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Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1. FUNDAMENTOS EN HEMOSTASIA

La hemostasia permite cerrar los vasos danados, mantener la sangre en estado liquido
y retirar los trombos tras restaurar la integridad vascular. Hace dos mil afios, el filésofo
griego Platon ya describi6 la sangre en forma de fibras una vez que abandonaba el calor del
cuerpo. También acufi6 el concepto de fibrina, como componente especifico de la estructura
fibrosa del trombo sanguineo. La vision de Platén, compartida por otros como Aristoteles y
Galeno, permanecid hasta finales del siglo XVIII. En el siglo XIX, se produjeron grandes
descubrimientos en el estudio de los mecanismos biologicos de la coagulacion. Sobre 1865,
las plaquetas fueron descubiertas, asi como su papel principal en la hemostasia [1]. Se
propuso que una hipotética proteina llamada “trombina” podria inducir la formacion de
fibrina. La mayoria de los grandes conocimientos sobre coagulacion fueron realizados en el
siglo XX. En 1905, Morawitz describid el primer modelo de la coagulacion en el que la
tromboplastina, ahora conocida como factor tisular (FT), se liberaba ante el dafio de los
vasos, y convertia la protrombina en trombina con la presencia de calcio. La trombina
convertia el fibrindgeno en fibrina, dando pie a la formacion del codgulo. Sin embargo, este
modelo no explicaba en su totalidad el complejo proceso de la coagulacion. En la década de
los 50, otros factores fueron descritos, como el factor de von Willebrand (vVWF), y los
factores V, VII, VIII, IX y XI. La deficiencia de alguno de estos factores fue relacionada con
enfermedades, como el déficit del FVIII en la hemofilia A y la del FIX en la hemofilia B. En
los afios 60, dos grupos independientes disefiaron un modelo de coagulacion que se asimilaba
a una cascada, el modelo de la cascada de la coagulacion [2,3]. Cada factor de coagulacion
consiste en una proenzima que es convertida a una enzima activa por el factor de coagulacion
previo en la cascada de la coagulacion. Se sugirid que dos cascadas diferentes convergian en
la activacion del FX. Se denominaron la via intrinseca, denominada asi porque todos los
componentes estdn presentes en la sangre, y la via extrinseca que requiere de un factor
externo, el FT del tejido extravascular. La via intrinseca se activa in vitro una vez que la
sangre contacta con superficies hidrofilicas. Esto genera la activacion del FXII, que convierte
la precalicreina en calicreina, y que conlleva a la activacion del FXI, FIX, FX y la
protrombina. La via extrinseca comienza con el FT que activa el FVII, el cual induce la

activacion secuencial del FX y la protrombina. Ver la figura 1.

13
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Platelets

Figura 1. La cascada de la coagulacion. Tras el dafio endotelial vascular, el FT es expuesto a la corriente
sanguinea y se une al factor VII, que es activado al FVIla. El complejo FT-FVIla permite la activacion del FX y
la protrombina. Después, pequenas cantidades de trombina activan el factor XI-IX de la superficie plaquetaria.
El FIXa activara al FX. Simultaneamente, pequefias cantidades de trombina activaran los factores VIII (cofactor
del FIX) y el FV (cofactor del FX), que aumenta la actividad catalitica de los factores IX y X. Finalmente, la
activacion de la trombina o FIla produce los depodsitos de fibrina. En paralelo, la liberacion de polifosfatos
locales (Poly P) por las plaquetas activadas puede adicionalmente activar el factor XII, FV y el FXI, y por tanto
inhibir la lisis del coagulo. Tomado de Versteeg et al. New fundamentals in hemostasis. Physiol Rev 93: 327—
358, 2013.

Sin embargo, el concepto actual de la hemostasia es ligeramente diferente. Tras el
dafio vascular, las plaquetas se adhieren al lugar de la lesion y se agregan a través de
interacciones entre los receptores plaquetarios con ligandos extracelulares y proteinas
solubles. El dafio vascular produce la exposicion del FT subendotelial que genera rastros de
trombina con multiples efectos en otros factores de coagulacion y con las plaquetas. A través
de maltiples vias de refuerzo en el sistema de coagulacion y en la activacion plaquetaria,

grandes cantidades de fibrina son formadas, estabilizando precozmente el trombo plaquetario

[4].
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En el modelo actual de la coagulacion, ésta se puede dividir en tres fases separadas: 1)
fase de iniciacion, en la que pequenas cantidades de factores de coagulacion activos son
generadas; 2) fase de amplificacion, en la que los niveles de factores de coagulacion activos
aumentan exponencialmente; y 3) fase de propagacion, en la que los factores de la
coagulacion se unen fuertemente a las membranas de las plaquetas activadas y trombos de
fibrina. Mientras este nuevo modelo biologico celular, en el que entran en juego las
microparticulas, esta ganando cada vez mas adeptos, todavia se contintia utilizando el modelo

clasico de la cascada de coagulacion y sus dos vias, intrinseca y extrinseca [5].

1. Fase de iniciacién

Se refiere a la via extrinseca del modelo clésico de la coagulacion. Comienza cuando
la vasculatura es dafada, y las c€lulas subendoteliales, asi como las células musculares y los
fibroblastos son expuestos al torrente sanguineo. Ver figura 1. Estas células exponen un factor
clave en la iniciacion de la cascada de la coagulacion, el FT, que se une al FVIIL. Al actuar
como cofactor del FVII, el FT promueve la proteolisis y la activacion del FVIla. El FT
permanece en la superficie celular en una configuracion inactiva, pero ante determinadas
circunstancias es activado. Aunque se ha visto que pueden existir concentraciones
fisiologicas de FVIla, sin el papel del FT muestra una actividad muy baja, por lo que se

demuestra que depende enteramente de los niveles de FT [6].

El complejo FT-FVIIa convierte el FIX y el FX en FIXa y FXa respectivamente. Esto
permite que el FXa se asocie al cofactor FVa para crear un complejo protrombinasa en las
células que expresan el FT, que sirve para convertir la protrombina o FII en trombina. El FXa
puede disociarse de estas células con el FT y formar complejos de protrombinasa en
membranas celulares diferentes. Sin embargo, la presencia de inhibidores tipo proteasa en
plasma como el inhibidor del FT (TFPI) y la proteasa sérica inhibidora antitrombina (AT),
limitara dicha difusion [7]. No obstante, el FIXa no es el objetivo del TFPI y por tanto puede
difundirse mas facilmente a otras superficies celulares y participar en la fase de propagacion.

Por tanto, en esta fase los niveles de los factores de coagulacion son todavia bajos.
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2. Fase de amplificacion

La lenta acumulacion de trombina produce la activacion de plaquetas que estan
adheridas al lugar de la lesion. A su vez, la trombina convertird el FV en FVa, que amplifica
la actividad protrombinasa, y convierte el FVIII en FVIIIa, que actia como cofactor del FIXa
en la superficie de las plaquetas activadas para soportar la generacion de FXa. Al final, la

trombina convierte el FXI en FXIa.

Asi, en esta fase los niveles de los factores de coagulacién aumentan
exponencialmente y las plaquetas no s6lo contribuyen a la estabilidad del coagulo, sino que

también aceleran el sistema de la coagulacion.

3. Fase de propagacion

Se produce lejos de la zona de lesion, en superficies que contengan fosfolipidos
procoagulantes, como en las plaquetas activadas. El FXI convierte el FIX en FIXa, que se
asocia a la fuerte union de la trombina con el FVIII. La ausencia o disminucién importante de
FVII 6 FIX conlleva el riesgo de complicaciones de sangrado (hemofilia A y B,
respectivamente), lo que resalta la importancia de estos factores de coagulacion en la
normalidad de la hemostasia. Debido a la exposicion de la fosfatidilserina en las membranas
celulares, el complejo FIXa-FVIlla cataliza la conversion del FX a FXa, tras lo cual el
complejo FXa-FVa produce suficiente cantidad de trombina para generar las fibras de fibrina.
Como paso final, la trombina activa el FXIIla que actia como una transglutaminasa activada
que canaliza la formacion de enlaces covalentes entre las cadenas de fibrina, creando un

trombo de fibrina polimerizada [8].

Es en esta fase donde los factores de la coagulacion se unen fuertemente a las

membranas procoagulantes de las plaquetas activadas y se forman trombos ricos en fibrina

[8].
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1.2. ALTERACION DE LA HEMOSTASIA EN CIRUGIA CARDIACA
1.2.1. Causas

La cirugia cardiaca realizada con la ayuda de circulacion extracorporea (CEC) puede
suponer una importante alteracion de la hemostasia. Esta disfuncion de la coagulacion se
debe a multiples causas, relacionadas con el paciente, con tratamientos farmacoldgicos y con
factores quirargicos. Por lo tanto, el paciente esta expuesto tanto a complicaciones
hemorragicas como tromboticas. Para un adecuado manejo del sangrado de un paciente
sometido a cirugia cardiaca y si queremos evitar la administracion empirica de fArmacos y
hemoderivados, es basico identificar los factores causantes del sangrado. El sangrado tras
cirugia cardiaca puede deberse a efectos residuales de la heparina, a la disminucion de la
generacion de trombina, trombocitopenia, deficiencia de fibrindgeno, hiperfibrinolisis y
causas quirurgicas, siendo esta ultima la causa mas frecuente de sangrado en este tipo de
cirugia [9]. Estos factores pueden interactuar entre ellos causando una coagulopatia muy
compleja y dificil de tratar. Los estudios de la funcionalidad de la coagulacion basados en los
tests viscoeldsticos y en la agregometria permiten un estudio mas global del origen de la

coagulopatia [9].

Las intervenciones de cirugia cardiaca son responsables del consumo de gran cantidad
de concentrados de hematies, con un porcentaje que va del 7% en Reino Unido [10] al 25%
en Estados Unidos [11]. Ademas, las complicaciones tromboembolicas también se pueden
producir tras cirugia cardiaca: infarto agudo de miocardio (1% en cirugia coronaria) [12],
ictus (2% en cirugia coronaria) [13], isquemia mesentérica (0,3%) y tromboembolismo
pulmonar o periférico [14]. Las complicaciones derivadas del sangrado y del
tromboembolismo son graves y causan alteraciones clinicas postoperatorias. La revision
quirargica para el control del sangrado presenta cifras de mortalidad de hasta el 14% [15],
siendo el sangrado masivo fatal aproximadamente en un 6% de los casos [16], y los
productos transfusionales por si mismos un factor independiente de mortalidad [17]. Tanto el
infarto de miocardio como el ictus se asocian a una importante morbimortalidad, y la

isquemia mesentérica es casi siempre fatal.

Durante la CEC se activa la produccion de la trombina [18]. La heparina sodica
antagoniza a la trombina a través de un mediador rapido de la antitrombina. La trombina se

genera a partir de dos vias diferentes: una fase de activacion de contacto (via intrinseca) y
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con la via extrinseca por la liberacion del factor tisular (FT). El contacto entre la sangre y la
superficie de los circuitos de la CEC es un determinante menor de la formacién de trombina

[19], siendo la principal contribucion la liberacion del factor tisular [20].

El FT es liberado de forma importante durante la cirugia cardiaca por la exposicion de
los tejidos, acumuldndose sobre todo en el espacio pericardico y pleural. Durante la CEC la
readministracion de la sangre almacenada tanto en el pericardio como en el espacio pleural
induce una gran generacion de trombina. Hay estudios que demuestran estrategias para
reducir la reinfusion de la sangre acumulada en estos espacios, para asi generar menor
produccion de trombina y menor activacion del sistema hemostatico [21,22]. Se pueden
utilizar estrategias para intentar disminuir la generacion de la trombina a través de circuitos
de CEC cerrados, procesamiento de la sangre acumulada en estos espacios con el salvacélulas

y el uso de circuitos biocompatibles [23].

La generacion de trombina, por tanto, surge por un lado por causas quirargicas y por
otro por la CEC, produciendo a su vez un consumo progresivo de los factores de coagulacion.
La rapida inactivacion de la trombina realizada por la liberacion de antitrombina gracias a la
heparina sddica, determina un consumo progresivo de la antitrombina [24]. Otros
anticoagulantes naturales, como la proteina C y S y la via inhibitoria del FT son consumidos
también debido a la agresion quirargica [25].

La disminuciéon de los niveles de fibrindgeno tras la cirugia cardiaca se debe a la
conversion de fibrindgeno en fibrina mediado por la trombina [26]. La trombina, al activar al

sistema fibrinolitico puede producir un cuadro de hiperfibrinolisis.

A su vez, la trombina es un activador plaquetario directo a través de los potentes
receptores proteicos plaquetarios. Las plaquetas sufren diferentes grados de activacion

durante la cirugia y generalmente terminan el procedimiento con menor funcionalidad [27].

Otro factor que influye en la alteracion de la hemostasia es la hemodilucioén por el
cebado de la bomba y el uso de grandes circuitos de CEC. Las técnicas de cebado autdlogo
retrogrado permiten minimizar el volumen necesario de purgado del sistema de CEC [28].
Este efecto es mdas notable en pacientes pequefios y en cirugia pediatrica [29]. La hipotermia

y la acidosis también influyen [30].

Los pacientes intervenidos de cirugia cardiaca con CEC son sometidos a una

compleja mezcla de hemodilucion y consumo de factores de coagulacion y fibrindgeno,
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trombocitopenia, disfuncion plaquetaria, hiperfibrinolisis y consumo de anticoagulantes
naturales. La combinacion de estos factores motiva una alteracion de la hemostasia, con una
pérdida a la vez de factores procoagulantes y anticoagulantes naturales. Es este escenario un
caldo de cultivo excelente para que se produzcan complicaciones por sangrado o por
trombosis, afiadiendo ademas el uso de farmacos crénicos de los pacientes que pueden

producir mas coagulopatia.

Tras una cirugia cardiaca, algunos pacientes pueden sangrar de forma excesiva
(probablemente alrededor de un 20%). Un rapido diagnoéstico e inicio del tratamiento podria
impedir la alteracion hemodindmica procedente de la hemorragia, descendiendo la capacidad
de transporte de oxigeno por la anemia y la alteracion de la hemostasia por la disminucion de
las fuentes hemostaticas enddgenas. Se han definido diferentes criterios que puedan definir
un sangrado excesivo: drenajes por los tubos tordcicos de mas de 10 mL/kg en la primera
hora tras la cirugia, mas de 20 mL/kg durante las tres primeras horas. También cualquier
sangrado brusco de 300 mL/h o mayor, puede indicar una lesion vascular aguda que requiera

de reintervencion urgente [31].

Reduccion en la generacion de trombina

Debido a la dilucion y al consumo de factores de coagulacion, pueden disminuir los
niveles y la funcionalidad de dichos factores. Con la excepcion del fibrindgeno y del factor
XIII que ayudan a la firmeza del codgulo y que no intervienen en la generacion de trombina,
una disminucion de la actividad de los factores de la coagulacion derivan en un descenso en
la generacion de trombina. El principal descenso deriva de los factores II, V, VII, IX y XII
[32]. Sin embargo, dada la gran reserva funcional de estos factores, no se ha asociado con un
importante sangrado postoperatorio. Inmediatamente tras la cirugia, la calidad del trombo
basado en la fibrina se altera mas que la generacion de trombina y la alteracion plaquetaria

(disminucion del 38%, 7% y 27% respectivamente) [32].

Otros estudios correlacionan la generacion de trombina con el sangrado en pacientes

sometidos a cirugia cardiaca [33].

Hay algunos factores que pueden inducir generacioén de trombina y una disminucion
en la actividad de los factores de coagulacion, motivando un sangrado postoperatorio. Los

principales factores intraoperatorios son la duracion de la CEC y el grado de hemodilucion.

19



Introduccion

Algunas patologias, como la diseccion aodrtica aguda, se caracterizan por el consumo
preoperatorio de factores de coagulacion debido a la trombosis de la luz falsa. La cirugia de
arco adrtico y aorta toracica, ademas de otras cirugias complejas generan un gran consumo de
factores de la coagulacion [34]. La hemodilucidon en pacientes pequefios o en la poblacion

pediatrica también influye en los factores de coagulacion [35].

Otros factores preoperatorios son una disminucién de los factores de coagulacion
vitamina K dependientes por problemas hepaticos, tratamiento con warfarina y el déficit
congénito de factores de la coagulacion. Entre los nuevos anticoagulantes orales directos
(ACODs), el dabigatran produce una inhibicion directa de la trombina y por tanto un
descenso marcado de la generacion de la misma. Tiene un antagonista, el idarucizumab, a
tener en cuenta ante la necesidad de una rdpida reversion de su accion. Los otros ACODs
inhiben el factor Xa, y en la practica clinica habitual, actualmente no estd disponible su
antagonista. En caso de que no se haya metabolizado completamente y sobre todo en cirugia
urgente, puede existir un riesgo de sangrado postoperatorio. Se podria utilizar concentrado de

complejo protrombinico en casos urgentes para revertir parcialmente su efecto [36].

El diagnostico de una escasa generacion de trombina se basa en tests convencionales
como el tiempo de protrombina (TP) y el tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa),
asi como en los estudios viscoelasticos: tromboelastografia (TEG) y tromboelastometria
(ROTEM). Las medidas directas de la generacion de trombina no se suelen utilizar en la
practica clinica diaria. El tiempo requerido para pasar del estado natural de la sangre al
coagulo es una medida indirecta de la generacion de trombina. Este valor es el tiempo de
reaccion (R) del TEG vy el tiempo de coagulacion (CT) del ROTEM. Para evitar los efectos
residuales de la heparina, estos tests se deben realizar con y sin heparinasa. Una pequefia
prolongacion (hasta un 30% del limite de la normalidad) tanto del valor R o del CT es comun
tras la CEC, y no necesariamente ha de ser interpretado como una importante alteracion en la
generacion de trombina. Sin embargo una gran prolongacion de estos valores sugiere una
pobre generacion de trombina en un paciente sangrando, asi que se debe iniciar tratamiento
para reponer los factores de coagulacion. Esto se puede alcanzar por distintas vias. La mas
comun es administrando plasma fresco congelado (PFC). Sin embargo, se precisan
volimenes de PFC de al menos de 10 a 15 mL/kg para recuperar los factores de coagulacion
en alteraciones moderadas de déficit de generacion de trombina, y mayores dosis en casos

mas severos [37]. Los concentrados de complejo protrombinico (PCCs) son capaces de
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alcanzar de forma mas répida y efectiva valores normales de factores de coagulacion,
evitando los riesgos de sobrecarga de fluidos. Contienen los factores 11, VII, IX y X. El uso
de los PCCs para el tratamiento de la coagulacion por consumo y dilucion que se producen en

cirugia cardiaca ha sido demostrado efectivo [38,39].

Una importante generacion de trombina puede obtenerse con el uso del factor VII
recombinante activado (rFVIla). Este farmaco es efectivo en el tratamiento del sangrado
severo tras cirugia cardiaca [40], sin embargo, puede asociarse a un riesgo aumentado de
eventos tromboticos [40,41], y su uso debe limitarse en casos de sangrados que comprometen
la vida. En general, ha de considerarse que un incremento excesivo de la generacion de
trombina puede conllevar a un ambiente protrombotico. Por tanto, esto se puede dar tanto con

el uso de los PCCs como con el rFVIIa [42].

Fibrinégeno

Una vez que la sangre empieza a coagularse, la interaccion del fibrindgeno y las
plaquetas a través del receptor GPIIb/IIla determina la fuerza del trombo (firmeza del
codgulo). Un importante cofactor en este proceso es la contribucion del factor XIII que
convierte las formaciones inestables de fibrina en polimeros estables de fibrina. El
fibrindgeno también promueve la agregacion plaquetaria a través de la unidon de los

receptores de las glicoproteinas IIb/Ila [43].

Tras la CEC, los niveles de fibrinégeno y FXIII disminuyen significativamente [44].
La concentracion de fibrindgeno puede llegar a disminuir un 34-42% al final de la CEC, con
respecto a los valores basales [45,46]. Hay muchos estudios que relacionan los bajos niveles

de fibrindgeno con el sangrado en el paciente sometido a cirugia cardiaca [47,48].

El escenario clinico que supone la disminucion del fibrindgeno es similar al que
supone un descenso en la generacion de trombina (consumo de factores y dilucion debido a

un tiempo prolongado de CEC, cirugia compleja, cirugia aortica, cirugia congénita,...).

Para el diagnéstico de una baja firmeza del codgulo debido a la disminucion de los
niveles del fibrindgeno, los tests viscoeldsticos son muy utiles. En la tromboelastografia
(TEG) y en la tromboelastometria (ROTEM), la firmeza del coagulo se representa en la
maxima amplitud (MA) y en la maxima firmeza del coagulo (MCF), respectivamente. Sin

embargo, estas medidas ofrecen una evaluacion del efecto combinado de plaquetas y
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fibrindgeno. Para analizar especificamente el papel del fibrindgeno se requieren tests
modificados: fibrinégeno funcional en el TEG y el FibTEM en el ROTEM. En estos tests, la
contribucion plaquetaria es eliminada por agentes antiplaquetarios (abciximab en el TEG y la

citocalasina D en el ROTEM) [49].

Los niveles de fibrindgeno pueden medirse convencionalmente por los laboratorios
usando el método Clauss. Hay una asociacion entre los niveles de fibrindgeno determinados
por el método Clauss y la medida de la contribucion de la firmeza del codgulo con los tests
viscoelasticos [50], sin embargo las dos medidas no son intercambiables, la primera

representa una concentracion y la segunda funcionalidad.

No esta todavia claro qué nivel de fibrindogeno se considera el limite para iniciar un
tratamiento, pero niveles inferiores al rango de la normalidad entre 2,0-4,5 g/L se asocian a
un aumento en el riesgo de sangrado [51,52]. El suplemento de fibrindgeno se suele indicar
cuando los niveles caen entre 1-2 g/L [53-55], pero se han propuesto niveles mas altos para
los pacientes sometidos a cirugia cardiaca [55]. Cuando la MCF en el FIibTEM se usa para
establecer la dosis correcta de concentrado de fibrindgeno a administrar, se ha sugerido un

objetivo de MCF en torno a 22 mm [51].

Los niveles de fibrindgeno se pueden restaurar con tres estrategias. La primera, con el
uso de plasma fresco congelado (PFC). Sin embargo, se precisan grandes cantidades de PFC
para aumentar los niveles de fibrindgeno. El contenido de fibrin6geno en el PFC es variable,
pero esta en torno a 2 g/L. [56], esto significa que para aumentar los niveles de fibrindgeno 1

g/L se requiere la administracion de 30 mL/kg de PFC [56].

Para evitar la sobrecarga de volumen se pueden utilizar los crioprecipitados. La
cantidad de fibrindgeno es aproximadamente de 12 g/L [57]. No esta disponible en todos los

paises de Europa [58].

La forma mas efectiva de tratar la deficiencia de fibrindgeno es la administracion de
concentrado de fibrindgeno (20 g/L). Las guias europeas sugieren una dosis inicial de 25 a 50
mg/kg [59].

El uso del concentrado de FXIII para tratar el sangrado postoperatorio relacionado
con la baja firmeza del codgulo por déficit de fibrindgeno tiene bajo nivel de evidencia segiin

las guias europeas [59]. Un estudio reciente aleatorizado sobre el tratamiento con FXIII
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recombinante en cirugia cardiaca no demuestra ningin efecto en el sangrado ni en las

transfusiones [60].

Firmeza del coiagulo dependiente de las plaquetas

Son numerosos los eventos que se dan durante los procedimientos de cirugia cardiaca
que producen una alteracion de la hemostasia por disfuncion plaquetaria. Las dos principales
son la trombocitopenia y la alteracion en la calidad de las mismas. La trombocitopenia se da
como resultado de la hemodilucion, secuestro y destruccion por superficies no endoteliales.
Habitualmente el nimero de plaquetas desciende por debajo de 100000/uL o menos, sin
embargo, este descenso depende sobre todo del valor inicial de las mismas antes del
procedimiento y del tiempo de la CEC. Entre 10000 y 100000/uL, el tiempo de sangrado
disminuye de forma directa, si bien, una cifra de plaquetas mayor de 50000/uL, no se

relaciona con sangrado postoperatorio en pacientes sometidos a cirugia cardiaca [61].

La alteracion en la funcionalidad plaquetaria se da de forma mas frecuente que la
trombocitopenia durante la CEC. El abanico de estas causas incluye la iatrogenia por las
técnicas extracorporeas, farmacos, hipotermia, fibrinolisis y duracion de la CEC. La
utilizacion de oxigenadores de membrana (cada vez menos frecuentes), circuitos de CEC no
biocompatibles y el exceso de la utilizacion de la succion de la cardiotomia provocan varios
grados de activacion plaquetaria, iniciando su liberacion y por tanto la disminucion del

contenido de sus granulos a [62].

Los complejos protamina-heparina y la protamina por si sola también contribuyen a la
disfuncién plaquetaria tras la CEC. La hipotermia media y moderada esta asociada con
grados reversibles de activacion y disfuncion plaquetarias. La realizacion de CEC en
normotermia podria tener beneficios en cuanto a la disminucion de las alteraciones de la

hemostasia relacionadas con la hipotermia [63].

Las plaquetas son el pilar fundamental en la coagulacion. Sin plaquetas no hay
coagulacion y no hay hemostasia. Sin proteinas habria hemostasia, pero ésta duraria solo de
10 a 15 minutos debido a la inestabilidad del trombo plaquetario ante el flujo sanguineo. Las
plaquetas proveen fosfolipidos para las reacciones de la coagulacion, secretan sustancias que
afectan a si mismas, a otras plaquetas, al endotelio y a otros factores de la coagulacién; y

alteran su forma para exponer en la membrana glicoproteinas para la creacion de receptores
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esenciales en la hemostasia. La respuesta inicial ante el dafo vascular comienza con el
trombo plaquetario. Una adecuada respuesta hemostatica depende de una optima adhesion

plaquetaria, activacion y agregacion [62].

Adhesion plaquetaria

El flujo capilar normal es laminar, los globulos rojos y los leucocitos discurren por la
parte central del vaso y las plaquetas por la periferia. Sin embargo, las lesiones en el
endotelio causan un flujo turbulento que motiva la secrecion de vVWF, moléculas de adhesion
y el factor tisular. Cuando el endotelio vascular es lesionado, las plaquetas tienen la
oportunidad de contactar con el factor de von Willebrand (vVWF), que esté fijado al colageno
del subendotelio. El receptor GPIb se une al vWF, que permite anclar la plaqueta a la pared
vascular. Por otro lado, otros receptores plaquetarios que aparecen con el cambio
conformacional de las plaquetas como el GPIa, el GPIla y el GPIb/IX permiten unirse

directamente al colageno expuesto, comenzando asi la fase de adhesion [64].

Las integrinas GPs forman diversos receptores de membrana a través de
combinaciones de 20 subunidades a y 8 . Una de estas combinaciones es el receptor GPIIb/
[ITa, que participa en el inicio de la adhesion plaquetaria. La activacion plaquetaria produce

un cambio estructural en el GPIIb/I1la, que resulta en la activacion de la agregacion [65].

La adhesion plaquetaria comienza rapidamente, durante el primer minuto tras la
lesion del endotelio, y cubre completamente el subendotelio expuesto en unos 20 minutos. Se
inicia con la disminucion de la velocidad de las plaquetas cuando el GPIb/IX y el vWF
median para la adhesion, seguido de la activacion plaquetaria, del cambio conformacional del
receptor GPIIb/I11a, uniéndose al vWF y la parada de las plaquetas en el endotelio en los

ligandos creados por el vWF [66].

Activacion y agregacion plaquetarias

La activacion plaquetaria comienza tras el contacto con el coldgeno expuesto después
de la lesion del vaso, cuando la adenosina difosfato (ADP), trombina o el tromboxano Az se
unen a los receptores de membrana, o a través de interacciones entre las mismas plaquetas.

Entonces las plaquetas liberan el contenido de los granulos densos & y de los granulos a. Los
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granulos densos contienen serotonina, ADP y Ca'2; los granulos o contienen factor
plaquetario V, B-tromboglobulina, factor plaquetario 4 (PF4), P-selectina y varias integrinas
(VWE, fibrindgeno, vitronectina y fibronectina). Simultdneamente, las plaquetas alteran su
sistema microesquelético para cambiar la forma de un disco a una esfera, que permite la
exposicion del receptor de membrana plaquetario GPIIb/IIIa. La liberacion de ADP permite
el reclutamiento de plaquetas adicionales en el lugar de la lesion y estimula la proteina
plaquetaria G, que activa la membrana fosfolipasa. Esto produce la formacién de é4cido
araquidonico, que es convertido en tromboxano A» por la ciclooxigenasa plaquetaria. Otros
agonistas plaquetarios son la serotonina, la trombina y el tromboxano Az. La trombina es, de

lejos, el agonista plaquetario mas potente [67].

Los agonistas generan cierto cambio en la forma de la plaqueta, que incrementa la
concentracion intracelular de Ca?* y estimula la proteina G. La presencia de suficientes
agonistas inicia la agregacion plaquetaria. La agregacion se da cuando las integrinas liberadas
de los granulos a crean puentes moleculares entre los receptores GPIIb/IIla de las plaquetas

adyacentes [66].

Trombocitopenia

Una relativa trombocitopenia es comun tras la cirugia cardiaca, siendo distintos
mecanismos los que desembocan en esta situacion. Las plaquetas expuestas a superficies del
circuito de la CEC y del oxigenador responden con la adhesiéon y la agregacion. La elevada
resistencia que se puede encontrar la sangre en ciertas partes del circuito puede ser otro factor
que promueva la activacion y adhesion plaquetarias. La hemodilucion también es un factor
que determina la trombocitopenia. Pese a todo, un descenso en el numero de plaquetas de un
30% al 40% con respecto al valor preoperatorio es un hallazgo comuin. En términos generales
es sabido que incluso un bajo numero de plaquetas es suficiente para conseguir una adecuada
hemostasia y por tanto en pacientes adultos es dificil encontrar un sangrado dependiente
unicamente de plaquetopenia, salvo que ésta ya existiera en el preoperatorio. Sin embargo, en
cirugia cardiaca es casi imposible delimitar una cifra de plaquetas para iniciar un tratamiento,
ya que la combinacion de trombocitopenia, CEC y farmacos que pueden alterar la funcién

plaquetaria es algo bastante comtn [68].

En neonatos y nifios, un sangrado relacionado con la disminucion plaquetaria es mas

frecuente, debido a la mayor hemodilucion. La practica habitual en la poblacion pediatrica de
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menos de 10 kg es cebar el circuito de CEC con concentrado de hematies y PFC [69] o
albumina al 5% [70] para preservar la presion oncdtica. Esta estrategia, sin embargo, no evita
la trombocitopenia por dilucion tras CEC. Ademas, los pacientes con patologia cronica suelen
tener bajos niveles plaquetarios previos a la cirugia, con lo que se acentia mas esta situacion
a la salida de CEC. Hay estudios que demuestran la importancia de esta plaquetopenia en el

sangrado tras CEC en los nifos [70].

El diagndstico habitual de la trombocitopenia en el quiréfano se puede diagnosticar
con el hemograma convencional, y también con los tests viscoelasticos, cuando el ratio MA/
MCEF en los tests viscoelasticos es muy bajo. La {inica opcidn terapéutica es la transfusion de

plaquetas [71].

La heparina puede inducir trombocitopenia. La heparina normalmente se une a las
membranas plaquetarias a través de los receptores GPIb y en otros puntos a través de la
liberacion de ADP. Una trombocitopenia moderada y reversible inducida por la heparina se
puede producir, denominada tipo I (HIT I). Aunque se ha visto que la heparina puede activar
la funcion plaquetaria a través de los receptores GP, la prolongacion de los tiempos de
sangrado relacionados con la heparina se asocian ademas de por la activacion plaquetaria, por

la unién de la misma a la superficie plaquetaria por los receptores GPIb [72].

En contraste con este efecto predecible de la heparina, ocasionalmente los pacientes
desarrollan una trombocitopenia severa progresiva (<100000/mm?3), a veces acompanada de
trombosis. Este sindrome se denomina HIT tipo II. Una cifra de plaquetas por encima de
100000/mm3 no significa que no esté¢ presente la HIT II. Un descenso del nimero de
plaquetas sobre un 30% a 50% durante varios dias de su cifra basal en pacientes que hayan

recibido heparina es probablemente causado por una HIT II.

El mecanismo de esta HIT demuestra la presencia de anticuerpos heparina
dependientes, generalmente Ig G, aunque también pueden ser otros, que agregan las plaquetas
en presencia de heparina. Durante el tratamiento con heparina, la medida de los anticuerpos
permanece baja debido a que estan unidos a las plaquetas. La concentracion de estos
anticuerpos aumenta cuando finaliza el tratamiento, pero paraddjicamente permanecen
indetectables unos meses mas tarde. Ademas se ha observado que los anticuerpos no agregan
plaquetas en presencia de un exceso de heparina, y por otro lado, no todos los pacientes

reexpuestos a heparina desarrollan trombocitopenia [72].
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La superficie plaquetaria contiene complejos de heparina y factor plaquetario 4 (PF4).
Los pacientes afectados presentan un anticuerpo frente a este complejo. Los anticuerpos se
unen a las plaquetas activadas a través de sus receptores Fcyll y a su vez activan el endotelio.
La activacion de la superficie plaquetaria produce una liberacion secundaria de trombina. Las
plaquetas se unen las unas a las otras, lo que se denomina el sindrome del trombo blanco,
pero es secundariamente a la generacion de trombina a través de la activacion plaquetaria por
los anticuerpos, que se puede producir un trombo con fibrina. En ausencia de heparina, el

antigeno heparina-PF4 no se puede crear [73].

Si no existe un defecto endotelial, la tnica respuesta a la interaccion antigeno-
anticuerpo es el consumo de plaquetas y la trombocitopenia. Procedimientos invasivos como
la angioplastia, cirugia vascular o cardiaca pueden danar el endotelio dando lugar a adhesion
plaquetaria y a la consiguiente activacion. El PF4, liberado con la activacion plaquetaria, se
une a la heparina localmente, impidiendo no sélo la inhibicion de la coagulacion sino también
la generacion de material adicional antigénico. Los agregados plaquetarios trombosan vasos,
produciendo isquemia de 6rganos y miembros. La amputacion, muerte o ambos pueden ser
ocasionados cuando queda establecido un cuadro de HIT. Los pacientes sometidos a cirugia
cardiaca que presentan anticuerpos positivos presentan un mayor riesgo de morbimortalidad

de al menos ¢l doble [73].

Tras 7 dias de tratamiento con heparina sodica, probablemente un 1% de los pacientes
pueden desarrollar HIT, tras 14 dias, la tasa de prevalencia es de un 3%. Se ha visto,
estudiado por método ELISA, una incidencia preoperatoria de anticuerpos de un 6,5% a un
10%, sin que se haya desarrollado trombocitopenia. Incluso estudios postoperatorios
muestran la presencia de un 25% a un 50% de anticuerpos. El test mas especifico para su
diagnodstico es el ELISA para anticuerpos del complejo heparina-PF4. La medida de los
anticuerpos IgG plaquetarios es pobremente especifico para el diagnostico de HIT, ya que hay

multiples causas que pueden provocar IgG plaquetarios [73].

Disfuncion plaquetaria

Tras la CEC, la disfuncion plaquetaria es un hallazgo habitual. Tanto la adhesion
como la agregacion se ven afectadas por la CEC [74]. Sin embargo, la disfuncion plaquetaria
adquirida mas importante que conlleva a un alto riesgo de sangrado postoperatorio se debe al

uso preoperatorio de antiagregantes plaquetarios [74].
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La aspirina se asocia a un riesgo moderado de sangrado postoperatorio, y su retirada
previa a la cirugia en pacientes electivos se considera razonable segin las guias [74]. Los
antiagregantes que actiian en el receptor P2Y 1> dependiente de la adenosina difosfato (ADP)
como son la ticlopidina, clopidogrel, prasugrel y ticagrelor, son responsables de un alto riesgo
de sangrado y de reoperacion si no se retiran con tiempo suficiente previo a la intervencion

[75,76]. El tiempo de retirada se suele dar a los 5-7 dias segun las guias [77,78].

La recuperacion de la totalidad de la funcion plaquetaria tras la retirada de los
antiagregantes es muy variable y dificil de predecir [79], por tanto, el uso de tests de funcion
plaquetaria en el preoperatorio para establecer un tiempo adecuado para iniciar la cirugia se
sugiere en las guias de consenso, incluso también para comprobar si el paciente es resistente

al tratamiento antiagregante [80,81].

Hay varios tests para medir la funcion plaquetaria en el preoperatorio, como el
PFA-100® (Siemens Healthcare, Marburg, Germany), agregometria de multiples electrodos
(Multiplate®, Verum Diagnostica GmbH, Munchen, Germany), VerifyNow® (Accumetrics

Inc, San Diego, CA), ROTEM-platelet®, TEG-platelet mapping® y otros.

Existen diferentes valores de funcion plaquetaria propuestos para los pacientes
candidatos a cirugia cardiaca [81,82] y otros en proceso de validacion. Un valor minimo de
31 UA/m (unidades de agregacion/minuto) se ha sugerido para el test del ADP en el

Multiplate® para minimizar el riesgo de sangrado postoperatorio [82].

La valoracion de los niveles de funcion plaquetaria sugestivos de precisar una
transfusion es mas compleja, debido a la relacion entre la CEC y la disfuncion plaquetaria, y
la disfuncion plaquetaria relacionada con los farmacos y la trombocitopenia. Aunque existen
algoritmos propuestos de funcion plaquetaria tras la CEC [83], los valores sugeridos son

todavia un poco empiricos.

Desde el punto de vista terapéutico, el abordaje mas razonable al tratamiento de la
disfuncion plaquetaria debido a farmacos es la transfusiéon de plaquetas, sin embargo, en
pacientes tratados con antiagregantes como ticagrelor, las plaquetas transfundidas se pueden

ver afectadas por la forma activa del farmaco [84].

