Fracciones plamaticas de accion hemostasica

Hospital Paerta de Higrro, LEAM. Misdrid.

1 - INTRODUCCION

La sangre total, desde el punto de vista
transfusional, ha dejado de ser un elemento util,
considerandose que su fraccionamiento es diversos
componentes, tiene ventajas importantes. A ello han
contribuido diferentes motivos, entre los cuales los
mas importantes han sido el desarrollo de los méto-
dos de separacidn, el conocimiento preciso de las
diferentes proteinas del plasma, con sus caracteristi-
cas y funciones y la aplicacion concreta de cada una
de ellas.

El empleo de componentes de la sangre adecua-
do a cada situacion clinica es hoy la prdctica habi-
tual en los servicios de transfusion. De manera sim-
ple podemos dividirlos en Componentes Sanguineos
(CS), aquellos que se obtienen de manera rutinaria
en el fraccionamiento primario, células y plasma, y
Fracciones Plasmdticas (FP), aquellos elementos
plasmdticos de elaboracion mas compleja, para la
cuya obtencion, es necesario generalmente el empleo
de métodos industriales.

En los tiltimos anos, el Plasma, habitualmente de-
nominado como Plasma Fresco Congelado (PFC), ha
pasado a tener importancia capital, no tanto por su
valor como elemento hemoterapico en si mismo, sino
como materia prima para la obtencion de las nume-
rosas proteinas que contiene; éstas, si bien en su con-
centracion en el plasma nativo tienen un valor escaso
como elementos terapéuticos, con la metodologia ac-
tual que permite su purificacion y concentracion, ad-
quieren un papel capital en el tratamiento de deficien-
cias especificas de estos factores.

Otro hecho que ha dado relevancia al fracciona-
miento plasmdtico ha sido el creciente temor a las
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enfermedades infecciosas transmisibles por la trans-
fusién. Dado que para el fraccionamiento industrial
se ha de partir de grandes conjuntos de PFC, el ries-
0 que entre todos ellos haya uno contaminado, in-
cluso en periodo ventana de una infeccion y que con-
tamine ¢l lote entero de hemoderivados obtenidos,
condujo al temor del uso de estos productos.

El hecho de que el PFC sea un conjunto de
proteinas tam complejo y variable en su estructura,
hace que no sea facil el someterlo a un proceso de
inactivacion viral que sea util para todos los virus y
afecte minimamente a todos los componentes. 5in
embargo, la posibilidad de purificar y concentrar las
distintas proteinas, permite someterlas a procesos es-
pecificos de inactivacion, con control de su efectivi-
dad y del deterimento que cada proceso puede llevar
sobre el producto final obtenido.

Los procesos de purificacién o inactivacion viral,
que representan una enorme ventaja, han llevado con-
sigo un problema; el hecho de que estos procesos ha-
gan que la proteina plasmdtica tenga una cierta dis-
minucién en su rendimiento, variable de unas a otras,
y con unos u otros procedimientos, ha supuesto que,
para obtener la misma cantidad de sustancia final,
hayamos de partir de mayor cantidad de materia pri-
ma, con los consiguientes repercusiones sobre los pro-
blemas que plantea en la consecucién de la autosufi-
aencia de PFC para hemoderivados de un pais o co-
mumnidad.

En cualquier caso, el margen de confianza y segu-
ridad que representan hoy tanto el PFC en sus diferen-
tes formas como los hemoderivados industriales, ha-
cen irrenunciable su uso aunque ello plantee a veces
discusiones en cuanto a su transcendencia €tica o legal.




C £S PLASMATICOS.

En el fraccionamiento plasmaético podemos consi-
derar como CS aquellos que se obtienen en el Banco
ge Sangre, y como FP las que partiendo del PFC como

ateria prima, se procesan de forma industrial. Den-
s de éstas, que son mucho mas purificadas, se pue-
den obtener fracciones de accién oncotica, defensiva
¥ hemostasica.

2.1 COMPONENTES PLASMATICOS DE ACCION
HEMOSTASICA

Los principales son: PFC, Crioprecipitado (Crio),
Fraccion Sobrenadante de Crioprecipitado (FSC) y las
Colas Hemostasicas.

