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Introduccidn

1. INTRODUCCION

1.1. Principios basicos y nuevos conceptos de hemostasia.

El manejo de la hemostasia siempre ha sido un reto en la cirugia, en tanto en cuanto el
conocimiento de los mecanismos basicos de trombosis y fibrinolisis han supuesto un
factor determinante en el prondstico de los pacientes que se someten a intervenciones de
cirugia mayor.

Conocemos la hemostasia como el conjunto de acontecimientos que protegen al
organismo frente a una pérdida sanguinea, bien sea por un trauma fortuito, bien generado
por una intervencion quirirgica. Las primeras referencias de la hemostasia datan de hace
dos milenios cuando el filésofo Platon ya describi6d que la sangre formaba “fibras” cuando
abandonaba el calor del cuerpo. No fue hasta el siglo diecinueve cuando empezaron a
describirse los mecanismos de coagulacion de forma similar a como hoy es entendida,
gracias al descubrimiento de las plaquetas y su funciéon en la hemostasia. El gran
desarrollo de la ciencia en este campo no lleg6 hasta el siglo veinte, en el que acontecieron
la mayoria de los descubrimientos relevantes sobre coagulacion, y que sent6 las bases del
modelo clasico de coagulacion. Se empezd a relacionar al factor tisular derivado del
endotelio con la conversion de protrombina en trombina en presencia de un i16n
imprescindible, el calcio, a través de reacciones calcio dependientes en respuesta a las
noxas vasculares que generasen agresion al mismo endotelio'.

De forma clasica la hemostasia ha sido entendida como una via metabdlica efectora
encaminada a la obtencion de un coagulo estable capaz de ocluir la solucion de
continuidad del endotelio e impedir la pérdida sanguinea.

En su concepcion clasica la hemostasia se divide en dos fases: hemostasia primaria y
secundaria, en la cual las principales protagonistas eran las plaquetas. Bajo ese prisma, la
hemostasia primaria es la encargada de generar el tapon hemostatico plaquetario inicial,
mientras que la hemostasia secundaria o fase de coagulacion sanguinea, permite la
formacion de un coagulo estable rico en fibrina que logre controlar la agresién endotelial.
La via de la coagulacion ha sido entendida como una cascada de reacciones metabodlicas
acopladas en la que la activacion de un factor implica la activacion del sucesivo y permite
llevar a cabo la obtencion del tapén hemostatico estable.

El modelo clasico de coagulacion propone una serie de pasos concatenados que formaban
una reaccion en cascada enzimatica. En ésta, la activacion de un factor de coagulacion

activaba al siguiente hasta llegar a la generacion de trombina, que convierte el fibrindgeno
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Introduccidn

(proteina soluble en plasma) en fibrina (proteina insoluble), componente fundamental del
coagulo. Esta cascada puede activarse a través de dos vias diferenciadas que confluyen
en la etapa final o via comun.

La hemostasia primaria era la encargada de generar el tapon hemostatico plaquetario
inicial y la hemostasia secundaria el coagulo definitivo. El desequilibrio de la hemostasia,
bien sea por falta o ausencia de factores o de activacion, predispone a enfermedades por
deficiencia como la hemofilia que se traducen en predisposicion al sangrado, o por
activacion exagerada que se manifiesta como fendmenos trombdticos como la trombosis

venosaZ>.

Siguiendo la vision clésica, existirian dos vias de activacion, la intrinseca iniciada por el
factor XII y la extrinseca iniciada a su vez por el complejo factor tisular (FT)/factor VII.
Ambas vias desembocarian en un elemento o via comun a nivel del factor X activado
(Xa). El complejo protrombinasa (factor Xa-Ca’*-factor Va) seria el encargado de
favorecer la generacion de trombina y la formacion de fibrina en superficies fosfolipidicas

(figura 1).

VIA INTRINSECA VIA EXTRINSECA

Factor XII

Factor XI — Factor Xla Factor VIl a / Factor tisular

Factor IX — IXa

|

Factor X — Factor Xa «—  Factor X

Protrombina————» Trombina

Fibringeno —— Fibrina

Figura 1. Esquema de la cascada de la coagulacion. Pdramo et al 2009.