La desmopresina a dosis de 0,3 pg/kg se ha sugerido como tratamiento de la
disfuncion plaquetaria adquirida, especialmente en aquellos pacientes con enfermedad de von

Willebrand adquirida (pacientes con estenosis adrtica) [85] y tras CEC [86].
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Hiperfibrinolisis

La fibrinolisis, una actividad hematologica normal, se genera en la vecindad del
trombo. Remodela el trombo formado y lo elimina cuando el endotelio se repara. Como la
formacion del trombo, su desaparicion también puede darse por una via intrinseca o
extrinseca. La via extrinseca presenta un papel predominante en la fibrinolisis. Con esta via
se activa el plasminogeno, una proteasa sérica sintetizada en el higado, que circula en forma
de zimogeno. Este plasminogeno, a través de una proteasa sérica, se transforma en plasmina.
La plasmina es la principal enzima de la fibrinolisis, que permite separar al fibrindgeno o
fibrina de sus lugares especificos de actuacion. El plasma normalmente contiene plasmina no
circulante debido a la presencia de una proteina, az-antiplasmina, que consume rapidamente
cualquier cantidad minima de plasmina liberada en el plasma por la fibrinolisis local. Por

tanto, la fibrinolisis local y no la sistémica, acompafia a una hemostasia normal [87].
Fibrinolisis extrinseca

Las células endoteliales sintetizan y liberan el activador tisular del plasminogeno (t-
PA), que junto con la uroquinasa activadora del plasminégeno, actian como proteasas séricas
que permiten la conversion del plasmindgeno a plasmina. La actividad del t-PA aumenta con
su unioén a la fibrina. Por tanto, la formacion de la plasmina se da sobre todo en el lugar del
coagulo. La epinefrina, bradiquinina, la trombina y el factor Xa provocan la liberacion

endotelial del t-PA, al igual que se puede dar en la trombosis venosa o durante la CEC [88].
Fibrinolisis intrinseca

El factor XlIla, formado durante la fase de contacto de la coagulacion, ayuda en el
paso del plasmindgeno a plasmina. Esa plasmina crea una retroalimentacion positiva con el

factor XIla.

La hiperfibrinolisis es un fenomeno muy estudiado durante la cirugia cardiaca con
CEC. Como resultado de la importante generacion de trombina, el sistema fibrinolitico es

activado y es responsable en parte del sangrado que puede darse tras la cirugia [89].

El factor XIII es una proteina infraestimada en la coagulacion. Circula en plasma, y
cuando es activada, permite crear enlaces con las trazas de fibrina que la protegen de la
accion litica de la plasmina. Se sabe que bajos niveles de factor XIII se asocian con aumento

del riesgo de hemorragia tras CEC. Los niveles del factor XIII durante la CEC se reducen por
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la hemodilucién y ademds se ha visto que aumenta su destruccion en algunos pacientes

durante la CEC [90,91].

El diagnostico del sangrado por hiperfibrinolisis no es sencillo. Los tests
viscoelasticos pueden proporcionar informacion, pero generalmente la muestran cuando la
hiperfibrinolisis es muy severa. Por tanto, el abordaje del tratamiento de la hiperfibrinolisis es

mas profilactico que terapéutico [92].

Los intentos para controlar la hiperfibrinolisis en cirugia cardiaca se iniciaron ya a
finales de la década de los ochenta. Se propuso en 1987 altas dosis de aprotinina [93]. Tras
multiples estudios y metaanalisis [94] se confirmo6 la efectividad de las altas dosis de
aprotinina para controlar el sangrado severo en pacientes de alto riesgo. Sin embargo, se han
realizado estudios que relacionan el uso de la aprotinina con la alteracion de la funcién renal

[95,96], por lo que el farmaco fue retirado del mercado en gran cantidad de paises.

Actualmente los antifibrinoliticos més ampliamente utilizados son el 4&cido
tranexamico y el acido épsilon aminocaproico. Su accidn es la de unirse al plasmindgeno y la
plasmina, y por tanto inhibe la union del plasmindgeno a los residuos de lisina del
fibrindgeno. Las guias europeas [97] recomiendan el uso de 4cido tranexdmico o &cido
épsilon aminocaproico en la cirugia cardiaca. La dosis 6ptima de 4cido tranexamico se sigue
debatiendo, en tanto en cuanto que su rango terapéutico puede ir desde las bajas dosis (25-30
mg/kg) a las altas dosis (60-250 mg/kg). Altas dosis de acido tranexdmico se han visto

asociadas a crisis convulsivas en el postoperatorio [98].

Origen quiridrgico

Los pacientes sometidos a cirugia cardiaca pueden sangrar por problemas quirtirgicos
(anastomosis de grandes vasos, aortotomia, puntos de canulacion, pequeias venas y arterias y
otras causas). Es mas probable que se de en cirugias complejas que requieren de gran

cantidad de suturas [99].

Cuando se observa un sangrado continuo con ausencia de razones meédicas claras y sin
signos claros de fallo del sistema hemostatico en los tests de coagulacion, la posibilidad de
que el sangrado sea de origen quirtrgico debe considerarse. La hemostasia quirurgica debe
chequearse hasta el cierre esternal. La revision quirurgica se considerard si el sangrado

continia en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI). Obviamente, un sangrado severo de
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causa quirtrgica invariablemente conduce a una coagulopatia debido al consumo de los

factores de coagulacion y plaquetas, hipofibrinogenemia e hiperfibrinolisis [99].

1.2.2. Complicaciones tromboembolicas

Multiples factores pueden desencadenar un estado protromboético tras cirugia
cardiaca. La generacién de trombina contintia horas tras el fin de la cirugia y representa un
estimulo continuo para la generacion de fibrina, la activacion plaquetaria y la formacion de
trombos. A su vez, el endotelio ha perdido sus propiedades anticoagulantes, con el consumo
de factores inhibitorios del FT y del complejo proteina C-S. La antitrombina es consumida y
valores por debajo del 30-50% con respecto al basal pueden ser habituales [100]. Zonas de
enlentecimiento del flujo sanguineo, como en la orejuela izquierda en caso de fibrilacion
auricular, representan otra fuente de posibles trombos. La baja presion de perfusion y de flujo
sanguineo en caso de bajo gasto cardiaco puede ser responsable de mala perfusion a los
organos periféricos. En neonatos y nifios, los catéteres intravenosos pueden producir
trombosis local. Incluso el uso excesivo de farmacos procoagulantes puede ser responsable de

eventos tromboembolicos [101].

Debido a estos mecanismos, la utilizacion de farmacos anticoagulantes y
antiagregantes plaquetarios es una practica habitual. La pronta administracion de aspirina o
aspirina mas clopidogrel tras procedimientos coronarios presenta importantes beneficios sin
aumentar en demasia el riesgo de sangrado [102]. En el postoperatorio, cuando el paciente no
muestra un sangrado activo, el tratamiento precoz con heparina de bajo peso molecular
(HBPM) se utiliza para prevenir eventos tromboembolicos, siendo obligatorio en pacientes
sometidos a recambios valvulares mecénicos y fibrilacion auricular previo al inicio del

tratamiento con warfarina [103].

Bajos niveles de antitrombina (AT) en el momento del ingreso en UCI tras cirugia
cardiaca se han asociado a problemas tromboembolicos [104]. Sin embargo, un reciente
estudio randomizado demuestra que la administracion de AT preoperatoria no disminuye el
riesgo tromboembdlico, aunque confirma que valores de AT <58% se asociaron a estancias
prolongadas en UCI [104]. El papel del tratamiento con AT en cirugia cardiaca continta

siendo un tema de debate.
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1.2.3. Interaccion de los componentes de la coagulacion

La interaccion de plaquetas, células endoteliales y proteinas es la clave para activar y

desactivar la coagulacion, siendo este proceso extremadamente controlado.

Control
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Figura 2. Activacion de la coagulacion en un punto de lesion tisular. Pasa por cuatro fases: iniciacion,
aceleracion, control y lisis/recanalizacion. t-PA, activador del Plasminégeno Tisular; vWF, Factor de von
Willebrand. (Tomado de Redrawn de Spiess BD. Coagulation function and monitoring. En: Lichtor JL, ed. Atlas
of Clinical Anesthesia. Philadelphia: Current Medicine; 1996.)

Todos los componentes de la coagulacion regulan por si mismos el alcance de la
hemostasia a través de cuatro procesos: iniciacion, aceleracion, control y lisis
(recanalizacion/fibrinolisis). Ver figura 2. La fase de iniciacion comienza con el dafio tisular,
que se debe a la disfuncion o destruccion de células endoteliales. Esta fase de iniciacion
conlleva la unién de plaquetas ademas de una activacion de proteinas; ambas ocurren
simultaneamente, y cada una presenta circuitos de retroalimentaciéon con la otra. Las
plaquetas se adhieren, dando lugar a una fase de activacion o aceleracion que retine a muchas
células en el sitio de la lesion. A partir de esta fase de adhesion, concurren multitud de
eventos de interacciones entre células y proteinas. La fase de activacion inicia de forma
explosiva una serie de reacciones, que facilmente se podrian comparar con las que se
producen en un reactor nuclear. La fase de activacion podria continuar desarrollandose de
forma desequilibrada, pero existen sistemas de control (trombomodulina, proteinas Cy S, y
el t-PA) para paralizar el avance de esta reaccion. El endotelio normal que rodea al dafiado,
actiia de forma diferente. Por tanto, se inician las reacciones de control sobre esa fase de

aceleracion y comienza a entrar en juego la lisis. Un concepto clave a tener en cuenta es que
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la hemostasia forma parte de un sistema mucho mas global, como es la inflamacion. Es por
ello, que la circulacion extracorporea (CEC) produce profundos efectos inflamatorios que

activan a las proteinas y células implicadas en la hemostasia [105].

1.2.4. Activacion de proteinas de la coagulacion

Los factores de la coagulacion participan en una serie de reacciones de activacion y
de retroalimentacion, finalizando con la formacion de un trombo insoluble. El trombo es la
suma de interacciones plaquetarias, que inician la creacion del trombo plaquetario (parada
inicial de la sangre). La union entrecruzada de las plaquetas conlleva a la creacion de fibras

de fibrina que dan mayor estabilidad al trombo.

La mayoria de los factores de coagulacion son glicoproteinas (GPs) sintetizadas en el
higado, que circulan como moléculas inactivas denominadas proenzimas. La activacion de
cada factor sirve como sustrato para una reaccion enzimatica catalizada por el factor previo
en la secuencia. Esta secuencia de reacciones se denomind clasicamente la cascada de la
coagulacion. Los cambios conformacionales de los fragmentos polipeptidicos en las
proenzimas inactivas terminan creando una enzima activa con un lugar de exposicion activo.
La forma activa se denomina proteasa sérica. Muchas de estas reacciones requieren de la
presencia de calcio y de una superficie fosfolipidica. Los fosfolipidos se encuentran sobre
todo en la superficie de las plaquetas inactivas o de células endoteliales y ocasionalmente en
la superficie de los globulos blancos. La proximidad entre ellos permite reacciones muy
importantes cuando entran en contacto con dichas enzimas. Por tanto, son cuatro los grupos
basicos de activacion de la coagulacion: activacion por contacto, intrinseco, extrinseco y via

comun [106].

Activacion por contacto

El factor XII, el Quininégeno de Alto Peso Molecular (HMWK), la Precalicreina (PK)
y el factor XI forman la superficie de activacion. Uno de los principales mecanismos de
activacion del factor XII es la disrupcion de la célula endotelial, que expone la matriz del
coladgeno cargada negativamente. Las plaquetas activadas también presentan cargas negativas

en su membrana de superficie. EIl HMWK permite anclar las otras moléculas de activacion,
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es decir, la PK y el factor XI en el endotelio danado o las plaquetas activadas. El factor XIla

pasa a factor Xla y la PK a calicreina [106].
Via intrinseca

La activacion de la via intrinseca crea el factor Xla a partir de las superficies de
activacion. El factor Xla convierte el factor IX en I[Xa, siendo este proceso calcio
dependiente. El factor IXa activa al factor X con la ayuda del calcio, una superficie de

fosfolipidos (fosfatidilserina plaquetaria), y el factor VIIla [107].
Via extrinseca

La activacion del factor X se puede dar independientemente del factor XII a través de
sustancias extrinsecas al endotelio vascular. Las lesiones sobre las células endoteliales
pueden promover la produccion del factor tisular (FT). Aunque la célula endotelial, per se, es
antitrombotica, ante situaciones como isquemia, reperfusion, sepsis o liberacion de citoquinas
(sobre todo la Interleuquina IL-6), la célula endotelial estimula la produccion del factor kB
intracelular nuclear, enviando sefiales para la formacion del ARN mensajero que produce el
FT [107]. Este proceso es rapido, siendo capaz de producir grandes cantidades de FT. Se
piensa que es sobre todo el FT el que esta implicado en la mayoria de los desérdenes de la
coagulacion tras la cirugia cardiaca, mas que la activacion por contacto. La tromboplastina o
FT act@ia como cofactor para la activacion del factor X por el factor VII. Los factores VII y
X, con la ayuda de las superficies plaquetarias de fosfolipidos y el calcio, consiguen generar

el factor Xa [107].
Via comtn

El factor Xa convierte la protrombina (factor II) en trombina (factor Ila). La
combinacion de los factores Xa, Va y el calcio producen el denominado complejo
protrombinasa. El factor Xa se ancla a la superficie plaquetaria con la ayuda de calcio. El

factor Va se ensambla cerca del Xa reforzando el complejo.

Con la creacion de trombina, se produce la modificacion de la molécula de
fibrindbgeno a monomeros de fibrina y fragmentos de polipéptidos denominados
fibrinopéptidos A y B. La asociacion de mondémeros de fibrina forman la matriz de fibrina. El
factor XIII, activado por la trombina, aumenta la unién de esas trazas de fibrina creando un
trombo insoluble. Los pacientes con bajos niveles de factor XIII se asocian a mayor riesgo de

sangrado tras cirugia cardiaca.
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Los factores que requieren calcio (II, VII, IX y X) dependen de la vitamina K que se
une a los grupos 9 y 12 y-carboxilo. El calcio atrae la carga negativa de los grupos carboxilo
a la superficie fosfolipidica de las plaquetas, facilitando las interacciones moleculares.
Algunas proteinas inhibitorias también dependen de la vitamina K para su funcionamiento,

como las proteinas Cy S [108].

1.2.5. Moduladores de la coagulacion

La trombina es el modulador mas importante en la cascada de la coagulacion. Activa
los factores V, VIII y XIII, transforma el fibrindgeno en fibrina, estimula la activacion
plaquetaria, promueve la quimiotaxis de leucocitos y monocitos, ayuda a liberar t-PA,
prostaciclina y 6xido nitrico (NO) de las células endoteliales, libera IL-1 de los macrofagos, y
junto a la trombomodulina activa la proteina C, una sustancia que inactiva los factores Va y
Vllla. Por tanto, la trombina ejerce un pilar fundamental como acelerador de la coagulacion.
La activacion plaquetaria, la liberacion del factor tisular y la activacion por contacto se
producen en la superficie del endotelio dafiado. Las plaquetas se adhieren en el punto de
lesion, comenzando el secuestro de otras plaquetas. Es la interaccion de todos estos factores
lo que crea una masa critica de células activadas y proteinas, lo que conlleva a la formacion
del trombo. Una vez que las plaquetas comienzan a interactuar entre ellas a través de las
reacciones proteicas en su superficie, es cuando comienza la generacion de trombina. Esta
generacion de trombina es el punto clave que supone que las reacciones se produzcan
masivamente. La concentracion y la funcionalidad plaquetaria afecta a la capacidad de la
generacion masiva de trombina. La CEC podria afectar a la capacidad de la generacion de
trombina debido a que puede reducir el nimero de plaquetas, las interacciones entre ellas y

la concentracion de sustratos proteicos.

Las proteasas que componen las vias de coagulacion estan contrabalanceadas por
serinas proteasas inhibitorias o serpinas. So6lo cuando se genera la explosion de trombina es
cuando el organismo recurre a los inhibidores trombdticos. Las serpinas incluyen la ou-
antitripsina, oz-macroglobulina, heparina cofactor II, az-antiplasmina, antitrombina (AT,

también denominada antitrombina III) y otros.

La AT III es el mas potente y abundante inhibidor de la coagulacién distribuido por la

sangre. Se une al punto activo (serina) de la trombina, inhibiendo su accion. También inhibe,
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aunque en menor medida, la actividad de los factores XlIla, XIa, [Xa y Xa, la calicreina y la
plasmina. La union establecida entre la trombina y la fibrina esta protegida de la accion de la
AT, de ahi, la baja eficacia de la heparina en el tratamiento de la trombosis ya establecida. Un
punto importante a destacar es que la AT III es activa solamente frente a la trombina libre (la
trombina unida a la fibrina no es reconocida por la AT III). La protrombina circula en el
plasma pero no es afectada por los complejos heparina-AT III. La mayoria de la trombina en
su forma activa esta unida a receptores plaquetarios o a las matrices de fibrina. Las plaquetas,
a través de sus receptores de GP y fosfolipidos, protegen la trombina activada del ataque de la
AT III. Por tanto, el papel bioldgico de la AT III es crear una superficie anticoagulante en las
células endoteliales. Actua cuando se administra la dosis de heparina previa al inicio de la
CEC. Otra serpina es la proteina C, que degrada los factores Va y VIIla. Como otros factores
vitamina K dependientes, requiere del papel del calcio para unirse a los fosfolipidos. Su
cofactor, la proteina C, también presenta dependencia a la vitamina K. Hay variantes
genéticas de la proteina C menos activas que suponen un mayor riesgo de trombosis venosa
profunda y embolismo pulmonar. Cuando las células endoteliales liberan la trombomodulina,
la trombina acelera en 20000 veces la produccion de proteina C. La proteina C activada
promueve la fibrinolisis a través de la retroalimentacion con las células endoteliales que

liberan el t-PA [108].

La regulacion de la via extrinseca se da a través del inhibidor de la via del factor
tisular (TFPI), una proteina glicosilada que se asocia con lipoproteinas en el plasma. El TFPI
no es una serpina. Su funcién es la de impedir las propiedades cataliticas del complejo factor
VIla-FT, y por tanto evitar la activacion del factor X. Tanto el endotelio vascular como las
plaquetas producen el TFPI. La heparina libera el TFPI del endotelio, aumentando su
concentracion plasmatica. El factor de von Willebrand (vVWF), una molécula compuesta de
péptidos glicosilados, se asocia con el factor VIII en el plasma, protegiéndole de enzimas
proteoliticas. La lesion del endotelio permite la union del vWF desde el plasma o la expresion
del mismo en los tejidos o c€lulas endoteliales afectadas. Una vez unido, el vWF expresa el
dominio A-1 que presenta una alta afinidad por los receptores plaquetarios [109].
Inicialmente, el vVWF se une al receptor GPla plaquetario, que permite enlentecer el
movimiento plaquetario frente al flujo sanguineo, debido a la menor movilidad plaquetaria
junto al endotelio dafiado por la acciéon del vWF. La activacion del vWF y su union a las

plaquetas no son suficientes para la fijacion de las plaquetas al endotelio, pero crean una
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sefial en la membrana plaquetaria que permite cambiar su conformacion y la expresion de
otras GPs, como el receptor GPIb y el GPIIb/IIla. Estos receptores GPIb se unen a otros vWF
cercanos, comenzando asi la secuencia de activacion. Las plaquetas se fijan al subendotelio
dafiado a través del receptor GPIb. Estas plaquetas con el nuevo cambio conformacional
liberan tromboxano, B-tromboglobulina y serotonina, y exponen el receptor GPIIb/IIla, que
se une al fibrindgeno [110]. Ver figuras 3 a 7, donde se explican conceptos basicos de la

coagulacion.
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Figura 3. La cascada de la coagulacion in
vivo. El evento primario que la inicia es la
exposicion al factor tisular (TF) en el vaso
sanguineo dafiado. El TF forma un complejo
con el factor VII activado (FVIla), que no solo
cataliza la activacion del factor X sino también
la del factor IX. Esta doble funcion del
complejo FVIIa/TF contribuye a la gran
amplificacion de la coagulacion in vivo. Los
factores de coagulacion activos se muestran
como circulos. Tomado de Hoffman R, Benz
EJ, Shattil SJ, et al, eds. Hematology: Basic
Principles and Practice, 3rd edition. New York:

Churchill Livingstone, 2001, p. 1785).

Figura 4. La cascada de la coagulacién in
vitro. Se puede formar un trombo de fibrina por
la activacion de la via intrinseca o extrinseca.
La muestra sanguinea al contactar con el tubo
de la muestra activa la via intrinseca. Rombos:
cimogenos, circulos: enzimas activas y
cofactores, rectangulos rosas: pro-cofactores,
rectangulos verdes: complejos bimoleculares,
F: fibrina, FG: fibrin6geno, HMWK:
quininégeno de alto peso molecular, PT:
protrombina, T: trombina, TF: factor tisular.
Tomado de Hoffman R, Benz EJ, Shattil SJ, et
al, eds. Hematology: Basic Principles and
Practice, 3rd edition. New York: Churchill
Livingstone, 2001, p. 1785).
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Figura 5. Activacion plaquetaria. Las
plaquetas pueden ser activadas a través de
la estimulacion de agonistas solubles,
como la trombina, o por el contacto
(adherencia) de la matriz del subendotelio.
Esta figura muestra varios componentes
plaquetarios, incluidos receptores y
granulos, asi como las vias de activacion y
su efecto en la respuesta plaquetaria, como
la agregacion, liberacion de granulos o la
actividad procoagulante. Tomado de
American Society of Hematology. Self-
Assessment Program. Textbook. Seventh
Edition. Chapter 10, p. 260.

Figura 6. Formacion de fibrina y su
degradacion. El fibrindgeno tiene una
estructura basada en tres dominios, uno
central E y 2 D. La trombina se adhiere a
los fibrinopéptidos A y B, localizados en el
dominio E. Los mondémeros de fibrina
resultantes se polimerizan no
enzimaticamente formando polimeros de
fibrina. El factor Xllla se une a los
dominios D de los monomeros de fibrina.
La plasmina degrada las uniones de la
fibrina, generando complejos compuestos
por un fragmento E no covalente unido al
dimero-D. Con el ataque de la plasmina, el
complejo E se degrada en un fragmento E
y el dimero D. Tomado de American
Society of Hematology. Self-Assessment
Program. Textbook. Seventh Edition.
Chapter 10, p. 260.
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Figura 7. La generacion de trombina ocurre en dos
superficies celulares diferentes. La primera se da
con la uniéon del factor tisular (TF) a la célula
dafiada en el punto de lesion vascular. El inicio de
la coagulacion comienza con la unién del TF con la
célula danada a través de la generacion de una
pequeiia cantidad de trombina, que alerta al sistema
de la coagulacion, con la activacion plaquetaria, la
liberacion del factor VIII, del factor de von
Willebrand (vWF) y del factor XI. Al final de la
fase inicial, la plaqueta esta activada y unida al
FXIa y los cofactores FVa y FVIIla estan
preparados para realizar complejos esenciales
tenasa (FVIIIa:FIXa) y protrombinasa (FVa:FXa).
A través de una curva de amplificacion se produce
la generacion de trombina, capaz de formar un
trombo estable de fibrina. Tomado de American
Society of Hematology. Self-Assessment Program.

Textbook. Seventh Edition. Chapter 10, p. 260.
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1.3. EFECTO DE FARMACOS
1.3.1. Antiagregantes

Los pacientes sometidos a cirugia cardiaca estan habitualmente tratados con farmacos
que pueden interaccionar con el sistema hemostatico. Los antiagregantes plaquetarios que
suelen utilizarse en pacientes con coronariopatia, incluyen al &cido acetil salicilico y los
inhibidores de los receptores ADP (difosfato de adenosina) plaquetarios tipo tienopiridina y
los inhibidores de los receptores ADP P2Y > (ticlopidina, clopidogrel, prasugrel y ticagrelor).
La ciclooxigenasa de las células endoteliales sintetiza la prostaciclina, que inhibe la
agregacion y produce vasodilatacion. La ciclooxigenasa plaquetaria forma tromboxano Az, un
potente antiagregante y vasoconstrictor. La aspirina acetila irreversiblemente la
ciclooxigenasa, inactivandola. Bajas dosis de aspirina, 80 a 100 miligramos (mg), superan
facilmente la ciclooxigenasa disponible en el nucleo plaquetario. Sin embargo, las células
endoteliales pueden sintetizar nueva ciclooxigenasa. Por tanto, con bajas dosis de aspirina la
sintesis de prostaciclina continta, mientras que la sintesis de tromboxano cesa, disminuyendo
la activacion y agregacion plaquetarias. Altas dosis de aspirina inhiben la ciclooxigenasa
tanto en el endotelio como en la plaqueta. En muchos centros, la mayoria de pacientes que
van a ser intervenidos de cirugia coronaria reciben aspirina durante los 7 dias previos a la
cirugia con la esperanza de disminuir la trombosis coronaria. El periodo de vida de las
plaquetas es de aproximadamente 9 dias, por ello, parece razonable que la retirada de la
aspirina de 5 a 7 dias previo a la cirugia permitiria que las plaquetas no tuvieran afectada la
ciclooxigenasa por la aspirina. Se ha demostrado que la aspirina se ha relacionado con un

mayor riesgo de sangrado postoperatorio [111].

Tanto el clopidogrel como el prasugrel son tienopiridinas que inhiben la via de
activacion plaquetaria a partir del receptor ADP. Son farmacos con un comienzo de accion
lento porque se han de convertir en fairmacos activos, y sus potentes efectos pueden perdurar
en las plaquetas afectadas de 5 a 10 dias. Estos fairmacos inhiben eficazmente la funcion
plaquetaria, siendo muy utiles para disminuir la incidencia de infarto de miocardio tras

angioplastia coronaria [112].

Los antiagregantes inhibidores del receptor plaquetario GP IIb/Illa son los mas
potentes; consiguen una inhibicién mayor del 90%, ya que actian al final de la via comun de

la agregacion plaquetaria con el fibrindgeno. Este tipo de antiagregantes actian en las fases
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iniciales de la activacion de la funcion plaquetaria. So6lo se administran con perfusion
intravenosa, y no por via oral. Se suelen utilizar en pacientes que toman aspirina, ya que no
inhiben la produccion de tromboxano A». La dosis de heparina se debe reducir en pacientes
con este tipo de antiagregantes por el mayor riesgo de sangrado. Antiagregantes como el
abciximab se relacionan con alto riesgo de sangrado en pacientes que requieren de cirugia

coronaria urgente [113].

1.3.2. Anticoagulantes

Los pacientes con fibrilacion auricular cronica u otras patologias que lo precisen,
estan tratados con farmacos antivitamina K como la warfarina o el acenocumarol o con los
anticoagulantes de accién directa nuevos como el rivaroxaban, apixaban y dabigatran
(ACODs). Ver figura 8. Estos nuevos anticoagulantes, que especificamente actuan sobre la
trombina (factor I1a) o sobre el factor Xa, han incrementado la complejidad en el manejo de
la coagulacion en el paciente sometido a cirugia cardiaca. Por tanto, incluyen un inhibidor del
factor Ila, el dabigatran, y tres inhibidores del factor Xa: rivaroxaban, apixaban y edoxaban.
Ver tabla 1. Estos farmacos se utilizan en lugar de la warfarina o la HBPM para la prevencion

y el tratamiento del tromboembolismo por diferentes situaciones clinicas.

Tissue factor

TF-Vlla complex

Factor X 4 Factor IXa Figura 8. Puntos de accion de los anticoagulantes

FactorVllla .,
orales en la cascada de la coagulacion. Tomado de

Rivaroxaban

Apixaban . . . .
Factor Xa — Edoxaban Grottke et al. Perioperatively acquired disorders of

Factor Va \4 i coaculation. Curr Opin Anesthesiol 2015, 28:113—
Prothrombin _ 4 Thrombin @ g P
(factor I1) (factor lla) 122.

FactorVa

Fibrinogen _____ v Fibrin
(factor I) (factor la) Factor XIlII

Factor Xllla

Cross-linked
fibrin clot

Fibrinolysis
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Los antagonistas de la vitamina K (warfarina) son los anticoagulantes mas
comunmente utilizados. La complicacion mas importante relacionada con su uso es el
sangrado. Para revertir el efecto de los antagonistas de la vitamina K, dependerd de la
situacion de urgencia o no y del estado clinico del paciente. Se pueden administrar varias
dosis de vitamina K intravenosa (5 6 10 mg) [114,115]. En casos de sangrado severo o en
pacientes que requieren una cirugia urgente, la reversion rapida se puede realizar con factores
vitamina K dependientes (II, VII, IX y X). Las guias actuales sugieren la rapida reversion de
la anticoagulacion con los concentrados de complejo protrombinico (PCCs), que han

mostrado mayor rapidez de accidon con respecto al plasma fresco congelado (PFC) [116,118].

Los nuevos anticoagulantes han demostrado ser una alternativa a la warfarina en
cuanto a eficacia y seguridad. Tienen un rapido mecanismo de accidn, una vida media corta,
una farmacocinética predecible y por tanto, no requieren de una monitorizacion de rutina de
la coagulacion. Su mecanismo de accidon es la inhibicion directa de proteinas especificas
(factor Xa o trombina). Como ocurre con la warfarina, el sangrado es una de las
complicaciones mas graves del tratamiento. Sin embargo, el manejo del sangrado debido a
los ACODs en las guias presenta todavia una evidencia limitada [119]. Considerando su corta
vida media, el cese del tratamiento puede ser suficiente para revertir su efecto anticoagulante
en muchas situaciones. En pacientes hemodinamicamente estables, la hemodidlisis o la
hemofiltracion puede considerarse para revertir el efecto del dabigatran, pudiendo eliminar
hasta un 62-68% de la dosis administrada [119]. Esta reversion requiere de 4 a 6 horas y
puede considerarse en pacientes con altos niveles de dabigatran y alteracion de la funcidén
renal. Sin embargo, la hemodiélisis no puede usarse para revertir el efecto del rivaroxaban o
el apixaban, debido a su alta unién a proteinas. En una situacion de emergencia o hemorragia
severa, la mayor desventaja de estos nuevos anticoagulantes es que solo el dabigatran tiene
un antagonista comercializado, el idarucizumab. Los ACODs que inhiben el factor Xa tienen

un antagonista que todavia no estd comercializado en nuestro pais, el andexanet alfa [120].

Asimismo, las heparinas de bajo peso molecular (HBPM) pueden ser usadas, asi
como la heparina sodica o la bivalirudina en pacientes con angina inestable o sindrome

coronario agudo.
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Tabla 1. Nuevos anticoagulantes orales.

Introduccion

Dabigatran Rivaroxaban Apixaban Edoxaban
Accion Inhibidor IIa Inhibidor II Inhibidor Xa Inhibidor Xa
Administracion | Dos veces dia  Una vez dia Dos veces dia Una vez dia
Pico plasmatico 2h 2-4h 1-4 h 1-2h
Vida media 12-14 h 11-13 h 8-15h 9-11h
Excrecion renal | 80 % 35 % 25% 50 %
Unioén a 35% 90 % 87 % —
proteinas

Otros agentes pueden inhibir la funcion plaquetaria. Los antibidticos betalactdmicos
envuelven la superficie plaquetaria, mientras que las cefalosporinas pueden ser inhibidores
plaquetarios de corta actuacion. Centenares de farmacos pueden inhibir la funcién
plaquetaria. Los antagonistas del calcio, los nitratos y los betabloqueantes son usados
habitualmente en cirugia cardiaca. Los nitratos son efectivos agentes antiplaquetarios, por lo
que pueden ser beneficiosos durante los periodos anginosos, no solo por el efecto de
vasodilatacion. Los AINEs inhiben reversiblemente tanto la ciclooxigenasa de las células

endoteliales como la de las plaquetas [121].

1.3.3. Heparina y circulacion extracorporea

Durante la cirugia, la heparina sodica se utiliza para asegurar la anticoagulacion en el
periodo de CEC en dosis en torno a 3 mg/kg. Las dosis de carga para la CEC (200-400 U/kg)
son elevadas. Los niveles plasmaticos de heparina varian ampliamente de 2 a 4 U/mL tras las
dosis administradas. La heparina ejerce su actividad anticoagulante via AT III, una de las
muchas proteinas séricas inhibitorias (serpinas). El mayor inhibidor de la trombina y de los
factores 1Xa y Xa es la AT III. La actividad de la AT desciende de forma importante cuando
se produce un dafio vascular, disminuyendo su papel como -catalizador de enzimas
procoagulantes que escapan a la circulacion general. La AT inhibe proteasas séricas incluso

sin la presencia de heparina. La heparina acelera la formacion del complejo AT-trombina y la
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del complejo factor Xa-AT. La inhibicion enzimatica se da por un complejo ternario entre la
heparina, la AT y las proteinasas inhibidas (trombina, factor Xa). La heparina sodica y la AT
solo actuan en la trombina libre. Parece que cuando se produce la generacion de trombina y
comienza la actividad de la trombina, la heparina aparece como parcialmente ineficiente ya
que no hay mucha trombina libre. La trombina se une a la superficie de las plaquetas
activadas en los receptores de GP, incluyendo el GPIIb/Illa. También la trombina se une a la
fibrina, por lo que los complejos heparina-AT dificilmente se pueden unir, a no ser que se
utilicen dosis de heparina mucho mas elevadas de las que se suelen utilizar en cirugia
cardiaca. Los residuos acidos de la heparina N-sulfato-D-glucosamina y el L-irudénico crean
cadenas de longitud variable. Actia como un polielectrolito lineal anidnico, cuyas cargas
negativas se sustituyen por grupos sulfato, por lo que interactia con numerosas enzimas,
hormonas y proteinas plasmaticas. La heterogeneidad de la heparina produce una respuesta
variable en relacion a la dosis administrada y la concentracion plasmatica. Se describen tres
modelos de la farmacocinética de la heparina: una ripida desaparicion inicial, un
aclaramiento saturable que se observa con dosis bajas y un descenso exponencial con grandes
dosis. La réapida desaparicion inicial se lleva a cabo por la captacion de las células
endoteliales. La fase saturable se debe al sistema reticuloendotelial y a su captacion en
monocitos. Finalmente el aclaramiento renal explica el metabolismo exponencial de la
heparina. Tras concluir la CEC, el efecto de la heparina sddica es contrarrestado por el sulfato
de protamina. La formacién de complejos con los grupos sulfato de la heparina es la base del
antidoto y asi neutraliza el efecto antitrombinico de la heparina. La relacion entre la dosis de
heparina y la de protamina continua siendo materia de debate. Hay estudios que abogan que
la dosis habitualmente usada en la practica clinica 1,3:1 6 1:1 protamina/heparina es excesiva,
por lo que se conseguiria un mejor control de la hemostasia usando un ratio protamina/
heparina mas bajo [122]. El comportamiento de la heparina sodica es bastante impredecible,
dependiendo de la cantidad de trombina y antitrombina generadas. Ademas, la heparina se
une al endotelio a través de proteinas, células y plaquetas por la expresion del factor
plaquetario IV. Por tanto, la posibilidad de una neutralizacion incompleta de la heparina o de
un rebote del efecto de la heparina existen. Por otro lado, un exceso de protamina es por si
mismo un factor de riesgo de sangrado [123]. Una lenta administraciéon de la protamina
durante 5 minutos o mas, puede disminuir sus efectos adversos. Una hipotension sistémica se

puede dar ante una administracion rapida, debido al desplazamiento de la histamina de los
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mastocitos por la alta alcalinidad de la protamina. También se pueden dar reacciones

alérgicas [123].

Generalmente los efectos de la heparina sodica y la eficacia de su reversion por la
protamina son medidos con el tiempo de coagulacion activado (TCA), un test funcional de la
anticoagulacion por heparina. El TCA fue introducido por Hattersley en 1966 y continta
siendo el monitor méas ampliamente utilizado para medir el efecto de la heparina durante los
procedimientos de cirugia cardiaca. Una pequefia cantidad de sangre completa se afiade a un
tubo que contiene un activador, celite o caolin. La presencia del activador aumenta la
activacion por la fase de contacto de la coagulacion, que estimula la via intrinseca de la
coagulacion. El TCA se suele medir de forma automatica, mediante dispositivos como el
Hemochron® (International Technidyne Corp., Edison, NJ) o el ACT plus® (Medtronic
Perfusion Services, Minneapolis, MN). En estos dispositivos, el tubo del test es calentado con
la muestra en su interior hasta los 37° C. El Hemochron® rota el tubo de la muestra, que
contiene celite y un pequefio cilindro metélico, sobre el que se afiaden 0,5 mL de sangre total.
Cuando se forma el coagulo, el cilindro es empujado fuera del detector magnético del
dispositivo, interrumpiendo el campo magnético y por tanto indica el final del tiempo de
coagulacion. Los valores normales del TCA varian de 80 a 120 segundos. EL Hemochron®

TCA también puede funcionar usando caolin como activador de forma similar [124].

El ACT Plus® o Hemotec® es un dispositivo en el que se introduce un casete de dos
camaras que contiene caolin y se encaja en un calentador. La sangre (0,4 mL) se introduce en
cada camara, que conectadas a un émbolo empieza a descender. La disminucion en la
velocidad del émbolo es detectada por un sistema Optico que indica el final del test. El
Hemochron® y el Hemotec® se han comparado en varios estudios, encontrando diferencias
significativas cuando la concentracion de la heparina es baja. En adultos, a las dosis
habituales de anticoagulacion para cirugia cardiaca de 3 mg/kg, ambos dispositivos muestran
resultados oOptimos de anticoagulacién, aunque el Hemochron presenta tiempos mas

prolongados [125].

Con la introduccion de la monitorizacion con el TCA en la practica quirurgica
cardiaca, se consiguié un mejor manejo de las dosis de heparina y protamina. Muchos
investigadores indican una disminucion en las pérdidas sanguineas y en los requerimientos

transfusionales, sobre todo, debido a una mejora en la hemostasia intraoperatoria por la
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supresion de la coagulacion microvascular y la mejor reversion del efecto de la heparina con

protamina [125].

La monitorizaciéon con TCA no estd exenta de errores, y su utilizacion ha sido
criticada por la variabilidad de los resultados en ausencia de niveles elevados de heparina
plasmatica [126]. Han sido varios los factores que se han sugerido como causas de la
alteracion del TCA, muchos de ellos prevalentes en cirugia cardiaca. El1 TCA se puede
prolongar por hipotermia y hemodilucion, y acortarse en caso de activacion plaquetaria o
trombopatia. Este pardmetro no es especifico, y por tanto inadecuado para garantizar una
antagonizacion completa de la heparina. Cuando el volumen del circuito de la CEC se
reintroduce al paciente al finalizar la cirugia, la hemodilucién puede prolongar el TCA. El
efecto de las alteraciones plaquetarias es mas dificil de medir. Una trombocitopenia media o
moderada no afecta los tiempos del TCA. No es hasta un descenso de 30000 a 50000/uL
cuando el TCA empieza a prolongarse. Los pacientes tratados con inhibidores plaquetarios
como la prostaciclina, aspirina o los antiagregantes antagonistas del receptor de membrana
presentan un TCA con heparina mas prolongado que aquellos que no lo toman. Esta
prolongacion del TCA no se relaciona exclusivamente con el descenso de los niveles de
factor plaquetario 4 (PF4, una sustancia neutralizante de la heparina), sino también cuando la
sangre es anticoagulada con sustancias que no son neutralizadas por el PF4. La lisis
plaquetaria, sin embargo, acorta significativamente los tiempos del TCA, debido a la
liberacion de PF4 y otros componentes plaquetarios, que pueden tener sustancias
neutralizantes de la accion de la heparina. Tanto la anestesia como la cirugia disminuyen los
tiempos del TCA y crean un estado hipercoagulable, posiblemente debido a una activacion

plaquetaria [127].

