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Ultimas técnicas de fraccionamiento y nuevos componentes

sanguineos

La medicina transfusional se ha convertido en un
campo multidisciplinario en el que tienen cabida los
mas recientes desarrollos tecnoldgicos, en conviven-
cia con metodologias mas clasicas.

El procesamiento de la sangre total (ST), para la ob-
tencién de componentes sanguineos (CS) en el contex-
to general de la cadena transfusional -del donante al
receptor-, ocupa una posicion intermedia vy, si bien se
ha de contemplar como un eslabén mas de la cadena,
en los Ultimos afios ha adquirido un protagonismo es-
pecial dado que se han incorporado algunos sistemas
y procesos de modificacién y tratamiento que afectan
alos CS. Diversos grados de automatizacion estéan pre-
sentes en este campo, hasta no hace mucho tiempo
eminentemente manual, casi artesanal. Este hecho
implica que la produccién de componentes tiene un
matiz dindmico, en el sentido de que cada vez que se
introduce o implanta una nueva tecnologia o cambio
requiere el chequeo de pardmetros funcionales, asf
como una valoracién amplia en términos de seguridad
transfusional, tema que preocupa a la administracion
sanitaria y a la sociedad en general.

La capacidad de separar los CS de la sangre total
marcé un hito en el tratamiento transfusional, creando-
se el concepto de “hemoterapia de componentes”.
Poder obtener tres CS a partir de una sola donacién,
significa que se pueden beneficiar diferentes pacien-
tes. De este modo se racionaliza el uso de un bien es-
caso, los pacientes reciben sélo el CS necesario y se
reduce el riesgo de reaccién transfusional.

Los avances en esta éarea, tales como procedimien-
tos de leucodeplecién, nuevas tecnologias en la prepa-
racion de CS o inactivacién de patdgenos, forman par-
te de la rutina de trabajo en los centros de transfusion
(CT), requiriendo el apoyo de la automatizacién e
informatizacién debido a que se procesa un gran nu-
mero de donaciones.

Situdndonos en nuestro medio, desde hace més de
dos décadas podemos obtener de manera
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“semiautomatica” tres CS a partir de ST. dos produc-
tos finales [concentrado de hematies (CH) y plasma (PF)]
y un producto intermedio [capa leucoplaquetaria o buffy
coat (BC)], fuente del concentrado de plaquetas (CP).

Con el fin de establecer una secuencia logica en la
exposicion, se comentaran los distintos pasos en la ob-
tencion de CS. Se haré referencia a dispositivos, equi-
pos y/o material utilizados que inciden directamente
en el objetivo que se persigue, que consiste basica-
mente en disponer de CS que mantengan la viabilidad
y funcionalidad adecuada hasta el momento de la trans-
fusion. Destacar la importancia de que en su procesa-
miento y potenciales tratamientos no se produzcan
cambios fisicos o funcionales que afecten a la calidad
del CS y no se afadan efectos no deseables.

Sistema de bolsas para la recogida de ST

La eleccién de la configuracion de la bolsa esta su-
peditada a algunos condicionantes como el tipo de
fraccionador y la demanda de plaguetas (PQ). Hoy en
dia se dispone de disenos de bolsas a la carta.

La eleccion del tipo de pléstico de las bolsas se
basard en el grado de permeabilidad para la difusién
de los gases, hecho de gran transcendencia en el al-
macenamiento de las plaquetas, ya que la falta de O,
estimula la glicélisis anaerobia, con el consiguiente
aumento de acido lactico y disminucién del pH.