2.1.1 PLASMA FRESCO CONGELADO.

Se obtiene en el Banco de Sangre mediante
centrifugacion de las unidades de Sangre Total (ST)
y retirada del PF que se conserva congelado a -30°C
para conservar todos sus elementos.

Su volumen varia dependiendo de si se ha obte-
nido de ST destinada a recoleccion de Concentrado
de Hematies (CH) y Concentrado de Plaquetas (CP),
solamente al primero de ellos, y del sistema de se-
paracion utilizado, estandard, top-botom etc. Esto
tiene una importancia decisiva cuando se calculan las
necesidades de PFC de un pais para alcanzar la au-
tosuficiencia. Tabla 1

En principio se daba gran importancia al tiempo
transcurrido entre la extraccion de la ST y la separa-
cién del PFC para considerarlo como tal, siendo este
tiempo teérico de 6-8 horas. Actualmente se consi-
dera PFC aquél componente con al menos 0,7 Ul de
F VIII coagulante/ml, independientemente del tiem-
po transcurrido entre separacién y congelacion, aun
cuando, para que la conservacién sea idonea no de-
ben transcurrir mas de 24 horas, y se haya manteni-
do en condiciones idéneas.

Se conserva a -30°C y se descongela a 37°C inme-
diatamente antes de su uso. 5i no se usa tras la des-
congelacién, pierde algunos de los factores labiles de
la coagulacion, pudiendodose utilizarse como Plasma
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Congelado (PC) para pacientes que no precisen Fac-
tor VIII o Factor V.

Contiene todas las proteinas del plasma nativo, en
dilucién dependiendo de la proporcidn de anticoagu-
lante.

En cuanto a los riesgos de su transfusion, ademds
de los propios de los componentes hemoterdpicos de
reacciones inmediatas, febriles o hemoliticas, estdn los
retardados, principalmente debidos a transmision de
enfermedades infecciosas, sobre todo virales. A este
respecto, existe una tendencia cada vez mayor a
considerar si la administracién de PFC sometido a
procesos de mayor garantia que el resto de los C5,
como pueden ser la cuarentena o la inactivacion viral,
pueden tener efecto beneficioso importante en la
transfusién de este componente.

2.1.2 CRIOPRECIPITADO.

Es un Componente con elevada concentracion
protéica que se obtiene tras la congelacion rapida del
PF a -80°C y su descongelacion lenta a 4°C. Se con-
serva a -30°C descongelandose a 37° inmediatamen-
te antes de su uso. Contiene fundamentalmente
Fibrinégeno, Factor VIII coagulante, Fac. von
Willebrand, Factor XIII y Fibronectina.

2.1.3.PLASMA SOBRENADANTE DE
CRIOPRECIPITADO.

Como su nombre indica es el componente
plasmdtico sobrenadante de la descongelacién de
plasma al retirar el crioprecipitado. Contiene las
proteinas que no han sido crioprecipitables. En con-
creto, es una fraccion menos rica que el PFC en
Fibrinégeno, F. VIII y Factor von Willebrand, princi-
palmente los multimeros grandes de este factor. Pue-
de utilizarse como fuente de proteinas o de factores
de coagulacion salvo los crioprecipitables. Su uso
principal en los ultimos tiempos ha sido en la Prirpu-
ra Trombética Trombocitopénica, bien en transfusion
simple o como reposicién en el caso de recambio
plasmatico, precisamente por su menor concentracion
de grandes multimeros de F. von Willebrand.

I
TABLA 1
| CARACTERISTICAS DE LAS UNIDADES DE PFC CONTENIDO/UNIDAD
| PFC Vol.  Fibrin. EVII Pro.Tot.  Leu. Pla. Hties
i (ml) (mg) (ur) (Gr)
CH+CP 223 600 196 14,7 0.04 4000 0
Triples 258 693 230 153 0.1 2000 0
top-bot
Cuadru. 229 580 204 142 0.05 4000 o
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2.1.4 COLA DE FIBRINA

Es una sustancia con propiedades hemostdsicas y
adhesivas compuesta por fibrindgeno y trombina, que
se produce directamente en las superficies en las que
se quiere ejercer la hemostasia: lugares de sangrado,
sellado de anastomosis, reintervenciones cardiacas etc.
El fibrindgeno puede proceder de PFC o de Criopreci-
pitado y la trombina es de origen bovino 0 humano.