Durante la CEC, el consumo y disminucién de los niveles de heparina varia
sustancialmente. Su medida es compleja debido a la hemodilucion y la hipotermia, ya que
alteran el mecanismo de accion de la heparina. Se han visto estudios en los que el consumo
de la heparina varia de 0,01 a 3,86 Ul/kg/min, sin que exista una correlacion entre la

sensibilidad inicial a la heparina y el consumo de la misma [128].

Se han propuesto otros tests, como sistemas especificos de monitorizacion de la
heparina, tromboelastografia (TEG® Haemoscope Inc., Niles, IL) y tromboelastometria

(ROTEM®, Tem International GmbH, Munich, Germany). Son tests viscoelasticos que
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permiten un analisis cualitativo del estado de la coagulacion, y que adicionando heparinasa
(una enzima que lisa la heparina) permiten un estudio mas preciso de la heparina residual
[129]. Otros tests como la medida directa del factor anti-Xa no se suelen utilizar en la

practica clinica habitual.

La heparinizacion residual puede darse tras la cirugia cardiaca, siendo esta causa una

de las que hay que tener en cuenta ante un sangrado en sabana tras la salida de la CEC [129].

La resistencia a la heparina o respuesta alterada a la heparina se define como una
incapacidad de aumentar el tiempo de coagulacion activada (TCA) a los niveles esperados,
pese a una adecuada concentracion plasmatica de heparina. La resistencia a la heparina puede
ser congénita o adquirida. La exposicion previa a la heparina predispone al paciente a que
pueda tener una respuesta alterada a la misma debido a la reduccion de la antitrombina III,
activacion plaquetaria o activacion de la via extrinseca de la coagulacion. Hay farmacos
inhibidores de la trombina capaces de anticoagular en pacientes que no pueden recibir
heparina. La bivalirudina y la hirudina son los dos inhibidores directos de la trombina que se
suelen utilizar en estos casos. La hemodilucion que acompana a la CEC, disminuye los
niveles de AT alrededor de un 66% [130]. Ademads, pueden existir pacientes con niveles
basales bajos de AT III. La tnica forma de prolongar el TCA es la existencia de heparina
suficiente ademas de la AT disponible. Se ha documentado resistencia a la heparina en el uso
de autotransfusion, terapia previa con heparina, infeccion y aneurisma ventricular con trombo
[131]. También la resistencia a la heparina simplemente se puede deber a la importante
variacién a la respuesta a la misma. Esta resistencia pone el foco de debate en como se
deberia monitorizar la anticoagulacion durante la CEC, si midiendo la concentracion de
heparina o por el efecto de la misma. El efecto de la anticoagulacion no es alcanzar heparina
libre en plasma sino inhibir la accion de la trombina en el fibrindgeno, plaquetas y células
endoteliales. En muchas ocasiones, su tratamiento consiste en aumentar las dosis de heparina.
Se han de conseguir unos valores de TCA minimos entre 300 y 400 segundos, para evitar
posibles complicaciones como la formacion de trombos en el circuito de la CEC. Muchas
condiciones clinicas se asocian a la resistencia a la heparina. La sepsis, la enfermedad
hepatica y ciertos farmacos son algunos de ellos. Varios investigadores han documentado una
disminucién de los niveles de antitrombina III (AT III) secundario al tratamiento previo con
heparina. Los pacientes que han recibido heparina previamente a la cirugia, requieren

mayores dosis de la misma para alcanzar tiempos 6ptimos en el TCA para iniciar la CEC.
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Presumiblemente, esta resistencia a la heparina es el resultado de deficiencias en el nivel o

actividad de la AT III [132].

Suplementos adicionales de heparina prolongan el TCA de forma segura para iniciar
la CEC. Cantidades superiores a 800 U/kg pueden ser necesarias para obtener un TCA por
encima de 400 a 480 segundos. Con la administracién de plasma fresco congelado (PFC), que
contiene AT, se podria corregir la disminucion de AT y por tanto prolongar el TCA, aunque la
transfusion de PFC no estd exenta de riesgos y hay que evitarse siempre que sea posible.

Existen concentrados de AT que tratan especificamente esta deficiencia de AT [133].

Rebote de heparina

Varias horas tras la neutralizacion de la heparina con la protamina en cirugia cardiaca,
algunos pacientes pueden desarrollar un sangrado asociado a prolongacion de los tiempos de
coagulacion. Este fenomeno se atribuye frecuentemente a la reaparicion de heparina
circulante. Hay teorias sobre este rebote de heparina que incluyen una tardia liberacion de la
heparina almacenada en tejidos, retorno de la heparina a la circulacion desde el espacio
extracelular via conductos linfaticos o aclaramiento mas rapido de la protamina en relacion
con la heparina. Esta tultima es la explicacion més ampliamente aceptada, ya que su
eliminacion rapida puede dejar heparina circulante sin unirse a la protamina. Se ha visto que
la heparina almacenada en las células endoteliales puede ser liberada lentamente cuando se
detecta una disminucion de la concentracion plasmatica de la misma con la neutralizacion de
la protamina. Se pueden detectar bajos niveles de heparina desde la primera hora tras la
reversion con la protamina hasta las primeras 6 horas en el postoperatorio inmediato. Sin
embargo, sigue existiendo mucho debate en relacion a este aspecto. Aunque esta claro que el
sangrado clinico no se acompana siempre de un rebote de la heparina, cuando sucede, una
administracion suplementaria de protamina ayudaria a neutralizar la heparina remanente.
Hemos de tener en cuenta que la protamina es un agente que parcialmente actua contra la

trombina, por lo que por si misma puede producir sangrado [134].

Para administrar la dosis apropiada de protamina a la finalizacion de la CEC, seria
ideal medir la concentracion de heparina presente y administrar la dosis de protamina
necesaria para neutralizar la heparina circulante. Como resultado de la eliminacion y el

metabolismo de la heparina, que varia considerablemente entre los pacientes, la dosis de
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protamina requerida para una dosis inicial de heparina disminuye con el transcurso del
tiempo. La administracion de una dosis fija estandar de protamina o una dosis basada en la
dosis total de heparina puede aumentar la incidencia de efectos adversos por la protamina.
Una dosis optima de protamina es lo adecuado, ya que la heparina no neutralizada puede
producir sangrado clinico, ademas un exceso de protamina puede motivar una coagulopatia
no esperada. El uso de una dosis individualizada de protamina da pie a una reduccion en la
dosis de protamina y una disminucidon en el sangrado postoperatorio [135]. Uno de los
dispositivos que miden la heparina es el Hemochron PRT®. Es un dispositivo que mide el
TCA en una muestra de sangre heparinizada que contiene una cantidad conocida de
protamina. Conociendo el TCA y el volumen sanguineo estimado del paciente, se puede
extrapolar la dosis de protamina necesaria para neutralizar la heparina circulante. Otro

dispositivo similar al anterior es el Hepcon® [135].

El Hemochron® clésico que mide el TCA es ideal para monitorizar la anticoagulacion
con altos niveles de heparina, pero es inespecifico para detectar una completa neutralizacion
de la heparina de forma segura. El TCA tiene un alto valor predictivo para una adecuada
anticoagulacion (confirmada con el TTPa cuando el TCA es mayor de 225 segundos), pero
tiene bajo valor predictivo cuando el TCA es menor de 225 segundos. Los bajos niveles de
heparina presentes cuando la heparina es parcialmente neutralizada se miden de forma mas
fina por otros tests mas especificos, como la concentracion de heparina, el tiempo de

tromboplasmina parcial activada (TTPa) y el tiempo de protrombina (TP) [136].

El TP y el TTPa se miden en plasma al que se le ha afiadido citrato como
anticoagulante. Se requiere de centrifugacion de la sangre para obtener el plasma. EI TTPa
integra la via intrinseca y el final de la coagulacion, siendo mas sensible a los bajos niveles
de heparina que el TCA. Los factores IX y X son los mas sensibles al efecto de la heparina,
por lo que el TTPa se puede ver prolongado incluso con niveles muy bajos de heparina. Este
test usa una sustancia fosfolipidica que simula la interaccion de la membrana plaquetaria,
activando el factor XII. El TTPa se prolonga con la deficiencia de los factores VII, IX, XI,
XII, el HMWK vy la calicreina. La reaccion del TTPa es mas lenta que el TP, por lo que se
afnade un activador como el celite o el caolin para acelerar la activacion del factor XII. Tras la
incubacion del plasma citratado con el fosfolipido y el activador, se anade calcio, y se mide el
tiempo de la formacion del trombo. Los valores normales del TTPa van de 28 a 32 segundos,

a veces también expresado en forma de ratio [136].
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El TP mide la integridad de la via extrinseca y comun de la coagulacion. El TP se
prolonga ante la presencia de un déficit de factor VII, tratamiento con warfarina o deficiencia
de vitamina K. Grandes dosis de heparina prolongan el TP debido a la inactivacion del factor
II. El TP normal oscila de los 12 a 14 segundos. Los valores absolutos de TP no estdn
totalmente estandarizados por lo que es dificil compararlos entre distintos centros. El Ratio
Internacional Normalizado (INR) se ha adoptado como un estandar en la monitorizacién de la
coagulacion. Equivale al ratio del TP del paciente que habria obtenido con la Referencia
Internacional de Preparacion sin agentes de laboratorio. Cada laboratorio usa agentes con una
sensibilidad especifica (Indice de Sensibilidad Internacional o ISI) relativa a la Referencia de

Preparacion Internacional [136].

1.3.4. Modos alternativos de anticoagulacion

Son los inhibidores directos de la trombina. Incluyen el argatroban, el fondaparinux y
la bivalirudina. El argatroban es un derivado de la L-arginina. Es una pequefia molécula que
actiia como inhibidor directo de la trombina. Se une al punto activo de la trombina y detiene
la accion de la trombina en las proteasas séricas. No hay agente reversor para el argatroban,
aunque se puede utilizar el factor VIIa para aumentar la generacion de trombina. No hay un
estudio prospectivo y randomizado sobre su uso en cirugia cardiaca, aunque si casos aislados

con asociacion a sangrado postoperatorio.

El fondaparinux es un pentasacarido inhibidor del factor Xa. Su actividad
anticoagulante se produce por la activacion selectiva de la antitrombina III (AT III), que
permite potenciar hasta 300 veces el proceso natural de neutralizacion del factor Xa. La
inhibicion de este factor detiene la cascada de la coagulacion, evitando asi la formacion de

trombina.

La bivalirudina es un péptido bivalente sintético de 20 aminoacidos. Por una parte
acttia sobre el punto de union de la trombina con el fibrindgeno y por otro lado con el punto
de activacion de la trombina. Es altamente especifica para la trombina y tiene la propiedad de
unirse tanto a la trombina que forma parte del trombo como la que permanece libre. La
heparina s6lo se une a la trombina libre en plasma. La bivalirudina presenta un tiempo de
vida media menor que el argatroban, de aproximadamente 20 a 25 minutos. La unién de la

bivalirudina con la trombina es reversible. No tiene agente reversor, por tanto, hay que
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esperar a que pase su efecto. La bivalirudina se metaboliza en un 20% por el rifion y en un

80% por el efecto proteolitico de la trombina. La dosis en CEC es un bolo de 0,5-0,75 mg/kg

seguido de una perfusion a 1,75-2,5 mg/kg/h segin el TCA (objetivo, 2,5 veces el valor

basal). El circuito de la CEC ha de ser cebado con 50 mg, evitando la posible estasis en el

circuito. La perfusion se para de 15 a 30 minutos antes de la salida de CEC [137]. Ver figura
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1.4. MANEJO DEL PACIENTE SANGRANTE

Los hemoderivados de banco de sangre disponibles para su tratamiento son los
concentrados de hematies (CH) para tratar la anemia, el PFC, crioprecipitados o fibrindgeno
sintético (si el hospital dispone de €l) o plaquetas. Estos productos s6lo se deben usar ante

datos objetivos de coagulopatia por tests analiticos, tests viscoelasticos o datos clinicos.

La transfusion de plaquetas y PFC somete al paciente a un mayor riesgo de lesion
pulmonar aguda relacionada con la transfusion (TRALI) que el que se produce con los CH.
En el TRALI se observa la presencia de anticuerpos del antigeno humano leucocitario (HLA)
en el endotelio pulmonar, citoquinas, microparticulas de globulos rojos y CD-40L (una
proteina plaquetaria proinflamatoria) [138]. Todos ellos contribuyen a un aumento en la
capilaridad pulmonar. El uso de plaquetas es de gran utilidad cuando el paciente estd
sangrando y se ha probado que hay una alteracion en la funciéon plaquetaria o una
plaquetopenia. La transfusion de plaquetas de forma profilactica se ha visto que no muestra
ninguna utilidad [140]. Las plaquetas se recogen por ultrafiltracién en el banco se sangre y se
mantienen a temperatura ambiente en un agitador que impide su agregacion. Las plaquetas se
pueden mantener sélo durante 5 dias. Al almacenarse a temperatura ambiente existe un riesgo
potencial de crecimiento bacteriano. El riesgo de contaminacion bacteriana se da entre un
1/5000 y 1/20000 unidades. Los crioprecipitados ya no se suelen utilizar en nuestro centro, en

beneficio del fibrinogeno [139].

El uso del Factor VIla Recombinante (rFVIla) esta aprobado para el tratamiento del
sangrado en pacientes con hemofilia tipo A o B con inhibidores contra los factores VIII y IX.
El factor VII actia localmente en el sitio de la lesion vascular, uniéndose al FT en las células
subendoteliales y facilitando la transformacién de los factores IX y X en formas activas,
produciendo por tanto la generacion de trombina y el coagulo. El uso del rFVIla fuera de guia
ha sido utilizado en pacientes con una hemorragia refractaria al tratamiento convencional. Sin
embargo, su uso en cirugia cardiaca no esta totalmente clarificado. Parece ser que con su
empleo hay un mayor riesgo de eventos tromboéticos. Algunos autores sugieren con su uso un
descenso en el consumo de hemoderivados en los sangrados refractarios, y sin embargo, otros

hablan de complicaciones trombdticas [140,141].
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Concentrado de fibrinégeno

Los concentrados de fibrindgeno humano se utilizan como terapia sustitutiva en casos
de hipofibrinogenemia, disfibrinogenemia y afibrinogenemia. El fibrinégeno es el precursor
de la fibrina y cofactor en la agregacion plaquetaria, por lo que juega un papel critico en la
hemostasia, especialmente en pacientes sangrantes con una deficiencia de fibrinégeno
adquirida. Los niveles normales en plasma varian de 1,5 g/L a 4,5 g/L. El nivel tradicional
para iniciar el tratamiento es de 0,8 g/L a 1,0 g/L. Pero se ha visto que con niveles de
fibrindgeno entre 1 g/L y 1,5 g/L se altera la formacion del coagulo. Las guias recomiendan
elevar el nivel critico entre 1,5 g/L y 2,0 g/L.. La correccidén del déficit de fibrindgeno se
puede realizar con PFC, crioprecipitados o concentrado de fibrindgeno. Los beneficios de los
concentrados de fibrindgeno sobre el PFC y los crioprecipitados incluyen la rapida
reconstitucion del producto, la inactivacion viral, la dosis asegurada y el bajo volumen de

administracion frente a los otros hemoderivados [142,143].

Concentrado de complejo protrombinico (CCPs)

Los CCPs son productos liofilizados, inactivados viralmente que proceden del plasma
y que contienen los factores de la coagulacion vitamina K dependientes II, VII, IX y X.
También contienen las proteinas inhibidoras de la coagulacion C y S, heparina y AT. Tras su
reconstitucion con poco volumen, los CCPs se pueden administrar rapidamente. Se utilizan
sobre todo para pacientes que estdn en tratamiento con antagonistas de la vitamina K y que
requieran una cirugia urgente o procedimientos invasivos. La dosis recomendada se basa en
el contenido del factor IX, con un rango de 25 UI a 50 Ul de factor IX por kilo de peso;
dependiendo del ratio internacional normalizado (INR). Para un INR de 2,0-3,9 se utilizarian
25 Ul/kg, para un INR de 4,0-5,9 se usarian 50 Ul/kg, y un INR>5,9 unas 50 Ul/kg. Se
podria utilizar fuera del manejo de la coagulopatia por el uso de antagonistas de la vitamina

K, pero todavia hacen falta mas datos sobre su seguridad y eficacia [144,145].

Siempre es adecuado disponer de protocolos que ayuden en el tratamiento precoz de

posibles sangrados excesivos durante la cirugia cardiaca. Ver tabla 2.
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Tabla 2. Plan de tratamiento ante un sangrado excesivo en cirugia cardiaca.

Introduccion

Mas protamina

Calentar al paciente

Desmopresina

Acido tranexamico

Plaquetas

Crioprecipitados

Fibrinogeno

0,5-1 mg/kg

0,3 nug/kg
10 mg/kg bolo, después
perfusion 1 mg/kg/h

15 mL/kg

1 U/d kg

2¢g

TCA >150 segundos o TTPa
>1,5 veces que control
Temperatura <35°C
Tiempo de sangrado
prolongado

Aumento dimero D o
fibrinolisis en ROTEM
TP o TTPa>1,5 veces que
control

Fibrin6geno <1g/L o 100
mg/dL

Fibrin6geno <100 mg/dL
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1.5. DISFUNCION PLAQUETARIA ASOCIADA A FLUJOS TURBULENTOS EN EL
CIRCUITO DE CIRCULACION EXTRACORPOREA

El tromboembolismo y el sangrado son los eventos adversos mas comunes asociados
a los circuitos tipo CEC [146]. Un flujo turbulento puede darse de forma ocasional en algunas
zonas de los circuitos de la CEC, por ejemplo en la zona de insercion de las canulas venosas
de drenaje. Pueden llegarse a alcanzar puntualmente presiones de 100 Pascales (Pa) e incluso
picos de 500 Pa, que supone un nivel de flujo turbulento mucho mayor a situaciones de
estrés, por lo que la sangre de este tipo de pacientes esta sometida inevitablemente a altas
presiones y a flujos no fisioldgicos [147]. Este tipo de flujos generados por los circuitos de
CEC pueden inducir la activacion plaquetaria y de factores de coagulacion, junto a depositos
de proteinas en las superficies artificiales del circuito, produciendo con mayor facilidad la
posibilidad de formacion de trombos. Pese a una adecuada anticoagulacién hay un riesgo
elevado de trombosis, y por supuesto de sangrado postoperatorio [148]. La influencia de los
flujos patoldgicos en la regulacion de la funcion plaquetaria y en la activacion de las vias de
hemostasia y trombosis han sido ampliamente estudiadas [149]. La interaccion que produce el
flujo patologico con la lesion vascular en el sitio quirurgico motiva la interaccion del receptor
plaquetario GPla con el factor de von Willebrand (dominio A1), activando a su vez el ligando
GPIIb/IIIa. Esta interaccion estabiliza la adhesion plaquetaria, la agregacion y la formacion
de trombos [150]. Se ha visto que incluso, sin la presencia de vWF, con el flujo patoldgico
solo, también se puede inducir la activacion plaquetaria. En el caso de pacientes sometidos a
circuitos tipo CEC, las plaquetas se ven expuestas tanto a flujos patologicos como a
superficies artificiales. La pérdida de los receptores GPla y GPVI de la superficie plaquetaria
puede producir una disminucion en la capacidad hemostatica de la adhesion plaquetaria y la
agregacion al vVWF y el colageno, alterando la hemostasia normal y aumentando el riesgo de
sangrado. Este es un fendmeno paraddjico, que puede explicar los complicaciones
tromboembolicas y de sangrado que se pueden dar en los pacientes sometidos a estos

circuitos [151].

La exposicion a flujos turbulentos patoldgicos superiores a 150 Pa, incluso durante un
pequefio periodo de tiempo, es suficiente para producir una activacion plaquetaria.
Obviamente, cuanta mayor sea la exposicion temporal a este flujo patologico, mayor sera el

niamero de plaquetas activadas, y por tanto mas plaquetas adheridas a fibrinégeno. Este
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fendmeno es logico, debido a que las plaquetas con el receptor GPIIb/Illa activado tienen alta

afinidad al fibrin6geno.

Pese al disefio de circuitos biocompatibles, se inicia en ellos el deposito de proteinas y
adhesion celular, promoviendo la produccién de trombosis, tromboembolismo y trauma

sanguineo por flujos patoldgicos [152].

Los receptores plaquetarios juegan un papel muy importante en la hemostasia y en la
fisiopatologia de la trombosis. Las interacciones del receptor plaquetario y su ligando activan
una secuencia bidireccional de senales intercelulares, llevando a cabo la activacion
plaquetaria y su agregacion, asi como el reclutamiento de las plaquetas circulantes expuestas
al tejido subendotelial dafiado por la lesion quirtrgica. Las plaquetas activadas se unen al
vWF debido a la activaciéon del complejo GPIIb/IIla. Los flujos turbulentos patologicos
juegan un papel muy importante en este proceso. Se ha demostrado que este tipo de flujos
induce la activacion plaquetaria y su union con el vWF, iniciando asi una via de agregacion

irreversible en ausencia de ninglin agente agonista exdgeno [153,154].

Se ha documentado que el flujo patologico puede disminuir los receptores

plaquetarios GPIba, GPVI [155,156] y la fragmentacion del vWF [157].

La disminucion de los receptores plaquetarios produce un mecanismo de “down-
regulation” en la superficie plaquetaria, disminuyendo su capacidad de ligando, la densidad
de receptores en la superficie plaquetaria, afectando a la sefial de union de los receptores, y
por ultima instancia produciendo una disfuncion plaquetaria. La pérdida tanto del receptor
GPIa como del GPVI en la superficie plaquetaria puede reducir la capacidad de adhesion y
agregacion al vWF y a los sustratos del coldgeno, dando pie a un aumento en el riesgo de
sangrado [158]. Se ha recogido en varias publicaciones que en pacientes sometidos a este tipo
de circuitos pueden desarrollar el sindrome de von Willebrand, caracterizado por la pérdida
de los polimeros de alto peso molecular del vWF [159,160]. La pérdida de estos polimeros se

ha asociado a sangrado.

Por tanto, esta claro que el flujo turbulento puede inducir una situacidon procoagulante
por la activacion plaquetaria. Este flujo produce activacion plaquetaria, agregacion
plaquetaria, generacion de microparticulas procoagulantes y activacion del vWF. Hay una
estrecha relacion entre el nivel y el tiempo de exposicion a estos flujos y su relacion con

efectos protrombdticos [161].
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La integridad del vWF y de las plaquetas es esencial para un normal funcionamiento
de la hemostasia. Aunque el flujo patologico puede inducir un aumento de la activacion
plaquetaria y tendencia a la trombosis, también puede provocar disfuncion plaquetaria, dando

pie a un aumento del riesgo de sangrado por la disminucion de la adhesion plaquetaria [162].

El efecto paraddjico que produce, incluye, por un lado el aumento de la expresion de
la P-selectina, la activacion del GPIIb/Illa y la generacion de proteinas microbicidas de
plaquetas (PMPs). Las plaquetas activadas generan adhesion y agregacion plaquetarias,
situacion protrombotica. Por otro lado, se produce un descenso de los tres principales
receptores plaquetarios (GPIba, GPVI y GPIIb/Illa), que son esenciales para el inicio de la
adhesion plaquetaria y la formacion del codgulo. A su vez, estos flujos pueden fragmentar el
vWEF, disminuyendo los niveles de polimeros de alto peso molecular del vWF. La
disminucién de estos polimeros estd asociada al nivel de aumento del flujo turbulento. Por
tanto, el descenso tanto de los receptores plaquetarios como de la funcionalidad del vWF,
podria reducir la adhesion y agregacion plaquetarias y aumentar el riesgo de sangrado [163].

Ver figura 10.

Figura 10. Circuito de circulacion extracorpérea. A la izquierda, bomba de CEC STOCKERT S5 con cabezal
centrifugo en nuestro centro. A la derecha, esquema de una CEC. 1. Reservorio de cardiotomia. 2. Oxigenador
de membrana. 3. Linea de sangre venosa. 4. Linea de sangre arterial. 5. Linea arterial hacia el filtro. 6. Filtro de
la linea arterial. 7. Bomba de sangre arterial. 8. Succién de la cardiotomia. 9. Bomba del vent ventricular. 10.
Bomba de cardioplejia. 11. Cardioplejia cristaloide. 12. Linea de entrada de agua. 13. Linea de salida de agua.
Tomado de Davis RB, Kauffman JN, Cobbs TL, Mick SL. Cardiopulmonary bypass. New York: Springer-
Verlag;1995:239).
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1.6. EFECTO DE LA HEMOLISIS DURANTE LA CIRUGIA CARDIACA

Las complicaciones organicas contribuyen significativamente al aumento de la
morbilidad y mortalidad tras la cirugia cardiaca, y prolongan la estancia en la UCI y el
tiempo de hospitalizacion total. La identificacion de factores de riesgo modificables para
evitar el dafio de otros sistemas es imperativo para realizar estrategias de tratamiento y
prevencion especificos. El uso de CEC contribuye significativamente al desarrollo de dafio en
la mucosa intestinal y dafio tubular renal por la induccion de alteraciones en la
microcirculacion del flujo sanguineo, lesiones isquemia-reperfusion, hemodilucion y
respuestas proinflamatorias [164]. Otra consecuencia de la CEC es el desarrollo de hemdlisis
intravascular caracterizada por el aumento agudo de hemoglobina libre [165]. Esta hemolisis
se debe a causas mecanicas debido al paso de la sangre a través de los circuitos de la CEC y
por la exposicion a las zonas quirrgicas. Dicha hemoglobina libre capta el 6xido nitrico
(NO) circulante, produciendo un descenso de NO en la microcirculacion, disminucion de la
perfusion renal, y aumento de la mortalidad. Se ha visto que incluso un aumento puntual en
plasma de la concentracion de hemoglobina libre es un factor de riesgo independiente para

desarrollar necrosis tubular aguda y fallo renal postoperatorio tras CEC [166].

La hemolisis que se puede producir durante la cirugia cardiaca se correlaciona
fuertemente con un aumento de consumo plasmatico de NO [167]. La hemdlisis también se
correlaciona con dafio en la mucosa intestinal y fallo renal agudo. Los pacientes sometidos a
cirugias cardiacas mas complejas, como la cirugia de revascularizacion coronaria combinada

con cirugia de recambio valvular, se asocian al mayor riesgo.

El efecto adverso de la hemolisis sobre el metabolismo intravascular del NO se
considera un importante mecanismo fisiopatologico en el desarrollo de complicaciones
clinicas. La hemoglobina libre (fHb) oxigenada plasmatica (HbFe2*O) presenta una alta
capacidad de captar el NO procedente del endotelio, por lo que puede producir alteraciones
en la musculatura lisa gastrointestinal, vasculopatia, disfunciones endoteliales, dafio renal,
hipertension pulmonar y alteraciones procoagulantes en pacientes con enfermedad hemolitica
crénica, hemodialisis y aumento de mortalidad en pacientes sépticos [168]. La disminucion
de la biodisponibilidad de NO produce vasoconstriccion, agregacion plaquetaria, “up-

regulation” de la expresion de moléculas de adhesion y estimulacion de adhesion leucocitaria

vascular e inflamacion [168].
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La hemolisis es consecuencia de la CEC, y se incrementa con tiempos de CEC mas
prolongados [168]. Son tres los factores que contribuyen al desarrollo de hemolisis: el
primero es la exposicion de la sangre a fuerzas mecanicas, sobre todo a flujos patolégicos; el
segundo, el contacto de la sangre con aire o superficies no endoteliales y el tercero, el uso de
altas presiones de succion. Todas estas circunstancias producen dafio en los gldébulos rojos,
destruccion prematura intravascular de los eritrocitos y alteracion de las propiedades
reologicas de la sangre, motivando un aumento de la fHb durante la cirugia [169]. Ademas, el
uso de dispositivos de autotransfusion y la transfusion de concentrados de hematies puede
contribuir a un aumento de fHb durante la cirugia cardiaca, produciendo a su vez, dafio en los
eritrocitos y aumento del riesgo de lisis intravascular prematura. En esta linea, se ha visto que
existen niveles mas altos de fHb en cirugias cardiacas més complejas como la cirugia de
revascularizacion coronaria y cirugia valvular, que suponen mayor exposicion a tiempos
largos de CEC, y a su vez, mayor proporcion de transfusion de concentrados de hematies
[170].

La hemoglobina es liberada al plasma desde los globulos rojos por distintos motivos:
causas hereditarias, adquiridas y situaciones hemoliticas iatrogénicas. Cuando la capacidad
de los mecanismos tamponadores protectores fisiologicos son saturados, aumentan los niveles
de hemoglobina libre en plasma, dando pie a un consumo de 6xido nitrico y consecuencias
clinicas asociadas. EI NO juega un papel importante en la hemostasia vascular y es
fundamental en la regulacion del tono vasomotor y relajacion de la musculatura lisa, en la
adhesion endotelial y en la expresion molecular de la activacion y agregacion plaquetarias
[171].

Cuando se destruyen los globulos rojos en los vasos, la hemoglobina pasa al plasma y
es rapidamente captada por la proteina sérica haptoglobina. El complejo haptoglobina-
hemoglobina presenta un epitopo que es reconocido por el receptor CD163 de la superficie de
monocitos y macrofagos, que se unen al complejo con alta afinidad y median la endocitosis

del complejo haptoglobina-hemoglobina y su degradacion [172].

Si la haptoglobina no se regenera, la formacién de grandes concentraciones del
complejo haptoglobina-hemoglobina promueve la disminucion de la haptoglobina, siendo en

casos graves de hemolisis, practicamente indetectable [173].
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Una concentracion excesiva de hemoglobina en plasma contribuye a la activacion
plaquetaria y a la trombosis. Aumenta la agregacion plaquetaria y la adhesion a superficies
protrombdticas como la pared de los vasos lesionados por la cirugia [174]. Se ha comprobado
que la adicion de hemoglobina libre a concentraciones de 0,2 a 2,0 g/dl causa una inhibicion
dosis dependiente de la metaloproteasa ADAMTS13, una enzima fundamental en la
inhibicion plaquetaria para la formacion de trombos [175]. Una de las evidencias descritas
mas importantes de los efectos de la hemoglobina libre sobre la funcidon plaquetaria es la
relativa a su capacidad de captar/quelar el 6xido nitrico, haciéndole menos biodisponible para
su interaccion con las plaquetas. El NO se ha visto que puede inhibir la agregacion
plaquetaria y la adhesion de las mismas aumentando los niveles de la enzima Guanosin

Monofosfato ciclico (GMPc) [176].

La hemoglobina extracelular y el grupo hemo en plasma que se producen por la
hemolisis, promueven el estrés oxidativo severo, especialmente en los vasos sanguineos y en
las células. La autooxidacion continua de la hemoglobina extracelular produce superoxido,
que se transforma en perdxido de hidrogeno (H20:z), que produce vasoconstriccion [177]. La
hemoglobina extracelular capta NO unas 1000 veces mas rapidamente que la hemoglobina
intracelular, por lo que disminuye la biodisponibilidad del NO. Esto motiva disfuncion
vascular, activacion de células endoteliales y activacion plaquetaria, mediada por la expresion
en la superficie celular de la P-selectina, que actiia en la interaccion entre las plaquetas
activadas y los leucocitos, y la integrina activada allbf3. Los marcadores de hemolisis
severa, como el descenso de hemoglobina y haptoglobina o el ascenso de LDH, predicen el

riesgo clinico de desarrollar complicaciones vasculares [177].
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1.7. NUEVOS FUNDAMENTOS EN LA INTERACCION PLAQUETAS-PARED
VASCULAR

Las plaquetas juegan un papel muy importante en el proceso hemostatico.
Contribuyen a la formacién del coagulo hemostatico que sirve para prevenir la pérdida
sanguinea tras la lesion vascular. En el humano adulto, fluyen continuamente alrededor de 1 x
1012 plaquetas por cada m? de superficie vascular con una minima adhesion y agregacion.
Tras la lesion de la pared vascular en los puntos del endotelio dafiado, suceden complejas
interacciones entre células vasculares, componentes de la matriz extracelular, plaquetas y el
sistema de coagulacion. El concepto tradicional de sellado del vaso danado asumia que las
plaquetas en primer lugar se agregaban para formar un primer “tapon”, tras lo cual un trombo
de fibrina se formaba como consecuencia de la activacion del sistema de coagulacion, siendo
el final de la hemostasia primaria y secundaria. En la actualidad, las investigaciones apuntan
hacia una interrelacion mas dinamica e intrincada entre la respuesta plaquetaria, las proteinas
de la coagulacién y los componentes de la pared vascular donde la contribucion de

numerosas moléculas son basicas en la formacion del trombo [178].

Las plaquetas inactivadas permanecen con una forma discoide y en un estado no
adherente debido a la actividad de las células endoteliales, que por un lado producen
sustancias que inhiben las plaquetas como la prostaglandina I> y el 6xido nitrico, y por otro
lado metabolizan agonistas plaquetarios como el ADP y la trombina para ser inactivados

[179].

Las plaquetas son activadas tras el dafno endotelial, de este modo, cambian de forma,
aumentan su adhesividad y adquieren una superficie prohemostatica. El aumento de esta
adhesion plaquetaria se alcanza por diversos mecanismos: aumento y agrupacion de
receptores, formacion de neoepitopos en los receptores debido a cambios conformacionales,
aumento de la expresion de receptores por la formacion de pseudopodos y su secrecion,
creando receptores agonistas. Por tanto, los cambios que conllevan la activacion plaquetaria
podrian compararse con las vias de rapida comunicacion intercelular en las sinapsis

terminales nerviosas, regulados por la actividad de canales i6nicos [180].

El endotelio vascular previene continuamente el proceso de activacion plaquetaria a
través de multiples mecanismos: las ectonucleotidasas (que degradan el ATP y el ADP), la

trombomodulina (que inactiva la trombina), la liberacion de la prostaglandina 1> (PGIy,
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también denominada prostaciclina) y el 6xido nitrico [181]. Ver figura 11. El NO y la PG
suprimen la mayoria de los procesos de activacion plaquetaria, incluidas la adhesion, la
formacion de pseudopodos, secrecion, agregacion y actividad procoagulante. Estas funciones
de supresion se alteran en los zonas de dafio vascular por motivos quirurgicos, rotura de una

placa de arteriosclerosis o inflamacion vascular (liberacion de vVWF y citoquinas) [181].

Estudios ex vivo sobre sangre completa han hallado que el colageno fibrilar tipo Iy
III, que estan presentes en la intima vascular y en las placas arterioscleroticas, estan entre las
sustancias mas potentes de activacion plaquetaria [182]. Esto explicaria por qué la lesion
vascular o la desintegracion de una placa de arteriosclerosis causa la formacion de un trombo

completo y oclusivo de la luz arterial [182].

Modelos de trombosis animal también indican que la activacion plaquetaria inducida
por el colageno estd principalmente originada por la generacion de trombina a partir del
factor tisular. El FT estd ampliamente expresado en las células musculares del subendotelio y

en los macrofagos.

Durante la formacién del trombo, las plaquetas que se incorporan al mismo estan
expuestas de forma diferente al colageno y la trombina, lo que contribuye a la heterogeneidad
de la respuesta plaquetaria. En arterias de conejos y ratones, la formacion de trombos in vivo
muestran un nucleo central muy denso con plaquetas muy imbricadas rodeado por un anillo

con plaquetas que presentan menor adherencia y activacion limitada [183].
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Figura 11. Principales sefiales y respuestas durante la activacion plaquetaria. Los receptores plaquetarios estan
ordenados en sentido de las agujas del reloj segin las distintas fases de activacion plaquetaria. a | La inhibicion
plaquetaria se da via 6xido nitrico (NO) y la prostaglandina I» (PGl2; también denominada prostaciclina) sobre
el receptor IP, actuando via guanilato ciclasa (GC) y adenilil ciclasa (AC), con la consiguiente activacion de la
proteina quinasa G (PKG) y la proteina quinasa A (PKA), respectivamente. b | La activacion plaquetaria es
iniciada por la interaccion de los receptores de adhesion (el complejo entre integrinas a6p1, a2f1, allbp3, y la
glicoproteina (GP) Ib—V—-IX) con sus ligandos, como el colageno y el vWF. En esta fase, las sefiales a través de
estos receptores esta limitada y engloba a pequefias proteinas G reguladoras (SGRs), quinasas de la familia SRC
(SFKs), y proteinas quinasas serinas/treoninas (STKs). ¢ | Liberacion de agonistas solubles ADP y tromboxano
A> (TXA») que activan a los purinoceptores P2Y 12 y P2Y1 y el receptor TXA> (TP). El receptor P2Y2 actia a
través de la proteina Gai, que inhibe la proteina AC pero estimula la fosfoinositida-3-quinasa (PI3Ks). Los
receptores P2Y y TP activados por la sefial de las proteinas Goq producen la estimulacion de la fosfolipasa CP
(PLCB), que a su vez induce la liberacion del Ca?* en el citoplasma y la activacion de la proteina quinasa C
(PKC). Los receptores TP también estimulan las proteinas Go12/13, que activan la via Rho-quinasa (ROCK),
implicada en el cambio de forma de la plaqueta y su extension. d | Amplificacion de las plaquetas activadas. El
receptor GPVI y el receptor de lectina tipo C 2 (CLEC2) inducen una fuerte sefial a través de la via de las
proteinas quinasas tirosina que implican a las proteinas SFK y SYK que producen la activacion de PI3K y PLCy
y la liberacion de Ca2* en el citoplasma. e | La trombina es un potente agonista plaquetario que activa a los
receptores Gaq PAR1 y PAR4. f| Los cambios conformacionales de las integrinas, incluida alIbB3, varian desde
una baja a una alta afinidad para sus ligandos (PLC, PKC, PI3K y CaIDAG-GEFI Ca2* y diacilglicerol regulado
por el intercambio del nucledtido guanina factor I). Esta via incluye otras SGRs (RAS3A y RAPIB), y
moléculas ligadas al citoesqueleto plaquetario (isoformas kindlin y talin). g | Liberacion de TXA2 mediada por
un mecanismo Ca2* dependiente que activa la proteina quinasa fosfolipasa A2 (cPLA2) y la activacion de la
ciclooxigenasa 1 (COX1). h | Induccion de la secrecion de granulos oy & por agonistas que dependen del Ca2*y
PKC y que engloban los receptores SGR y SNAP (complejos SNARE). i | El cambio en la forma de la
membrana plaquetaria (ballooning) y la exposicion a la fosfatidilserina (PtdSer) ocurre en respuesta a la
combinacion de agonistas Ca2?*-dependientes mediados por el canal iénico anoctamin 6 (ANO 6). La
degradacion de proteinas intracelulares esta mediada por la enzima Calpain 2 (PIP3, fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato). Tomado de van der Meijden PEJ et al. Platelet biology and functions: new concepts and clinical
perspectives. Nat Rev Cardiol. 2019 Mar;16(3):166-179.
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Por tanto, las plaquetas en las capas externas del trombo estan menos influenciadas
por el coldgeno y/o la activacion de la trombina, mientras que las plaquetas del nucleo

central, fuertemente unidas, estarian mas activadas.