Las bolsas estdn compuestas de laminas de PVC
(cloruro de polivinilo) y un plastificante que puede ser:
a) DEHP (di-etil-hexil-ptalato), que confiere estabilidad
a la membrana del hematie (GR) y reduce la hemdlisis.
b) TEHTM [tri-(2-etil-hexil}-trimelitato], que no tiene efec-
to estabilizante sobre la membrana pero proporciona
un buen recambio gaseoso. ¢) BTHC (butiril-trihexil-
citrato), que cumple los dos criterios de buen estabili-
zador de membrana y facilitador de un 6éptimo inter-
cambio gaseoso.
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Tipo de anticoagulante

El mas utilizado y que aporta mas ventajas es el CPD
(acido citrico, citrato de sodio, fosfato y dextrosa). Por
una parte, el citrato quela el calcio y evita la coagula-
cion de la ST, mientras que los otros componentes ac-
tlan sobre el metabolismo celular; asi, el 4cido citrico
aporta hidrogeniones, para evitar la alcalinizaciéon de
los GR a 4°C; la dextrosa aporta energia para mantener
las funciones de transporte de la membrana; la con-
centracién de citrato también influye en el valor del pH
de los CP Se ha probado CPD a menor concentracion,
0.5 CPD (citrato 8 mM en vez de 20 mM), con el fin de
obtener mejores rendimientos en FVIII, y hacer més
lento el descenso del 2,3-DPG (metabolito intermedio
del metabolismo de la glucosa, que modula la afinidad
de la hemoglobina por el O,). Si la concentracion de
citrato es menor de 8 mmol, cabe la posibilidad de for-
macion de fibrina en los CS . La formulacion de 0.5
CPD no se ha introducido en la rutina, en parte por la
no aceptacion de las empresas fraccionadoras del plas-
ma. La cantidad de anticoagulante necesaria para ex-
traer un volumen de 450 ml = 10% de ST debe guardar
una proporcién de 1 a 7.

Soluciones aditivas (SA) o nutrientes

Deben incorporarse a los CH o CP cuando se haya
completado el fraccionamiento ya que, en caso contra-
rio, la mayor parte se retirarfa junto con el plasma.

Las SA empleadas en los CH deben reunir algunas
premisas como:

- proporcionar estabilidad a la membrana de los
GR vy asf prevenir la hemolisis

- aportar nutrientes (glucosa, adenina, etc.) y evi-
tar el descenso de 2,3 DPG, y

- que la recuperaciéon postransfusional sea mayor
del 75%.

La SA mas utilizada en nuestro medio es el SAG-M
(solucién salina-adenina-glucosa y manitol, 100 mL).
Cabe citar otras como AS-1 (Adsol®, con mas concen-
tracién de adenina y glucosa que el anterior); otras
como AS-3 (Nutricel®, que afade fosfato y citrato) o
AS-5 (Optisol®), permiten el adecuado almacenamien-
to de los hematies durante 42 dias. Con el Erythro-Sol
2 se introducen cambios en el pH y en el volumen para
mejorar los niveles de ATP y 2,3-DPG.

En cuanto a las SA anadidas a los CP, senalar que
desde 1980, se ha ido extendiendo su uso, (platelet
additive solution —PAS-). Su utilizacién aporta algunas
ventajas como: a) Evitar la transfusién de grandes volu-
menes de plasma y asi evitar reacciones adversas vy
sobrecarga circulatoria. b) Mejorar las condiciones de
almacenamiento, manteniendo la viabilidad y funcién
hemostatica de las PQ. c) Recuperar plasma para ob-
tener derivados plasméticos. d) La SA es un medio apro-
piado para la aplicacién de técnicas de reduccion de
patdégenos.

Los componentes clave a considerar en una SA son:
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1) El acetato, que sirve de sustrato metabdlico pero
no reemplaza a la glucosa. Otro efecto importante es
su capacidad para formar bicarbonato, ayudando a man-
tener el pH estable durante el almacenamiento.

2) El citrato, preferiblemente a concentraciones ba-
jas para evitar la produccién de lactato y con ello una
calda del pH. El nivel minimo debe ser 8 mmol/L.

3) El fosfato, cuya presencia tiene dos acciones prin-
cipales. Por una parte actia como buffer y por otra ayu-
da a mantener los niveles de nucledtidos de adenina.
Es componente del PAS Il o InterSol.