Este esquema clasico sigue teniendo vigencia para explicar las pruebas de laboratorio, ya
que el tiempo de protrombina (TP) se utiliza para monitorizar la via extrinseca y el tiempo
de tromboplastina parcial activado (TTPA) para la via intrinseca. No obstante, estd

demostrado que ambas vias no actuan de forma independiente, entre otras razones por el
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Introduccidn

hecho de que el complejo FT/VII ademas de activar el factor X, también activa el factor
IX. Este hecho confiere a la via extrinseca mayor importancia fisiopatoldgica in vivo>*.
Sin embargo, los estudios que se han ido desarrollando a partir del esquema clasico, nos
demuestran que, en los mecanismos de coagulacion, el componente celular adquiere gran
relevancia. Es mads, segin sugieren las investigaciones posteriores al postulado del
modelo clasico, la hemostasia no se concibe como tal sin el concurso de las plaquetas’.
Siguiendo esta linea de investigacion, hemos aprendido que, por ejemplo, el FT, también
conocido como tromboplastina o CD142, es una glicoproteina transmembrana que
también se expresa en la superficie de células endoteliales y monocitos activados y, a su
vez en cé€lulas ajenas a la coagulacion como células musculares, fibroblastos,
queratinocitos, c€lulas del epitelio glomerular, astrocitos, miocardiocitos, y células del
estroma hepatico. Este CD142 es un receptor de alta afinidad por el factor VII, que actaa
en el inicio de la via extrinseca. Adicionalmente, ha sido implicado en procesos tan
dispares como la etiopatogenia de la sepsis, aterosclerosis o cancer®”’.

Ademas, hay diversas células en el organismo que expresan proteinas procoagulantes y
anticoagulantes, y receptores transmembrana que intervienen en la hemostasia, lo que
sugiere que los procesos hemostaticos son muy complejos e incluyen mas componentes

celulares y proteicos de lo propuestos por el modelo clasico.

En lineas generales, la vision mas moderna del proceso de hemostasia incluye tres etapas
que, lejos de ser independientes, estan conectadas entre si. Una fase de inicio en la que se
genera una pequefia cantidad de factores de coagulacion activos, una fase de
amplificacion en la cual los factores de coagulacion activos incrementan su concentracion
y una fase de propagacion donde estos factores se unen a la membrana de las plaquetas'?.
La Fase de iniciacion, clasicamente conocida como via extrinseca de la coagulacion, tiene
su inicio cuando el vaso se rompe y algunas células como fibroblastos o células del
musculo liso salen al torrente sanguineo. Estas expresan FT que actiia como cofactor del
factor VII, interviniendo en su activacion en forma de VIla, con la consecuente
generacion de factor Xa, IXa y trombina, que iniciaria el proceso. Cabe decir, que el factor
Vlla carece practicamente de actividad sin la presencia del FT, es decir, la actividad del
factor Vlla depende del FT, conformando un complejo independiente de actuacion.

Es por ello por lo que el FT es considerado el iniciador de la coagulacion. Esta proteina

es muy versatil dado que se expresa en la membrana de varios tipos celulares, como

17



Introduccidn

monocitos y células endoteliales, pudiendo tener un papel importante en el proceso de
inflamacion e incluso en la interaccion entre los procesos tromboticos e inflamatorios.
Una vez conformado, el complejo FT/VIla activa los factores IX y X. El factor Xa
combinado con el factor Va (complejo protrombinasa) en la superficie celular produce la
conversion de protrombina (Factor 1) en una pequefia cantidad de trombina, que seran
los impulsores de la activacion plaquetaria y factor VIII de la siguiente fase®®.

Los complejos protrombinasa tienen la capacidad de migrar a distancia, y por tanto
extender su actividad procoagulante, sin embargo, existen factores reguladores que
controlan e inhiben a dichos complejos, como es el caso de la antitrombina (AT) y de la
proteina inhibidora del factor tisular (TFPI), que es un claro ejemplo de proteina
inhibidora de proteasa tipo Kunitz (TFPI), que impiden ademads la migracion a distancia
de estos complejos'®!!. No ocurre asi con el FIXa que al no ser objetivo del TFPI si puede
expresarse en otras superficies a distancia para participar mas activamente en la fase de

propagacion.

X
[
XO x

rFVIIa II (

INICIACION

Figura 2A. Fase de iniciacion. Pdramo et al 2009.