Las plaquetas agregadas en el trombo, presentan la activacion de la integrina allbB3 o
receptor GPIIb/IIIa y un fenotipo secretor (expresion de la P-selectina), que a su vez, estan
rodeadas por distintas areas de plaquetas con exposicion de fosfatidilserina y con propiedades
de unidn a factores de coagulacion. Las plaquetas activadas se caracterizan por tener sefiales
Ca*2-dependientes y ser denominadas tipo cubierta, es decir, sirven de puntos de anclaje para
la formacion de fibrina [184]. Considerando la GPVI y los receptores proteasa activos PAR1
y PAR4 como los principales receptores plaquetarios para el coldgeno y la trombina,
respectivamente, en humanos, esta conformacion implica interacciones muy potentes entre
las plaquetas y la activacion de las vias de coagulacion. Sin embargo, estas interacciones
pueden diferir segin las condiciones hemostaticas. En la trombosis arterial (procedimiento
répido y con alta resistencia al flujo), trombosis venosa (procedimiento lento y estasis
sanguineo), las plaquetas expuestas a la fosfatidilserina aumentan la generacion tanto del
factor Xa (complejo tenasa intrinseco) y la trombina (complejo protrombinasa), y a su vez, la
trombina generada puede aumentar el nimero de plaquetas. El receptor GPVI puede también
servir como receptor para la fibrina, generando otra unioén entre la coagulacion y la activacion
plaquetaria. Ademas de la via extrinseca de la coagulacion activada por el factor tisular, la via
intrinseca (a través del factor XII y el XI) también puede contribuir a la actividad del trombo,
a través de la activacion de las fibras de colageno por el factor XII o a través de los agregados

plaquetarios productores de polifosfatos [185]. Ver figura 12.
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Figura 12. Factores del medio y de las plaquetas influyen en la heterogeneidad de las plaquetas en el trombo.
La heterogeneidad en la composicion del trombo esta motivada por factores extrinsecos como la dinamica del
flujo sanguineo, el medio vascular y la disponibilidad local de agonistas plaquetarios y de factores intrinsecos de
las plaquetas. El dafio del endotelio expone las proteinas de la matriz subendotelial como son el factor de von
Willebrand (vVWF) y el coldgeno. La formacién del trombo es activada por la adhesion plaquetaria al colageno (a
través de los receptores de la glicoproteina VI (GPVI)) y el vWE, a través del complejo GPIb—V-IX. Diferentes
poblaciones plaquetarias pueden distinguirse por marcadores especificos. En plaquetas con activacion de la
agregacion, la union del fibrindgeno a la integrina activada allbB3 promueve la agregacion; las plaquetas
procoagulantes han sido expuestas en su membrana a la fosfatidilserina (PtdSer) y pueden generar trombina a
partir de la protrombina; las plaquetas recubiertas estan expuestas a PtdSer y una capa de fibrina en la
superficie; y las plaquetas secretoras expresan la P-selectina y las glicoproteinas CD63 y LAMP1 en la
membrana externa. Las plaquetas activadas liberan mediadores, en particular ADP y tromboxano Az (TXAz),
atrayendo plaquetas circulantes al trombo en crecimiento. Tomado de van der Meijden PEJ et al. Platelet
biology and functions: new concepts and clinical perspectives. Nat Rev Cardiol. 2019 Mar;16(3):166-179.

Por tanto, tras la activacion plaquetaria, la membrana asimétrica de doble capa de
fosfolipidos de la plaqueta cambia su morfologia, resultando en la externalizacion de la
fosfatidilserina, un fosfolipido anidnico, desde el interior de la membrana que sirve como
procoagulante en la superficie plaquetaria. Aunque las plaquetas carecen de nucleo, contienen
una variedad de organelas intracelulares que incluyen una banda circunferencial microtubular
y tres tipos de granulos: granulos o, granulos densos y lisosomas [186]. Los granulos a son
los mas numerosos y contienen fibrindgeno, factores de crecimiento (factor de crecimiento
derivado de las plaquetas, factor B transformador de crecimiento), y citoquinas (factor
plaquetario 4, tromboglobulina ) [187]. Los granulos densos contienen adenosina 5’'-

difosfato (ADP) y serotonina. El sistema denso tubular es un organela bésica en las plaquetas
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que secuestra calcio, y que estd relacionado con el metabolismo del 4cido araquidonico y la
generacion de tromboxano Az (TXA?). El TXAzy el ADP son agonistas secundarios liberados
desde las plaquetas activadas que tiene un papel central en la generacion de un trombo rico en

plaquetas.

Tras la lesion vascular, una capa de plaquetas activadas se adhieren a la zona
endotelial vascular expuesta, seguida del reclutamiento adicional de plaquetas en el sitio
primario de la lesion, formandose un trombo rico en fibrina. Més especificamente, las
plaquetas se adhieren al coldgeno en el subendotelio mediante su uniéon a la GPVI y la
integrina a2P1 de la membrana de los receptores, y al factor de von Willebrand unido a la
GPIba de la membrana del complejo que actua como receptor GPIb/IX/V [188]. Las senales
intracelulares iniciadas tras la adhesion plaquetaria conllevan a un cambio en la forma de la
plaqueta, protrusiones, degranulacion (ADP, serotonina) y generacion de TXA». A través de la
unidn a receptores de membrana especificos, los agonistas plaquetarios, como el ADP, TXA>
y la trombina inician vias de activacion que convierten la integrina allbB3 a un estado de alta
afinidad para unirse a los ligandos bivalentes del fibrindgeno y multivalentes del vWF. Estos
ligandos funcionan como puentes entre la integrina allbf3 de las plaquetas adyacentes
activadas produciendo la agregacion plaquetaria. Tras la activacion, las plaquetas segregan
grandes cantidades de P-selectina (CD62P), que se movilizan rapidamente de los granulos o a
la superficie plaquetaria, para inducir la union entre plaquetas a través del ligando 1 de la
glicoproteina P-selectina (PSGL-1) [188]. Las plaquetas de la vecindad son activadas por la
secrecion de agonistas, que a su vez reclutan plaquetas adicionales al lugar de la lesion [189].
Todo esto conlleva a una consolidacion del trombo hemostatico. Por tanto, la P-selectina
media en la interaccion plaqueta-endotelio, ayudando en la formacién de la fibrina y al
crecimiento del trombo, a través de la unidn con su principal receptor, el PSGL-1 [190]. En
las plaquetas activadas, la P-selectina pasa a la superficie plaquetaria y parte se libera al
plasma en una forma soluble, considerandose un marcador potencial de activacion

plaquetaria in vivo.

Las plaquetas activadas liberan moléculas proinflamatorias, como citoquinas y
quimioquinas, que inician respuestas inmunes y reclutan leucocitos en el lugar de la lesion

[191].
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Las plaquetas activadas expresan el ligando CD40 (CD40L, también denominado
CD154) que interactiia con el CD40 en las células endoteliales e induce la expresion de
moléculas de adhesion molecular, y la liberacion de interleuquinas y factor tisular [192]. Las
plaquetas son la fuente principal del CD40L soluble, que puede inducir en las células
vasculares la expresion de E-selectina y P-selectina, con lo que un aumento en su expresion
nos indica activacién plaquetaria. Vemos como las plaquetas pueden contribuir en la
regulacion de procesos inflamatorios e inmunes. La liberacion de CD40L soluble desde las
plaquetas activadas y unidas, junto con la expresion en su membrana del receptor CD40,
induce en las células endoteliales la produccion de mediadores proinflamatorios [193]. El
factor plaquetario 4 y la B-tromboglobulina son quimoquinas plaquetarias especificas,
almacenadas en los granulos a plaquetarios y secretados tras la activacion plaquetaria [194].
Ademas, el PF4 promueve la liberacion de granulos desde los neutrofilos, que tienen
actividad relacionada con la inmunidad innata [194]. La trombospondina-1 es una
glicoproteina secretada desde los granulos o plaquetarios que esta relacionada con la
induccion de la agregacion plaquetaria, la estabilizacion del fibrindgeno en la union entre

plaquetas y el control del tamafio del vWF [195].

Por tanto, la liberacién de microparticulas como resultado del cambio conformacional
de la membrana plaquetaria es considerada una caracteristica de la respuesta secretora de
plaquetas activadas. Estas microparticulas de las plaquetas presentan superficies ricas en
fosfatidilserina y son transportadas por el factor tisular, que favorece un estado protrombotico
[196]. Las plaquetas y los megacariocitos son la principal fuente de microparticulas en la

circulacion.

Las moléculas asociadas a la membrana plaquetaria, como la expresion de la P-
selectina, el CD40L o su receptor CD40, son potenciales marcadores de activacion
plaquetaria in vivo [197]. La activacion plaquetaria conlleva cambios conformacionales en la
integrina allbPB3 a un estado de mayor afinidad para la unién con el fibrindgeno o el vWF, y
ayuda a la formacion de puentes moleculares entre las plaquetas agregadas. La GPVI es un
receptor coldgeno transmembrana de una familia de inmunoglobulinas exclusivamente
expresado en megacariocitos y plaquetas, y se describe como el receptor mas importante en la

mediacion de la agregacion y la adhesion plaquetaria en la superficie del vWF [198].
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Un aumento del nivel de reticulocitos plaquetarios indica un aumento del recambio
plaquetario, y se asocia a una alta reactividad plaquetaria [199]. Los reticulocitos se
consideran predictores de una respuesta atenuada a los agentes antiplaquetarios debido a la
reactividad residual plaquetaria. Los reticulocitos plaquetarios circulantes tienen un bajo
umbral de activacion, y tienen una mayor hiperactivacion y tendencia a la agregacion que las

plaquetas maduras [200].

Un aumento en el volumen plaquetario medio, como indice del tamafio plaquetario,
refleja un aumento en la reactividad plaquetaria debido a la presencia de receptores mas
adhesivos, granulos y mediadores enzimdaticamente activos [201]. El volumen plaquetario
medio se utiliza habitualmente como un marcador indirecto para estimar la tasa de
renovacion plaquetaria con la que nuevas plaquetas son liberadas a la circulacion. El volumen
de reticulocitos plaquetarios estd correlacionado con el volumen plaquetario medio, ya que
los reticulocitos plaquetarios jovenes son mdas grandes y exhiben una mayor reactividad,

comparada con las plaquetas mas viejas y pequeiias [202].

Otros marcadores derivados de las plaquetas incluyen los metabolitos del TXA», que
son hidrolizados a TXB: y enzimaticamente metabolizados y excretados por la orina [203].
Los niveles urinarios de 11-dehidro-TXB; y 2,3-dinor-TXB>, el mas abundante de los
metabolitos del TXB, son considerados potenciales biomarcadores de la activacion

plaquetaria [203].

Todos estos cambios conformacionales en las plaquetas nos ayudan a apoyar la
idoneidad del modelo celular biologico de la coagulacion, asi, todos los factores de la
coagulacion se unen a las “coated platelets” (plaquetas recubiertas o revestidas), descritas por
Podoplelova (2016) [204], y constituyen una subpoblacion dentro de las plaquetas activadas
en las que se desarrolla el proceso de la coagulacion incluido en este modelo celular de la
coagulacion, es decir, todas las reacciones en las superficies plaquetarias unidas a factores se
dan en esas plaquetas revestidas, no en todas las plaquetas activadas. La trombina generada
por la reaccion de la coagulacion cumple un papel determinante en la creacion de esas
plaquetas revestidas. Las plaquetas activadas por la accién de las plaquetas o plaquetas
revestidas muestran propiedades procoagulantes (exposicion de fosfatidilserina), muy
necesarias para la aceleracion y progreso de la coagulacion, de manera que participan en un

modelo de reacciones de coagulacion membrana-dependiente o coagulacion basada en un
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modelo celular, donde esta superficie procoagulante de las plaquetas conduce a una mayor
generacion y amplificacion de trombina. A su vez, esa trombina va a activar y a conducir a la
produccion de plaquetas revestidas procoagulantes, sobre las que se va a producir,
finalmente, fibrina, dandose una reciprocidad positiva entre trombina y plaquetas revestidas
[204]. Las plaquetas revestidas son una subpoblacion de plaquetas activadas, que presentan
zonas muy concretas especificas, como evaginaciones ricas en fosfatidilserina, donde se van

a producir las reacciones de coagulacion [204].

Asi, esta descripcion de coagulacion basada en un modelo celular, pone en relieve la
importancia de las microvesiculas, ya que éstas se van a formar y liberar a partir de esas
evaginaciones plaquetarias, aumentando la superficie de membrana procoagulante para
amplificar el proceso de coagulacion [205]. Las vesiculas extracelulares, entre las que se
incluyen las microvesiculas, son fundamentales para el proceso de la coagulacion [206]. Las
microvesiculas son consideradas protromboticas por el hecho de su capacidad para
transportar el factor tisular, que activa el inicio de la via extrinseca de la coagulacion y la
exposicion de fosfatidilserina en la superficie plaquetaria, que provee una adecuada zona
fosfolipidica para los factores de la coagulacion Va, VIII, IXa y Ila durante el proceso de
coagulacion [206]. Por tanto, vemos como las plaquetas son células con una alta capacidad
secretora y de respuesta, pudiendo alterar el medio mediante la liberacion de factores de
coagulacion y vesiculas extracelulares, a través del cambio conformacional de su membrana
(“ballooning”) y la exposicion de fosfatidilserina [207]. Esta revision de van der Meijden
(2019) [207] conecta con el concepto de plaquetas revestidas y de zonas concretas de
procoagulacion, zonas a partir de las cuales pueden surgir las microvesiculas que van a
ampliar la superficie procoagulante, y por tanto, la produccion de trombina, que va a activar a
mas plaquetas, y asi sucesivamente, creando una dindmica de reciprocidad, entre coagulacion

y activacion plaquetaria.
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1.8. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD PLAQUETARIA

Desde las décadas de los sesenta y setenta del pasado siglo, gracias los trabajos de
Geoffrey Burnstockf, una auténtica eminencia cientifica en el campo de la sefalizacion
purinérgica (recientemente fallecido a principios de este mismo afo 2020 con 91 afios,
https://link.springer.com/article/10.1007/s11302-020-09709-y) (fecha de consulta 15 de julio
de 2020), se identifico el papel de las purinas como ATP o ADP como neurotransmisores o
mediadores quimicos locales. En esa misma linea se descubrido que la adicion de ADP a
plasma rico en plaquetas (PRP) causaba que las plaquetas se aglutinaran [208]. Al anadir
ADP a una muestra de PRP, la turbidez de la muestra se reduce hasta que virtualmente
desaparece. Esto es consecuencia de la unidon entre plaquetas para formar agregados. En
ocasiones, la agregacion plaquetaria es irreversible y en otras, reversible. El tipo de respuesta
plaquetaria, va a depender en cierta medida, de la ausencia o presencia de patologias basales
del paciente. También depende de la concentracion del agente agregante utilizado o del tipo

de antiagregantes para inhibir la respuesta plaquetaria.

La “limpieza” de ese PRP al ir progresando la agregacion plaquetaria se convierte en
la base de la medida de la agregacion plaquetaria, asi pues, la agregometria por transmision
de luz (LTA) o turbidimetria mide la limpieza del PRP a través de la deteccion de la cantidad
de luz transmitida a través de una muestra de PRP. El dispositivo usado para medir los
cambios en la transmision de la luz es el agregometro. La LTA continua siendo el “gold

standard” para la medida de la agregacion o activacion plaquetaria [209].

El principal estimulo externo relacionado con la formacion del coagulo es el colageno
y la trombina. El colageno es expuesto tras lesion o enfermedad de los vasos. El coldgeno
interacciona con las plaquetas, facilitando y permitiendo su agregacion, a través de sus
principales receptores, que son integrinas como la glicoproteina GPVI y la proteina a2p1. La
activacion de estos receptores, mediante el mecanismo de transduccion de la sefial
intracelular correspondiente conduce a cambios en la superficie plaquetaria, mecanismo
conocido como “inside-out signalling”, lo que se va a traducir en una mayor capacidad de las
plaquetas para agregarse, entre otros, por la activacion de los receptores de fibrinogeno
(glicoproteina GPIIb/IIla), al pasar a un estado de alta afinidad por el fibrindégeno, y la
liberacion de mediadores proagregantes de accidon paracrina y autocrina como el ADP o

tromboxano A». Posteriormente, la union del fibrinogeno a su receptor (GPIIb/Illa), dara

70



Introduccion

lugar a sefiales intracelulares, conocidas como “outside-in signalling” que potenciara la
agregacion de las plaquetas y la consolidacion del trombo que se forme. La trombina aparece
como consecuencia de la exposicion del FT y de la adherencia plaquetaria a los leucocitos,
que producen complejos plaqueta-leucocito. La interaccion con el colageno o la trombina
promueve la sintesis de TXA2 desde el 4cido araquidonico liberado de los fosfolipidos de las
plaquetas activadas, que también secretan el contenido de los granulos, en los que se incluye
el ADP. El TXA2y el ADP contribuyen de forma importante a la agregacion plaquetaria
[210].

Los problemas con la medida de la agregacion plaquetaria al usar el LTA se dan en
tres puntos. Primero, las mediciones se hacen con PRP, que se considera menos fisiologico
que la sangre completa. Segundo, el nimero de plaquetas en el PRP varia de paciente a
paciente. Tercero, el andlisis requiere de un acceso rapido al laboratorio con equipo y

personal experimentados.

Los nuevos abordajes en el analisis de la agregacion plaquetaria se realizan en sangre
entera. Incluyen el Multiplate Electrode Aggregometry® (MEA: agregometria mediante
electrodos multiples, basada en la impedancia), VerifyNow® (un abordaje turbidimétrico con

adicion de fibrindgeno en sangre entera) y otros basados en el nimero de plaquetas.

La agregacion es s6lo una de las respuestas plaquetarias a un estimulo externo. Las
plaquetas son células complejas presentes en la sangre en alto nimero, que cuando son
activadas, sintetizan moléculas como el TXA:> y secretan el contenido de los granulos
intracelulares, incluido el ADP. La P-selectina, que forma parte de los granulos intracelulares,
denominados granulos o, aparecen en la superficie plaquetaria, lo que conlleva la activacion
y la formacién de conjugados plaqueta-leucocito que promueve la generacion de trombina, y
por tanto, la formacion de fibrina. Asi, los estimulos externos generan cambios bioquimicos
en las plaquetas que pueden ser cuantificados, como por ejemplo la fosforilacion de
fosfoproteina estimulada por vasodilatadores (VASP). Todos estos nuevos abordajes
presentan la ventaja de que se pueden realizar de forma no inmediata y no necesitan de tanta

especializacion para realizarlos.
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1.8.1. Métodos basados en la medida de la agregacion plaquetaria
* Agregometria por transmision de luz (LTA)

Aunque la LTA ya no es considerada una técnica novedosa, si que ha sido la base de los
métodos que se han desarrollado posteriormente y todavia se sigue considerando el “gold
standard” de la medida de la activacion plaquetaria. Un agente agregante es afadido a
una muestra de PRP en un agregdémetro. La agregacion se cuantifica por un aumento en la
transmision de la luz. Los agentes agregantes que se suelen utilizar incluyen el ADP,
epinefrina, coldgeno, 4cido araquidonico y trombina. También se puede utilizar en

ocasiones el antibidtico ristocetina.

* Agregometria mediante electrodos multiples

La agregometria por impedancia fue introducida por Cardinal y Flower (1980) [211]. Se
basa en la medida de la resistencia eléctrica entre dos electrodos inmersos en una muestra
de sangre completa. Cuando las plaquetas se agregan y se unen a los electrodos, se
produce un cambio en la impedancia eléctrica que se corresponde con el grado de
agregacion que ocurre. Una clara ventaja de usar sangre entera frente a PRP es que no se
precisa el paso de la centrifugacion de la muestra, simplificando la técnica y abriendo la

posibilidad de un abordaje rapido de la medida de la actividad plaquetaria.

La version mas reciente de agregometria por impedancia que se ha usado es el MEA
(Multiplate Analyzer®, Roche, Munich, Germany), que utiliza dos sets con dos pares de
electrodos, con lo que se realiza una doble determinacion de cada muestra para asegurar
que la medida es correcta. La ventaja del MEA comparada con el LTA es que las
mediciones se realizan en sangre completa y no en PRP. La principal desventaja, que
comparte con el LTA, es que necesita que el estudio se realice de forma precoz en el

laboratorio y por personal especializado [212].

* VerifyNow®

VerifyNow® (Accumetrics, Inc, CA, USA) es un test que se utiliza especificamente para
medir la inhibiciéon de la agregacion plaquetaria por aspirina, antagonistas del P2Y 2

como el clopidogrel, y también los antagonistas del GPIIb/IIla. Como en el LTA y el
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MEA, se usa el ADP para activar a las plaquetas y monitorizar la terapia con clopidogrel,
mientras que el AA se usa para el tratamiento con aspirina. Por otro lado, la activacion del
receptor de la trombina es usada para medir los efectos de los antagonistas del GPIIb/IIa.
Los tests se realizan de forma automatica y no necesitan de laboratorios especializados

[212]

* Recuento de plaquetas

Cuando las plaquetas se agregan, el nimero de plaquetas individuales en la circulacion
disminuye, por lo que este numero de plaquetas puede ser utilizado para valorar el grado
de agregacion plaquetaria. Este recuento plaquetario se puede realizar con un dispositivo
que utiliza tecnologia basada en la impedancia sobre sangre entera o con citometria de
flujo [213].

Plateletworks® (Helena Laboratories, TX, USA) mide la agregacion plaquetaria en una
muestra de sangre en la que las plaquetas son estimuladas con ADP o coladgeno. El contaje
se compara con el basal antes de adicionar los agentes agregantes. Precisa de un recuento
plaquetario inmediato, ya que la muestra no se fija. La ventaja sobre otras técnicas es que
no necesita preparacion de la muestra, se realiza sobre sangre entera, siendo un proceso
rapido y simple.

Si afiadimos un fijador a la muestra en el momento preciso de la medida de la agregacion
plaquetaria, podriamos obtener un tiempo para analizar detenidamente la muestra. El
fijador AGGFix (Platelet Solutions Ltd, Nottingham, UK) ofrece esta opcion [214]. El
AGGFix se ha usado exitosamente para medir la agregacion plaquetaria mediante
recuento plaquetario y analizar el grado de formacion de los complejos plaqueta-leucocito

con citometria de flujo [215].
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1.8.2. Métodos basados en la medida de marcadores de activacion plaquetaria

La agregacion plaquetaria no es la Unica respuesta ante un estimulo externo. La
sintesis de TXA», la liberacion de ADP y la aparicion en la superficie plaquetaria de
marcadores de activacion como la P-selectina también nos proveen de métodos para medir
esa activacion. La medicion del TXB., producto del metabolismo del TXA:, permite medir la

actividad de la ciclooxigenasa en plaquetas y especialmente, el efecto de la aspirina en ellas.

La apariciéon en la superficie plaquetaria de marcadores de activacion puede
demostrarse y cuantificarse usando la citometria de flujo [216], que incluye a la P-selectina
que pasa a la superficie plaquetaria desde los granulos a. Las plaquetas pueden ser activadas
en sangre entera con un agente agregante. La cantidad de P-selectina en la plaqueta activada
es medida mediante citometria de flujo. El uso de un fijador a la muestra sanguinea permite
extender el tiempo de experimentacion y el andlisis de la P-selectina unos dias. Un fijador

muy util para este cometido es el PAMFix (Platelet Solutions Ltd, Nottingham, UK) [217].

La activacion plaquetaria promueve la formacion de conjugados plaquetas-leucocitos
en sangre entera, debido en gran manera, a la interactuacion de la P-selectina de la superficie
plaquetaria con la proteina PSGL-1 de los leucocitos. Estos conjugados pueden ser medidos
con la citometria de flujo. La adicion de fijadores a la muestra, como el AGGFix, permite
realizar el estudio de forma diferida. Se ha demostrado un aumento de los conjugados

plaqueta-leucocito en el infarto de miocardio y en el ictus cerebral [218,219].

1.8.3. Métodos basados en la medida del metabolismo celular

El VASP es un metabolito especifico que nos permite estudiar la activacion
plaquetaria. El nivel del VASP fosforilado (VASP-P) refleja el nivel de nucledtidos ciclicos
en las plaquetas, en particular, se ha usado para determinar el efecto de agentes que pueden
aumentar o disminuir los niveles de AMP ciclico (AMPc) en las plaquetas. E1 AMPc es un
importante modulador intracelular de la actividad plaquetaria, en la que bajos niveles
aumentan las respuesta plaquetaria y altos son inhibitorios. Un uso importante de la medida
de la fosforilaciéon del VASP ha sido su implementacion para determinar la efectividad del

clopidogrel como antagonista de los receptores plaquetarios P2Y.

Otro abordaje en la medida del VASP-P se ha desarrollado con el VASPFix (Platelet

Solutions Ltd, Nottingham, UK), que permite realizar la medida en un solo paso [220]. El

74



Introduccion

VASPFix incluye un agente litico, que se une al VASP desde las plaquetas lisadas y un
anticuerpo fluorescente para determinar el nivel de VASP-P de la muestra. El VASPFix da
mucha estabilidad a la muestra y permite ser analizada inmediatamente o a posteriori, tras ser

congelada.

1.8.4. Otros métodos para la medicion de la actividad plaquetaria

El analizador de la funcion plaquetaria o PFA-100®, se basa en el paso de una muestra
de sangre entera sometido a alto estrés a través de un capilar recubierto de una membrana de
colageno, que contiene ADP o epinefrina. El tiempo que tarda en ocluir ese capilar se define
como tiempo de obturacion. Un tiempo de obturacion alto se da en pacientes con enfermedad
de von Willebrand, reflejando la importancia de la adhesién plaquetaria al coldgeno. La
técnica que utiliza epinefrina esta afectada por la aspirina, pero la que utiliza ADP es
relativamente insensible a los antagonistas del P2Y12[221]. El PFA es seguro para determinar
la inhibicion plaquetaria causada por la aspirina, pero no lo es tanto con la antiagregacion

causada por el clopidogrel [222].
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1.9. TENDENCIAS FUTURAS

Muchos puntos relacionados con el campo de la hemostasia en cirugia cardiaca
quedan todavia por resolver, y los profesionales se han de preparar para nuevos retos y

tendencias en el presente y futuro.

Pese a que la evidencia insiste en la necesidad de aplicar protocolos para el control del
sangrado basados en tests de coagulacion, muchos centros no utilizan habitualmente estos
tests e incluso no tienen un protocolo claro de actuacion. Los tests viscoelasticos que
permiten un diagnéstico precoz se estdn extendiendo cada vez mas, pero el andlisis de la
funcidn plaquetaria en pacientes con tratamientos antiagregantes esta todavia limitado a no
muchos centros hospitalarios. Se necesita un mayor conocimiento para la realizacion de guias
y protocolos para conseguir estrategias mas globales de control de la coagulopatia
postquirdrgica.

Inicialmente, las medidas de la actividad plaquetaria se basaban unicamente en
plaquetas separadas de otras células sanguineas capaces de agregarse entre ellas,
consiguiendo su activacion con un agente agregante adecuado. Mas tarde, las medidas de la
agregacion plaquetaria en sangre completa pudieron llevarse a cabo, y asi, realizar estudios in
vivo mas fisiologicos. La medida de la actividad secretora a través de la aparicion del
marcador P-selectina en las plaquetas, permite actualmente un abordaje alternativo para la
valoracion de la funcidn plaquetaria. La medicion de la fosforilacion plaquetaria a través del
VASP (fosfoproteina estimulada por un vasodilatador) permite también otra alternativa en el
analisis plaquetario.

Un parametro muy interesante es el estudio de los conjugados de plaquetas y globulos
blancos. Un analisis que nos podria mostrar el proceso de inflamacion relacionado con la
CEC, y por tanto con el inicio de la coagulacion y la trombosis. La medicion de estos
conjugados también permitiria cuantificar la expresion del Factor Tisular (FT) en los globulos
blancos, ya que ésta se hace manifiesta cuando los globulos blancos forman conjugados o

agregados con las plaquetas y se produce una estimulacion y activacion mutua.

Por otra parte, la medicion de las microvesiculas plaquetarias puede ser de relevancia
por su importante papel en la regulacion de la coagulacion, y por tanto, el poder medirlas y

valorarlas podria ser muy valioso para el seguimiento del paciente.
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De igual modo, todos los avances en los “Platelet Testing” también van a ser
fundamentales, es decir, técnicas que permitan medir la funcion plaquetaria de una forma
rapida y directa, sin apenas manipulaciones de la muestra y que el clinico pueda interpretar
rapidamente. En este sentido, hay un campo muy novedoso y floreciente, cuyo claro ejemplo
es la “spin-off’ de la Universidad de Nottingham “Platelet Services”: https://

www.plateletservices.com/, cuyas soluciones fijadoras para medir agregacion plaquetaria y

expresion de P-selectina, mediante citometria de flujo, hemos utilizado en esta tesis doctoral.

Otro elemento importante para futuros estudios es la conexion entre los valores de la
analitica sanguinea y la funcion plaquetaria. En concreto, la relacion entre el volumen
plaquetario medio (VPM), los reticulocitos plaquetarios % y la funcion plaquetaria. Se ha
descrito que un aumento del VPM refleja un incremento de la actividad plaquetaria debido a
su mayor adhesion, a causa de la presencia de receptores, granulos y mediadores enzimaticos
[223]. Algo parecido sucede con los reticulocitos plaquetarios circulantes, los cuales tienen
un umbral para la activacion mas bajo, son mas hiperactivos y con una mayor tendencia a la
agregacion que las plaquetas maduras [223]. Se ha demostrado la conexion entre el aumento
del VPM y la produccion de nuevas plaquetas, incluso inmaduras, y el tamano de las
plaquetas reticuladas, todo ello relacionado con una mayor reactividad y actividad agregante
[223]. Por tanto, el interés de valorar el volumen de las plaquetas y su numero es cada vez
mas importante hasta el punto de que se ha acufiado el término “Plateletcrit” para recoger la

importancia de estos dos parametros.

La comunidad cientifica estad cada vez mas interesada en la mejora del disefio de
circuitos de la CEC y en el empleo de técnicas para minimizar la hemolisis durante los
procedimientos de cirugia cardiaca que precisan de asistencia de CEC [224]. Seria muy
interesante incidir en el andlisis de los signos de la hemolisis durante estos procedimientos.
Para ello, en un estudio de futuro seria interesante relacionar el 6xido nitrico con la hemolisis.
La razén de ser de este experimento, se basa en que el endotelio ejerce un control
fundamental sobre la funcidon plaquetaria, gracias a la liberacion de gran cantidad de
mediadores quimicos locales que tienen efectos antiagregantes, como la prostaciclina,
adenosina y los gases 0xido nitrico (NO), monoxido de carbono (CO) y sulfuro de hidrogeno
(SH2) [225]. Estos tres gases, llamados gasotransmisores, tienen efectos biologicos muy
importantes, entre ellos, los de regular la funcion plaquetaria, por sus efectos antiagregantes.

Ademas, estos gases tienen la particularidad de que pueden ser quelados, secuestrados, es
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decir, pueden reaccionar con el grupo hemoglobina, de manera que en el caso de una
hemolisis, en la que hubiera mucha hemoglobina libre fuera de los gldbulos rojos, ésta podria
acoplarse y reaccionar con NO, CO y SH» [226], de manera que estos gases disminuirian su
concentracion plasmatica y de ese modo ejercerian un menor efecto antiagregante sobre las
plaquetas, lo que podria llevar a que se agregaran mas, y por tanto, con el aumento de los
agregados plaquetarios, contribuir a un mayor riesgo protrombdtico del paciente. Con esta
idea, el realizar experimentos de agregacion plaquetaria en presencia de una sustancia
donante de NO, el NONOate, que dona, cede y libera NO cuando esta en disolucion, nos
permite valorar si la capacidad de inhibir la agregacion plaquetaria por parte del NO
permanece intacta o si por el contrario, el NO es incapaz de inhibir la agregacion plaquetaria
al ser secuestrado por la hemoglobina libre, fruto de la hemdlisis. Por tanto, cuanto mayor sea
la hemolisis durante la CEC, habra més hemoglobina libre, por lo que se secuestraria el NO y

¢éste perderia su capacidad para inhibir la agregacion plaquetaria [227].

Los nuevos anticoagulantes han entrado recientemente en este escenario clinico. Sus
antidotos especificos estdn bajo estudio. A su vez, nuevos y potentes antiagregantes

plaquetarios estan siendo desarrollados, de ahi la importancia de tests de funcion plaquetaria.

En este escenario cambiante, los anestesidlogos, cirujanos cardiacos, hematologos y
personal dedicado a la coagulacién deben adquirir un conocimiento especifico, experiencia y

disponer de las herramientas necesarias para un abordaje adecuado del problema.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo principal

Analizar como se altera la hemostasia en pacientes programados para cirugia de recambio

valvular aortico con circulacidon extracorporea.

2.2. Objetivo secundario

2.2.1. Estudiar los efectos de la circulacion extracorpérea y la cirugia cardiaca de recambio
valvular adrtico sobre parametros basicos de coagulacion y tiempo de coagulacion activado

(estudios basicos de coagulacion y del tiempo de coagulacion activado).

2.2.2. Evaluar los efectos de la circulacion extracorpdrea y la cirugia cardiaca de recambio
valvular aortico sobre parametros basicos del hemograma y bioquimica (estudio de

hematologia y bioquimica).

2.2.3. Investigar la formacion, fortaleza y lisis del codgulo sanguineo durante la cirugia de

recambio valvular adrtico con circulacion extracorpdrea (estudio con tromboelastometria).

2.2.4. Valorar el estado de la agregacion y de la activacion plaquetaria durante la cirugia de

recambio valvular adrtico con circulacion extracorporea (estudio con PFA-100®).

2.2.5. Analizar el estado de la agregacion y de la activacion plaquetaria durante la cirugia
cardiaca de recambio valvular aodrtico con circulacion extracorporea (estudio de agregacion

con Multiplate® y Citometria de flujo y la activacion con Citometria de flujo).
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. DISENO DEL ESTUDIO

En nuestro proyecto hemos aplicado un estudio prospectivo, longitudinal y de
cohortes observacional que fue desarrollado desde noviembre de 2016 a diciembre de 2018.
Previo al inicio, fue presentado al Comité de Etica de Investigacion Clinica del Hospital
Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA) y aprobado por el mismo con fecha de
25 de julio de 2016 (Anexo I). Desde el principio se han cumplido las normas de Buenas
Practicas Clinicas en Investigacion. El proyecto ha seguido las guias éticas de la Declaracion
de Helsinki de 1975, revisada en 1983.

Previo a la recogida de cada caso, se establecio una entrevista en la que se explicaba
al paciente verbalmente la esencia de nuestro estudio y se resolvian cualquier tipo de dudas.
Se incidia que con este proyecto no se producian alteraciones de la practica clinica habitual
de nuestro centro y ninguna merma en su atencion sanitaria. Asimismo, se explicaba que los
resultados obtenidos de las muestras sanguineas ayudarian a conocer mejor como se altera la
coagulacion en pacientes sometidos a CEC y ayudar asi a su optimizacion clinica.

Los pacientes que comprendieron toda la informacion y aceptaron entrar en el estudio,
firmaron un consentimiento informado, que da fe que forman parte del estudio de forma
voluntaria (Anexo IV). Del mismo modo se garantizé el cumplimiento de la Ley Orgénica
15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal, para proteger el
derecho a la intimidad de los pacientes; el Real Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre, por
el que se aprueba el Reglamento de desarrollo de la misma, asi como la Ley 41/2002, de 14
de noviembre, basica reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones

en materia de informacion, documentacion clinica y documentos contenidos en el archivo.

Aplicamos la Ley de Investigacion Biomédica de 3 de Julio de 2007, “La donacion y
la utilizacién de muestras bioldgicas humanas serd gratuita, cualquiera que sea su origen
especifico, sin que en ningin caso las compensaciones que se prevén en la ley tengan un
caracter lucrativo o comercial. La donacion implica, asi mismo, la renuncia por parte de los
donantes a cualquier derecho de naturaleza econdmica o de otro tipo sobre los resultados que
pudieran derivarse de manera directa o indirecta de las investigaciones que se lleven a cabo
con dichas muestras bioldgicas”. Por tanto, todos los datos obtenidos de esta investigacion

médica de las muestras sanguineas y de la historia clinica fue totalmente confidencial, y se
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usaron Unicamente para el estudio, siendo manejados so6lo por los investigadores.

Los donantes que forman parte de la cohorte sometida a estudio son aquellos
sometidos a recambio valvular adrtico con cirugia cardiaca que requieren de CEC, de los que
se obtienen muestras de sangre periférica con el fin de estudiar la hemostasia y funcion

plaquetaria.
Deben cumplir los siguientes criterios:
Caracteristicas clinicas de los pacientes:

* Mayores de 18 afios.
+ Cirugia cardiaca no emergente de recambio valvular aortico.

* Pacientes que no estén siendo tratados con antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)

o antiagregantes plaquetarios en los 15 dias anteriores a la extraccion.

Se excluyen pacientes que se nieguen a formar parte del estudio, pacientes sometidos
a cirugias complejas, como doble cirugia valvular o cirugia valvular y coronaria, cardiopatias
congénitas,... y pacientes con alteraciones hematoldgicas de base, como hemofilia,
trombocitopenia,...