4) Potasio y magnesio, que tienen una influencia
positiva en el metabolismo de las PQ, disminuyendo la
activacion y mejorando el mantenimiento del pH. La
solucion PAS [1I-M (modificado), el Composol vy la solu-
cion SSP plus, tienen potasio y magnesio en su com-
posicion.

La glucosa aportada por el plasma es un sustrato
insustituible. En el CP final debe estar en una propor-
cién aproximada del 35%, nunca inferior al 30%. Ulti-
mamente se ha vuelto a intentar la adicién de glucosa
ala SA, y ya se han comunicado las primeras experien-
cias clinicas con la solucién M-sol, que parece preser-
var las PQ a largo plazo.

‘Filtros. En nuestro entorno estd aceptada
mayoritariamente la filtracién prealmacenamiento, que
va a proporcionar CS leucodeplecionados, con menos
de 1 millén de leucocitos. Segun la configuracién de la
bolsa, podemos filtrar la bolsa de ST o filtrar los CS
individualmente. La mayoria de los filtros de ST que se
utilizan retienen las PQ, pero ya existen en el mercado
filtros que no lo hacen, permitiendo una recuperacién
importante de las mismas. La composicion fisica de
los filtros suele ser de fibras de celulosa o poliuretano.
Tratamientos adicionales (técnicas de inmunoadsorcién,
ligandos) les va a conferir propiedades peculiares en
cuanto a la capacidad de retencion.

La temperatura a la que permanece la ST hasta su
fraccionamiento es de suma importancia e incluso ha
sido tema de algun Forum internacional. La temperatu-
ra a la que permanece la ST debe permitir obtener los 3
CS en condiciones éptimas, y poder alargar el periodo
de fraccionamiento tiene importantes implicaciones
logisticas. En 1989, Pietersz y cols de la Cruz Roja ho-
landesa demostraron que el enfriamiento de la ST en
2-3 horas a 22 + 2°C mediante unidades refrigerantes
de 1,4 butano diol (cera no téxica, que se licta a 20°C)
presentadas en contenedores herméticos, permitia di-
ferir el fraccionamiento en 18-24 horas sin efectos ne-
gativos en la tasa de FVlllc ni del ATP intracelular de
GR, y los rendimientos de plaquetas eran correctos. La
normativa europea admite este tipo de almacenamien-
to prolongado vy ello ha permitido una mejor estrategia
de fraccionamiento y una buena estandarizacién del
proceso. Desde 1989 hasta la actualidad ha habido
multiples publicaciones que avalan los buenos resulta-
dos alcanzados con esta estrategia, € incluso algunos
autores comunican aceptables resultados hasta con 72
horas de demora en el procesamiento de la ST Los
resultados de otros estudios, que procesan la ST sin
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enfriamiento activo y la mantienen 24 horas en ambiente
de 22°C, sefalan la obtencion de CS de calidad similar
a los obtenidos con la pauta del sobreenfriamiento.

Centrifugacion

Aplicar unas condiciones 6ptimas de centrifugacion
(fuerza, perfil de aceleracién y freno, tiempo, tempera-
tura) va a determinar que la separacién de los CS sea la
més idénea y aporte la mayor rentabilidad en términos
de recuperacion. La sedimentacion de las células mues-
tra correlacion con su tamano, flexibilidad de la mem-
brana celular y viscosidad del medio (dependiente de
la temperatura). Cada centro debe chequear varios pro-
cesos por cada centrifuga y establecer el programa més
adecuado para conseguir CH con un valor de
hematocrito adecuado, cierto volumen de plasma y un
buen rendimiento de plaquetas.