Actualmente existe la posibilidad de usar como
fuente de fibrindgeno PFC o Criop. autélogo. Sus
indicaciones principales son en cirugia cardiaca,
tordcica y traumatologia.

3 - FRACCIONES PLASMATICAS.

Aprovechando las caracteristicas de la diversidad
de las proteinas que contiene el Plasma Humano, se
han llevado a cabo numerosos métodos de separacidn,
que "omenzaron a partir del afio 1944, en que Cohn
desc ‘ibi6 el primer sistema. Su objetivo principal es
el disponer de proteinas purificadas, homogeneizadas,
de facil conservacidn, administracion, con dosificacion
precisa y que en su mayoria pueden ser sometidas a
diferentes métodos de inactivacién viral, lo que supo-
ne un gran aumento en la seguridad transfusional.

Al método propuesto por Cohn, que se basa prin-
cipalmente en la precipitacion protéica por etanol
frio, se han sumado diferentes procedimientos que
fundamentalmente incluyen modificaciones en la
separacion, como la precipitacion por sulfato de
amonio, Rivanol, dcido caprilico o polietilenglicol.
Otro procedimiento de purificacién de la proteina es
la cromatografia, mediante el cual, basados en la di-
ferente carga electrostitica de la misma, esta puede
ser absorbida a una sustancia intercambiadora de
iones, siendo recuperada posteriomente por elucion.
Como sustancias de intercambio idnico se han utili-
zado, DEAE Sefadex o Sefarosa.

En cuanto a la cromatografia de afinidad, se basa
en el aislamiento de una proteina mediante su unién
a una sustancia afin que se encuentra unida a una
matriz insoluble, arrastrindose el resto de proteinas
por lavado; esto supone una elevada purificacion.
Posteriormente la proteina se puede separar de su
ligando. Este método se utiliza con gran éxito en el
caso de unidn de diversos factores de coagulacidn a
Ac monoclonales de origen murino, siendo necesario
posteriormente la elucién de la matriz del complejo
Factor-Ac murino y posteriormente la separacion del
tactor y el Ac.

Tras la obtencidn de las diferentes proteinas, gene-
ralmente factores de coagulacidn, viene el proceso de
concentracion y de inactivacion viral. Si bien los sis-
temas de purificacidn ya suponen una medida de se-
guridad en el aislamiento de las proteinas de los vi-
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rus, la mayoria de las FP son sometidas a procedi-
mientos adicionales especificos de inactivacion viral
de los que los mas comunes son el tratamiento por
calor, en producto liquido o liofilizado, el tratamien-
to por solvente/detergente, la b-propiolactona com-
binada con irradiacion ultravioleta, los tratamientos
fotodindmicos mediante psoralenos, porfirinas o azul
de metileno, la ultrafiltracion y la irradiacion gamma.
La materia prima puede ser PFC, Crioprecipitado
o Plasma Sobrenadante de Crioprecipitado, depen-
diendo de la proteina a purificar.
Las FP con cardcter hemostdsico son fundamental-
mente:
- Factor VIII (de alta purificacién o purificacion in-
termedia)
- Factor IX
- Preparados del complejo protrombinico
- Preparados especificos de Fac. V, VII, X, proteina
Cy Proteina 5.
- Antitrombina III
Oros preparados de accion hemostasica, sobre todo
fibrinoliticos, como pueden ser la uroquinasa, PIA etc,
pueden ser de origen humano pero su fuente de ob-
tencién no es el Plasma.

3.1 PREPARADOS DE FACTOR VIII.

El F. VIII es la proteina mas importante desde el
punto de vista de su uso clinico, asi como de los
avances realizados en su estudio, en cuanto a su
purificacién, concentracién, caracteristicas de
antigenicidad y transmisién de viriasis.