Todos los pacientes recogidos en este estudio siguieron el protocolo habitual
perioperatorio de cirugia cardiaca de nuestro centro. Cabe destacar que los perfusionistas
realizan recebado autélogo retrogrado hematico previo a la entrada en CEC con el objetivo de
disminuir la hemodilucidn, tras la heparinizacion del paciente. De este modo se consigue un
cebado de cristaloide y coloide del circuito biocompatible en torno a 500 ml. Se utiliza una
maquina de circulacion extracorpérea Stockert S5 con bomba centrifuga. Se realiza
mantenimiento de la normotermia durante todo el procedimiento. Durante la cirugia, el
equipo de anestesiologia aplica un control estricto de la fluidoterapia guiado por objetivos y
por la clinica del paciente. Como se explico anteriormente, se utiliza 4cido tranexamico para
prevenir la hiperfibrinolisis y el diagnostico y tratamiento de las alteraciones de la hemostasia

segun los estudios analizados en esta tesis.
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El muestreo fue consecutivo y no probabilistico. Se han recogido un total de 33
pacientes validos que cumplian los criterios de inclusién en el estudio y ningln criterio de

exclusion.

3.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL
Obtencion de las muestras sanguineas:

Tras la firma del consentimiento informado (Anexo IV) se procede a la obtencion de
muestras de sangre periférica segun la metodologia recomendada para el estudio de las
plaquetas y de la coagulacion, llevando especial cuidado en evitar la activacion plaquetaria.
Se obtendran las muestras siguiendo el protocolo habitual de la praxis clinica en quirdfano en

nuestro centro.

Muestras experimentales:

M1: Antes de la induccion anestésica, un tubo de hemograma, coagulacidén, bioquimica,
hirudina y TCA. Se toma tras la canalizacion de la arteria radial, en el quir6fano. Una
muestra basal antes de realizar la induccion del paciente.

M2: Durante el procedimiento en CEC (36° C-36,7° C), un tubo de hemograma,
coagulacion, bioquimica e hirudina (5 minutos antes de despinzar la aorta).

M3: A los 10 minutos de la reversion de la anticoagulacion de la heparina con protamina, un

tubo de hemograma, coagulacion, bioquimica, hirudina y TCA.

En cada muestra la sangre se divide en distintos tubos:

- Tubo de hemograma: 3 mL de sangre en tubo con EDTA para la medida del numero de
plaquetas y el nivel de hemoglobina, con el dispositivo SYSMEX XN-20®,

- Tubo de hirudina: 3 mL de sangre en un tubo con hirudina para realizar el estudio sobre
las plaquetas por impedancia con el sistema Multiplate Analyzer Roche®. Se necesitan
20 microL de distintos agonistas (TRAP, RISTO, EPI, COL, ADP) en 300 microL de
sangre del paciente.

- Tubo de coagulacion: 3 mL de sangre con citrato al 10% (3,2%), para el estudio de
funcién de las plaquetas con agregometria. También para el estudio plaquetario con el
sistema PFA-100® System Siemens, en el que se analiza el tiempo de obturacion al

afiadir 800 uL de sangre en las dos cubetas en las que estd el kit del agonista (COL/
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ADP y COL/EPI). Para el estudio de agregacion (20 puL de agonista (TRAP 10 uM,

concentracion final) + 480 pL sangre) y activacion plaquetaria (expresion de P-
selectina) y calcio citosolico mediante citometria de flujo con el sistema FACSCanto™
(BD Biosciences) y el uso de anticuerpos monoclonales (BD Biosciences). Los datos de
la citometria fueron procesados utilizando el programa Kaluza® (Beckman Coulter).

- Tubo de coagulacion: 2 mL de sangre con citrato al 10% (3,2%) para el estudio de test
viscolelastico cualitativo de la hemostasia global del paciente mediante
tromboelastometria con el sistema ROTEM Delta® (ROTEM, Tem International
GmbH, Munich, Germany).

- Tubo de bioquimica, con gel separador SST II Advanced con sistema BD Vacutainer®:
3 ml para el estudio de los niveles de LDH, bilirrubina total, lactato y haptoglobina.

- Muestra de 0,5 ml de sangre para TCA en jeringa convencional.

El volumen de sangre de cada muestra es de 14 ml. Todas las muestras son extraidas por
personal experto y teniendo especial cuidado en su extraccidon y manipulacion para evitar la
activacion plaquetaria. Para el estudio con PFA-100%®, Multiplate® y Citometria de flujo
mantenemos la sangre en reposo durante 15 minutos para que sea mas estable. Hay que tener

en cuenta que los estudios sobre funcion plaquetaria no han de exceder en mas de tres horas

desde la extraccion de la muestra, por lo que se realizan lo antes posible.

Figura 13. A la izquierda, tubos utilizados para el estudio: coagulacion, hemograma, bioquimica y de hirudina.

A la derecha, extraccion de sangre arterial del paciente.
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Los restos sanguineos se recogen en contenedores especiales y son convenientemente
dispuestos para su destruccion por el Servicio de Residuos del HCUVA. Todo el material de

laboratorio en contacto con la muestra humana serd tratado de la misma forma. Ver figura 13.

3.3. PARAMETROS ANALIZADOS
3.3.1. Estudio basico de coagulacion

En los métodos coagulométricos, el punto final utilizado para la determinacién del
tiempo de coagulacion es la conversion del fibrindgeno en fibrina. El coagulo visible
microscOpicamente estd compuesto de hilos de fibrina. Utilizamos el dispositivo ACL TOP
750CTS® de IL distribuido por Werfen. Ver figura 14.

La deteccion automatica a punto final es la utilizada habitualmente en los
analizadores. Los dispositivos de este tipo, se basan en la deteccion Optica a punto final, en la
que la aparicion de la coagulacion se determina tomando como base un aumento marcado de
la dispersion de la luz o de la turbidez. La evaluacion puede realizarse tanto por fotometria

como por nefelometria.

Figura 14. ACL TOP 750CTS® de IL distribuido por Werfen.
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Se han medido los siguientes parametros:

Tiempo de protrombina:

Mide el tiempo de coagulacién de la via extrinseca. El sistema de coagulacion
extrinseco es activado por la adicién de calcitromboplastina al plasma citratado, hasta la
formacion de un coagulo de fibrina, valorandose la actividad de los siguientes factores: factor
II, factor V, factor VII y factor X.

Se mide el tiempo que transcurre a partir de afiadir el reactivo hasta la formacion del
coagulo. El resultado puede expresarse en segundos o en tanto por ciento respecto a un
plasma calibrador.

El reactivo de TP incluido en el kit RecombiPlasTin, después de su reconstitucion con
el diluyente RecombiPlasTin, es un preparado liposomico que contiene Factor Tisular
Recombinante (FTR) humano relipidado con un fosfolipido sintético mezclado con cloruro
calcico, tampon y conservantes. Debido a su alta sensibilidad, comparable a las preparaciones
de referencia internacional, RecombiPlasTin estd especialmente indicado para la
monitorizacion de la terapia anticoagulante oral.

Dado que el FTR no contiene ningin factor de coagulacion concomitante, el
RecombiPlasTin muestra una alta sensibilidad a las deficiencias de los factores de la via
extrinseca de la coagulacion, lo que lo hace particularmente indicado para los ensayos de
dichos factores.

La formulacion del reactivo RecombiPlasTin lo hace insensible a niveles terapéuticos
de heparina.

En el test de TP, la adicion del reactivo al plasma del paciente, en presencia de iones
calcio, inicia la activacion de la via extrinseca de la coagulacion. Esto resulta finalmente en la

conversion del fibrinogeno en fibrina, con la formacion de un gel sélido.
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Fibrin6geno

A partir del TP se puede obtener el fibrindgeno calculado o derivado. Es una
aproximacion del valor real de fibrindgeno y se expresa en mg/dL. So6lo es valido si se
encuentra en un rango entre 90 mg/dL- 940 mg/dL.

Esta determinacion, la realiza automaticamente el coagulometro a partir de los valores
de fibrindgeno y del tiempo de protrombina asignados en la curva de calibracion. Soélo en los
Sistemas de Coagulacion IL el fibrindgeno es cuantificado (método basado en el TP)
relacionando la absorbancia o la dispersion de la luz producida durante la formacion del

coagulo con la de un calibrador.

Tiempo de tromboplastina parcial activada

El tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa) es una prueba coagulométrica de
cribado general de la via intrinseca de la coagulacion. Su principal importancia reside en
reconocer una deficiencia de factores adquirida o congénita y en controlar la terapia
anticoagulante con heparina no fraccionada.

El TTPa utiliza un activador de la fase de contacto como la silica que activa el paso de
factor XII a XII activado. Dicho activador proporciona una superficie de contacto ideal que
permite actuar funcionalmente al quinindégeno de alto peso molecular, calicreina y al factor
XlIa. Esta activacion por contacto se realiza a 37° C durante un determinado periodo de
tiempo.

La adicion de cloruro célcico desencadena las reacciones posteriores que produciran la
formacion del codgulo. Los fosfolipidos son necesarios para la formacion de los complejos
que activaran al factor X y a la protrombina. La mayor parte de las cefalinas comerciales son
de origen bovino y muchas de ellas utilizan la silica micronizada como activador, que

aseguran una alta reproducibilidad y una gran estabilidad del producto.
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Una prolongacion del tiempo de coagulacion puede deberse a déficit de factor XII, XI,
X, IX, VIII, V, II o fibrin6geno, enfermedades hepaticas, deficiencia de vitamina K, presencia
de heparina, anticoagulante Iupico u otros inhibidores.

La determinacion de la actividad de los factores de coagulacion es indispensable para
muchas cuestiones relacionadas con la hemostasia; sobre todo con el diagndstico de las
coagulopatias congénitas y adquiridas, asi como en la monitorizacion de la terapia sustitutiva.
También hay un creciente interés en la medicion del aumento de la actividad para evaluar la

relevancia clinica de los estados de hipercoagulabilidad (sobre todo con FII y FVIII).

3.3.2. Hemograma

Para la obtencion del hemograma las muestras se introdujeron en tubo de hemograma
(tubo con anticoagulante tipo EDTA). De los datos obtenidos utilizamos los niveles de

hemoglobina y el nimero de plaquetas.

Se utiliza el analizador automatico Sysmex XN-20®. Es un sistema multiparamétrico,

dirigido al estudio in vitro del hemograma. Ver figura 15.

Figura 15. Analizador Sysmex XN-20®,
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Se basa en el recuento de hematies a través del principio de impedancia. Permite
medir el tamafio de las células (volumenes corpusculares de eritrocitos y plaquetas). La
impedancia eléctrica refleja la capacidad de un objeto para oponerse al movimiento de una
carga eléctrica. Se produce un cambio en la resistencia eléctrica producida por una particula
suspendida en un diluyente conductor al pasar por una zona de dimensiones conocidas. De
este modo, con este tipo de dispositivos podemos contar y analizar el tamafio de los
eritrocitos y las plaquetas.

Para obtener las cifras de hemoglobina el analizador utiliza la espectrofotometria de
absorcion. Esta tecnologia se basa en la ley de Beer, que describe la relacion lineal que se da
entre la cantidad de luz absorbida por una mezcla homogénea y en reposo en una determinada
banda de absorcion y la concentracion de la sustancia que absorbe la luz en la muestra. El
resto de parametros de la serie roja son deducidos (hematocrito, hemoglobina corpuscular

media y concentracion de hemoglobina corpuscular media).

Los valores de normalidad en el laboratorio de hematologia de nuestro centro son:

PARAMETROS VALOR DE NORMALIDAD
Hemoglobina (g/dL) 11,5-15,5
Hematies (x106/uL) 4,0-5,2
Hematocrito (%) 35-45
VCM (fL) 77-95
HCM (pg/célula) 25-33
CHCM (g/dL) 31-37
Plaquetas (x103//uL) 150-350

Tomado de PNT Hematimetria Laboratorio Hematologia. Servicio de Hematologia y Hemoterapia. H. C. U.
Virgen de la Arrixaca. Edicion 6, 01-01-2017.
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3.3.3. PFA-100®

Es un dispositivo que estudia la funcion plaquetaria en sangre completa con la ayuda
de reactivos que simulan la hemostasia primaria. Se fundamenta en una de la principales
caracteristicas plaquetarias de agregarse y adherirse ante agonistas o situaciones de estrés.
Utilizamos el sistema PFA-100® de Siemens. Ver figura 16.

Se utilizan dos tipos de reactivos, uno con coldgeno mas epinefrina y otro con
coldgeno mas ADP. La sangre completa con citrato se deposita en una cubeta y es sometida a
un gran estrés a través de un capilar que desemboca en una membrana revestida de colageno,
en la que se halla una apertura de 147 um, que se rellena con epinefrina o ADP. Por tanto se
crea un trombo rico en plaquetas que rellena este orificio, con motivo de la actuacion de los
agonistas y el estrés. El tiempo necesario para que las plaquetas ocluyan este orificio se
denomina tiempo de obturacion (TO). Este parametro medido en segundos representa una

medida de la hemostasia global que tiene relacion con la funcién plaquetaria.

Material necesario:

Solucién activadora Dade PFA (REF: B41 70-50), Dade PFA cartuchos de prueba de
colageno/EPI (REF: B41 70-20), Cartuchos de prueba de coldgeno/ADP Dade PFA (REF:
B4170-21) (Siemens Healthcare Diagnos cs, Inc., Deer eld, IL).

Actuacion:

Los cartuchos agonistas se dejan a 20° C durante 15 minutos. Dichos cartuchos se
introducen en el soporte del dispositivo PFA-100® y se encajan. Se realiza el pipeteado de
800 uL de sangre y se introducen en la abertura de deposito para muestras del cartucho para
que la sangre entre en contacto con los agonistas. Asi comienza la medicion del tiempo de

obturacion.

Referencia de valores de normalidad en el laboratorio de hematologia del HCUVA.

Pruebas Valor de referencia
Coléageno/EPI 85-155 segundos
Colageno/ADP 71-110 segundos

Tomado de Manual del operador de PFA-100%. Edicion 10-2012.
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Figura 16. Sistema PFA-100® de Siemens.

3.3.4. Multiplate®

El analizador Multiplate® es un dispositivo que estudia la funcionalidad plaquetaria
con muestras de sangre total.

Realiza el estudio de agregacion plaquetaria por impedancia, es decir, se basa en la
propiedad que las plaquetas presentan en sangre total, en la que no son trombogénicas, pero
cuando son activadas cambia su conformacién y exponen receptores que promueven la
adhesion a los electrodos del dispositivo. Asi, con el Multiplate®, hasta alcanzar la activacion
completa de la plaqueta, se representan los distintos estados de la activacion plaquetaria. Ver

figura 17.
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Figura 17. Analizador Multiplate® (Dynabyte Medical. Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

Material necesario:

Muestra sanguinea (300 uL) entre 18° C y 25° C.

Agonistas: Péptido-6-PAR1-trombina (TRAP), Adenosina difosfato (ADP), epinefrina
(EPI), 4cido araquidénico-TXA> (ASPI), ristocetina (RISTO).

Tubo de hirudina.

Agua destilada.

Suero fisiologico al 0,9% (300 uL) a 37° C.

Analizador Multiplate®.

Procedimiento:

Se extraen 3 ml de sangre en tubo de hirudina.
Se reconstituyen los reactivos con 1 ml de agua destilada y se deja reposar durante 10
minutos.

Se instilan 300 uL de suero fisioldgico en la cubeta correspondiente, se dejan reposar

3 minutos y se conectan los dos electrodos de platino a las cubetas.
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- Se afiaden los reactivos a las cubetas.
- Se inicia el analizador en el que se empiezan a realizar las curvas de agregacion

plaquetaria en tiempo real.

Por tanto, el analizador Multiplate® se basa en un sistema analitico de cinco canales.
Cada canal presenta un sistema de agitacion magnética y regulacion de temperatura. Las
cubetas tienen dos pares de electrodos calibrados y un iman recubierto de teflon que al
introducir la cubeta en el punto de medicion se agita.

Al afiadir un agonista a la muestra se estimula la agregacion plaquetaria en la
superficie de cada electrodo, lo que aumenta la resistencia al flujo de la corriente eléctrica.

Dicho aumento se asocia de forma proporcional a un aumento en la agregacion.

Los valores de normalidad del sistema Multiplate® en el laboratorio del HCUVA son:

AGONISTAS | ADP COL TRAP ASPI API RISTO | RISTO

HIGH LOW
ABC (4rea bajo | 57-113 | 72-125 | 84-128 | 71-115 10-44 | 98-180 0-20
la curva) UA/m

Tomado de Manual operador Multiplate® analyzer. Version 2.0. Mayo 2013. Roche diagnostic.

Este ascenso de la resistencia o impedancia en los electrodos debido a la union de las
plaquetas a los electrodos se representa en forma de unidades arbitrarias de agregacion por
minuto (UA/m). El pardmetro principal que se mide es el area bajo la curva (ABC) que
experimenta el proceso de agregacion plaquetaria durante el tiempo que dura la medicion.
Este parametro se ve afectado por la velocidad y agregacion maxima. Es el que mejor

representa la funcionalidad global plaquetaria. Ver figura 18.
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Multiplate® platelet function analysis -V2.03.11  Multiplate® platelet function analysis - V2.03.11 Multiplate® platelet function analysis - ¥2.03.11
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Figura 18. Curvas de agregometria.

3.3.5. Citometria de flujo

Con la ayuda del citometro de flujo FACSCanto™ II de BD Biosciences, se realizo el
estudio del grado de activacion de las plaquetas, y la reactividad plaquetaria in vitro con
respuesta a distintos agonistas. Se utilizaron muestras sanguineas de sangre completa. Se
analizaron marcadores que nos guian en los distintos estados de activacidon y agregacion
plaquetarias: marcador de superficie plaquetaria (GPIIb/GPIIla 6 CD61) y marcador de

activacion plaquetaria la P-selectina (CD62P). Ver figura 19.

Figura 19. Citometro de flujo FACSCanto™ II de BD Biosciences.

La ventaja que presentan este tipo de dispositivos es que realizan un estudio de
funcién plaquetaria en sangre completa, un aspecto muy importante a destacar, es decir, sin el
proceso de centrifugado para la obtencion de plaquetas. Con la citometria podemos conocer
el estado in vivo de la activacion de las plaquetas a través de anticuerpos que se ligan a

marcadores de activacion plaquetaria, como la P-selectina (CD62P) 6 CD63. Por otro lado, al
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afiadir agonistas plaquetarios, podemos analizar la reactividad plaquetaria in vitro. Es decir,
al adicionar el agonista, se produce un cambio conformacional en la superficie de la plaqueta,
produciendo la expresion de un receptor, que es captado por su uniéon a un anticuerpo
monoclonal especifico.

El analisis de la funcién plaquetaria en sangre entera con el citometro de flujo tiene
muchas ventajas. Primero, porque permite medir durante un tiempo especifico las
caracteristicas de una gran cantidad de plaquetas (5000 6 10000). Segundo, las plaquetas son
analizadas en su propio medio fisiologico, incluyendo eritrocitos y globulos blancos, los
cuales también afectan la activacion plaquetaria, sin ninglin pretratamiento de la sangre. Esto
permite la medida tanto de la activacion basal de las plaquetas circulantes como de su
reactivacion en respuesta a varios agonistas sin la influencia de los artefactos que puede
producir la activacién in vitro de la sangre preacondicionada.

La citometria se basa en el paso de células con flujo laminar por delante de un sensor
con un laser. La informacion de la dispersion luminica es recabada a través de detectores.
Sobre todo se producen dos fendmenos fisicos de dispersion de la luz: la dispersion frontal y
la lateral. Todos estos sensores que detectan la diferente intensidad luminica de las particulas,

transforman estos datos con la ayuda de un ordenador en una sefial digital.

Material necesario

- Tubos con citrato al 3,2%.

- Citometro FACSCanto™ II de BD Biosciences.

- Marcadores de citometria: CD62P APC (MCA 796F), CD63 FITC, CD45 FITC,
CD61PERCP.

- FACS flow buffer citometro.

- Fijadores: platelet solutions LTD, PAMFix.

- Agonista TRAP-6.

- Multi-Sample Agitator (MSA). Es un equipo tipo termobloque que calienta y agita los
tubos individualmente. La temperatura se establece a 37° C. Dispone de unidad
central con espacios dispuestos en dos circulos. Se pueden colocar tubos de distinto

tamano. Estos tubos se ven sometidos a un campo magnético, en el que regulamos la
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velocidad y agitacion de las muestras. Este dispositivo es el complemento ideal para

el citometro de flujo en el estudio de la funcidn plaquetaria. Ver figura 20.

Figura 20. Multi-Sample Agitator (MSA) de la Universidad de Nottingham. Imagen cedida por David Iyu.

3.3.5.1. Medicion de la agregacion plaquetaria

Para la extraccidon de la muestra sanguinea se puede utilizar un anticoagulante como el
citrato trisédico dihidratado (3,13% p/v: 1 mL por cada 9 mL de sangre), y también la
hirudina. Tras una mezcla cuidadosa de la sangre y el anticoagulante, se deja reposar 30
minutos.

Tras atemperar los agonistas unos 10 minutos se inicia el experimento. A continuacion
se afiaden los agonistas, y el resto de compuestos de interés. La agregacion plaquetaria es
medida ante el estimulo de agonistas, TRAP o ADP. La muestra es mezclada con una barra
magnética dentro de un tubo LP3 (64x11) que se coloca en el MSA (Multi-Sample Agitator).
El tiempo de estimulacion es de 4-6 minutos, transcurridos los cuales la sangre es fijada por
fijadores especificos, en un procedimiento que lleva dos pasos y en el que se requiere que las
muestras se mezclen bien y se tapen. En un primer paso la sangre es mezclada con un primer
fijador llamado AGGFixA, a razén de 1 parte del fijador y 3 partes de sangre entera. A
continuacion dicha mezcla se deja reposar a temperatura ambiente durante 10-30 minutos.
Transcurrido ese tiempo se coge una alicuota de dicha mezcla y se diluye en un segundo
fijador AGGFixB, a razon de 1 parte de la mezcla anterior y 9 partes del fijador AGGFixB.

Las muestras fijadas se guardan a 4° C hasta que sean analizadas por citometria. El

procedimiento para medir el grado de agregacion es cuantificar el cambio en el numero de
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plaquetas individuales en la muestra, lo que puede realizarse gracias a que las plaquetas son
marcadas especificamente con un anticuerpo marcado con FITC o PerCp que se une a
proteinas plaquetarias como CD42a 6 CD61. Para poder cuantificar el naimero de plaquetas
en cada caso se cuenta un nimero fijo de globulos rojos (50000), que se utilizan como

referencia interna.

3.3.5.2. Medicion de la activacion plaquetaria. Expresion del marcador CD62.

Cuando las plaquetas se activan expresan en su superficie distintas proteinas que
facilitan su interaccion con otras células o mediadores inflamatorios o procoagulantes. Una
de las proteinas que en mayor proporcion se expresa, en estas circunstancias, es la P-
selectina, que generalmente se encuentra dentro de los granulos alfa, pero que tras la
activacion de las plaquetas se moviliza y expresa en la membrana plasmatica y segun su
grado de expresion nos da una medida del grado de activacion alcanzado por las plaquetas.
Sin embargo, su expresion es muy transitoria, ya que puede ser internalizada o hidrolizada
muy rapidamente o utilizarse, por parte de la célula, como puente o nexo de union con otras
células.

Se utiliza un método similar al anteriormente descrito, con anticoagulante o hirudina.
La sangre puede ser recogida directamente en el fijador para los marcadores de activacion
plaquetaria PAMFix para medir los niveles basales de P-selectina, o CD63 si asi se quisiera,
inmediatamente después de la extraccion de la sangre.

Antes de empezar a estimular la sangre con los correspondientes agonistas, todos los
reactivos y tubos se atemperan durante al menos 10 minutos antes de realizar los
experimentos. A continuacion se afiaden los agonistas, y el resto de compuestos de interés, a
los tubos LP3 (64 x 11 mm), que se colocan en el MSA y la muestra se deja sin agitar, de
manera que en este caso no se utilizan barras agitadoras, y a diferencia de la medicion de la
agregacion, se aiade EDTA (concentracion final de 4 mM) a todos los tubos con el objeto de
evitar la formacion de agregados para poder medir facilmente la expresion de los marcadores
de activacion en la superficie de las plaquetas. Otra alternativa al uso del EDTA es diluir la

sangre con salino al 50%.

El tiempo de estimulacion es de 4-6 minutos, transcurridos los cuales la sangre es

fijada por un fijador especifico llamado PAMFix. Este fijador siempre debe ser utilizado a
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razon de PAMFix 2:1 en relacion al volumen de la muestra que se quiere fijar. Tras afiadir el
fijador, la muestra debe mezclarse bien. Una vez fijada, la muestra es muy estable y puede ser
transportada o guardada a temperatura ambiente o a 4° C, antes de ser analizada por
citometria de flujo. El fijador PAMFix permite evaluar el grado de expresion de P-selectina, o
de otro marcador de activacion plaquetaria, con mucha fiabilidad, dias después de haber
fijado la muestra, de 24 horas a 9 dias después de la fijacion.

Justo antes de proceder al analisis del grado de expresion de los marcadores de
activacion plaquetaria, como la P-selectina, en el citdmetro la muestra se marca con un
anticuerpo, unido a un marcador fluorescente, que reconozca el marcador plaquetario a
identificar, como la P-selectina. Hay muchos anticuerpos en el mercado que reconocen a la P-
selectina (CD62) como CD62P-FITC de Serotec (cat. no. MCA796F). Ademads, hay que
marcar la muestra con un anticuerpo adicional que reconozca a las plaquetas y asi poder
identificarlas y contarlas, ya que generalmente se contabilizan 3000 plaquetas para medir la
expresion de los marcadores de activacion. Por todo ello se recurre a anticuerpos marcados
que reconozcan al marcador plaquetario CD61. Algunos de los més utilizados son: CD61-
PerCP de BD (cat. no. 347408) o CD61-PE de Miltenyi Biotec (cat. no. 130-081-501). El
grado de expresion de la P-selectina puede ser expresado como el porcentaje (%) de
plaquetas que son positivas para P-selectina o como una medida de la mediana de la
fluorescencia o median fluorescence de toda la poblacion de plaquetas de la muestra
analizada. Es un pardmetro que hace referencia a la cantidad de fluorescencia que emiten las
plaquetas. Esta fluorescencia se emite desde anticuerpos que estan marcados, que son los que

expresan la sefal de fluorescencia.
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3.3.6. Tromboelastometria

Es un test viscoelastométrico para medir la hemostasia en sangre completa. Mide las
interacciones de los factores de coagulacion, inhibidores y componentes celulares durante las
fases de coagulacion y lisis. Las condiciones reoldgicas de este método imitan al flujo venoso

de la sangre.

Coagulation factors, Platelets, Fibrinolytic enzymes, oscillating axis (+-4,75°)
anticoagulants, FDPs, fibrinogen, fibrinolysis inhibitors,
tissue factor expression F XIIl, colloids F X
10|min
—— alpha-angle

LED light source

Maximum Clot Firmness (MCF) [mm]

Maximum Lysis (ML) [%]
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Figura 21. Curva de tromboelastometria y funcionamiento de ROTEM. Tomado de Klaus Gorlinger, Tem

International.

Una muestra de sangre es situada en una cubeta y un pin cilindrico se introduce en la
misma. Entre el pin y la cubeta hay una distancia de 1 milimetro (mm), cubierta por sangre.
El pin rota a derecha e izquierda. Mientras que la sangre es liquida, el movimiento se da sin
restricciones. Cuando la sangre empieza a coagularse, el coagulo aumenta la resistencia a la
rotacion. Las fuerzas cinéticas se detectan mecanicamente y son calculadas por un ordenador
integrado que genera curvas y parametros numéricos. Ver figura 21. Este dispositivo nos
permite discriminar entre un sangrado quirtrgico, alteraciones de la coagulacion,
hiperfibrinolisis, coagulopatia dilucional, necesidades de fibrindgeno, plaquetas, exceso de
heparina o necesidad de protamina.

El ROTEM Delta® analiza los cambios en la firmeza del codgulo en una muestra de
sangre completa citratada. Detecta Opticamente la formacion del codgulo, su firmeza y al
final, su lisis. Para cada estudio, se necesitan 300 ul de sangre completa, anticoagulada con
citrato de sodio, asociada a agentes especificos en una cubeta. Esa cubeta se introduce en un

pin, conectado a un canal, que rota con un angulo de 4,75°. Este pin estd conectado a un
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ordenador que calcula diferentes parametros de la coagulacién de forma dinamica segun la

viscosidad del trombo.

Parametros:

Tiempo de coagulacion, CT. Tiempo desde el inicio del test hasta que se detecta una
amplitud de 2 mm. Representa el inicio de la formacion del trombo, la formacion de

trombina y el comienzo de la polimerizacion del trombo.

Tiempo de formacion del coagulo, CFT. Tiempo que transcurre desde los 2 mm hasta
que se alcanza una amplitud de 20 mm. Identifica la polimerizacion de la fibrina y la

estabilizacion del trombo con las plaquetas y el factor XIII.

Angulo Alfa (a). Entre el eje medio de la tangente y la curva de inicio de la
coagulacion a los 2 mm. Refleja la cinética del inicio de la formacion del coagulo. Por
tanto, un gran angulo o refleja la rapida formacion del codgulo mediada por las

plaquetas activadas por la trombina, la fibrina y el factor XIII activado.

A10 min. Amplitud a los 10 minutos. Est4 directamente relacionado con la amplitud
maxima del coagulo (MCF) y se puede usar para predecir la MCF y la funcion

plaquetaria.

MCF. Amplitud méxima en milimetros alcanzada en el trazo que se correlaciona con

el nimero de plaquetas, la funcion plaquetaria y la concentracion de fibrinégeno.

LI30. Fibrinolisis a los 30 minutos tras el CT.

Realizamos distintos tests:

INTEM, monitoriza la via intrinseca de la coagulacion.
HEPTEM, igual que el INTEM, pero con heparinasa.
EXTEM, monitoriza la via extrinseca de la coagulacion.

FIBTEM, monitoriza la firmeza del coagulo tras bloquear la contribucion de las
plaquetas, midiendo principalmente el fibrindgeno. Se debe utilizar asociado al

EXTEM.
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Las muestras se obtienen en tubos de coagulacién (con un 3,2% de citrato sddico). Se
deben realizar a 37° C. No debe pasar mas de 4 horas desde la extraccion de la muestra, e
incluso menos de 30 minutos si se utiliza heparina (como es nuestro caso). Ver figuras 22

y 23.

Figura 22. ROTEM Delta® de IL. Distribuido por Werfen.

Figura 23. Curvas de tromboelastometria de nuestro estudio.
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Los valores de normalidad del ROTEM son:

38-79 43-65 50-72 <15%
100-240 44-66 50-72

7-23 9-25
100-240 50-72

3.3.7. Tiempo de Coagulacion Activado (TCA)

Es la medida de monitorizacion de la actuacién de la heparina mas ampliamente
utilizada para los procedimientos de cirugia cardiaca. Una gota de la sangre total extraida (0,5
mL) se afiade a una cubeta conectada al dispositivo Hemochron® Jr. Signature que contiene
un activador de tipo celite o caolin. A continuacion, se mide el tiempo hasta la formacion del
codgulo. La cubeta se calienta a una temperatura de 37+1,0° C. El analizador mide el
volumen de sangre necesario y lo introduce automaticamente en el canal de prueba, donde se
mezcla con los reactivos. Una vez mezclada con el reactivo, la muestra se agita adelante y
atras en el canal de prueba con una velocidad predeterminada. La velocidad de movimiento
de la muestra se controla mediante detectores opticos tipo LED. Cuando la sangre se coagula,
se dificulta el movimiento de la muestra dentro del canal, lo que disminuye la velocidad del
flujo recogido por los detectores Opticos. El analizador emite un pitido cuando se forma el
codgulo, que indica el final de la prueba. Un crondmetro interno mide el tiempo que
transcurre desde el inicio de la prueba hasta la formacion del codgulo. El valor de normalidad

es 107 £ 13 segundos. Ver figura 24.
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Figura 24. Hemochron® Jr. Signature de IL. Distribuido por Werfen.

3.3.8. Bioquimica

Para la medicion de los parametros LDH, lactato y bilirrubina, utilizamos el

dispositivo COBAS C702®, distribuido por Roche Diagnostics.

Para la medida de los valores de haptoglobina, nos servimos del BNProSpec® de

Dade Behring, distribuido por Siemens.

3.3.9. Variables clinicas
Se analizaron las siguientes variables clinicas:
* Demograficas:
- Sexo (hombre o mujer)
- Edad en el momento del implante valvular (en afios)
» Antropométricas:
- Peso (kg)
- Altura (metros)

- Superficie corporal (metros cuadrados, m2)
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» Antecedentes médicos y factores de riesgo cardiovascular:
- Hipertension arterial
- Diabetes mellitus
- Dislipemia
- Fumador
- Fibrilacion auricular cronica
- Patologia vascular periférica
- Accidente cerebrovascular previo
- Insuficiencia renal cronica
- Disfuncion ventricular. Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) < 40%
- Escalas de riesgo quirtargico EuroSCORE II y EuroSCORE I Logistico.

Las variables que se miden en cada una de esas escalas estan en el Anexo V. Son

escalas que se calculan con un programa informatico. http://www.euroscore.org/calcsp.html

Segutin la puntuacion obtenida en cada escala, se estima un riesgo de mortalidad a los 30 dias:

Bajo riesgo Riesgo intermedio Alto riesgo
EuroSCORE < 10% 10-20% >20%
logistico
EuroSCORE 1T < 4% 4-8% >8%

* Variables durante el procedimiento:
- Valor de hemoglobina basal y al alta del paciente (en g/dL)

- Hemoderivados y factores de coagulacion utilizados: concentrados de hematies
(unidades), plasma fresco congelado (unidades), plaquetas (pool, equivale a 5 unidades) y

concentrados de fibrinogeno (gramos).
- Dias de estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos y en el hospital.

- Horas de ventilacion mecanica.
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- Cantidad en mililitros de sangre recogida en los drenajes quirtrgicos en las primeras

24 h.
- Reintervenciones.
- Creatinina basal y al alta. Necesidad de hemofiltro en UCI.
- Arritmias postoperatorias.
- Ictus
- Exitus
- Volumen del salvacélulas (en mililitros)
- Tiempo de circulacion extracorpdrea y de pinzamiento adrtico (en minutos).

- Shock cardiogénico tras salida de circulacion extracorporea.
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3.4. METODOLOGIA ESTADISTICA

Los anélisis estadisticos fueron realizados por el servicio de estadistica del Instituto
Murciano de Investigacion Biosanitaria (IMIB). El calculo del tamafio muestral fue
cuantificado aplicando un riesgo alfa de 0,05, una precision de 4,5% y una potencia
estadistica del 80%, precisandose 30 pacientes. Si consideramos unas pérdidas de un 10%, se

necesitan 33 pacientes para considerar que los datos sean estadisticamente significativos.

Realizamos un estudio descriptivo en el que las variables numéricas se resumieron
como media, desviacion tipica y rango, las variables cualitativas como frecuencias y
porcentajes.

Para el estudio de las relaciones entre las variables continuas utilizamos un analisis de
correlacion, tanto para estudiar las asociaciones lineales (Pearson) como no lineales
(Spearman).

Todos los resultados se consideraran significativos para un nivel alfa<0.05. Los

analisis se llevaron a cabo con el programa SPSS v.19.0
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4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS
4.1. DESCRIPCION DE LA POBLACION ANALIZADA

El estudio estd formado por 33 pacientes que cumplieron todos los criterios

requeridos para entrar en el mismo.

La edad media es de 68,27 afios, con un rango de edades que va de los 48 a los 82
afos. La superficie corporal media es de 1,83 m2 (parametro que se calcula a partir del peso y
la altura de los pacientes). Sirve como guia a la administracion de un adecuado flujo de gasto

cardiaco durante la circulacion extracorporea.

En cuanto al sexo, hubo mayor proporcion de hombres. Ver figura 25.

.~ SEXO -

o0
=

Figura 25. Proporcion de sexo de la poblacion.

En las tablas 3 y 4, se describen las principales patologias de base y los factores de

riesgo cardiovascular de la poblacion estudiada.

Tabla 3. Patologias de base de la poblacion a estudio.

21,21 %
12,12 %

12,12 %
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Tabla 4. Factores de riesgo cardiovascular de la poblacion a estudio.

75,76 %
67 %

30,3 %
97,27 %

4.2. VARIABLES ANALITICAS ESTUDIADAS
4.2.1. Hemograma y uso de hemoderivados. Relacion con variables clinicas.

La cifra media de la hemoglobina basal de los pacientes es de 13,39 g/dL, con un
rango de 9,4 g/dL a 16,6 g/dL. El valor medio de la hemoglobina postcirugia en el momento

del alta hospitalaria es de 10,75 g/dL.

Un 33% de los pacientes precisé transfusion de concentrados de hematies. La media

fue de 0,82+1,26 unidades por paciente. Ver figura 26.

Transfusion con concentrados de hematies
22
16,5
11
55
0
M Transfundidos con CH M No transfundidos con CH

Figura 26. Numero de pacientes transfundidos con concentrados de hematies (CH).
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Un 18,18% de los pacientes precisoé de Plasma Fresco Congelado (PFC). La media fue
de 0,39+0,86 unidades. Ver figura 27.

Pacientes transfundidos con Plasma Fresco Congelado
30

22,5

75

0 -

M Transfundidos con PFC @ No transfundidos con PFC

Figura 27. Numero de pacientes transfundidos con Plasma Fresco Congelado (PFC).

Un 24,24% fue transfundido con plaquetas. La transfusion plaquetaria se realiza con
“pool” de plaquetas. Un “pool” equivale a 5 unidades de plaquetas. La media fue 0,3040,58
“pool” por paciente. Ver figura 28.

Pacientes transfundidos con plaquetas

26

6,5

[ Transfundidos con plaquetas B No transfundidos con plaquetas

Figura 28. Numero de pacientes transfundidos con plaquetas.
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Un 84,85% precis6 de concentrado de fibrindgeno para optimizar la hemostasia. Ver
figura 29. La media fue de 2,64+1,87 gramos por paciente. So6lo un paciente, el 3,03%

preciso una reintervencion.

Administracion de fibrinégeno
30

7,5

B Pacientes con fibrindgeno M Pacientes sin fibrindgeno

0

Figura 29. Numero de pacientes pacientes a los que se les ha administrado concentrado de fibrindgeno.

En la tabla 5, se representa la proporcion de pacientes transfundidos y la media por

componente transfundido.

Tabla 5. Proporcion de pacientes transfundidos.

33 % 0,82%1,26 unidades
18,18 % 0,39+£0,86 unidades
24,24 % 0,30£0,58 pool
84,85 % 2,64%1,87 gramos

112



Resultados

La proporcion de mortalidad postoperatoria fue del 3,03%. Ver figura 30. La escala de
riesgo EuroSCORE 1I fue de 4 (3-5) y Logistic EuroSCORE 7 (5-9).

Exitus

® FExitus ® No éxitus

Figura 30. Exitus tras la cirugia.