Fraccionadores

Existen en el mercado varios tipos, con prestacio-
nes muy similares. Basicamente presentan un disefo
con una plataforma principal donde se colocan las bol-
sas -principal y satélites-y los tubulares. La presién ejer-
cida por una prensa sobre la bolsa principal desplaza el
plasma a una de las bolsas satélites. La fuerza o los
pasos de prensa son configurables. La existencia de
sensores o fotocélulas que detectan cambios de color
hace que se activen ciertas valvulas que abren o cie-
rran clamps, regulando el flujo del CS desplazado a las
diferentes bolsas. Dependiendo de la configuraciéon de
la bolsa, la prensa continua exprimiendo el BC (en la
configuracién de salida superior) o el CH (en la configu-
racién de salida superior e inferior). Estos dispositivos
pueden pesar los CS, sellar los tubulares y hacer regis-
tros del nimero de unidad, la identificacién del opera-
dor vy las incidencias del proceso.

Hay alguna experiencia reciente con un nuevo siste-
ma gue procesa unidad a unidad y que combina en un
solo paso la centrifugacion y separacién, obteniendo
tres CS finales: plasma, CH y un pequefio volumen de
plasma rico en plaquetas (PRP).

Dispositivos de conexion en estéril

Permiten mantener los circuitos cerrados, por lo que
el trasvase del contenido de las bolsas no va a afectar
a la caducidad final del producto. Sin lugar a dudas, es
un dispositivo de gran importancia en los laboratorios
de preparacion de componentes y en general en la
medicina transfusional.

Armario incubador / agitador para plaquetas

Existen disefios que permiten la colocacion de nu-
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merosas unidades y estdn dotados de dispositivos que
registran continuamente la temperatura, con conexién
a sistemas centrales y alarmas que se activan cuando
la temperatura esta fuera del rango establecido. Tam-
bién aseguran unos parametros de agitacién (aproxi-
madamente 70 ciclos/minuto) durante todo el periodo
de almacenamiento.

Congelador rapido del plasma

Su objetivo es preservar los factores de la coagula-
cién, debiendo conseguir la congelacion de todo el
cuerpo de la bolsa por debajo de -30°C en menos de 1
hora. Los equipos existentes utilizan sustancias
refrigerantes especiales o consiguen un
sobreenfriamiento por métodos mecéanicos o a través
de nitrégeno liquido.

Selladores de tubulares

Consiguen sellados permanentes y bien definidos.
Hay selladores de tamano pequeno para poder
desplazarlas a cualquier area.

Equipos automaticos para la obtencion de pool
de plaquetas [0 concentrado de plaquetas mezcla
(CPM)] a partir de 4-5 BC

En los Ultimos 4 afos se dispone de manera bastan-
te generalizada en los CT de estos equipos, que llevan
a cabo el lavado de los BC con la SA, asi como la
centrifugacién y trasvase del PRP a través del filtro a la
bolsa final. La automatizacién de las fases de este pro-
ceso reduce errores de manipulacién y permite una
mayor reproductibilidad y estandarizacion. Conviene
sefalar que la obtencién manual del CPM, usando un
equipo de bolsas con filtro, un programa de
centrifugacion adecuado y placas expresoras del PRP,
consigue una optima recuperacién de PQ.

Equipos de almacenamiento de los CS

Refrigerador con temperaturas de trabajo de 4+2°C;
congelador de almacenamiento a -30°C; agitador de
plaguetas a 22+2°C. Cada equipo estard provisto de
un registro de temperatura y deberé tener alarmas, que
se activaran y seran audibles siempre que la tempera-
tura esté fuera del rango establecido.

Control del equipamiento

Es un aspecto muy importante, ya que en la medida
gue se lleve a cabo correctamente vamos a disponer
de “buenos” CS, tanto desde el punto de vista cuanti-
tativo como del cualitativo. Sin entrar en detalles de
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cada equipo y/o dispositivo, como regla general es pre-
ciso tener un procedimiento escrito en el que figure la
identificacién y propdsito de los mismos, y deben es-
tar pautados los calendarios de calibraciones, verifica-
ciones, ajustes y otras potenciales actuaciones, segun
las caracteristicas y propiedades de los equipos.