Fase de amplificacion: Las plaquetas adheridas al vaso lesionado son activadas por la
trombina acumulada, ademas de convertir el FV (proacelerina) en FVa que tiene como
efecto la amplificacion de la actividad protrombinasa, convirtiendo el factor VIII en factor
Vllla. El factor VIlla, en la superficie de las plaquetas, se comporta como cofactor del
factor IXa para generar factor Xa. La trombina también ejerce su accion convirtiendo el

factor XI en Xla.
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o

/

\/
@ Plaqueta

Plaqueta activada

AMPLIFICACION

Figura 2B. Fase de amplificacion. Paramo et al 2009.

Fase de propagacion: Sibien, como hemos visto, la fase de inicio se da en las superficies
donde se expresa FT, esta fase se caracteriza por desarrollarse en superficies donde
existan fosfolipidos procoagulantes, como en la superficie de plaquetas activadas.

En esta fase se cataliza la generacion del factor Xa a través del complejo “tenasa” (VIlla,
[Xa, Ca®" y fosfolipidos), mientras que el complejo “protrombinasa” (Xa, Va, Ca>" y
fosfolipidos), teniendo como soporte estructural y funcional la superficie de las plaquetas,
cataliza la conversion de protrombina en trombina en grandes cantidades, necesarias para
la generacion de un coagulo estable de fibrina. La trombina, asimismo, activaria al factor
XIII o factor estabilizador de fibrina y a un inhibidor fibrinolitico (TFPI) necesarios para

que el coagulo formado de fibrina sea resistente a la lisis®!°.

A pesar del papel tan decisivo y versatil de la trombina, todos los factores de coagulacion
que participan en esta fase son muy importantes. Por ejemplo, la ausencia de los factores
VIII o IX lleva a que se produzcan enfermedades hemorragicas tales como la hemofilia
A y hemofilia B respectivamente, dato que nos da a entender la tremenda importancia que

tienen estos factores en el proceso normal de la hemostasia.
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laqueta activada

PROPAGACION

Figura 2C. Fase de propagacion. Paramo et al 2009.

Figura 3. Cascada de la coagulacién. Tras el dafio endotelial, el FT se expone al
torrente sanguineo y se une al factor VII que se activa al factor VIla. El complejo
TF-VIla permite la activacion posterior del factor X y la protrombina, después de
lo cual, pequeiias cantidades de trombina activan el circuito de retroalimentacion
del factor XI-IX en la superficie de las plaquetas. El factor IXa activara el factor
X adicional. Simultdneamente las trazas de trombina activardn los factores VIII
(cofactor del X), lo que mejora la actividad catalitica de los factores IX y X.
Finalmente, la trombina (Ila) conduce al depésito de fibrina. Paralelamente, la
liberacion local de polifostato (poliP) por las plaquetas activadas puede estimular
adicionalmente la activacion del XII, V y XI e inhibir la lisis del codgulo. Versteeg
etal.2013.

Fase de terminacion: Una vez se ha formado el coagulo de fibrina, el proceso de
coagulacion debe ser detenido con vistas a inhibir y evitar la obstruccion vascular
completa con un tapon plaquetario del diametro de la luz vascular. Si no se detuviese,
esta respuesta difundiria a través de todo el lecho vascular degenerando en un fallo masivo

de aporte vascular y colapso trombotico de todo el arbol vascular arterial.

20



Introduccidn

Por este motivo el organismo dispone de mecanismos naturales que controlan el proceso
de coagulacion. Dentro de estos mecanismos podriamos destacar tres agentes
anticoagulantes que permiten regular la cascada de coagulacion una vez se ha obtenido el
trombo estable. Uno de ellos es la antitrombina (ATIII), que inhibe la actividad de la
trombina y las proteasas que exponen la fosfatidilserina en las superficies celulares como:
FIXa, FXa, FXlay FXIla. Esta antitrombina es activada tras la union de ciertas moléculas,
que actian como cofactores (un claro ejemplo es la “heparine-like proteins” por su
similitud estructural a la misma), a células endoteliales. Otros agentes anticoagulantes
que juegan un papel regulador importante son las proteinas C y S, que actuan inactivando
a los factores procoagulantes FVa y FVIIIa.