La tasa de fibrilacion auricular postquirurgica fue del 30,3%. EI 100% volvieron a

ritmo sinusal. Ver figura 31.

Arritmia postquirargica
24

18

Arritmia postquirurgica Sin arritmia

Fig. 31. Arritmia postoperatoria.

113



Resultados

El volumen medio obtenido del salvacélulas fue de 292,30+118,18 ml. Teniendo en
cuenta los efectos deletéreos que puede tener la transfusion, ponemos en valor el uso del
salvacélulas en este tipo de cirugias, dado que permite un ahorro de concentrados de hematies
y la disminucion de efectos secundarios de la transfusion. En nuestro centro, lo utilizamos de

forma protocolaria en todas las intervenciones bajo circulacion extracorporea.

El tiempo medio de CEC fue de 74,27+25,73 minutos. El tiempo de pinzamiento

aortico fue de 58,67+16,62 minutos.

La estancia media en UCI fue de 2,03+0,85 dias. La estancia global hospitalaria fue

de 7£3,72 dias.
Los drenajes tras 24 horas fueron de 299,57+205,72 ml.
El tiempo medio de ventilacion mecanica en UCI fue de 5,95 horas.

Las cifras de creatinina basal fueron de 0,98+0,58 mg/dL, y al alta de 0,99+0,77 mg/

dL. No hubo ninglin caso de ictus, ni de shock cardiogénico.

Aplicando el andlisis de correlacion, observamos que existe una correlacion negativa
entre la hemoglobina basal y los concentrados de hematies, es decir, a mayor hemoglobina
basal, menor necesidad de concentrados de hematies, con una significacion de 0,04. También
observamos que a mayor uso de concentrados de hematies, hay una mayor demanda de

fibrin6geno, con una significacion de 0,023.

Se observa una correlacion positiva entre un mayor volumen de salvacélulas y un
mayor uso de plaquetas, significacion de 0,011. Esto vendria explicado por el hecho de que a
un mayor sangrado durante la cirugia, también se recoge mas cantidad de sangre en el
salvacélulas, pero ésta s6lo es concentrado de hematies, no posee factores de la coagulacion,
por lo que a mayor sangrado, el paciente presentard mayor coagulopatia, necesitando entre

otros, plaquetas.

Analizamos que un mayor uso de plaquetas, esta asociado a una mayor estancia en
UCI, con una significacion de 0,04. Esto podria estar ligado a que su uso se ha aplicado en
los pacientes con mayor sangrado y por tanto, los mds susceptibles a optimizacion

postoperatoria mas prolongada.
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Como es 16gico, es clara la correlacion significativa positiva y fuerte entre el tiempo
de pinzamiento adrtico (T° X Ao) y el tiempo de CEC (T° CEC), con una significacion de

0,000. Cuanto mayor es el tiempo de pinzamiento aoértico, mayor es el tiempo de circulacion

extracorporea. Ver tablas 6, 7, 8, 9y 10.

Tabla 6. Correlacion de datos clinicos.

Drenajes (ml) | C.Hematies Plasma Fibrinégeno Plaquetas Volumen
tras 24 h FC salvacélulas
(ml)

Drenajes Correlacion de 1 -,013 -,091 ,130 -,195 ,039
(ml) tras 24 h | Pearson

Sig. (bilateral) 942 613 472 278 828

N 3 33 3 33 3 3
C. Hematies Correlacion de -,013 1 ,096 ,396 ,162 -,102

Pearson

Sig. (bilateral) | 45 593 023 369 571

N 33 33 33 33 33 33
Plasma FC Correlacion de -,091 ,096 1 247 313 ,185

Pearson

Sig. (bilateral) 613 593 167 076 303

N 33 33 33 33 33 33
Fibrinégeno Correlaciéon de ,130 ,396 ,247 1 ,190 212

Pearson

Sig. (bilateral) 472 023 167 291 237

N 3 33 33 33 33 33
Plaquetas Correlacion de -,195 ,162 313 ,190 1 ,439

Pearson

Sig. (bilateral) 278 369 076 291 0,11

N 33 33 33 33 33 33
Volumen Correlacion de ,039 -,102 ,185 212 ,439 1
salvacélulas Pearson
(ml) Sig. (bilateral)

’ ,828 571 ,303 237 011
N 3 33 3 33 3 3

Mediante analisis de correlacion comparamos su relacion entre ellos. Abreviaturas: Sig.: significacion, N:

nimero, ml: mililitros, C. Hematies: concentrados de hematies, Plasma FC: plasma fresco congelado.
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Tabla 7. Correlacion de datos clinicos.

Hb basal Hb postcirugia C. Hematies

Hb basal Correlacion de Pearson 1 ,390 -,488

Sig. (bilateral) ,025 ,004

N 33 33 33
Hb postcirugia Correlacion de Pearson ,390 1 -,096

Sig. (bilateral) ,025 ,593

N 33 33 33
C. Hematies Correlacion de Pearson -,488 -,096 1

Sig. (bilateral) ,004 ,593

N 33 33 33

Mediante analisis de correlacion comparamos su relacion entre ellos. Abreviaturas: Sig.: significacion, N:

ntmero, C. Hematies: concentrados de hematies, Hb: hemoglobina.

Tabla 8. Correlacion de datos clinicos.

Dias estancia C. Hematies Plasma FC Fibrinégeno Plaquetas
hospital
Dias estancia Cor. de Pearson 1 -,253 -,204 -,247 -, 143
hospital Sig. (bilateral) 156 255 166 426
N 33 33 33 33 33
C. Hematies Cor. de Pearson -,253 1 ,096 ,396 ,162
Sig. (bilateral) ,156 ,593 ,023 ,369
N 33 33 33 33 33
Plasma FC Cor. de Pearson -,204 ,096 1 247 313
Sig. (bilateral) ,255 ,593 ,167 ,076
N 33 33 33 33 33
Fibrinégeno Cor. de Pearson -,247 ,396 247 1 ,190
Sig. (bilateral) ,166 ,023 ,167 ,291
N 33 33 33 33 33
Plaquetas Cor. de Pearson -,143 ,162 313 ,190 1
Sig. (bilateral) ,426 ,369 ,076 ,291
N 33 33 33 33 33

Mediante andlisis de correlacion comparamos su relacion entre ellos. Abreviaturas: Sig.: significacion, N:
numero, C. Hematies: concentrados de hematies, Plasma FC: plasma fresco congelado, Cor. de Pearson:

Correlacion de Pearson.
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Tabla 9. Correlacion de datos clinicos.

Dias estancia C. Hematies Plasma FC Fibrinégeno Plaquetas
ucCI
Dias estancia Cor. de Pearson 1 ,122 -,017 -,151 ,359
ucI Sig. (bilateral) 498 926 402 040
N 33 33 33 33 33
C. Hematies Cor. de Pearson | ,122 1 ,096 ,396 ,162
Sig. (bilateral) ,498 ,593 ,023 ,369
N 33 33 33 33 33
Plasma FC Cor. de Pearson -,017 ,096 1 247 313
Sig. (bilateral) 926 ,593 ,167 ,076
N 33 33 33 33 33
Fibrinégeno Cor. de Pearson -,151 ,396 247 1 ,190
Sig. (bilateral) ,402 ,023 ,167 ,291
N 33 33 33 33 33
Plaquetas Cor. de Pearson ,359 ,162 313 ,190 1
Sig. (bilateral) ,040 ,369 ,076 ,291
N 33 33 33 33 33

Mediante analisis de correlacion comparamos su relacion entre ellos. Abreviaturas: Sig.: significacion, N:
nimero, C. Hematies: concentrados de hematies, Plasma FC: plasma fresco congelado, Cor. de Pearson:

Correlacion de Pearson.

Tabla 10. Correlacion de datos clinicos.

C. Hematies T° CEC T° X Ao

C. Hematies Correlacion de Pearson 1 121 ,089

Sig. (bilateral) ,503 ,621

N 33 33 33
T° CEC Correlacion de Pearson 121 1 ,907

Sig. (bilateral) ,503 ,000

N 33 33 33
T° X Ao Correlacion de Pearson ,089 ,907 1

Sig. (bilateral) ,621 ,000

N 33 33 33

Mediante analisis de correlacion comparamos su relacion entre ellos. Abreviaturas: Sig.: significacion, N:
numero, C. Hematies: concentrados de hematies, T° X Ao: tiempo de pinzamiento adrtico. T° CEC: tiempo de

circulacidn extracorporea.
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En las figuras 32 y 33, se observan los datos sobre la hemoglobina y las plaquetas en
las tres fases. Se aprecia un descenso significativo de los niveles de hemoglobina con
respecto al basal M1, pero una recuperacion en M3 con respecto a M2. Las diferencias entre
los valores de la hemoglobina son estadisticamente significativos con un p=0,000. Es decir,
esto vendria explicado por la anemia dilucional durante la CEC y el sangrado durante el
proceso quirurgico. Sin embargo, la recuperacion indica que esa pérdida es baja, volviendo a
alcanzar niveles fisioldgicos. Con los niveles de plaquetas, ocurre algo similar, con un
descenso significativo en M2 y M3 con respecto a M1, pero dentro de los niveles normales de
nuestro laboratorio. Las diferencias de los valores plaquetarios en las tres fases son

estadisticamente significativas, con una p=0,000. Estadistica en tablas 1 y 2 (ANEXO II)

Hemoglobina

9,75

g7/dC
(2]
(¢,

3,25

M Hemoglobina M1 Hemoglobina M2 B Hemoglobina M3

Figura 32. Hemoglobina en las tres fases. Se representa la concentraciéon de hemoglobina en g/dL en las tres

fases del estudio.

Plaquetas
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B Plaguetas M1 Plaguetas M2 B Plaguetas M3

Figura 33. Nivel de plaquetas en las tres fases. Se representa el niimero de plaquetas en las tres fases del

estudio.
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4.2.2. Coagulacion basica

Analizamos la relacion entre los parametros de la analitica de coagulacion simple. Se
observaron diferencias significativas entre el tiempo de protrombina en M1 y el tiempo de
protrombina en M3 (p=0,000) y entre el fibrindgeno en M1 y M3 (p=0,000). Es decir, se
observa un alargamiento del tiempo de protrombina entre M1 y M3, que aunque son
significativos, ambos valores se mantienen en el rango de la normalidad. Algo similar se da
en el fibrindgeno de M1 y M3. Hay un descenso del fibrindgeno tras la salida de CEC,
afectado por la circulacioén extracorporea y la cirugia. Esto implica la necesidad, en ciertos
casos, de administracion de fibrinogeno. Los valores del analisis de la prueba de coagulacion
durante M2 no se llevaron a cabo, por la anticoagulaciéon completa del paciente con heparina
sodica, para poder llevar a cabo una CEC segura, sin fendmenos tromboticos. Ver figuras 34

y 35. Estadistica en tablas 5 y 6 (ANEXO II).

TPy TTPa

40

30 —
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(o]}
2
S 20
o
Q
(2]

10 . '

0
H_TP M1 m_TP M3 B _TTPaM1 B _TTPaM3

Figura 34. Tiempo de Protrombina y TTPa. Se representa el TP y el TTPa en M1 y M3. No se pueden analizar

en M2 por la anticoagulacién completa del paciente durante la circulacion extracorpérea.
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Fibrindgeno
440
330
2
S 220
€
110
0
I Fibrinégeno M1 B Fibrinbgeno M3

Figura 35. Niveles de fibrindgeno. Se representa el valor del fibrinogeno en mg/dL en M1 y M3. No se puede

medir correctamente en M2 por la anticoagulacion completa del paciente.

4.2.3. Bioquimica

La LDH es una enzima que nos puede indicar de forma indirecta un aumento de la
hemolisis. En nuestro estudio, los valores de la misma se mantienen en sus tres fases dentro
de los rangos de normalidad (105-333 UI/L). Sin embargo, observamos un aumento
significativo de su valor durante la CEC y al final de la misma, dadndose diferencias
estadisticamente significativas entre M1-M3 (p=0,003) y entre M2-M3 (p=0,007). Ver figura
36. Estadistica en tablas 7 y 8 (ANEXO II).

LDH
250

1875 I
S 125

S
62,5
0
B LDH M1 LDHM2 W LDH M3

Figura 36. Lactato deshidrogenasa. Niveles de LDH en las tres fases del estudio.
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La haptoglobina también se ve afectada en todas sus fases. Esto representa un signo
indirecto de hemolisis. Se dan diferencias estadisticamente significativas en las tres fases:
MI1-M2 (p=0,000), M1-M3 (p=0,000) y M2-M3 (p=0,000). Hay que destacar que pese al
descenso de su valor en M2 y M3 con respecto al basal o M1, se mantienen dentro de los

valores de normalidad (41-165 mg/dL). Ver figura 37. Estadistica en tablas 9 y 10 (ANEXO
10).

Haptoglobina
110

825 ——
g L
> 55
1S
275 ——————
0
B Haptoglobina M1 Haptoglobina M2 W Haptoglobina M3

Figura 37. Haptoglobina. Niveles de haptoglobina en mg/dL en las tres fases del estudio.

Medimos la bilirrubina total en 17 pacientes de los 33, buscando sobre todo, su
asociacion con la hemolisis. Hay diferencias significativas entre M1 y M2 (p=0,019), pero no
observamos un ascenso de la bilirrubina durante la CEC y en el postoperatorio inmediato.
Los niveles normales van de 0,3 a 1,9 mg/dL. So6lo tuvimos un caso de hiperbilirrubinemia,

que ya tenia un nivel basal elevado. Ver figura 38. Estadistica en tablas 11 y 12 (ANEXO II).

Bilirrubina total
0,9

0,675 — L —

0,45 — e

mg/dL

0,225 — e

0
M Bilirrubina total M1 Bilirrubina total M2 M Bilirrubina total M3

Figura 38. Bilirrubina total. Niveles de bilirrubina total en las tres fases del estudio.
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El lactato es un marcador de perfusion organica. Cuando el gasto cardiaco y las
condiciones hemodinamicas del paciente son las adecuadas, éste se mantiene dentro de los
rangos de normalidad. Hay diferencias significativas entre lactato M1 y lactato M2
(p=0,002), y entre lactato M1 y lactato M3 (p=0,001), es decir, se observan diferencias entre
los valores antes de entrar en CEC, durante la CEC vy tras la salida de CEC. Sin embargo,
aunque haya un ascenso de los niveles de lactato, estos permanecen dentro de los rangos de
normalidad. Es decir, no tienen repercusion clinica, por lo que la hemodindmica durante todas

las fases de la cirugia es la adecuada. Ver figura 39. Estadistica en tablas 3 y 4 (ANEXO II).

Niveles de lactato
1,6 I
1,2
S
g 08
S
0,4
0
M Lactato M1 Lactato M2 |l Lactato M3

Figura 39. Niveles de lactato en las distintas fases. Se representa la concentracion de lactato en mmol/L en las
tres fases del estudio.
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4.2.4. Tromboelastometria

Observamos diferencias estadisticamente significativas en los distintos estudios
realizados al comparar las tres fases M1, M2 y M3 entre si: INTEM, EXTEM y HEPTEM.
En M2 no se puede medir el INTEM, EXTEM y FIBTEM por la anticoagulacion completa
durante la CEC. En el INTEM, hay diferencias en la amplitud de trombo a los 10 minutos
(A10) (p=0,000) y en la méxima firmeza del codgulo (MCF) entre M1 y M3 (p=0,001). En el
EXTEM, hay diferencias significativas en el tiempo de inicio del trombo (CT) (p=0,000) y en
el A10 entre M1 y M3 (p=0,001). En el HEPTEM, se observan diferencias estadisticamente
significativas en la mayoria de los parametros medidos. Sin embargo, aunque las diferencias
sean estadisticamente significativas, todos los valores se mantienen dentro de los pardmetros
de la normalidad. En el FIBTEM apreciamos diferencias significativas entre la MCF de M1 y
M3 con una p<0,05. En ninguno de los estudios observamos datos de hiperfibrinolisis. Ver

figuras de la 40 a la 51. Estadistica en tablas 13 a 26 (ANEXO II).
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Figura 40. INTEM CT. Tiempo de inicio de la coagulacion de la via intrinseca en M1 y M3.
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Figura 41. INTEM a. Angulo a de la via intrinseca en M1 y M3..
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Figura 42. INTEM MCF. Méxima firmeza del coagulo de la via intrinseca en M1 y M3.
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Figura 43. FIBTEM CT. Tiempo de inicio de la coagulacion basado en la actividad del fibrinogeno en M1 y

M3.
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Figura 44. FIBTEM MCF. Maxima firmeza del coagulo basado en la actividad del fibrindgeno en M1 y M3.
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Figura 45. FIBTEM a. Angulo o basado en la actividad del fibrindgeno en M1 y M3.
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Figura 46. EXTEM CT. Tiempo de inicio de la coagulacion de la via extrinseca en M1 y M3.
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Figura 47. EXTEM a. Angulo o de la via extrinseca en M1 y M3.
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Figura 48. EXTEM MCF. Maxima firmeza del coagulo de la via extrinseca en M1 y M3.
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Figura 49. HEPTEM CT. Tiempo de inicio de la coagulacion de la via intrinseca en presencia de heparinasa en

las tres fases.
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Figura 50. HEPTEM o. Angulo o de la via intrinseca en presencia de heparinasa en las tres fases.
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Figura 51. HEPTEM MCF. Maxima firmeza del coagulo de la via intrinseca en presencia de heparinasa en

las tres fases.
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4.2.5. Estudio de la funcion plaquetaria con PFA-100®

No se observan diferencias significativas entre los datos de la funcién plaquetaria

medidos con PFA tanto con la adicion de EPI como de ADP.

Vemos que comparados con las referencias de normalidad de nuestro laboratorio,
todos los valores basales estaban prolongados, tanto el tiempo de obturacion de COL/EPI

como el de COL/ADP.

Como se observa en la figura 52 hay una mejora del TO en el PFA COL/EPI de M1 a
M3. Sin embargo, en la figura 53, vemos como el TO en el PFA COL/ADP se prolonga en

M2 con respecto a M1, pero se recupera en M3, acercandose al basal. Ver tabla 11. Resto de

estadistica en tablas 27 a 30 (ANEXO II).

PFA colageno/EPI
260

250

240 “'

230

Tiempo de obturacién (TO) seg

220 =
I PFA colageno/EPI M1 PFA colageno/EPI M2 B PFA colageno/EPI M3

Figura 52. PFA colageno/EPI.
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Figura 53. PFA colageno/ADP.

Tabla 11. Media y desviacion tipica del tiempo de obturacion (TO) (en segundos) obtenido con el PFA-100®.

L0 | mesls || Desvisdimtipis |
_ 238,42 50,878
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4.2.6. Estudio de la agregacion plaquetaria con Multiplate® en sangre total

Observamos que con la CEC la agregacion plaquetaria, medida con Multiplate®,
aumenta o se normaliza. Con respecto al agonista ADP, hay una correlacion significativa
positiva en los valores de las tres fases. La agregacion con ADP en M1 esta normal
(60,48+19,154), disminuye a niveles patologicos en M2 (49,33+20,793), pero se recupera en
M3 (57,45+25,034). Los resultados son estadisticamente significativos entre la agregacion

con ADP M1-ADP M2, y ADP M2-ADP M3, con una p de 0,000 y de 0,027 respectivamente.

El agonista colageno, que nos ayuda a medir la adhesion plaquetaria al subendotelio
dafiado, muestra una agregacion basal en M1 de 50,58+18,825 U y en M2 de 40,24+23,218
U. Son valores por debajo de los valores normales. Sin embargo en M3, se recupera con un
valor normal 72,18+57,910 U. Hay una correlacion significativa entre el valor del colageno

de M1 y M2. Las diferencias entre los tres valores son estadisticamente significativas.

El agonista ASPI, que nos va a medir la funcion de la via de la ciclooxigenasa,
encargada de transformar el 4cido araquidénico en tromboxano Az, presenta en todas las fases
del estudio valores por debajo de la normalidad (ASPI 1 57,88+29,003 U, ASPI 2
38,39+£24,197 U, ASPI 3 37,30 U). Presentan una correlacioén lineal significativa, y son
estadisticamente significativos entre ASPI 1-ASPI 2 y ASPI 1-ASPI 3.

En nuestro estudio, el agonista Ristocetina Alto presenta unos resultados similares a
los del agonista ASPI. El valor basal en M1, como en M2 y M3 estan por debajo de la
normalidad (69,61+£23,5 U, 60,034+22,756 U, 42,27+24,413 U). Hay una correlacion lineal
significativa entre Risto Alto M1 y M2. Los tres valores son estadisticamente significativos

entre si.

Con el agonista TRAP (péptido activador del receptor de trombina) observamos
niveles normales de agregacion plaquetaria, con correlacion significativa entre TRAP 2 y
TRAP 3. Los resultados son estadisticamente significativos entre TRAP 1-TRAP 3 y entre
TRAP 2-TRAP 3. Estadistica en la tabla 31 a la 48 (ANEXO II). Figura 54.
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Figura 54. Agregacion plaquetaria con Multiplate. En verde, fase M1. En amarillo, fase M2. En rojo, fase M3.
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4.2.7. Estudio de la funcion plaquetaria a través de la citometria de flujo

Al medir la agregacion (platelet counting method) con la ayuda del agonista TRAP, se
aprecian niveles normales de agregacion plaquetaria. Los diferencias son estadisticamente
significativas entre TRAP 1-TRAP 3 (p=0,019) y entre TRAP 2-TRAP 3 (p=0,001). Al
analizar la activacion, observamos una correlacion lineal significativa entre los tres valores en
M1, M2 y M3. Se observa un descenso significativo de la activacion plaquetaria de M3 con
respecto a M2 (p=0,008) y no significativo con respecto a M1 (p=0,054). Como es logico, y
acorde a nuestros datos, también observamos un descenso en la proporcion del incremento de
la P-selectina o CD62P durante M2 y M3. Ver figuras de la 55 a la 58. Estadistica en tablas
49 a 52 (ANEXO II).
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Figura 55. Agregacion en respuesta a TRAP.
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Figura 56. Proporcion de agregacion en respuesta a TRAP
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Expresion CD62P

o
3
o 9,75 —
7))
o
S 65 —— —
L
&
S 3256 ——
=

0

o M . M2
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Figura 58. Proporcion del incremento de la expresion de CD62P.
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4.2.8. Tiempo de coagulacion activado (TCA)

Para el estudio, recogimos los datos del TCA en M1 o muestra basal y en M3, tras la
salida de CEC, a los 10 minutos de la finalizacion de la reversion del efecto de la heparina
con protamina, en relacion 1:1 con respecto a la heparina. Observamos una correlacion
positiva entre ambos datos. Las diferencias fueron estadisticamente significativas, con una p

<0,05, pero con los valores dentro de la normalidad. Ver figura 59.
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Figura 59. Valores del tiempo de coagulacion activado (TCA).
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4.3. RESUMEN DE LOS RESULTADOS. PUNTOS CLAVE.

1. Poblacion.
- En nuestra poblacion hay mayor proporcion de varones que de mujeres.
- Los factores de riesgo cardiovascular mas prevalentes son la HTA y la dislipemia.
- La patologia de base mas frecuente es la fibrilacion auricular.
2. Hemograma, uso de hemoderivados y variables clinicas.
- Un tercio de los pacientes precis6 de transfusion de concentrado de hematies.
- El184% precis6 de concentrado de fibrindgeno.
- A menor hemoglobina basal, mayor necesidad de concentrado de hematies.
- A mayor uso de concentrado de hematies, mayor demanda de fibrindgeno.
- A mayor obtencion de volumen de salvacélulas, mayor necesidad de plaquetas.
- A mayor uso de plaquetas, se producen estancias mas prolongadas en UCIL.

- Descenso significativo de hemoglobina y plaquetas tras la salida de CEC con respecto

al basal, pero dentro de los rangos de normalidad.
3. Coagulacion.

- Aumento significativo del TP y TTPa tras la salida de CEC con respecto al basal,

dentro de valores normales.

- Descenso significativo de los niveles de fibrindgeno con respecto al basal, aunque se

mantienen dentro de valores normales.
4. Bioquimica.

- Aumento significativo de los niveles de LDH y descenso de los valores de

haptoglobina tras la salida de CEC con respecto al basal.

- Aumento significativo de los niveles de lactato tras la salida de CEC con respecto al

basal, pero dentro de los valores normales.
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5. Tromboelastometria.

- Se aprecia un aumento significativo en los parametros medidos con los estudios
INTEM, EXTEM y HEPTEM entre los valores basales y tras la salida de CEC, pero

dentro de los rangos de normalidad.

- Hay un aumento significativo entre la MCF del FIBTEM M1 y M3, pero dentro del

rango de normalidad.
6. PFA-100.
- No hay diferencias significativas en los valores medidos con PFA.
7. Multiplate.

- Se observa un descenso significativo de la capacidad de la agregacion plaquetaria de

M2 con respecto a M1, pero una recuperacion de la misma a valores normales en M3.
8. Citometria de flujo.

- Se muestra un descenso significativo de la expresion de P-Selectina de M3 con
respecto a M1, por lo que con nuestros datos, la CEC no aumenta la activacion

plaquetaria, sino que la disminuiria.
9. TCA.

- Hay un aumento significativo entre los valores del TCA entre M1 y M3, pero se

mantienen dentro de valores normales.

136



Discusion

5. DISCUSION

137






Discusion
5. DISCUSION

5.1. POBLACION SOMETIDA A ESTUDIO

Los pacientes analizados en este estudio observacional prospectivo longitudinal,
pertenecen al Servicio de Cirugia Cardiovascular y al Servicio de Cardiologia del HCUVA.
Los pacientes presentan el diagnostico de estenosis aodrtica severa confirmada con la clinica y

con los datos ecocardiograficos.

El Servicio de Cirugia Cardiovascular es referencia en la Comunidad Auténoma de
Murcia, para el recambio valvular aértico con abordaje quirurgico y soporte de circulacion
extracorpérea. Para el tratamiento de estos pacientes hay una gran relacion interdisciplinar
entre las especialidades de Cirugia Cardiovascular, Cardiologia, Medicina Intensiva y
Anestesiologia, y un apoyo de la enfermeria dedicada a la perfusion, la de quir6fano y los

cuidados postoperatorios.

5.2. DIFICULTADES EN EL PROYECTO

El Servicio de Cirugia Cardiovascular es referencia en la Region de Murcia, asi como
muchas especialidades del HCUVArrixaca, esto supone que en ocasiones fuera necesario
cambiar la programacion de cirugia cardiaca para asumir urgencias de cirugia cardiaca o
tener que posponer ciertas cirugias por saturacion de la Unidad de Cuidados Intensivos. Por
este motivo tuvimos que ampliar el periodo de recogida de los casos para completar el

nimero de pacientes objetivo.

Perdimos algun caso por problemas de la medicacion anticoagulante o antiagregante
de los pacientes. Todos los pacientes y familiares colaboraron con el estudio y con la recogida

de muestras.

Otro punto complejo del estudio fue el importante esfuerzo en el procesamiento de las
muestras en diferentes dispositivos para completar el estudio: ROTEM®
(tromboelastometria), ACL TOP 750CTS® (coagulacion), analizador automatico Sysmex®
XN-20 (hemograma), funcioén plaquetaria en sangre completa con el PFA-100®, el analizador
Multiplate®, el citometro de flujo FACSCanto™ II, el Multiple-Sample Agitator, el
Hemochron® Jr,... entre otros. Por eso, desde aqui, quiero poner en valor la colaboracion de

todo el personal de enfermeria de los quiréfanos de CCV, del equipo de perfusion, y por
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supuesto del trabajo de procesamiento de las muestras por parte de todo el equipo de

investigacion.

El estudio estadistico también requiri6 de un gran trabajo por la cantidad de variables

analizadas por el servicio de estadistica del IMIB.

5.3. VARIABLES CLINICAS

La cohorte de pacientes diagnosticados de estenosis aortica de nuestro estudio
presenta una media de 68,27 afios, con un rango de edad de 48 a 82 afios. Hemos de tener en
cuenta que la estenosis adrtica es una de las valvulopatias mas frecuentes en los pacientes
anosos y a su vez es la mas frecuente en nuestro medio [228]. Dependiendo del criterio
diagnostico empleado, su prevalencia varia de un 12% a un 26% en mayores de 75 afios. En
nuestro caso definimos la estenosis adrtica severa como aquella que presenta un area valvular
menor de 0,8 cm?, gradiente transvalvular méximo >80 mmHg 6 velocidad maxima del flujo

aortico >4,5 m/seg [229].

La poblacién a estudio presenta caracteristicas similares a las publicadas en la
bibliografia [230], tanto demograficas, como hemos visto previamente, como en el sexo, el
33% son mujeres y el 67% varones. También en las patologias concomitantes, siendo la mas
frecuente la HTA en un 75,76% de los pacientes. Es de resefiar que la HTA es la enfermedad
cardioldgica mas frecuente a nivel poblacional. El 30,3% presentan DM2, que comparado
con cifras aportadas del Servicio Murciano de Salud [231], esta en torno a un 13% global y
por encima del 30% en mayores de 75 afios. Ademas destaca que presentan en un 21,21%
fibrilacion auricular cronica, un 12,12% patologia vascular periférica, un 12,12% con ACV

previo y un 27,27% son fumadores.
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5.4. VARIABLES ANALITICAS

5.4.1. Hemograma y uso de hemoderivados. Relacion con variables clinicas.

Los pacientes presentan un valor basal medio de hemoglobina de 13,39 g/dL, con
datos que van de 9,4 g/dL a 16,6 g/dL. El valor medio de la hemoglobina del paciente en el
momento del alta hospitalaria es de 10,75 g/dL. La OMS define la anemia en adultos con
unos niveles de hemoglobina en hombres < 13 g/dL, en mujeres < 12 g/dL y en embarazadas

<11 g/dL [232].

En nuestro caso, el 24,24% de los pacientes presentaban anemia basal. En la literatura
se habla de cifras de anemia preoperatorias en torno al 30% y en paises como Reino Unido

del 23% al 45% [233].

Con el anélisis de correlacion, vemos que hay una correlacion significativa muy fuerte
entre la anemia y la necesidad de transfusion de concentrados de hematies, con una p=0,004.
El 33% del total de pacientes preciso transfusion de concentrados de hematies, con una media
de 0,82+1,26 unidades. Pero en los pacientes anémicos esta proporcion aument6 a un 62,5%,
con una media de 1,625 unidades. En nuestro estudio, la mayor tasa transfusional en estos
pacientes, no se relacioné con mayor tasa de complicaciones ni mayor estancia hospitalaria.
Aunque esta claro que la transfusion de concentrados de hematies puede salvar vidas, su uso
también se puede relacionar con importantes comorbilidades asociadas [234]. En nuestro
centro abogamos por una politica restrictiva transfusional, tanto por la escasez de
hemoderivados como por los potenciales efectos adversos que presenta. Nuestro umbral
transfusional es de 8 g/dL durante el procedimiento quirurgico, aunque, por supuesto, la
indicacion de transfusion dependera ademas de los valores de la hemoglobina, de la situacion
clinica del paciente e individualizando en pacientes de alto riesgo quirirgico o con problemas
coronarios. Seguimos las recomendaciones de la literatura como el estudio multicéntrico
TITRe2 (Transfusion Indication Threshold Reduction) [235]. Existe todavia mucha
controversia mundial sobre las estrategias restrictivas de transfusion frente a las liberales.
Nakamura et al. (2015) encuentran que una estrategia liberal transfusional puede reducir el
shock cardiogénico en pacientes mayores de 60 afios [236]. En el estudio multicéntrico
TRICS Il (Transfusion Requirements in Cardiac Surgery) [237] demuestran que utilizar un
umbral transfusional de 24% de hematocrito u 8 de g/dL de hemoglobina es igual de seguro

que otro de 28% de hematocrito. No observan complicaciones postoperatorias distintas ni
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estancias hospitalarias diferentes en ninguno de los dos grupos, al igual que en nuestro
estudio. Por tanto, abogamos por un dintel transfusional bajo, como el que utilizamos en
nuestro quir6fano, porque supone una mejor optimizacion de los escasos recursos

transfusionales sin un aumento del riesgo de eventos adversos [238].

En nuestros resultados apreciamos diferencias significativas entre los niveles de
hemoglobina de todas las fases, si bien se terminan recuperando parcialmente en M3. Es un
comportamiento similar al que se describe en la mayoria de revisiones como la de Terwindt
(2019) [239], en la que se destaca que los niveles de hemoglobina se van a ver afectados por
el nivel preoperatorio, la anemia dilucional y el sangrado durante la cirugia. Aplicamos un
umbral de transfusion bajo, consiguiendo un nivel adecuado de hemoglobina tras CEC. En
cuanto a los niveles de plaquetas, también se aprecian diferencias significativas entre las tres
fases, si bien los niveles se mantienen dentro de los limites de normalidad de nuestro

laboratorio.

Teniendo en cuenta en primer lugar la situacion clinica del paciente y la informacion
procedente de los estudios de coagulacion y la tromboelastometria, segun nuestra practica
habitual y para mejorar la hemostasia, un 18,18% precisé de plasma fresco congelado (media
de 0,39+0,86 unidades), un 24,24% necesito plaquetas (media 0,30+0,58 pool) y un 84,85%

necesitoé concentrado de fibrinogeno (2,64+1,87 gramos).

Los datos en la bibliografia sobre el uso de hemoderivados para mejorar la hemostasia
en cirugia cardiaca son variados. Ming Y. (2020) en su estudio de dos centros con 8238
pacientes, recoge que el 37,4% recibid concentrados de hematies, el 12,5% plasma fresco y el
6,5% plaquetas [240]. Destaca que en nuestro caso el uso de concentrados de hematies es
menor, pero tanto el de plasma como el de plaquetas es mayor. Este autor concluye que la
transfusion de cualquier hemoderivado aumenta la mortalidad y complicaciones de forma
independiente. Otros autores como Ninkovic S. (2018) presenta una proporcion transfusional
de plaquetas del 13,8%. No asocia, en su caso, la transfusion con un aumento de la
mortalidad [241]. Como hemos comentado previamente, estd claro que hay que realizar un

uso racional de hemoderivados, tanto por la escasez de los mismos como los efectos
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deletéreos que pueden presentar. También es importante poner en valor la importancia de la
disminucién de reintervenciones en cirugia cardiaca, por lo que es basica tanto la hemostasia
del cirujano en el campo quirtrgico como la optimizacion de la misma con hemoderivados y
factores de la coagulacion. Redfern et al. (2019) [242] demuestra un descenso al 3,5% de
reintervenciones tras un manejo protocolario de la hemostasia guiado por datos clinicos,
analiticos y la tromboelastografia, consiguiendo una reduccion de las reintervenciones al
3,5%. En nuestra serie, s6lo un paciente precisé de reintervencion, un 3,03%. La disminucion
de las reintervenciones supone un descenso de la mortalidad, morbilidad, del gasto sanitario y

de la estancia hospitalaria [242].

Algo similar sucede con el uso de concentrado de fibrinégeno. Su utilizacién en la
literatura es variable con rangos que van del 10% al 30% en cirugia cardiaca [243]. En
nuestro estudio fue utilizado en un 84,85%. Estd demostrado que su uso no aumenta las
complicaciones tromboembolicas o la muerte ni a 30 dias ni tras un afo de la cirugia [243].
Observamos una relacion significativa entre el uso de concentrado de fibrindgeno y
concentrados de hematies. Tendria explicacion por la mayor pérdida sanguinea y por tanto

mayor necesidad de reposicion de fibrindogeno y hematies.

La mortalidad postoperatoria al afio de la cirugia fue del 3,03%. Falleci6é un paciente.
En una revision de Tung B. (2005) [244] se estima una mortalidad tras recambio valvular
adrtico quirtrgico en torno al 2,8%, pero puede ascender a un 10% en caso de pacientes con
alto riesgo quirtrgico o fraccion de eyeccion de ventriculo izquierdo deprimida. En nuestro
caso el éxitus fue causado por complicaciones respiratorias que precisaron de larga estancia
en UCI y ventilacién mecanica. No hemos estudiado pormenorizadamente las posibles causas

del éxitus, no siendo éste el proposito maximo de esta tesis.

El uso de técnicas de recuperacion sanguinea durante la cirugia cardiaca estd
ampliamente utilizado. Dentro de nuestro protocolo de ahorro de hemoderivados, lo usamos
en todas las cirugias que precisen de circulacion extracorpdrea. El volumen medio obtenido
por cirugia fue de 292+118,18 ml. Los datos en la literatura son muy variados. Al Khabori

(2019) en un revision sistematica sobre 624 publicaciones concluye que su uso no disminuye
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el impacto en las tasas de transfusion de concentrados de hematies, plasma o plaquetas. Lo
achaca a las limitaciones de los estudios [245]. Wang G. (2009), por otro lado, en una
revision sobre 31 estudios randomizados en 2282 pacientes, concluye que el uso del
salvacélulas reduce el consumo de hemoderivados, sobre todo de concentrados de hematies.
Sugiere que para que sea realmente efectivo, se ha de utilizar durante todo el procedimiento
quirurgico [246]. Klarenbosch J. (2020) tampoco asocia su utilizacion a una mayor tasa de
infecciones [247]. En nuestro estudio, no hicimos grupo control comparando el uso del
salvacélulas frente a su no utilizacion, es decir, lo utilizamos en todos los pacientes. En las
relaciones cruzadas con el uso del salvacélulas, vemos que con volumenes mas elevados de
recuperacion, se observa un aumento en la utilizacion de aféresis de plaquetas. Esto podria
explicarse por el hecho de que a mayor obtenciéon de volumen de hematies por parte del
salvacélulas mas sangre del paciente ha sido procesada, por lo tanto, mayor alteracion de la

coagulacion se produce.

Como cabia esperar, hay una relacion significativa entre el tiempo de circulacion
extracorpérea y el tiempo de pinzamiento adrtico. El tiempo medio de CEC fue de
74,27£25,73 minutos, y el de pinzamiento aortico de 58+16,62 minutos. Hofer et al. (2016),
en su revision asocia el tiempo de CEC, con la coagulopatia en cirugia cardiaca, sobre todo,
con la alteracion del fibrindgeno y las plaquetas [248]. Pero las alteraciones de la hemostasia
en este tipo de procedimientos son complejas, y obviamente no se pueden deber sélo al factor

tiempo. En nuestro caso, no encontramos relacion entre el tiempo y los hemoderivados.