Asumiendo que trabajamos en unas condiciones
estandar en relacion a la metodologia y utilizaciéon de
medios —equipos y otro tipo de material- en la linea que
se ha expuesto, los CS que obtenemos cumplen los
criterios de calidad establecidos por la normativa esta-
tal (Real Decreto 1088/2005 -BOE 225 del 20/09/2005-)
y la Guia del Consejo de Europa (CE) 142 edicion.

Podemos decir que las especificaciones requeridas
para cada CS se centran fundamentalmente en valores
cuantitativos. Es més dificil chequear los aspectos cua-
litativos y en ocasiones éstos requieren estudios in vivo
-supervivencia y recuperacién transfusional-.

En cuanto al chequeo, es importante que cada cen-
tro establezca el nimero de unidades a estudiar, con el
fin de asegurar que un porcentaje importante, por ejem-
plo el 90% de los CS, cumplen las recomendaciones
con un 95% de confianza. Esto nos permitiria detectar
desviaciones de la media y procesos fallidos, y en con-
secuencia adoptar medidas de correcciéon o asumir tra-
bajar con un nivel de exigencia mas bajo. En cuanto a
las PQ, algunos paises recogen en su normativa los
parametros que se deben chequear cuando se introdu-
ce un nuevo producto o se hacen cambios significati-
vos en el proceso. En nuestro centro se realizan estu-
dios de activacion (CD62, Annexina V), de pardmetros
de metabolismo (glucosa, lactato, pH), de agregacién
plaquetaria y en la actualidad se esta implementando
la determinacién de algunos mediadores bioactivos,
todo ello con el fin de conocer el comportamiento de
los CP producidos y chequear nuevos productos como
CP tratados con técnicas de reduccién de patégenos.

Probablemente la produccién de CS con la dindmi-
ca actual, en lo referente a recuperacién celular y pro-
tefnas se sitla, si no en la cima, muy cerca de ella. El
nivel conseguido va a permitir pocos cambios en tér-
minos de ganancia neta (cuantitativa), pero si que se-
ran posibles mejoras cualitativas en los CS. Esto podria
lograrse a través de optimizar algunas condiciones de
su preparacién y almacenamiento, con el fin de dismi-
nuir la lesiéon de almacenamiento en GR y PQ y conse-
guir que la recuperacion de proteinas sea buena y esta-
ble. En el caso de la producciéon de derivados del plas-
ma, sera la industria la que debera aportar su cuota de
mejora.

En la exposicién se hara un breve comentario de
cada uno de los componentes que se distribuyen en la
actualidad y de otros que potencialmente se puedan
incorporar en un futuro.

En resumen

v" Se han alcanzado altos porcentajes de recupe-
racion celular y de proteinas en los CS obtenidos a par-
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tir de la ST usando la tecnologia actual.

v' Para mejorar la calidad y seguridad de los CS
se han implementado en los Ultimos afios varias estra-
tegias que siguen vigentes, como la utilizacién de nue-
vos plasticos, SA o tecnologias de filtracién y de reduc-
cion de patégenos.

v' Se van conociendo algunos resultados adver-
sos en relacién con la transfusion de CS, lo que hace
necesario el anélisis e investigacién de estos hechos,
sin perder la perspectiva del beneficio incuestionable
que ha supuesto en las Ultimas décadas la transfusion
de componentes. Para acometer tales estudios es im-
prescindible la aportacion de la investigacion bésica y
el diseno de ensayos clinicos controlados y
aleatorizados.

v" Nuevas estrategias u otros cambios adiciona-
les seran de facil implantacion si el grado de evidencia
en que se apoya la tecnologia utilizada es alto, si los
costes de tal intervencién son razonables, si el impac-
to sobre el nimero total de donantes es pequefo vy si
la organizacién logistica se afecta minimamente. La
aceptacion final tendrd mas valor si las premisas ante-
riores estan avaladas por propuestas internacionales
de consenso.
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