En la actualidad se usan distintos preparados a
partir de PFC o de Criop. denominados alta pureza
o intermedia, cuya diferencia principal es el conte-
nido de Ul de proteina coagulante por mg de
proteina total. Los de pureza intermedia tienen <10
mg Ul F VII/mg de proteina, y los de elevada pure-
za desde >50 Ui hasta algunos preparados con 1000
Ul En estos 1ltimos la purificacion se consigue me-
diante el uso de cromatografia de intermcambio
ionico o de Ac Mo de ratén frentaal F VIIl o al F von
Willebrand, lo que plantea el uso continuado, a pesar
de los métodos de retirada, de proteinas animales de
manera sistematica.

No existe una opinion generalizada en cuanto ven-
tajas absolutas en el producto a utilizar

Con la llegada del Factor VIII recombinante (F
VIIir) se han planteado numerosos problemas en
cuanto a la comparacién entre el F VIII de origen
humano o los obtenidos mediante ingenieria genéti-
ca, llamados recombinante, Los puntos mas relevan-
tes son la comparacion de ambas proteinas en cuan-
to a su concentracién, potencia, identidad, pureza y
actividad especifica asi como su integridad estructu-
ral y la presencia de contaminantes.



del FVIII humano existe el proble-
ezcla de PFC en grandes cantidades, su
6n e inactivacion viral. El proceso de obten-
h'aspartlr de PFC o Crio, su purificacién,
sdiante inmunopurificacién en columna con Ac
,-ﬂlfm anti F VIII o anti F vW, o por
afia por filtracion en gel. Posteriormente es
sometido a un proceso de inactivacion viral,
steunzacion, solvente detergente o propiolactona UV.
e proceso la cantidad obtenida es variable se-
hmetndolnglas seguidas, pero la molécula pa-
e idéntica a la de partida.
> Enh obtencion del F VIIIr, el proceso seguido con-
- Siste en la clonacion de la molécula de FVIII, mediante
;h obtencién del DNAc codificador de la proteina F
- WVIIL la seleccién de una celula huesped, siendo ele-
gida generalmente la célula de ovario o rifién de
Hamster, la transfeccién, insercién del gen y su am-
plificacion para la sintesis de F VIII, Las células
transfectadas son mantenidas en un biorreactor, y ali-
~mentadas en un medio de cultivo fresco, de donde es
~retirada la a una vez producida. Posteriormen-
te ha de ser purificada para eliminar los posibles res-
tos celulares o de ADN del cultivo, proceso que se lle-
va a cabo en columna de afinidad con anticuerpo
murino, eliminandose finalmente los restos del Ac
‘monoclonal. Tras esto, es sometida a un proceso de
‘ estabilizacion con albimina humana, PEG, histidina

o polisorbato.
3.1a COMPARACION ENTRE ELF. VITh Y r.

~ Ambos procesos, obtencién de Factor VIII huma-
| 00 ¥ recombinante son complejos. Para la purifica-
' &0n y estabilizacién de la molécula de F VIII es ne-
‘cesario el uso de diferentes sustancias quimicas o de
origen animal, por lo que existen gran nimero de
#nsayos clinicos a fin de poder determinar en el re-
' su farmacocinética o respuesta tras su infu-
efectividad, la tolerancia, seguridad viral y so-
Indc sus efectos deletéreos tanto en la infusién
s estas sustancias sobre el sistema inmune de for-
m: u,:nntuiuada, como sobre la formacidon de
* bidores. Estos estudios se estdn llevando a cabo
> en pﬂﬂentes en los que se les aplica solamente
un de tratamiento, FVIII h o r, como aplica-
e & FVII] recombinante sobre pacientes con in-
mudad previamente alterada, bien con inhibidores
mm sobre las poblaciones linfocitarias
=ntes infectados por VIH.

'PRE IADOS DE USO ALTERNATIVO EN
FRCIENCIAS DEF vin

jpacientes con Hemofilia A que han desarro-

.a:lmis de la administracién de F
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VIII de uno u otro tipo, existen otras alternativas te-
rapéuticas, como son la administracién de F VIII por-
cino, anque en general de forma temporal, debido a
su poder inmunogénico, concentrados del complejo
protrombinico, o componentes de factores activados
(FEIBA o Autoplex) y actualmente el F VII a.