Los drenajes a las 24 h no se vieron afectados por el uso de hemoderivados. Tampoco

se vio afectado el tiempo de estancia en UCI ni el global hospitalario por la transfusion.
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5.4.2. Coagulacion basica

Al comparar los valores basicos de la coagulacion, comprobamos que en la fase M2,
es decir, la fase de anticoagulacion con heparina sddica durante la circulacion extracorpdrea,
no se pueden calcular correctamente los valores, ya que el analizador de coagulacién
considera que los valores se salen de rango y no puede dar una cifra concreta. Por ello hemos

comparado los valores obtenidos en M1 (preCEC) y M3 (postCEC).

Hay diferencias significativas entre el tiempo de protrombina de M1 frente al de M3,
al igual que con el tiempo de tromboplasmina parcial activado. Pero, aunque hay una
alteracion, ambos valores se mantienen dentro de los rangos normales de nuestro laboratorio.
Son resultados similares a los de Khalaf-Adeli (2019) [249], que aboga por una
complementacion de los resultados de la tromboelastometria con respecto a los estudios
clasicos de la coagulacion, por su posibilidad de realizarse en la cabecera del paciente y por
la rapidez de actuacién. Achacamos esta normalizacién de los valores de la coagulacion
porque en este tipo de intervencidon los tiempos de CEC son cortos y siguiendo nuestro

protocolo, detectamos y corregimos precozmente las posibles alteraciones de la hemostasia.

Se observan diferencias significativas en los niveles de fibrindgeno entre la fase M1 y
la fase M3. Aunque las diferencias son estadisticamente significativas, el nivel de M3 se
mantiene dentro de los niveles de normalidad. El papel del fibrindgeno en la hemostasia es
basico y se ve afectado por los procedimientos con circulacion extracorpdérea, como ya
explicamos en la introduccion. Siguiendo los consejos de la Sociedad Europea de Anestesia
Cardiotoracica (EACTA) [250] hemos asociado a nuestro protocolo tanto las pruebas de
coagulacion basicas como la tromboelastometria, que nos permite realizar un diagnostico

precoz y tratamiento rapido de la hipofibrinogenemia secundaria a la cirugia.
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5.4.3. Bioquimica

En la medicion de los niveles de haptoglobina, hay diferencias estadisticamente
significativas en todas las fases del estudio. Es un resultado muy interesante, porque
demuestra que durante la CEC hay cierto grado de hemolisis, que como se comento en la
introduccion depende de diferentes factores. La haptoglobina, es la proteina plasmatica que
se une a la hemoglobina libre formando complejos hemoglobina-haptoglobina [251]. De este
modo se consigue su degradacion en el higado, monocitos y macrdéfagos. Incluso se planted
su administracion como prevencion del fallo renal asociado a la hemdlisis [252]. En nuestro
caso, dado el amplio rango de los valores fisiologicos de la haptoglobina, que van de 41 a 165
mg/dL, observamos un descenso en M2 y M3 respecto al basal M1, pero siempre dentro de

los valores de la normalidad.

En las mediciones de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), apreciamos diferencias
estadisticamente significativas entre la fase postCEC y la basal. La LDH es una enzima que
permanece en el citoplasma celular, catalizando las reacciones de oxidacion y reduccion entre
el acido pirtivico y el acido lactico. La LDH se concentra de forma mayoritaria en los
eritrocitos, siendo su concentracion 100 veces mayor que en el plasma. Tras una rotura de
hematies o una alteracion en su morfologia, la LDH intracelular se libera al plasma,
aumentando asi la concentracion plasmatica de LDH. Se considera un biomarcador muy
sensible para evaluar la posible hemolisis causada por las asistencias circulatorias, incluso
superior en rapidez y precision a la hemoglobina libre [253,254]. Como venimos observando
en muchos analisis de este estudio, también con la LDH se observa un comportamiento
similar, en cuanto a que hay un ascenso de la misma, pero manteniéndose dentro de los

niveles normales de nuestro laboratorio (105-333 UI/I).

La incidencia de hiperbilirrubinemia, entendida como tal como un nivel de bilirrubina
superior a 3 mg/dL, es una situacion que puede darse tras cirugia cardiaca cuando se necesita
CEC. Varios estudios muestran una incidencia tras CEC de un 10% a un 40% [255,256]. Es
una situacion clinica que puede asociarse con una alta mortalidad en el postoperatorio. Esta
disfuncion puede deberse a factores asociados a la CEC, como la hemdlisis, la hipoperfusion

o la respuesta inflamatoria sistémica, el tiempo de CEC y el tiempo de pinzamiento aortico, a
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la transfusion de hemoderivados y también a alteraciones de la funcion hepatica [257]. En
nuestro estudio, decidimos medir los niveles de bilirrubina, sobre todo enfocado a la posible
generacion de hemolisis. No tuvimos ningun caso de hiperbilirrubinemia en las muestras
recogidas. Quizas lo podriamos asociar a tiempos bajos de CEC, baja tasa de transfusion y
niveles basales normales de bilirrubina. Por tanto, como describe Hilal T. (2019) [258], la
hemolisis es un fendmeno que puede darse tras la realizacion de cirugia cardiaca o la
implantacion de dispositivos de asistencia cardiaca. Segin la gravedad de la hemolisis, su
influencia en la hemostasia es variable, y puede ser desde asintomatica a problemas de
hiperbilirrubinemia, disfuncion renal, trombosis de los dispositivos de asistencia, fallo del
ventriculo derecho y como consecuencia del mismo, fallo hepatico [258]. Asi, la hemolisis es

una complicacion en la que pensar siempre que se precise de CEC.

Con respecto a los niveles de acido lactico durante el procedimiento quirurgico, se
observan diferencias significativas entre los niveles previos a la CEC (M1) y durante la CEC
(M2), y a su vez entre M1 y M3. Aunque el aumento del acido lactico con respecto al basal es
significativo, sus valores se mantienen dentro de la normalidad. Los valores de referencia en
nuestro centro van de 0 a 2 mmol/L. Es decir, el ligero aumento del acido lactico durante la
CEC se mantiene dentro de los valores normales y no tiene significacion clinica, si bien, es
un parametro muy importante a la hora de valorar posibles problemas de perfusion tisular

durante la cirugia [259,260].
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5.4.4. Tromboelastometria

En nuestro protocolo de manejo de la coagulopatia intraoperatoria, la
tromboelastometria es un pilar fundamental para el diagnostico y tratamiento precoz de la
misma, utilizando pautas similares a las de Zaky (2017) o Sarrais (2018) [261,262].
Observamos diferencias estadisticamente significativas en los distintos estudios realizados al
comparar las tres fases M1, M2 y M3 entre si: INTEM, EXTEM y HEPTEM. En el INTEM,
hay diferencias en la amplitud del trombo a los 10 minutos (A10) y en la maxima firmeza del
coagulo (MCF) entre M1 y M3. En el EXTEM, hay diferencias en el tiempo de inicio del
trombo (CT) y en el A10 entre M1 y M3. En el HEPTEM, se observan diferencias
estadisticamente significativas en la mayoria de los parametros medidos. Sin embargo,
aunque las diferencias sean estadisticamente significativas, todos los valores se mantienen
dentro de los pardmetros de la normalidad. En el FIBTEM apreciamos diferencias
significativas en la maxima firmeza del codgulo entre M1 y M3, pero con los valores dentro
de la normalidad. Asociamos estos resultados a un conjunto de factores: tratamiento precoz
de signos clinicos o analiticos de coagulopatia, adecuada hemostasia intraquirurgica, tiempo
de circulacioén extracorporea corto y Optima técnica de manejo de la bomba de circulacion

extracorporea.

A diferencia de Meesters (2019) [263], que considera que el ROTEM no predice los
pacientes que presentan mayor riesgo de sangrado postoperatorio en cirugia cardiaca, en
nuestro centro consideramos, al igual que Gozdzik (2017) o Ghavidel (2015) [264,265] que la
realizaciéon de tromboelastometria previa a la cirugia y tras la reversion de la heparina,

permite identificar a los pacientes que presentan mayor riesgo de sangrado postoperatorio.

No apreciamos datos en el ROTEM que nos muestren hiperfibrinolisis. La mejor
manera de evitarla es la prevencién con la administracion de antifibrinoliticos, en nuestro
caso, acido tranexamico. Las dosis publicadas en la literatura son muy variables [266].
Utilizamos una dosis de carga de acido tranexamico de 10 mg/kg seguido de una perfusion de
1 mg/kg/h. Hemos optado por dosis mas bajas, para minimizar los riesgos neurolégicos que

pueden producirse con dosis altas de acido tranexamico [266].

147



Discusion
5.4.5. Estudio de la funcion plaquetaria con PFA-100®

En nuestro estudio observamos que no hay diferencias estadisticamente significativas,
ni una correlacion significativa en los resultados de la funcién plaquetaria medida mediante el
PFA-100®. A diferencia de Sucker (2011) [267] que con una muestra similar a la nuestra,
demuestra alteraciones en la funcién plaquetaria medidas mediante PFA-100® en pacientes
sometidos a recambio valvular adrtico, asociando esta alteracion a los flujos turbulentos que

se pueden producir en los circuitos de la circulacion extracorpoérea.

Como Bogdanic (2020) [268], consideramos que el valor del nimero de plaquetas por
si solo no deberia considerarse como el gold standard para la indicacion de la transfusion de
plaquetas, ya que no indica el estado de la funcion plaquetaria. De tal modo, asociando el
PFA-100® a nuestra bateria de pruebas diagndsticas en cirugia cardiaca, se podria mejorar de

forma mas Optima el diagnostico y posible tratamiento de alteraciones plaquetarias.

Un punto a destacar son los valores basales medios de los pacientes, en los que tanto
el valor del colageno/EPI como el de coldgeno/ADP estan prolongados con respecto a los
valores de normalidad. Tal vez el hecho de presentar la patologia valvular de base podria
suponer un estado de activacion plaquetaria que haria que se muestren estos resultados a
pesar de la seleccion de los pacientes y de la adecuada extraccion de la muestra. De todas
formas, se trata de un screening del que aisladamente no se pueden sacar conclusiones

definitivas del estado de funcion plaquetaria del paciente.
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5.4.6. Estudio de la agregacion plaquetaria con Multiplate® en sangre total

Globalmente observamos que con la CEC la agregacion plaquetaria, medida con
Multiplate®, aumenta o se normaliza. Es un dato importante a tener en cuenta, el que estos
estudios se realizan con sangre entera pero de un modo estatico. Sin embargo, en condiciones
reales, la sangre pasa por los circuitos de la circulacidon extracorpérea, que aunque son
biocompatibles, no son fisiologicos, con lo que tiene sentido que aumente la agregacion
plaquetaria debido a la activacion de las mismas, al contactar con las superficies del circuito.
De ahi la complejidad en si de la cirugia cardiaca, ya que produce tanto un efecto

procoagulante como anticoagulante [269].

Con respecto al agonista ADP, hay una correlacion significativa positiva en los
valores de las tres fases. La agregacion con ADP en M1 estd normal (60,48+19,154),
disminuye a niveles patologicos en M2 (49,33+20,793), pero se recupera en M3
(57,45+£25,034). Los resultados son estadisticamente significativos entre la agregacion con
ADP M1-ADP M2, y ADP M2-ADP M3, con una p=0,000 y p=0,027 respectivamente. Sobre
todo nos indicaria cierta inhibicion de la agregacion a través de la via de los receptores P2Y 12

[270].

El agonista coldgeno muestra una agregacion basal en M1 de 50,58+18,825 U y en
M2 de 40,24+23,218 U. Son cifras por debajo de los valores normales. Sin embargo en M3,
se recupera y alcanza un valor normal 72,184+57,910 U. Hay una correlacion significativa
entre el valor del colageno de M1 y M2. Las diferencias entre los tres valores es

estadisticamente significativa.

El agonista ASPI, que nos va a medir la funcion de la via de la ciclooxigenasa,
encargada de transformar el acido araquidonico en TXA», presenta en todas las fases del
estudio valores por debajo de la normalidad (ASPI 1 57,88+29,003 U, ASPI 2 38,39+24,197
U, ASPI 3 37,30 U). Se observa una correlacion lineal significativa, y los datos son
estadisticamente significativos entre ASPI 1-ASPI 2 y ASPI 1-ASPI 3. Al igual que
Schimmer (2013) [271] no encontramos una correlacion significativa entre este valor y la

necesidad transfusional de plaquetas.

En nuestro estudio, el agonista Ristocetina Alto presenta unos resultados similares a
los del agonista ASPI. El valor basal en M1, como en M2 y M3 estan por debajo de la
normalidad (69,61£23,5 U, 60,03+£22,756 U, 42,27+24,413 U). Hay una correlacion lineal
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significativa entre Risto Alto M1 y M2. Los tres valores son estadisticamente significativos
entre si. Con la ristocetina podriamos valorar la capacidad del factor de von Willebrand para
interaccionar con las plaquetas, a través de la glicoproteina GPIb, y conducir a la aglutinacion
de las mismas. De este modo, podemos valorar cualquier anomalia con el factor de von
Willebrand. En nuestro estudio, no hemos analizado como ha cambiado la concentracion del
vWF en M1, M2 y M3. Los valores basales bajos con el agonistas Ristocetina podrian
deberse a la posible influencia de la estenosis aortica, que favorece el flujo de cizalladura y
podria afectar a la funcion plaquetaria, y por tanto, puede ser que influya en la funcion del
factor von Willebrand (como ocurre en la enfermedad de von Willebrand adquirida por

estenosis adrtica).

Con el agonista TRAP observamos niveles normales de agregacion plaquetaria, con
correlacion significativa entre TRAP 2 y TRAP 3. Los resultados son estadisticamente
significativos entre TRAP 1-TRAP 3 y entre TRAP 2-TRAP 3. Podriamos interpretar estos
resultados, como la importancia que tiene el valor basal de agregacion del paciente, para su
posterior comportamiento durante la CEC, incluida por el tiempo de la misma y el sangrado
intraoperatorio. Son varios los autores, como Solomon et al. (2010) [272] o Rahe-Mayer et al.
(2009) [273] que demuestran el valor predictivo que pueden tener valores alterados en el
Multiplate® y su posterior relacion con un aumento de sangrado y necesidades transfusionales
de los pacientes en cirugia cardiaca. Hemos de tener en cuenta que el sangrado en cirugia
cardiaca es multifactorial y puede deberse a la cirugia en si, disfuncion plaquetaria,
fibrinolisis, alteraciones de la polimerizacion de la fibrina y reduccion de la generacion de
trombina. Son sobre todo el ADP test y el TRAP test los que mas significativamente se han

asociado a una prediccion significativa de transfusion perioperatoria [273].

Con el Multiplate® se observa una tendencia, en la que se evidencia que hay un
descenso de la capacidad de agregacion de las plaquetas en M2 (la fase mas critica del
procedimiento quirurgico), pero dicha capacidad se recupera en M3 (cuando el paciente se
estd estabilizando, para finalizar el procedimiento), lo que desde el punto de vista de la
intervencion quirtrgica seria una buena sefal. Este resultado ocurre en paralelo al hecho de
los niveles de fibrindgeno plasmatico (ver figura 35, pagina 120), disminuyen de M1 a M3.
Quizas la mayor agregacion de M3, medida en el Multiplate®, podria indicar una mayor
activacion, y por tanto, un estado de alta afinidad del receptor del fibrindgeno, lo que seria

interesante desde el punto de vista de la recuperacion del paciente para vigilar la posibilidad
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de una mayor formacion de agregados plaquetarios, una vez que el fibrindgeno vuelva a su

normalidad.

5.4.7. Estudio de la funcion plaquetaria a través de la citometria de flujo

Mediante la citometria de flujo podremos cuantificar, en muestras de sangre entera, el
grado de activacion plaquetaria, en concreto mediante la medida del marcador CD62P o P-

selectina, que se considera la referencia en la medicion de la activacion plaquetaria [274].

Observamos una correlacion lineal significativa entre los tres valores en M1, M2 y
M3. Se observa un descenso significativo de la activacion plaquetaria de M3 con respecto a
M2 (p=0,008). También recogemos un descenso en la proporcion del incremento de la P-
selectina o CD62P durante M2 y M3. Es decir, tras la CEC, hay una disminucion de la
activacion plaquetaria. Nuestro resultado es similar al de Balle et al. (2019) [275], que analiza

la funcién plaquetaria en dispositivos tipo ECMO.

Los anticuerpos marcados con fluorescencia, son especificos de ciertos receptores o
proteinas de membrana de las plaquetas. Por eso, se utilizan para reconocer que dichas
células o “eventos” (particulas que son reconocidas por el citometro de flujo, en el lenguaje
de la citometria), son plaquetas. También se usan para reconocer que esas plaquetas han
expresado en su superficie alguna proteina o receptor compatible con un aumento de su
actividad, es decir, compatible con su activacion, como es el caso de la P-selectina. De forma
que cuanto mas se activen las plaquetas, mas cantidad de moléculas de P-selectina se
expresaran en la superficie de las mismas y por tanto, mas cantidad de anticuerpos marcados
con compuestos fluorescentes se podran medir y mas fluorescencia se detectard. A la hora de
medir todos estos cambios en el citometro de flujo hay varios pardmetros que se pueden
utilizar y uno de los mas extendidos es la median fluorescence, que es la mediana de la
fluorescencia que emiten todas las plaquetas que estan siendo analizadas en la muestra en ese

momento.

En nuestro caso, el concepto median fluorescence lo hemos utilizado para medir la
expresion de P-selectina. Hemos usado el agonista TRAP (péptido activador del receptor de
trombina) para activar a las plaquetas y comprobar en qué medida se comportaba la expresion
de P-selectina en las distintas condiciones experimentales. Asi, en la figura 57 (pagina 133),

se muestra un descenso progresivo de dicha activacion desde M1 a M3, de manera que se
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podria sugerir que el procedimiento empleado, con CEC incluida, no aumenta la activacion
plaquetaria, e incluso se observa un pequefio descenso en M3. En la figura 58 (pagina 133),
en la que los resultados se expresan como porcentaje de incremento de P-selectina con
respecto a cada uno de sus basales, se aprecia mds claramente esta tendencia a la baja en la
expresion de P-selectina. Por tanto, podriamos sugerir que con el procedimiento quirirgico
empleado, incluida la CEC, no aumenta la activacion de las plaquetas, sino que podria

disminuirla.

Cuando hemos medido agregacion plaquetaria mediante citometria de flujo, aunque se
han empleado anticuerpos sefialados con marcadores fluorescentes para poder reconocer a las
plaquetas, a la hora de valorar cudnta agregacion se habia producido hemos recurrido a contar
cuantas plaquetas habia en cada fase (M1, M2, M3) en su situacién basal, sin ningin
estimulo, y también las medimos tras la estimulacion con el agonista TRAP y en base a esa
diferencia de contaje, calculamos el porcentaje de agregacidon, por eso expresamos el
resultado como % de agregacion. En la figura 56 (pagina 132), expresamos este parametro,
es decir, la diferencia en el nimero de plaquetas en la muestra basal con respecto a la muestra
con TRAP en cada una de las muestras experimentales, y se manifiesta como que no hay

diferencias estadisticamente significativas entre M1, M2 y M3.

En la figura 55 (pagina 132) expresamos de forma similar lo que se representa en la
figura 56. La diferencia estriba en que en estas figuras se representan el numero de eventos,
que en citometria son plaquetas Unicas, sencillas, sueltas, que no forman agregados, y que
pueden ser reconocidas gracias a su forma y tamafio y a un anticuerpo especifico de las
plaquetas que reconoce la proteina de superficie CD61. Hemos de tener en cuenta, que para
comprender este tipo de estudios, debemos realizar un razonamiento basico. Sabemos que a
nivel basal tenemos un nimero determinado de plaquetas, y que tras la estimulacién con
TRAP, la cifra de plaquetas disminuye. Esa disminucion se debe a que con la estimulacion
con TRAP, las plaquetas se agregan, forman agregados, con lo que estos agregados no pueden
ser medidos por el citdometro de flujo, de forma que no son contabilizados como “eventos
compatibles con plaquetas” y por tanto, el nimero de eventos disminuye, ya que la mayoria
han formado agregados de plaquetas, como se puede ver en la figura 57. Es decir, una
disminucién en los eventos que recoge el citometro de flujo tras la adicién del TRAP, nos
indica que las plaquetas se han agregado, por lo que cuanto mas descienda el numero de

eventos con respecto al basal, mayor es la agregacion plaquetaria.
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Asi, Fox SC et al. (2019) [276] analiza el estudio de la funcidon plaquetaria con la
medicion de la P-selectina en pacientes antiagregados. La proteina P-selectina se localiza en
las membranas de los granulos a plaquetarios y ante la activacion de las mismas se produce
una exposicion de la P-selectina en la superficie de las plaquetas [277]. La medida de esta P-
selectina localizada en la superficie plaquetaria puede ser una alternativa para la medicion de
la agregacion plaquetaria en el diagnostico de alteraciones de las mismas. La medida de la
funcion plaquetaria mediante el analisis de la P-selectina con citometria de flujo es, al menos,

tan segura, como otras técnicas [276].

Es importante destacar el papel de la P-selectina, marcador medido en esta tesis, para
poner en valor su participacion como puente o nexo de union en la interaccion entre plaquetas
y glébulos blancos, que se conocen como agregados o conjugados plaquetas-leucocitos, como
bien describe Finsterbusch M. (2018) [278]. Explica el valor de esta interaccion, basica para
la estimulacion simultdnea de ambos tipos de células y que permite la conexion entre los
procesos de coagulacion/trombosis e inflamacion. De hecho, el nivel de los conjugados
plaquetas-leucocitos es un marcador mas utilizado que la P-selectina en los accidentes
cerebrovasculares [278]. A su vez, Ivanov (2019) [279] describe de forma clara como la
union de plaquetas y leucocitos, gracias a la P-selectina y su correspondiente ligando en los
leucocitos, es determinante para que los leucocitos, sobre todo los monocitos y en menor
medida los neutréfilos, expresen factor tisular, que es basico para desarrollar el proceso de
coagulacion. Por tanto, consideramos dado el elevado interés y el valor fisiopatologico de
estos agregados, que podriamos proponer la medicion de los conjugados plaquetas-leucocitos

como accion de mejora del proyecto realizado y ser tenido en cuenta para proyectos futuros.

La base conceptual en esta tesis, al realizar distintas técnicas para medir la funcion
plaquetaria estriba en que cada una de ellas es distinta. Todas son diferentes entre si, con sus
ventajas y desventajas, y analizan de forma diversa, con matices diferentes y desde distintos
angulos, la funcion de las plaquetas. Por ello, consideramos que en este estudio, en concreto,
las técnicas empleadas, son de gran utilidad ya que nos han permitido analizar de una forma
global la funcidon plaquetaria y la influencia que la circulacion extracorporea pudiera

interferir en la misma.

Estd claro que todavia existen controversias sobre los tests ex vivo de funcion

plaquetaria y su capacidad para simular la respuesta plaquetaria in vivo o predecir su
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potencial capacidad de agregacion. Se han observado distintos problemas, como la variacion
en las técnicas de laboratorio, la falta de asociacion entre los resultados de diferentes ensayos
recogidos en la literatura, la ausencia de un valor consensuado que indique agregacion
plaquetaria o la falta de una definiciéon de respuesta Optima. Son varios los factores que
podrian contribuir a esta variabilidad de resultados: tiempo de estudio de la muestra, método
de extraccion de la muestra, tipo de agonista o concentracion utilizada. Cada método para el
estudio de la funcidon plaquetaria tiene sus ventajas y limitaciones. El desarrollo de
agregometria en sangre completa requiere de volimenes muestrales mas pequenos, como el
PFA-100, pero, por otro lado, pueden ser menos sensibles en el estudio de la reactividad
plaquetaria, ya que se puede ver afectado por varios factores como el hematocrito, el nimero

de plaquetas y el nivel de vWF, lo que limita la especificidad y sensibilidad del estudio [280].

La citometria de flujo tiene ventajas en el estudio de la funcién plaquetaria ya que
requiere de muy poca cantidad de sangre completa y no se ve afectada por el nimero de
plaquetas. La citometria de flujo permite el analisis de la expresion de marcadores y
receptores en las plaquetas activadas. Por tanto, mientras que métodos como la agregacion
plaquetaria en respuesta a agonistas pueden servir como medida ex vivo de la capacidad
funcional de las plaquetas, es la citometria de flujo la que mejor nos ayuda a reflejar la
activacion plaquetaria in vivo, a través de la valoracion de marcadores en la superficie

plaquetaria y la liberacion de productos plasmaticos [280].
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5.4.8. Tiempo de coagulacion activado

El TCA es un test de coagulacion sobre sangre completa activada por contacto (caolin,
celite), ampliamente utilizado para detectar los efectos terapéuticos de la heparina sédica
durante la cirugia cardiaca (unos 3 mg/kg para alcanzar un TCA >400-480 segundos). EI TPy
el TTPa son practicamente imposibles de medir en presencia de alta concentracion de
heparina (2-6 U/ml), como ocurri6é en nuestro estudio, donde en M2 no pudimos medir ni el
TP ni el TTPa. Son varios los dispositivos para el calculo del TCA, incluido el nuevo i-STAT
Device® (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL), que potencialmente permite una toma de
decisiones mdas rdpida y optimizacion en el uso de la protamina con respecto a la
concentracion de heparina [281]. En nuestro caso, utilizamos el Hemochron® Signature Elite,

uno de los dispositivos mas utilizados a nivel mundial [281].

La respuesta del TCA a la heparina puede variar en los distintos dispositivos
dependiendo de distintos factores, deficiencia de factores procoagulantes,
hipofibrinogenemia, bajos niveles de antitrombina, hipotermia, trombocitopenia y anemia
[282]. Los valores prolongados de TCA siempre se suelen asociar a un efecto residual de la
heparina, pero la deficiencia de factores procoagulantes (< 30%), que puede ocurrir en cirugia
cardiaca compleja o en cirugia pediatrica, también se puede asociar a valores alargados de
TCA [282]. Paraddjicamente, un exceso de protamina puede prolongar el TCA, al parecer
mediado por el efecto de la protamina sobre la inhibicion del factor V. Pese a sus
limitaciones, el TCA es el principal método para la monitorizacion del efecto de la heparina

en cirugia cardiaca [282].

En nuestro estudio, aunque observamos diferencias significativas entre el valor TCA
basal y el valor del TCA a los 10 minutos de la administracion de la protamina a dosis 1:1,
los valores se mantienen dentro de los rangos de normalidad, indicaAndonos que el efecto de la
heparina ha sido contrarrestado. Est4 claro que hay una opcion de mejora en el campo del
control del efecto de la heparina en cirugia cardiaca. Hay otros tests, como el Rapid TEG® y
el Sonoclot®, que podrian utilizarse [283,284]. Otro reciente dispositivo, Hepcon®
(Medtronic, Minneapolis, MN), aporta mejoras en el manejo de la heparina. Utiliza una
muestra basal de sangre completa del paciente, para predecir el bolo inicial de heparina con el
que conseguir un TCA objetivo y, por otro lado, calcula la protamina adecuada para

contrarrestar los efectos de la heparina circulante, basado en la superficie corporal del
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paciente y el volumen de cebado de la CEC. Son varios los estudios que sugieren que dosis
individualizadas de heparina y protamina manejadas por sistemas como el Hepcon®, podrian
suprimir la generacion de trombina de forma mas efectiva durante la CEC y asi, reducir las
alteraciones de la hemostasia postoperatoria [285,286] y la pérdida sanguinea [287,288], si lo

comparamos con la dosificacion de heparina basada en el TCA estandar y una dosis fija de

protamina para la reversion de la heparina.
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1. El procedimiento de recambio valvular adrtico con circulacidon extracorporea, utilizado en
este estudio, prolonga el valor del Tiempo de Coagulacién Activado con respecto al basal,
pero se mantiene en niveles normales. Asi mismo, prolonga los valores del Tiempo de
Protrombina y Tiempo de Tromboplastina Parcial Activado, y disminuye los de

Fibrindgeno con respecto al basal, pero manteniéndose dentro del rango de normalidad.

2. La cirugia cardiaca de recambio valvular adrtico con circulacion extracorporea, utilizada
en este estudio, desciende de forma significativa los valores de la hemoglobina y plaquetas
tras la salida de CEC con respecto al basal, pero dentro de los rangos de normalidad.
Aumenta significativamente los niveles de LDH y desciende los valores de haptoglobina

tras la salida de CEC con respecto al basal (dentro de umbrales de normalidad).

3. En base al procedimiento de intervencion utilizado, la cirugia de recambio valvular aortico
con circulacion extracorporea, altera los parametros analizados con tromboelastometria
tras la salida de CEC con respecto al basal, pero se mantienen dentro del rango de la

normalidad.

4. En las condiciones experimentales empleadas en este estudio no observamos cambios en el
estado de agregacion y activacion plaquetaria durante la cirugia de recambio valvular

aortico con CEC medido con PFA-100.

5. Con el agregébmetro Multiplate se observa que la cirugia de recambio valvular adrtico con
circulacion extracorporea produce un descenso de la capacidad de agregacion de las
plaquetas durante la CEC, pero dicha capacidad se recupera tras la salida de CEC. Por otro
lado, con la Citometria de flujo, apreciamos que no hay diferencias significativas en la

agregacion plaquetaria entre los grupos, pero si un descenso de la activacion plaquetaria.
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6. El procedimiento de intervencion utilizado en los pacientes, de forma global, no parece

alterar los mecanismos hemostaticos de los pacientes.
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8.1. ANEXO I. Informe del Comité Etico de Investigacién Clinica.

Mod. 141

Servicio

Oeriacca
Murciano

de salud Hospital Universitario
“Virgen de la Arrixaca”

Ctra. Madrid - Cartagena - Telf. 968 36 95 00
30120 El Palmar (Murcia)

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca

CERTIFICA

Que el CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca en su reunion del dia 25/07/2016, acta 07/16 ha evaluado la
propuesta del investigador Dr. Faustino Garcia Candel referida al estudio:

Titulo: Estudio de la hemostasia en pacientes sometidos a cirugia cardiaca, con circulacién extracorpdrea

Cédigo Interno: 2016-7-2-HCUVA

19, Considera que

- El ensayo se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién Biomédica y su
realizacion es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacién prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacién en el estudio.

- Elalcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- Lacapacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

20, Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE.

30,  Este CEIC acepta que dicho estudio sea realizado en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca por el
Dr. Faustino Garcia Candel como investigador principal.

Lo que firmo en Murcia, a 25 de julio de 2016

| Servicio Murciano de Salud

Hospital "Virgen de la Arrixaca”

omite Etico de Investigacion Clinica
MURCIA

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca
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8.2. ANEXO II. Tablas del estudio estadistico.

Tabla 1. Correlacion de datos hemograma.

Anexos

Error tip. de la
Media N Desviacion tip. media
Par 1 Hemoglobina M1 12,309 33 1,7449 , 3037
Hemoglobina M3 10,336 33 1,0577 ,2007
Par 2 Hemoglobina M1 12,309 33 ,3671 , 3037
Hemoglobina M2 9,657 33 ,9938 ,2504
Par 3 Hemoglobina M2 9,657 33 1,0577 ,2504
Hemoglobina M3 10,336 33 ,9938 ,2007
Par 4 Plaguetas M1 184878,79 33 67410,940 11734,738
Plaquetas M3 124484,85 33 36617,210 6374,238
Par 5 Plaquetas M1 184878,79 33 67410,940 11734,738
Plaquetas M2 141272,72 33 43718,755 7610,541
Par 6 Plaquetas M2 141272,72 33 43718,755 7610,541
Plaquetas M3 124484,85 33 36617,210 6374,238
Tabla 2. Correlacion de datos hemograma.
Sig. (bilateral)
Par 1 Hemoglobina M1 - Hemoglobina M3 ,000
Par 2 Hemoglobina M1 - Hemoglobina M3 ,000
Par 3 Hemoglobina M2 - Hemoglobina M3 ,000
Par 4 Plaquetas M1 - Plaquetas M3 ,000
Par 5 Plaquetas M1 - Plaquetas M2 ,000
Par 6 Plaquetas M2 - Plaquetas M3 ,000
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Tabla 3. Estadisticos acido lactico.

Anexos

Error tip. de la
Media Desviacion tip. media
Par 1 Lactato M1 ,867 33 ,3671 ,0639
Lactato M2 1,461 33 1,0577 ,1841
Par 2 Lactato M1 ,867 33 ,3671 ,0639
Lactato M3 1,491 33 ,9938 ,1730
Par 3 Lactato M2 1,461 33 1,0577 ,1841
Lactato M3 1,491 33 ,9938 ,1730
Tabla 4. Estadisticos acido lactico.
Sig. (bilateral)
Par 1 Lactato M1 - Lactato M2 ,002
Par 2 Lactato M1 - Lactato M3 ,001
Par 3 Lactato M2 - Lactato M3 723
Tabla 5. Estadisticos de coagulacion basica.
Error tip. de la
Media N Desviacion tip. media
Par1 TP M1 12,376 33 1,3551 ,2359
TP M3 14,164 33 2,4030 ,4183
Par2 TTPAMA1 30,982 33 2,6306 4579
TTPA M3 31,000 33 5,2950 9217
Par3  Fibrindgeno M1 403,27 33 79,139 13,776
Fibrindgeno M3 309,00 33 71,966 12,528
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Tabla 6. Estadisticos de coagulacion basica.

Sig. (bilateral)
Par 1 TP M1-TP M3 ,000
Par 2 TTPAM1 - TTPAM3 ,986
Par 3 Fibrinbgeno M1 - Fibrinbgeno M3 ,000

Tabla 7. Estadisticos LDH.

Error tip. de la
Media N Desviacion tip. media

Par1 LDH M1 193,59 17 42,206 10,237
LDH M2 195,76 17 37,516 9,099

Par2  LDH M1 193,59 17 42,206 10,237
LDH M3 234,12 17 58,737 14,246

Par3 LDH M2 195,76 17 37,516 9,099
LDH M3 234,12 17 58,737 14,246

Tabla 8. Estadisticos LDH.

Sig. (bilateral)

Par 1 LDH M1 - LDH M2 ,782
Par 2 LDH M1 - LDH M3 ,003
Par 3 LDH M2 - LDH M3 ,007
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Tabla 9. Estadisticos haptoglobina.

Anexos

Error tip. de la
Media Desviacion tip. media
Par 1 Haptoglobina M1 99,71 17 55,566 13,477
Haptoglobina M2 64,06 17 41,171 9,985
Par2  Haptoglobina M1 99,71 17 55,566 13,477
Haptoglobina M3 52,71 17 37,543 9,105
Par 3 Haptoglobina M2 64,06 17 41,171 9,985
Haptoglobina M3 52,71 17 37,543 9,105
Tabla 10. Estadisticos haptoglobina.
Sig. (bilateral)
Par 1 Haptoglobina M1 - Haptoblobina M2 ,000
Par 2 Haptoglobina M1 - Haptoglobina M3 ,000
Par 3 Haptoglobina M2 - Haptoglobina M3 ,000
Tabla 11. Estadisticos bilirrubina.
Desviacion Error tip. de la
Media tip. media
Par 1 Bilirrubina total M1 ,7824 17 ,62824 ,156237
Bilirrubina total M2 ,6847 17 57573 , 13963
Par 2 Bilirrubina total M1 ,7824 17 ,62824 ,15237
Bilirrubina total M3 7224 17 ,54067 ,13113
Par 3 Bilirrubina total M2 ,6847 17 57573 ,13963
Bilirrubina total M3 71224 17 ,54067 ,13113
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Tabla 12. Estadisticos bilirrubina.

Sig. (bilateral)

Par

Par

Par

Bilirrubina total M1 -
Bilirrubina total M2

Bilirrubina total M1 -
Bilirrubina total M3
Bilirrubina total M2 -
Bilirrubina total M3

,019

,095

244

Tabla 13. Estadisticos tromboelastometria.

Anexos

Error tip. de la
Media N Desviacion tip. media

Par 1 INTEM CT M1 173,06 33 20,834 3,627
INTEM CT M3 174,06 33 18,985 3,305

Par 2 INTEM CFT M1 75,55 33 42,178 7,342
INTEM CFT M3 91,06 33 40,998 7,137

Par 3 INTEM a M1 74,85 33 9,007 1,568
INTEM a M3 73,09 33 6,802 1,184

Par 4 INTEM A10 M1 57,91 33 8,582 1,494
INTEM A10 M3 51,33 33 7,582 1,320

Par 5 INTEM MCF M1 62,88 33 7,343 1,278
INTEM MCF M3 58,82 33 6,361 1,107

Par 6 INTEM ML M1 21 33 ,650 113
INTEM ML M3 24 33 ,708 ,123

Tabla 14. Estadisticos tromboelastometria.

Sig. (bilateral)

Par 1
Par 2
Par 3
Par 4
Par 5
Par 6

INTEM CT M1 - INTEM CT M3
INTEM CFT M1 - INTEM CFT M3
INTEM a M1 - INTEM a M3
INTEM A10 M1 - INTEM A10 M3
INTEM MCF M1 - INTEM MCF M3
INTEM ML M1 - INTEM ML M3

,791
,060
,324
,000
,001
,768
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Tabla 15. Estadisticos tromboelastometria.

Tabla 16. Estadisticos tromboelastometria.

Sig. (bilateral)

Par 1 EXTEM CT M1 - EXTEM CT M3

Par 2 EXTEM CFT M1 - EXTEM CFT M3
Par 3 EXTEM a M1 - EXTEM a M3
Par 4 EXTEM A10 M1 - EXTEM A10 M3

,000
,348
,972
,001

Error tip. de la

Media Desviacion tip. media
Par1 EXTEM CT M1 56,30 33 9,951 1,732
EXTEM CT M3 65,48 33 12,050 2,098
Par2 EXTEM CFT M1 126,00 33 56,933 9,911
EXTEM CFT M3 134,06 33 51,031 8,883
Par3 EXTEM a M1 68,27 33 10,927 1,902
EXTEM a M3 68,33 33 9,698 1,688
Par4 EXTEMA10 M1 53,21 33 9,079 1,580
EXTEM A10 M3 48,73 33 8,140 1,417

Tabla 17. Estadisticos tromboelastometria.

Error tip. de la

Media Desviacion tip. media
Par1 EXTEM MCF M1 58,55 33 8,555 1,489
EXTEM MCF M3 56,24 33 8,243 1,435
Par2 EXTEM ML M1 ,70 33 1,403 ,244
EXTEM ML M3 24 33 ,708 ,123

Anexos
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Tabla 18. Estadisticos tromboelastometria

Anexos

Sig. (bilateral)

Par 1
Par 2

EXTEM MCF M1 - EXTEM MCF M3

EXTEM ML M1 - INTEM ML M3

,087
,096

Tabla 19. Estadisticos tromboelastometria.

