
crioconservacion de hepatocitos ha repercutido en el desarrollo de estudios fisioldgicos
ademas de estudios inherentes al metabolismo hepatico lo que representaria un gran avance
en el desarrollo de la industria farmacéutica enfocada al tratamiento de trastornos del higado
ademas de la realizacion de trasplantes experimentales y clinicos con érganos constituidos a

base de componentes progenitores crioconservados.”®

Asimismo ha abierto el campo para el planteamiento de ensayos de preservacion de otros
componentes como células neuronales primarias, cardiomiocitos e islotes pancreaticos,
siendo el trasplante de este ultimo componente una alternativa para el tratamiento de la
diabetes tipo I, sin embargo a la fecha los resultados respecto a la criopreservacion de islotes
han sido subdptimos por lo que aun se encuentra en periodo de optimizacidon y mejoras tanto

de la técnica empleada como de la solucion criopreservante a utilizar.””> 7

Cabe destacar que desde una perspectiva realista no todo son ventajas tomando en cuenta que
al someter elementos celulares a procesos de criopreservacion se debe tener presentes algunas

limitaciones derivadas de la técnica como son:

1. La ausencia de procesos metabolicos celulares a temperaturas extremadamente bajas
como —196 °C (ejemplo las conservadas en nitrogeno liquido), lo que puede generar
variaciones biologicas a nivel de los lipidos y proteinas celulares en detrimento de su

actividad biologica.

2. La toxicidad que pueda generarse a partir del uso de soluciones criopreservantes

(principalmente dimetilsulfoxido y glicerol)
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3. Riesgo del desarrollo de alteracion de la estabilidad de los cromosomas (fragilidad
cromosdmica), derivada de la exposicion a soluciones criopreservantes aun en

cantidades bajas predisponiendo al desarrollo de neoplasias. 7%

Todo ello constituye un desafio, al tiempo que abre la puerta al desarrollo de procesos de
mejora para la optimizacion de las técnicas de criopreservacion ya sea a través del desarrollo
de otras alternativas de solucion criopreservante mas costo-efectivas y con una menor tasa
de eventos adversos identificables o mediante un proceso de reingenieria de las técnicas ya

conocidas.

Aun con todo lo anterior no debe desconocerse la gran contribucion realizada por la puesta
en marcha de este tipo de procesos de conservacion en el desarrollo de diversas alternativas
para el mejoramiento de la atencion en salud (sobre todo para la obtencion de elementos
como tejidos/muestras biologicas que de otra manera seria dificil conservar mediante otras
técnicas) y asimismo la generacion propuestas innovadoras que impliquen el uso de procesos

de conservacion en frio.
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Capitulo?

Conclusiones

Es conocido en primera instancia, la creciente limitacion para el acceso a
hemocomponentes de uso fundamental en el campo de la medicina transfusional
(principalmente gldbulos rojos y plaquetas) motivado por el aumento en la demanda de estos
recursos generada por pacientes que requieren su uso inmediato en situaciones de
emergencia ( en su gran mayoria con riesgo de vida) o como medida de soporte terapéutico;
esta creciente demanda sumada al escaso nimero de donantes se han convertido en un
problema comun que involucra a diferentes sistemas de salud a nivel mundial, llevando al
desarrollo de estrategias que permitan plantear posibles soluciones a esta situacion en lapsos

de tiempo razonables.

El presente trabajo abord¢ la criopreservacion de plaquetas, ya que se trata de un modelo que
en las ultimas décadas ha demostrado tener buenos resultados respecto a la prolongacion del

tiempo de sobrevida vida funcional de este hemocomponente.

Una motivacidon que consideramos de gran importancia para el desarrollo de la idea y
posteriormente el argumento conceptual y puesta en marcha de este proyecto obedecio a
que, sumado a la ya poca disponibilidad que abarcara una o mas respuestas a las preguntas
de investigacion, para nuestro asombro, desde la década de 1950 que es el momento en el
que se escribe por primera vez sobre la técnica de criopreservacion plaquetaria no se
encontraron publicaciones relevantes del tema y menos aun investigaciones clinicas

desarrolladas en referencia a este llevadas a cabo o publicadas en América latina.
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Asi que, con la informacion disponible al inicio del presente proyecto, se establecié como
primera medida replicar la técnica criopreservante que mejores resultados hubiese reportado
para con ello evaluar si era posible reproducir los resultados en nuestra muestra de evaluacion
dado que era importante asegurar la adecuada distribuciéon de recursos (principalmente
durante la ganancia de la curva de aprendizaje a fin de evitar errores del proceso durante el

desarrollo del estudio).

Sin embargo, hubo un elemento agregado durante el planteamiento y puesta en marcha de
esta investigacion al proponer la evaluacion de dos modelos de solucidn criopreservante que
surgieron tomando como referencia el desarrollado por Valeri y colaboradores, con el
objetivo de encontrar alternativas razonables que pudiesen mejorar la calidad de las plaquetas

congeladas, empleando recursos de facil acceso y disponibles en el pais.