La proteina C es una glicoproteina plasmatica, que depende de la vitamina K, cuya
principal funcion es la anticoagulacion mediada por la inhibicion del FVa. Su efecto se
ve potenciado por la proteina S, que actia como cofactor. La proteina C es activada
mediante el complejo trombina-trombomodulina que se forma en la superficie de las
células endoteliales integras o no dafnadas.

La importancia de la proteina S como cofactor de la proteina C es que hasta el 30% de la
misma circula de forma fisioldgica en el plasma. El resto, estd unida al factor C4b del
complemento. Esta circunstancia es de gran interés fisiopatoldgico ya que durante los
procesos inflamatorios puede haber un aumento del factor C4b del complemento
(proteina de fase aguda) que se activara con la activacion de la via clasica del
complemento, lo que puede llevar a una menor biodisponibilidad de la proteina S y por
tanto a un menor control de los procesos de coagulacion que puede resultar en un mayor
riesgo de desarrollar procesos tromboticos. Esto demuestra nuevamente como la
coagulacion y agregacion plaquetaria estdn intimamente relacionadas con la respuesta
inflamatoria.

Por otro lado, es también de vital importancia, dentro de los mecanismos de control de
los procesos de coagulacion, la proteina inhibidora de la via del factor tisular (TFPI),
proteina también secretada por el propio endotelio y que inactiva la formacion de
complejos FXa y TF-FVIla, deteniendo de forma casi inmediata el inicio de la
coagulacion'!3,

Por todo ello podemos indicar que la interaccion del endotelio sano e integro con los
distintos agentes, tanto celulares como proteicos, que participan en el proceso de la
coagulacion, constituye el principal mecanismo regulador y que puede evitar una

activacion masiva, exagerada o sistémica del proceso de la coagulacion y de la agregacion
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plaquetaria, ya que esta situacion podria llevar a estados patoldgicos como la coagulacion

intravascular diseminada.

INICIACION AMPLIFICACION PROPAGACION TERMINACION

Agresion endotelial Las plaquetas son Aumento de la La activacion de la
y activacion de activadas por la trombina. produccion de la coagulacion esta
células circulantes. | Exposicion de FVa, FVIII actividad de la limitada para impedir la
Activacion mediada | y FXI como cofactores en trombina. obstruccion trombotica
por FVIlay FT. la superficie plaquetaria. Estabilizacion del de la luz del endotelio y
trombo. Cese del permitir el aporte
sangrado. vascular normal.

Figura 4. Resumen de las cuatro fases de la coagulacion segun el modelo actual de la teoria de la coagulacion basada
en la célula. James P. Riddel et al. 2007.

De manera que, ahondando en esta ultima vision de la coagulacidn, y segin recientes
estudios en ratones, parece ser que la via intrinseca (FXI-FXII), se activa practicamente
en paralelo a la via extrinseca. En este sentido podemos encontrar tres activadores
biologicos de la via intrinseca: el colageno', los polifosfatos'® y las trampas
extracelulares de neutrofilos (TEN)!.

Los polifostatos se unen al FXII para activarlo, y éste a su vez estimula a la calicreina,
FIX y a otros factores de coagulacion.

La activacion del FXII por los polifosfatos no parece estar implicada en la velocidad de
formacion del codgulo sino mas bien en la estabilidad del mismo, participando
fundamentalmente en la fase de propagacion. Por lo tanto, los niveles altos de FXII estan
relacionados con un aumento del riesgo de trombosis y los niveles bajos con inestabilidad
del coagulo que predispone a la embolizacion. Ejemplo paradojico, en el que tanto el
déficit como el exceso del factor tienen efectos procoagulantes o trombdticos y no
prohemorragicos.

También se han asociado los polifosfatos como cofactores para la activacion de FV y FXI
mediados por protrombina, inhibiendo la fibrinolisis del coagulo.

La no separacion de vias intrinseca y extrinseca, como se ha comentado, es debida a la
falta de diferenciacion en la activacion de los factores de la coagulacion, pues no se

produce de forma estanca, sino mas bien de forma sincronica e interrelacionada.
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De esta forma, la concepcion actual de la hemostasia es un modelo més dindmico e
interrelacionado, de enfoque celular, en el que es de vital importancia la intervencion de
la funcion y presencia de las plaquetas, més alld del tapén hemostatico inicial
tradicionalmente vinculado.