3.3 PREPARADOS DE F v WILLEBRAND
CONCENTRADO.

El F. v Willebrand se encuentra en elevada concen-
tracién en los preparados de F. VIII de pureza inter-
media, ya que F. VIII y F v Willebrand estdn unidos
de forma covalente; por tanto en la enf. de v
Willebrand se puede utilizar este preparado, que,
ademas, esta sometido a inactivacion viral. No obs-
tante existe un preparado especifico que contiene una
elevada proporcion de multimeros de F. w.
Willebrand y que se emplea en determinados casos
de indicacion en esta enfermedad. Hasta el momento
no se ha demostrado su superioridad con respecto a
los concentrados de F VIII de pureza intermedia.

3.4 PREPARADOS DEL COMPLEJO
PROTROMBINICO.

La propiedad quimica comiin a las proteinas de
produccién hepdtica dependientes para su sintesis de
la vit. K, de ser absorbibles por SO Ba hizo que se
obtuvieran este conjunto de proteinas en forma de
complejo, y pueda aplicarse tanto en el tratamiento
de pacientes deficientes de F IX como en todos aque-
llos que precisan este grupo de factores en conjunto.

La materia prima para su obtencidn es tanto el PFC
como el PC, llevandose a cabo su separacién mediante
precipitacion en 50 Ba y pudiendose inactivar tanto
por calor como mediante método de solvente detergen-
te. Contiene los factores II, VII, IX y X, asi como
proteina C y S. Un problema asociado a su obtencién
es la activacion de determinados factores, fundamen-
talmente X y VIL, lo que le confiere elevada trombo-
genicidad. Esta ademads puede verse incrementada por
la presencia de fosfolipidos que contaminan el prepa-
rado. Este riesgo es mayor en los enfermos hepiticos,
ya que en ellos existe una tasa baja de AT III.

Su indicacién preferente es el deficit de F IX, atin
cuando otras indicaciones precisas pueden ser
determindos casos de hepatopatias, siempre con la
limitacién expuesta, intoxicaciones por anti vit. K, en
aquellos csos especificos de hemorragia intensa, o
preparacids urgente para cirugia en los que no de
tiempo a la actuacién de vit K intravenosa (6-8 h) o
riesgo de sobrecarga circulatoria que contraindique la
administracién de PFC.
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3.5 CONCENTRADOS DE FACTOR IX
PURIFICADO

A partir de los preparados de Complejo
protrombinico se puede obtener F IX aislado v purifi-
cado mediante absoncidn en So,Ba y purificacion por
cromatografia en columna de afinidad.

Posteriormente puede ser inactivado mediante
solvente detergente, isotiocianato o ultrafiltracién.

3.6 CONCENTRADOS DE FACTOR V11 ACTIVADO.

Es una Fraccién obtenida mediante mediante
ingenieria recombinante, con accién sobre las célu-
las tisulares endoteliales en las que produce una li-
beracion de F Xa, ejerciendo una accién de cortocir-
cuito de la actividad fisioldgica del F VIIL. Por ello se
ha utilizado no como fuente de F VII en pacientes con
esta deficiencia, sino como tratamiento en hemofilia
A con inhibidores.

3.7 OTRAS FP DE ACION HEMOSTASICA

Ademads de las descritas existen otros concentrados
de facores purificados entre los que se encuentran los
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Concentrados de Fibrindgeno, Factor XIII y proteina
. Los dos 1iltimos estdn inactivados por calor. No son
de aceptacion universal, estando admitidos en deter-
minados paises.

3.7.a CONCENTRADOS DE ANTITROMBINA 111

La AT 1T es un inhidor fisioldgico de la trombina
y del F Xa, teniendo por ello un papel fundamental
en la regunacion de la hemostasia. Ademas, desde el
punto de vista farmacoldgico, su accidn es necesaria
para la actividad de la heparina, lo que le confiere
un papel importante en la clinica, no solo en los es-
tados de deficiencia congénita de AT 111, que son
poco frecuentes, sino en las alteraciones adquiridas
como es el caso de los anticonceptivos orales, casos
de administracion de heparina en estados
trombdticos, enfermos hepdticos, v mas recientemen-
te en estados sépticos.

L.a materia prima para su obtencion puede ser el
PFC o el Crio. separindose la proteina por fraccio-
namiento en etanol y purificindose en medios de baja
fuerza iénica, Puede ser inactivada por calor.