Los resultados de esta investigacion reportaron que las plaquetas congeladas,
independientemente de la solucion empleada para su criopreservacion tuvieron una
viabilidad mayor al 50% confirmando el planteamiento propuesto en la hipdtesis 1; sin
embargo, al comparar los datos obtenidos durante los diferentes periodos de tiempo
evaluados mostraron que las plaquetas del grupo 1 presentaron porcentajes de viabilidad

mas altos respecto de las muestras clasificadas en los grupos 2 y 3.

Basados en este primer informe sobre la experiencia institucional empleando el modelo de
criopreservacion, ha mostrado la posibilidad de prolongar el tiempo de sobrevida de las
plaquetas almacenadas hasta por 21 dias manteniendo una viabilidad superior al 50%
independientemente del grupo al cual fueron asignadas, sin embargo, los mejores resultados

fueron reportados por las plaquetas del grupol.
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Respecto a la funcionalidad, si bien los resultados de la evaluacién mostraron que las
plaquetas criopreservadas en los grupos 1 y 3 presentaban en promedio niveles de marcacion
para P-selectina mayores a los del grupo control los dias 7 y 14 post congelacion y solo el
grupo 1 al dia 21 post congelacion que segin lo consultado en la literatura pudiera

considerarse como un estado de “activacion basal”, algo comun en las plaquetas congeladas.

Aun asi, la respuesta de las muestras criopreservadas no se vio reflejada inicialmente en los
resultados de la prueba de estimulacion con ADP, un hallazgo que también fue reportado por
otros estudios de referencia por lo que algunos adicionaron la realizacion de pruebas de

estimulacion con agonistas fuertes como la trombina obteniendo mejores tasas de respuesta.

Inicialmente habiamos descrito estos hallazgos como una limitante para este trabajo, sin
embargo algo que llamo6 fuertemente la atencion fue que al someter estas mismas muestras a
pruebas de agregacion ( usando para este caso trombina y siguiendo los lineamientos de
investigaciones previas consultadas) se obtuvo que mediante la técnica de agregometria
plaquetaria la totalidad de las muestras evaluadas presentaron un promedio de actividad (
agregacion) entre 80 a 95% algo que supera ampliamente el limite inferior de 50% que se
habia establecido dentro del disefio del estudio para considerar que la muestra cumplia con
condiciones de viabilidad aceptables ( para esto ultimo se tuvo en cuenta también los datos

obtenidos de las pocas investigaciones disponibles sobre el tema).

No podemos dejar de lado la mencion que se ha hecho en capitulos anteriores respecto de los
multiples escenarios ( médicos y no médicos) en los cuales se ha empleado y se emplean hoy
dia técnicas de criopreservacion, derivando asi en beneficios claros atribuidos de manera
directa o indirecta a esta iniciativa los cuales han impactado en el desarrollo de la humanidad;
como se ha reiterado ya, no todos relacionados estrictamente al 4rea de la salud, por ello
citamos nuevamente y a modo de ejemplo la iniciativa llevada a cabo por el gobierno noruego

que a través de su banco de semillas prepara una solucion alternativa que permita afrontar
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una posible crisis alimentaria derivada de las consecuencias de la intervencion humana sobre

la naturaleza.

Dado que los resultados alentadores obtenidos en el presente estudio se dieron sobre la base
de un tamafio muestral pequefio, que como bien se habia descrito anteriormente fue una
limitante que estuvo condicionada en gran medida por el periodo de emergencia sanitaria en
el cual se dio inicio y se desarroll6 la mayor parte de esta investigacion, ademas del periodo
inmediato post pandemia el cual se caracterizd por una baja disposicion de recursos
destinados a investigacion como consecuencia de las secuelas econdmicas propias de tal
situacion, se espera que este proceso sea el estimulo para el surgimiento de propuestas con
fines de investigacion que puedan emplear mayor niimero de muestra, a fin de confirmar el

analisis derivado de este trabajo.

Por otra parte consideramos de vital importancia incentivar en latinoamérica el surgimiento
de este tipo de proyectos de investigacion, tomando en cuenta el protagonismo que han
venido tomando algunas instituciones de la region en el desarrollo de estrategias
innovadoras en salud asi como en la generacion de conocimientos médicos a través de
publicaciones, simposios, programas de entrenamiento y cursos de actualizaciéon como por
hacer mencion de algunas de estas estrategias , lo que ha permitido ubicar (con mucho
esfuerzo y tropiezos de por medio) a la investigacion latinoamericana a la vista de los
grandes centros de investigacion que tradicionalmente venian siendo los encargados de
generar las directrices ( en cuanto a contenidos y preparacion académica se refiere) muchas
veces a partir de datos limitados a estudios en poblacidén caucésica o anglosajona dejando
de lado otros grupos poblacionales , explicando con ello que en muchas ocasiones los
resultados obtenidos en centros de los Estados Unidos o Europa no pudieran ser replicables

a individuos de Africa, Latinoamérica o El Caribe.
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Es una responsabilidad ética y moral que como agentes generadores de conocimiento en la
region debemos asumir el compromiso de estimular la produccion cientifica local y de los
paises latinoamericanos en general con la mayor seriedad dado que producto de la
globalizacioén y el surgimiento de cada vez mayores posibilidades de libre acceso a la
informacion debemos ser los encargados de dar a conocer que en nuestra latitud estamos en

capacidad de crear y compartir datos de alto rigor y calidad cientifica.
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