Este nuevo papel de las plaquetas, con un mayor peso o importancia en la regulacion de
la hemostasia, contrasta con el hecho de que las plaquetas fueron los Gltimos elementos
formes de la sangre en ser descritos. De la historia de las plaquetas, Alfied Donne (1801-
1878) es considerado su descubridor, aunque a su coetaneo George Gulliver (1804-1882)
también se le vinculd con el descubrimiento. Sin embargo, aunque las primeras
descripciones daten del siglo XIX, no fue hasta finales del siglo XIX cuando Giulio
Bizzozero (1841-1901) las aislo de los trombos e identifico la hemostasia y la trombosis
como procesos andlogos.

Las plaquetas son estructuras celulares enucleadas de 1-2 um, derivadas de la maduracion
y fragmentacion de los megacariocitos, cuyos precursores son originados en la médula
Osea, y que se acumulan en areas de agresion endotelial para la formacion del trombo.
El intervalo fisiologico de las plaquetas es de 150-400 x 10%/1. Un adulto sano produce
cada dia una media de alrededor de 1 x 10'! plaquetas. La vida media de las plaquetas es
de 7 a 10 dias, y en esa secuencia se produce una disminucion de los residuos de RNA
contenidos ademds de una disminucion de su afinidad, reactividad y funcién, hasta la
senectud y degradacion por el sistema fagocitico mononuclear!*!3,

Las plaquetas circulan de forma fisioldgica en forma no activa y expresan en su superficie
pocas de las moléculas que, en estado activo van a facilitar su interaccién con otras
plaquetas y células. Ademas, tienen la capacidad de interaccionar con patdgenos
bacterianos e incluso expresar receptores del complemento, interviniendo asi en la
respuesta inflamatoria y en la inmunogenicidad del organismo. De hecho, las plaquetas
expresan y almacenan unas proteinas con funcion antibacterianas llamadas
trombocidinas'>',

Las plaquetas contienen distintos tipos de granulos que, en funcién de su contenido y su
ultraestructura, se pueden diferenciar en tres tipos: 1) Los granulos densos (almacenan
mediadores proagregantes); 2) los granulos o (contienen factores de crecimiento y
proteinas de activacion); y 3) los lisosomas (elastasas y proteasas que degradan la matriz
extracelular).

La liberacion de los granulos densos se produce por exocitosis para la liberacion de

factores proagregantes tan importantes como: adenosin difosfato (ADP), adenosin

23



Introduccidn

trifosfato (ATP) y serotonina, ademas de otros agentes que participan en la coagulacion
como: fosfato inorganico, polifosfatos y calcio. E1 ADP es esencial como cofactor de la
agregacion plaquetaria. El calcio liberado por la plaqueta es necesario para la formacion
de fibrina, mientras que los polifosfatos actian como elementos reguladores en la
coagulacion y en el sistema fibrinolitico reaccionando con el factor XII. La serotonina
genera vasoconstriccion e interviene en la activacion de las propias plaquetas'”.

La secrecion de los granulos a se produce por exocitosis para la liberacion de proteinas
como la P-selectina, que juega un papel fundamental en la activacion de las plaquetas y
permite la interaccion de estas con los globulos blancos, conectando como anteriormente
ya hemos comentado, los procesos de agregacion plaquetaria, coagulacion e inflamacion.
Los lisosomas, son lugares de almacenamiento de elastasas y otras proteasas que facilitan
la degradacion de la matriz extracelular. Dentro de la plaqueta cumplen una funcion
autofagica eliminando fragmentos citoplasmaticos.

Este modelo ademas de otorgar un papel muy importante a las plaquetas introduce un
nuevo elemento en el proceso de la coagulacion, que es el papel de las microvesiculas.
Por todo ello, este nuevo modelo de hemostasia, o “modelo celular de coagulacion”, es
considerado el mayor descubrimiento en el campo de la hemostasia de los ultimos 30
afios'*. Estas microvesiculas no son de reciente descubrimiento, ya que fueron descritas
anteriormente en la literatura como “microparticulas” con funciones no bien definidas en
la hemostasia.

Las microvesiculas, son vesiculas de membrana de entre 50 y 1000 nm que se pueden
liberar desde distintos tipos celulares aumentando la superficie de interaccion para la
activacion de reacciones de coagulacion siendo fuente de factores procoagulantes y
actuando como punto de inicio de la cascada de coagulacion.