Error tip. de la
Media Desviacion tip. media
Par 1 HEPTEM CT M1 165,67 33 36,824 6,410
HEPTEM CT M3 173,27 33 18,908 3,291
Par 2 HEPTEM CFT M1 88,21 33 67,434 11,739
HEPTEM CFT M3 98,39 33 41,267 7,184
Par 3 HEPTEM a M1 74,06 33 10,040 1,748
HEPTEM a M3 73,15 33 5,745 1,000
Par 4 HEPTEM A10 M1 56,82 33 9,309 1,620
HEPTEM A10 M3 50,39 33 8,609 1,499
Par 5 HEPTEM MCF M1 61,33 33 12,399 2,158
HEPTEM MCF M3 58,00 33 8,463 1,473
Par 6 HEPTEM ML M1 1,18 33 1,776 ,309
HEPTEM ML M3 ,52 33 1,121 ,195
Tabla 20. Estadisticos tromboelastometria.
Sig. (bilateral)

Par 1 HEPTEM CT M1 - HEPTEM CT M3 ,234

Par 2 HEPTEM CFT M1 - HEPTEM CFT M3 214

Par 3 HEPTEM a M1 - HEPTEM a M3 ,451

Par 4 HEPTEM A10 M1 - HEPTEM A10 M3 ,000

Par 5 HEPTEM MCF M1 - HEPTEM MCF M3 125

Par 6 HEPTEM ML M1 - HEPTEM ML M3 ,041
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Tabla 21. Estadisticos tromboelastometria.

Sig. (bilateral)
Par 1 HEPTEM CT M1 - HEPTEM CT M2 ,000
Par 2 HEPTEM CFT M1 - HEPTEM CFT M2 ,396
Par 3 HEPTEM a M1 - HEPTEM a M2 ,638
Par 4 HEPTEM A10 M1 - HEPTEM A10 M2 ,045
Par 5 HEPTEM MCF M1 - HEPTEM MCF M2 ,821
Par 6 HEPTEM ML M1 - HEPTEM ML M2 ,003

Tabla 22. Estadisticos tromboelastometria.

Error tip. de la
Media N Desviacion tip. media
Par 1 HEPTEM CT M1 165,67 33 36,824 6,410
HEPTEM CT M2 212,39 33 25,091 4,368
Par 2 HEPTEM CFT M1 88,21 33 67,434 11,739
HEPTEM CFT M2 79,21 33 26,151 4,552
Par 3 HEPTEM a M1 74,06 33 10,040 1,748
HEPTEM a M2 74,76 33 5,038 877
Par 4 HEPTEM A10 M1 56,82 33 9,309 1,620
HEPTEM A10 M2 54,06 33 7,018 1,222
Par 5 HEPTEM MCF M1 61,33 33 12,399 2,158
HEPTEM MCF M2 61,85 33 7,579 1,319
Par 6 HEPTEM ML M1 1,18 33 1,776 ,309
HEPTEM ML M2 15 33 ,508 ,088
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Tabla 23. Estadisticos tromboelastometria.

Anexos

Error tip. de la
Media Desviacion tip. media
Par 1 HEPTEM CT M2 212,39 33 25,091 4,368
HEPTEM CT M3 173,27 33 18,908 3,291
Par 2 HEPTEM CFT M2 79,21 33 26,151 4,552
HEPTEM CFT M3 98,39 33 41,267 7,184
Par 3 HEPTEM a M1 74,06 33 10,040 1,748
HEPTEM a M3 73,15 33 5,745 1,000
Par 4 HEPTEM A10 M2 54,06 33 7,018 1,222
HEPTEM A10 M3 50,39 33 8,609 1,499
Par 5 HEPTEM MCF M2 61,85 33 7,579 1,319
HEPTEM MCF M3 58,00 33 8,463 1,473
Par 6 HEPTEM ML M2 15 33 ,508 ,088
HEPTEM ML M3 ,52 33 1,121 ,195
Tabla 24. Estadisticos tromboelastometria.
Sig. (bilateral)

Par 1 HEPTEM CT M2 - HEPTEM CT M3 ,000

Par 2 HEPTEM CFT M2 - HEPTEM CFT M3 ,003

Par 3 HEPTEM a M1 - HEPTEM a M3 ,451

Par 4 HEPTEM A10 M2 - HEPTEM A10 M3 ,003

Par 5 HEPTEM MCF M2 - HEPTEM MCF M3 ,006

Par 6 HEPTEM ML M2 - HEPTEM ML M3 ,103
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Tabla 25. Estadisticos tromboelastometria.

Error tip. de la
Media N Desviacion tip. media
Par 1 FIBTEM CT M1 56,39 33 15,108 2,630
FIBTEM CT M3 61,12 33 11,895 2,071
Par 2 FIBTEM a M1 66,88 33 17,598 3,063
FIBTEM a M3 67,42 33 14,433 2,512
Par 3 FIBTEM A10 M1 15,82 33 7,667 1,335
FIBTEM A10 M3 14,76 33 5,362 ,933
Par 4 FIBTEM MCF M1 17,82 33 7,772 1,353
FIBTEM MCF M3 16,67 33 5,464 ,951
Par 5 FIBTEM ML M1 ,30 33 ,810 141
FIBTEM ML M3 24 33 ,867 ,151

Tabla 26. Estadisticos tromboelastometria.

Sig. (bilateral)
Par 1 FIBTEM CT M1 - FIBTEM CT M3 ,087
Par 2 FIBTEM a M1 - FIBTEM a M3 ,766
Par 3 FIBTEM A10 M1 - FIBTEM A10 M3 ,236
Par 4 FIBTEM MCF M1 - FIBTEM MCF M3 ,039
Par 5 FIBTEM ML M1 - FIBTEM ML M3 677

Tabla 27. Estadisticos PFA.

Prueba de muestras relacionadas

Sig. (bilateral)
Par1  PFA colageno/EPI M1 - PFA ,529
colageno/EPI M2
Par2  PFA colageno/EPI M1 - PFA ,926
colageno/EPI M3
Par3  PFA colageno/EPI M2 - PFA ,379
colageno/EPI M3

195



Tabla 28. Estadisticos PFA.

Tabla 29. Estadisticos PFA.

Estadisticos de muestras relacionadas

Error tip. de la
Media N Desviacion tip. media
Par1  PFA colageno/EPI M1 238,42 33 50,877 8,856
PFA colageno/EPI M2 232,21 33 30,381 5,289
Par2  PFA colageno/EPI M1 238,42 33 50,877 8,856
PFA colageno/EPI M3 237,61 33 33,561 5,842
Par3  PFA colageno/EPI M2 232,21 33 30,381 5,289
PFA colageno/EPI M3 237,61 33 33,561 5,842

Prueba de muestras relacionadas

Tabla 30. Estadisticos PFA.

Diferencias relacionadas
Error tip. de la
Media Desviacion tip. media
Par1  PFA colageno/EPI M1 - PFA 6,212 56,122 9,770
colageno/EPI M2
Par2 PFA colageno/EPI M1 - PFA ,818 50,342 8,763
colageno/EPI M3
Par3  PFA colageno/EPI M2 - PFA -5,394 34,708 6,042
colageno/EPI M3
PFA-100 Media N Desv. Tipica | Error tip de
la media
PFA colageno/ADP M1 215,33 33 63,82 7,321
PFA colageno/ADP M2 230,57 33 50,39 4,789
PFA colageno/ADP M3 220,45 33 66,43 5,132

Tabla 31. Estadisticos Multiplate.

E! de rel |
Error tip. de la
Media N Desviacion tip. media
Par1 AGREGACION M1 66,342 33 22,3302 3,8872
AGREGACION M3 60,682 33 23,9717 41729
Par2 AGREGACION M1 66,342 33 22,3302 3,8872
AGREGACION M2 64,01 33 22,132 3,853
Par3 AGREGACION M2 64,01 33 22,132 3,853
AGREGACION M3 60,682 33 23,9717 4,1729

Anexos

Tabla 32. Estadisticos Multiplate.

Prueba de muestras relacionadas

Sig. (bilateral)

Par1 % AGREGACION 1-%
AGREGACION 2

Par2 % AGREGACION 1-%
AGREGACION 3

Par3 % AGREGACION 2 - %
AGREGACION 3

,042

,010

,000
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Tabla 33. Estadisticos Multiplate.

Estadisticos de muestras relacionadas

Error tip. de la
Media N Desviacion tip. media
Par1 TRAP1 167,48 33 127,288 22,158
TRAP 2 127,91 33 108,248 18,844
Par2 TRAP1 167,48 33 127,288 22,158
TRAP 3 276,55 33 277,886 48,374
Par3 TRAP2 127,91 33 108,248 18,844
TRAP 3 276,55 33 277,886 48,374

Tabla 35. Estadisticos Multiplate.

Estadisticos de muestras relacionadas

Anexos

Tabla 34. Estadisticos Multiplate.

Prueba de muestras relacionadas

Sig. (bilateral)

ADP 3

Par1 AGREG ADP 1 - ,000
AGREG ADP 2

Par2 AGREG ADP 1 - AGREG 406
ADP 3

Par3 AGREG ADP 2 - AGREG ,027

Tabla 36. Estadisticos Multiplate.

Prueba de muestras relacionadas

Error tip. de la
Media N Desviacion tip. media
Par1 % AGREGACION 1 66,35330 33 22,319683 3,885358
% AGREGACION 2 74,43530 33 20,629494 3,591134
Par2 % AGREGACION 1 66,35330 33 22,319683 3,885358
% AGREGACION 3 55,07542 33 27,948217 4,865160
Par3 % AGREGACION 2 74,43530 33 20,629494 3,591134
% AGREGACION 3 55,07542 33 27,948217 4,865160

Tabla 37. Estadisticos Multiplate.

Prueba de muestras relacionadas

Sig. (bilateral)

Par1  AGREG TRAP 1- AGREG
TRAP 2

Par2 AGREG TRAP 1- AGREG
TRAP 3

Par3 AGREG TRAP 2 - AGREG
TRAP 3

514

,019

,001

Tabla 39. Estadisticos Multiplate.

Prueba de
Media

Par1  AGREG ASPI 1-AGREG 19,485
ASPI 2

Par2 AGREG ASPI 1- AGREG 20,576
ASPI 3

Par3 AGREG ASPI 2 - AGREG 1,091
ASPI 3

Par4  AGREG COLAG 1- 10,333
AGREG COLAG 2

Par5 AGREG COLAG 1- -21,606
AGREG COLAG 3

Par6 AGREG COLAG 2 - -31,939
AGREG COLAG 3

Par7 AGREG RISTOCETINA 9,576
ALTO 1- AGREG
RISTOCETINA ALTO 2

Par8 AGREG RISTOCETINA 27,333
ALTO 1- AGREG
RISTOCETINA ALTO 3

Par9 AGREG RISTOCETINA 17,758
ALTO 2 - AGREG
RISTOCETINA ALTO 3

Diferencias relacionadas
Error tip. de la
Desviacién tip. media
18,687 3,253
25,561 4,450
25,216 4,390
12,878 2,242
55,391 9,642
59,857 10,420
19,722 3,433
25,820 4,495
28,138 4,898

Diferencias relacionadas

Error tip. de la

Media Desviacion tip. media
Par1 TRAP1-TRAP 2 39,576 116,987 20,365
Par2 TRAP1-TRAP3 -109,061 203,298 35,390
Par3 TRAP2-TRAP 3 -148,636 247,343 43,057

Tabla 38. Estadisticos Multiplate.

Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas
Error tip. de la
Media Desviacion tip. media
Par1  AGREGACION M1 - 5,6606 26,7413 4,6551
AGREGACION M3
Par2 AGREGACION M1 - 2,3333 28,9660 5,0423
AGREGACION M2
Par3 AGREGACION M2 - 3,3273 26,1184 4,5466
AGREGACION M3
Tabla 40. Estadisticos Multiplate.
de
Error tip. de la
Media N Desviacion tip. media
Par1 AGREG ASPI 1 57,88 33 29,003 5,049
AGREG ASPI 2 38,39 33 24,197 4,212
Par2  AGREG ASPI 1 57,88 33 29,003 5,049
AGREG ASPI 3 37,30 33 26,808 4,667
Par3 AGREG ASPI 2 38,39 33 24,197 4212
AGREG ASPI 3 37,30 33 26,808 4,667
Par4 AGREG COLAG 1 50,58 33 18,825 3,277
AGREG COLAG 2 40,24 33 23218 4,042
Par5 AGREG COLAG 1 50,58 33 18,825 3,277
AGREG COLAG 3 72,18 33 57,910 10,081
Par6 AGREG COLAG 2 40,24 33 23,218 4,042
AGREG COLAG 3 72,18 38 57,910 10,081
Par7 AGREG RISTOCETINA 69,61 33 23,500 4,091
ALTO 1
AGREG RISTOCETINA 60,03 33 22,756 3,961
ALTO 2
Par8 AGREG RISTOCETINA 69,61 33 23,500 4,091
ALTO 1
AGREG RISTOCETINA 42,27 33 24,413 4,250
ALTO 3
Par9  AGREG RISTOCETINA 60,03 33 22,756 3,961
ALTO 2
AGREG RISTOCETINA 42,27 33 24413 4,250
ALTO3
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Tabla 41. Estadisticos Multiplate.

Prueba de muestras relacionadas

Anexos

Diferencias relaci

onadas

95% Intervalo de confianza para

la diferencia
Inferior Superior t al Sig. (bilateral)
Par1 TRAP 1-TRAP 2 -1,906 81,058 1,943 32 ,061
Par2 TRAP1-TRAP3 -181,147 -36,974 -3,082 32 ,004
Par3 TRAP2-TRAP 3 -236,340 -60,932 -3,452 32 ,002

Tabla 42. Estadisticos Multiplate.

de muestras r

Tabla 43. Estadisticos Multiplate.

Estadisticos de muestras relacionadas

Error tip. de la Error tip. de la
Media N Desviacion tip. media Media N Desviacion tip. media
pari  AGREG ADP 1 60.48 a3 19,154 3334 Par1 AGREG TRAP 1 90,33 33 28,789 5,011
AGREG ADP 2 4933 a3 20793 3,620 AGREG TRAP 2 85,85 33 30,523 5,313
par2  AGREG ADP 1 6048 23 19,154 3334 Par2 AGREG TRAP 1 90,33 33 28,789 5,011
AGREG ADP 3 57.45 3 25,034 4358 AGREG TRAP 3 105,24 33 30,029 5,227
bard  KGREGADDZ 4933 - 20,793 3620 Par3 AGREG TRAP 2 85,85 33 30,523 5,313
AGREG ADP 3 57.45 33 25,034 4358 AGREG TRAP 3 105,24 33 30,029 5,227
Tabla 44. Estadisticos Multiplate.
Prueba de muestras relacionadas
Sig. (bilateral)
Par1  AGREGACION M1 - ,233
AGREGACION M3
Par2 AGREGACION M1 - 647
AGREGACION M2
Par3 AGREGACION M2 - 470
AGREGACION M3

Tabla 45. Estadisticos Multiplate.

Tabla 46. Estadisticos Multiplate.

Prueba de muestras relacionadas

Prueba de
Diferencias relacionadas Diferencias relacionadas
Error tip. de la Error tip. de la
Media | Desviacion tip. media Media | Desviacién tip. media

Par1 AGREGADP1- 11,152 14,014 2,439 Par1 AGREG TRAP 1- AGREG 4,485 39,063 6,800

AGREG ADP 2 TRAP 2
Par2 AGREG ADP 1 - AGREG 3,030 20,690 3,602 Par2 AGREG TRAP 1- AGREG -14,909 34,808 6,059

ADP 3 TRAP 3
Par3 AGREG ADP 2 - AGREG -8,121 20,095 3,498 Par3 AGREG TRAP 2 - AGREG -19,394 29,381 5,115

ADP 3 TRAP 3
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Tabla 47. Estadisticos Multiplate.

Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas

Error tip. de la
Media Desviacion tip. media

Par1 % AGREGACION 1-% -8,082000 21,940451 3,819342
AGREGACION 2

Par2 % AGREGACION 1-% 11,277879 23,664089 4,119389
AGREGACION 3

Par3 % AGREGACION 2 - % 19,359879 27,110511 4,719334
AGREGACION 3

Tabla 48. Estadisticos Multiplate.

Prueba de muestras relacionadas

Sig. (bilateral)

Par 1

Par 2

Par 3

Par 4

Par 5

Par 6

Par 7

Par 8

Par 9

AGREG ASPI 1 - AGREG
ASPI 2

AGREG ASPI 1 - AGREG
ASPI 3

AGREG ASPI 2 - AGREG
ASPI 3

AGREG COLAG 1 -
AGREG COLAG 2
AGREG COLAG 1 -
AGREG COLAG 3
AGREG COLAG 2 -
AGREG COLAG 3
AGREG RISTOCETINA
ALTO 1 - AGREG
RISTOCETINA ALTO 2
AGREG RISTOCETINA
ALTO 1- AGREG
RISTOCETINA ALTO 3
AGREG RISTOCETINA
ALTO 2 - AGREG
RISTOCETINA ALTO 3

,000

,000

,805

,000

,032

,004

,009

,000

,001
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Tabla 49. Estadisticos citometria de flujo.

Estadisticos de muestras relacionadas.

Anexos

Tabla 50. Estadisticos citometria de flujo.

Prueba de muestras relacionadas

Error tip. de la
Media Desviacién tip. media
Par 1 M1-CD62P MF 11,49 33 11,787 2,052
M2-CD62P MF 11,78 33 9,253 1,611
Par2 M1-CD62P MF 11,49 33 11,787 2,052
M3-CD62P MF 7,979 33 8,6563 1,5069
Par3 M3-CD62P MF 7,979 33 8,6563 1,5069
M2-CD62P MF 11,78 33 9,253 1,611
Par4 M1-CD62P % incremento MF 329,900 33 330,0108 57,4475
M2-CD62P % incremento MF 278,73 33 186,580 32,479
Par5 M1-CD62P % incremento MF 329,900 33 330,0108 57,4475
M3-CD62P % incremento MF 208,21 33 191,475 33,331
Par6 M2-CD62P % incremento MF 278,73 33 186,580 32,479

Diferencias relacionadas
Error tip. de la
Media Desviacion tip. media

Par 1 M1-CD62P MF - M2-CD62P -,285 6,089 1,060
MF

Par 2 M1-CD62P MF - M3-CD62P 3,5152 10,1145 1,7607
MF

Par 3 M3-CD62P MF - M2-CD62P -3,8000 7,6973 1,3399
MF

Par 4 M1-CD62P % incremento 51,1667 242,8583 42,2762
MF - M2-CD62P %
incremento MF

Par 5 M1-CD62P % incremento 121,6879 304,0391 52,9264
MF - M3-CD62P %
incremento MF

Par 6 M2-CD62P % incremento 70,521 165,273 28,770
MF - M3-CD62P %
incremento MF

Tabla 51. Estadisticos citometria de flujo.

Prueba de muestras relacionadas

Sig. (bilateral)

Par 1

Par 2

M1 MF BASAL - M2 MF

BASAL

M1 MF BASAL - M3 MF

BASAL

,881

757

Tabla 52. Estadisticos citometria de flujo.

Prueba de muestras relacionadas

Sig. (bilateral)

Par 1

Par 2

Par 3

Par 4

Par 5

Par 6

M1-CD62P MF - M2-CD62P
MF

M1-CD62P MF - M3-CD62P
MF

M3-CD62P MF - M2-CD62P
MF

M1-CD62P % incremento
MF - M2-CD62P %
incremento MF

M1-CD62P % incremento
MF - M3-CD62P %
incremento MF

M2-CD62P % incremento
MF - M3-CD62P %
incremento MF

790

,054

,008

235

,028

,020
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8.3. ANEXO II1. Documento de informacion al donante.
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DOCUMENTO DE INFORMACION AL DONANTE (v.3)

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

En el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca, igual que en la mayoria de hospitales, ademas de la
asistencia a los pacientes, se realiza investigacion biomédica. La finalidad de esta investigacion es progresar en el
conocimiento de las enfermedades y en su prevencién, diagndstico, prondstico y tratamiento. Esta investigacion
biomédica requiere recoger datos clinicos y muestras bioldgicas de pacientes y donantes sanos para analizarlos y
obtener conclusiones con el objetivo de conocer mejor las enfermedades y avanzar su diagndstico y/o tratamiento.

Las muestras y datos clinicos obtenidos para el diagnéstico o control de las enfermedades, una vez utilizadas con esta
finalidad, resultan también utiles y necesarias para la investigacion. De hecho, muchos de los avances cientificos
obtenidos en los Gltimos afios en medicina son fruto de este tipo de estudios

Solicitamos su autorizacién para incorporar al Biobanc-Mur Nodo Area I del hospital el material biolégico
sobrante de las pruebas que, como parte del actual proceso asistencial, se le han realizado o se le van a
realizar en este centro, con el fin de que puedan ser utilizadas en investigacion biomédica.

Siguiendo lo establecido por la Ley 14/2007, de Investigacién Biomédica, la Ley Organica 15/1999, de Proteccién de
Datos Personales, y sus normas de desarrollo, le solicitamos que lea detenidamente este documento de informacién y
el consentimiento informado que se le adjunta al final para su firma, si est4 de acuerdo en participar en esta propuesta

(Qué es un biobanco?: Institucion para favorecer la investigacién y la salud.

Un biobanco es una institucién, regulada por leyes especificas, que facilita la investigacion biomédica, es decir, aquella
dirigida a promover la salud de las personas.

Las muestras incluidas en un biobanco pueden ser cedidas para investigaciéon en Medicina, siempre bajo la supervision
de un comité cientifico y otro de ética. Las muestras se cederan generalmente sin informacién personal asociada,
aunque a veces podra ser necesario el acceso a la historia clinica o al resultado de otras pruebas para completar la
investigacion.

La investigacién biomédica es, hoy en dia, un fenémeno global por lo que ocasionalmente estas muestras podran ser
cedidas a grupos de investigacion fuera de Espaiia, siempre que se cumplan los requisitos de la legislacion espafiola y
lo aprueben los correspondientes comités.

Muestras bioldgicas e informaciéon asociada: En ningiin caso se le practicardn mds pruebas de las
imprescindibles para su adecuada atencion médica.

Se guardara y dispondra del material biolégico sobrante que se le extraiga durante el proceso asistencial (muestras de
sangre, liquidos bioldgicos y/o tejidos), sin que este hecho le cause molestias adicionales. La donaciéon de muestras
excedentes de este proceso asistencial no impedira que usted o su familia puedan usarlas, cuando sea necesario por
motivos de salud, siempre que estén disponibles. Las muestras y la informacion asociada a las mismas se custodiaran
y/o guardaran en el Biobanco Biobanc-Mur Nodo Area I del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca
hasta su extincién. Este Biobanco forma parte como nodo de la Red Temadtica de Investigacién Cooperativa (RETIC) de
Biobancos del Instituto de Salud Carlos III con la referencia RD09/0076/00065, y est4 en proceso de Registro con el
desarrollo de la normativa regional de Biobancos que aplica la normativa nacional.

Este biobanco acoge colecciones organizadas de muestras biolégicas e informacién asociada en las condiciones y
garantias de calidad y seguridad que exige la legislacién anteriormente referida y los cédigos de conducta aprobados
por los Comités de Etica. Dichas muestras y su informacién asociada quedan disponibles para aquellos investigadores
que lo soliciten al biobanco.

Egﬂm =)
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Cualquier estudio de investigacién para el que se solicite la utilizacion de estos datos o muestras debera disponer
siempre de la aprobacién del Comité de Etica de la Investigacién (CEI) competente, que velara para que los
investigadores desarrollen sus estudios siguiendo siempre las mas estrictas normas éticas y legales. Ademas, el comité
cientifico del biobanco garantizara que los proyectos sean de excelencia cientifica.

A partir de las muestras donadas, en los casos en que la investigacion lo requiera, se realizarin estudios genéticos, y a
partir de ellos se puede obtener informacion acerca de su salud y la de sus familiares. Siempre se actuara velando por
la proteccion de esta informacion (ver apartado de proteccién de datos y confidencialidad).

Por este consentimiento, los responsables del Biobanco del Hospital podran consultar su historial clinico, solamente en
el caso de que ello sea imprescindible para la realizacion del proyecto para el que se soliciten las muestras y previa
autorizacion por parte del Comité de Etica correspondiente.

En caso de ser necesaria alguna muestra adicional, la institucién sanitaria se podria poner en contacto con usted para
solicitarle nuevamente su colaboracién. En este caso se le informara de los motivos y se le solicitard de nuevo su
consentimiento.

Proteccion de datos y confidencialidad: Las muestras se conservardn codificadas.

Los datos personales que se recojan seran obtenidos, tratados y almacenados cumpliendo en todo momento el deber
de secreto, de acuerdo con la legislacién vigente en materia de proteccién de datos de cardcter personal.

La identificacién de las muestras biolégicas del Biobanco sera sometida a un proceso de codificacion. A cada muestra
se le asigna un cddigo de identificacién, que sera el utilizado por los investigadores. Unicamente el personal autorizado
por el biobanco podra relacionar su identidad con los citados c6digos. Mediante este proceso los investigadores que
soliciten muestras al biobanco no podran conocer ningin dato que revele su identidad. Asimismo, aunque los
resultados obtenidos de la investigacién realizada con sus muestras se publiquen en revistas cientificas, su identidad
no sera facilitada. En aquellos estudios en los que no se prevean resultados potencialmente ttiles para su salud, y de
acuerdo con el correspondiente Comité de Etica, las muestras y datos podran ser anonimizadas, es decir, no habra
ninguna posibilidad de volver a asociar la muestra con su identidad.

Sus muestras y los datos clinicos asociados a las mismas, pasaran a formar parte del fichero del Biobanco, inscrito en la
Agencia de Proteccién de datos.

Responsable del fichero : Fundacion para la Formacidn e Investigacion Sanitarias de la Region de Murcia.
Direccion Postal: Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30003 Murcia

Usted podréa ejercer sus derechos de acceso, rectificacién, cancelacién y objecién, asi como obtener informacién sobre
el uso de sus muestras y datos asociados, dirigiéndose a:

Fundacién para la Formacion e Investigacion Sanitarias de la Region de Murcia
Responsable del nodo Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30003 Murcia
Tel.: 968359757 E-mail: juanp.serna@carm.es

Cardcter altruista de la donacién. La cesion de muestras biolégicas que usted realiza al Biobanco del
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca es gratuita.

La donacién tiene por disposicion legal cardcter altruista, por lo que usted no obtendra ni ahora ni en el futuro ningtin
beneficio econémico por la misma, ni tendra derechos sobre posibles beneficios comerciales de los descubrimientos
que puedan conseguirse como resultado de la investigacién biomédica. Sin embargo, los conocimientos obtenidos
gracias a los estudios llevados a cabo a partir de su muestra y de muchas otras pueden ayudar al avance médico y, por
ello, a otras personas.

It
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Participacién voluntaria. Su negativa NO repercutird en su asistencia médica, presente o futura

Su participacion es totalmente voluntaria. Si firma el consentimiento informado, confirmard que desea participar.
Puede negarse a participar o retirar su consentimiento en cualquier momento posterior a la firma sin tener que
explicar los motivos y esto no repercutira negativamente en su asistencia médica, presente o futura.

Revocacion del consentimiento: si usted decide firmar este consentimiento, podrd también cancelarlo
libremente.

Si en un futuro usted quisiera anular su consentimiento, sus muestras biolégicas serian destruidas y los datos
asociados a las mismas serian retirados del biobanco. También podria solicitar la anonimizacién de las muestras, en
cuyo caso se eliminaria la relacién entre sus datos personales (que revelan su identidad) y sus muestras biolégicas y
datos clinicos asociados. Los efectos de esta cancelacién o anonimizacién no se podrian extender a la investigacién que
ya se hubiera llevado a cabo.

Si deseara anular su consentimiento, deberad solicitarlo por escrito al Director del Biobanco, en la direccién
anteriormente indicada.

Informacién sobre los resultados de la investigacién: se le proporcionard informacién si usted desea

recibirla

En el caso de que usted lo solicite expresamente, el Biobanco podra proporcionarle informacién acerca de cudles son
las investigaciones en que se han utilizado sus muestras y de los resultados globales de dichas investigaciones, salvo en
el caso de cancelacién o anonimizacion.

Los métodos utilizados en investigacion Biomédica suelen ser diferentes de los aprobados para la practica clinica, por
lo que no deben de ser considerados con valor clinico para usted. Sin embargo, en el caso que estas investigaciones
proporcionen datos que pudieran ser clinica o genéticamente relevantes para usted e interesar a su salud o a la de su
familia, le serdn comunicados si as{ lo estima oportuno. Asimismo, podria darse el caso de obtenerse informacién
relevante para su familia, le corresponderd a usted decidir si quiere o no comunicéarselo. Si Ud. quiere que se le
comunique dicha informacién relevante debe consignarlo en la casilla que aparece al final de este documento.

Si usted no desea recibir esta informacién, tenga en cuenta que la ley establece que, cuando la informacién obtenida
sea necesaria para evitar un grave perjuicio para la salud de sus familiares biolégicos, un Comité de expertos estudiara
el caso y debera decidir si es conveniente informar a los afectados o a sus representantes legales.

Por favor, pregunte al personal sanitario que le ha comunicado esta informacion sobre cualquier duda que
pueda tener, ahora o en el futuro, en relacion con este consentimiento. Asimismo, puede comentar sus
dudas con su médico, quien le pondra en contacto con el personal sanitario autorizado.

Le agradecemos su desinteresada colaboracion con el avance de la ciencia y la medicina. De esta forma estd
usted colaborande a vencer las enfermedades y ayudar a multitud de enfermos actuales y futuros.

£ Biobanc-Mur. Biobanco en Red de la Region de Murcia
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8.4. ANEXO IV. Consentimiento informado.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

UTILIZACION DE DATOS CLiN[CO’S Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL
PARA INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO

Nombre y Apellidos (donante).........ococowinncieininns Persona del centro que informa

Edad: Sexo: BN vvvcsussisassamsmsunnianis By

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Area | en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacién esta hoja

El abajo firmante autoriza al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material bioldgico sobrante
de las pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean
incorporadas en el Biobance Biobanc-Mur Nodo Area I, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a
cabo proyectos de investigacion biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica
de Investigacién competente. Esta autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente y haber lefdo la
informacién adjunta.

Confirmo que:

1. Autoriza al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material biologico sobrante de las pruebas
que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean incorporadas en el
Biobanc-Mur Nodo Area I, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacion
biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacion competente.
Esta autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacién adjunta.

ast ONO
2. Desea que se le comunique la informacién derivada de la investigacion que realmente sea relevante y aplicable para
su salud o la de su familia st OnNo Teléfono o E-mail de contacto.......uvnesiiciiicincns
3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacion o muestras bioldgicas adicionales

asI ONO Teléfono o E-mail de contacto: ........c.ccoovmveneeievneneneien

4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:

DONANTE PERSONA QUE INFORMA

Firma Firma

| R, il scannet A By v o cannin B uvassss
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CONSENTIMIENTO INFORMADO ANTE TESTIGOS

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

Nombre y Apellidos (donante).......cccoceicniciieniaaee Persona del centro que informa

Edad: Sexo: | s DNI:

Nombre y apellidos del testigo que firma...

Relacion con el donante:........coceoeeiioiemvenieceneencenas

Si ha comprendido la informacion que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Area | en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacién esta hoja

El abajo firmante confirma que el donante:

1. Autoriza al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material biologico sobrante de las pruebas
que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean incorporadas en el
Biobanc-Mur Nodo Area I, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacion
biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacion competente.
Esta autorizacion la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacion adjunta.

ast ONOo

2. Desea que se le comunique la informacion derivada de la investigacion que realmente sea relevante y aplicable para
su salud o la de su familia asi1 ONo Teléfono o E-mail de contacto........coeennrenicnnennecvncnnae
3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras biolégicas adicionales

st ONO Teléfono o E-mail de contacto: ........ccevieiiiisisiciiiinicinnns

4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:

5. Me autoriza a firmar en su nombre.

TESTIGO PERSONA QUE INFORMA

Firma Firma

ENueeeeeereieennenny @eeeees Q8 ceieeiiere QCorreeenanns
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MENORES

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

Nombre y Apellidos (donante).......cc.c i cieesinniaminescasanics Persona del centro que informa
Edad: Sexo: Dzt DN s e
Nombre y apellidos del tutor legal que firma 11111 ————

Relacion con el donante:.........oeenevneninnesnensnnnes

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Area | en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacién esta hoja

El abajo firmante autoriza al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material biolégico sobrante
de las pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean
incorporadas en el Biohanco Biobanc-Mur Nodo Area I, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a
cabo proyectos de investigacién biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica
de Investigacion competente. Esta autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la
informacion adjunta.

El abajo firmante confirma que:

1. Se me ha informado que, llegada la mayoria de edad de mi representado, este tendra derecho a revocar o modificar
este consentimiento, para lo cual deberd estar debidamente informado. En caso de que no ejerza dicho derecho, se
considerara que el actual documento de consentimiento informado sigue vigente.

ast ONO

2. Desea que se le comunique la informacion derivada de la investigacion que realmente sea relevante y aplicable para
su salud o la de su familia sl OONOo Teléfono o E-mail de contacto..........ccocviniiniiniininincans
3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras biolégicas adicionales

ast ONO Teléfono o E-mail de contacto: ...

4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:

5. Me autoriza a firmar en su nombre.

TUTOR ASENTIMIENTO DEL MENOR | PERSONA QUE INFORMA
CAPACITADO
Firma Firma Firma
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UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

POR EL DONANTE:

Yo, D./Diia. CONDNI ..o e anulo el consentimiento

prestado en fecha de 8 2B as vy no deseo proseguir la donacién voluntaria al biobanco Biobanc-

Mur Nodo Area I, que doy por finalizada al dia de hoy.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE MIS DATOS PERSONALES.
La muestra quedard anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de investigacion.

[0 SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:
En d.i.ade e 20
POR EL TUTOR/REPRESENTANTE LEGAL DEL DONANTE:
Yo, D./Diia. BTN cnssmonissmvomismonisig , Como representante legal de
D/DAA. cevrercernnserereneriessnssnssrsnsenesesseeseny COI DNLiiiiii e ,anulo el consentimiento prestado en
fecha de de 20......y no deseo proseguir la donacién voluntaria al biobanco Biobanc-Mur Nodo Area I,

que doy por finalizada al dia de hoy.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.
0 SOLICITO ELIMINACION SOLO L.OS DATOS PERSONALES.
La muestra quedard anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de investigacion.
O SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.
Fdo.:

En a....de de 20.........

Biobanc-Mur. Biobanco en Red de la Regién de Murcia
Red Nacional de Biobancos - ISCIIL Versién julio 2012
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8.5. ANEXO V. Escalas de riesgo quirurgico en cirugia cardiaca

EuroSCORE I Logistico

Factores dependientes del paciente
Edad (anos). Por cada 5 afios en > 60 anos
Sexo (femenino)
Creatinina > 200 pmol/L
Arteriopatia extracardiaca
Enfermedad pulmonar crénica (con esteroides o inhaladores)
Disfuncién neurolégica con afectaciéon a la deambulacion o la vida
diaria
Cirugia cardiaca previa con apertura de pericardio

Endocarditis activa

Situacién preoperatoria critica: taquicardia ventricular, muerte
subita abortada, uso de inotropos, baléon de contrapulsacion, masaje
cardiaco,...

Factores cardiacos
Angina inestable que requiere de nitratos intravenosos
Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo 30-50%
Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo <30%
Infarto agudo de miocardio reciente <90 dias

Presion sistolica pulmonar >60 mmHg

Factores quiruargicos
Emergencia
Cirugia distinta a coronaria aislada
Cirugia sobre la aorta toracica

Rotura septal postinfarto

Puntuacion

1
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EuroSCORE 11

Incluye las siguientes variables clinicas:

* Edad en afos cumplidos.

* Sexo.

* Insuficiencia renal basada en el aclaramiento de creatinina calculada con la formula de

Cockcroft-Gault.

a. Aclaramiento normal (> 85 ml/min).
b. Aclaramiento moderadamente disminuido (50-85 ml/min).
c. Aclaramiento severamente disminuido (<50 ml/min).
d. En tratamiento de didlisis, independientemente del aclaramiento.
 Afectacion arterial extracardiaca definida como:
a. Claudicacion.
b. Ateromatosis carotidea con estenosis >50%.
c. Amputacion de miembros inferiores por arteriopatia.
d. Intervencion previa o planeada sobre la aorta abdominal, arterias de extremidades o
cardtidas.

* Importante dificultad de movilidad por severa afectacién neurologica o musculoesquelética.

+ Cirugia cardiaca previa.

* Enfermedad pulmonar crénica definida como necesidad de tratamiento con esteroides o
broncodilatadores.

» Endocarditis activa (paciente con tratamiento antibidtico en el momento de la cirugia).

» Estado preoperatorio critico, definido como la presencia de muerte subita resucitada,
arritmia ventricular sostenida, necesidad de masaje cardiaco preoperatorio, ventilacion
mecanica preoperatoria, necesidad de inotropos o balén de contrapulsacion adrtica
preoperatorio, anuria u oliguria preoperatoria (aclaramiento de creatinina <10 ml/h).

* Diabetes en tratamiento con insulina.

* Clase funcional de la New York Heart Association.

* Angina en reposo.
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* Funcion ventricular izquierda clasificada en cuatro categorias seglin la fraccion de eyeccion
del ventriculo izquierdo (FEVI):
a. FEVI >50%.
b. FEVI 31-50%.
c. FEVI 21-30%.
d. FEVI <21%.
* Infarto de miocardio en los 90 dias previos.
* Hipertension arterial pulmonar clasificada en tres categorias:
a. PSAP <31 mmHg.
b. PSAP 31-55 mmHg.
c. PSAP > 55 mmHg.
* Prioridad de la intervencion quirargica:
a. Electiva (ingreso rutinario para intervencion).
b. Urgente (pacientes no ingresados especificamente para la intervencion pero que
necesitan la operacion en el mismo ingreso por motivos clinicos y no pueden ser
dados de alta sin una intervencién definitiva).
c. Emergente (operacion antes del inicio del siguiente dia laborable).
d. De salvamento (pacientes con masaje cardiaco antes de llegar al quiréfano; no
incluye las maniobras de resucitacion tras la induccion anestésica).
» Complejidad de la intervencion quirdrgica
a. Cirugia de revascularizacion coronaria aislada.
b. Una sola intervencion diferente a la revascularizacion coronaria.
c. Dos procedimientos.
d. Tres o mas procedimientos.

* Cirugia de la aorta toracica.

Tomado de Nashef SA, Roques F, Michel P, et al. European system for cardiac operative risk

evaluation (EuroSCORE). Eur J Cardiothorac Surg. 1999; 16: 9—13.
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