Pueden ser entendidas de forma similar a micropliegues de membrana lipidica, que, como
las microvellosidades de otras estructuras celulares, aumentan la superficie de interaccion
en el mismo espacio que el resto de las membranas que carecen de microvesiculas, y que
encierran en su interior mediadores de la coagulacion, preformados, en una especie de
analogia a la estructura del botdn sindptico de las neuronas.

Las primeras descripciones de las microvesiculas datan de 1967'®. En una primera
instancia, fueron descritas como “polvo de plaquetas” aunque en realidad son pequefios
fragmentos de membrana que se desprenden de casi todas las células eucarioticas durante
la activacion o apoptosis!®?°. Pueden ser reconocidas por la expresion de diferentes

marcadores en su superficie, como por la presencia del antigeno CD41+.
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Cabe pensar, segun diversos estudios, que las microvesiculas ademas de proteinas y
lipidos de la membrana de la superficie, contienen acidos nucleicos (DNA y RNA),
incluyendo RNA mensajeros, micros RNAs, pequeiios RNA transportadores y RNA
largos no codificantes del interior celular?!'-?2.

En las células, los fosfolipidos anidonicos como la fosfatidilserina s6lo se encuentran en el
interior de la bicapa lipidica bipolar de la membrana, pero cuando se produce la apoptosis
de la célula y la liberacion de las microvesiculas la fosfatidilserina se traslada al exterior
de la membrana plasmatica, hecho que como veremos, adquiere una gran importancia en
la induccion de cascadas procoagulantes.

Como se ha demostrado, desde las primeras alusiones a su papel biologico y catalizador,
existen muchos factores que pueden servir como desencadenantes para la liberacion de
microvesiculas y muchos de ellos estan involucrados en procesos morbosos y en la
etiopatogenia de enfermedades cardiovasculares y metabolicas?’.

Basandonos en lo anterior, puede entenderse que la liberacion de estas microvesiculas
podria condicionar e intervenir de forma directa en el desarrollo y patogenia de estas
enfermedades metabolicas y cardiovasculares. A raiz de la integracion de las mismas en
la comprension de estas afecciones tan prevalentes, podrian surgir nuevas dianas
terapéuticas que actuasen no s6lo como tratamiento ante estadios no tributarios de
medidas conservadoras, sino que sirviesen como una via o forma de atenuar la expresion
clinica de las mismas, incidiendo de forma positiva en la disminucion del riesgo de
mortalidad cardiovascular.

Siguiendo en la linea de la coagulacion, las microvesiculas derivadas de plaquetas son
responsables directas del desarrollo de trombosis, ya que exponen en su superficie
glicoproteinas y fosfolipidos, entre ellos fostatidilserina, GP IIb/Illa (cuyo déficit es causa
de enfermedades prohemorragicas como la tromboastenia de Glanzmann) y P-selectina.
Ademas las microvesiculas derivadas de plaquetas podrian estar asociadas con factores
de coagulacion como el FT, el FVa, FVIlla y FIXa, que se expresan en la superficie de
la membrana lipidica, sirviendo de desencadenante de la activacion de plaquetas y dando

origen a la trombosis?*?’,
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Figura 5. Esquema representando vesiculas extracelulares: exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptoicos. Las
microvesiculas (conocidas anteriormente como microparticulas), son vesiculas de membrana de pequefio tamafio que
se liberan de la superficie de la membrana celular durante la activacion o apoptosis de todas las células eucarioticas.

Chen Yetal. 2018.
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Figura 6. Origen de varias clases de
vesiculas extracelulares. Los exosomas se
forman mediante la gemacion de la membrana
hacia el interior, formando vesiculas
intracelulares que se acumulan dentro de
cuerpos multivesiculares para su posterior
liberacion al exterior. Los cuerpos apoptoicos
se forman al final de la apoptosis, tras la
contraccion celular y pueden contener ADN
y/o organulos. Las MPs se forman a partir de
la membrana hacia el exterior. Burger et al.
2013.
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Existen microvesiculas que expresan FT, desencadenante de la activacion plaquetaria,
que puede proceder de tipos celulares como monocitos, plaquetas y células endoteliales.
Este tipo de microvesiculas que contienen FT son especialmente importantes, destacando
las que derivan de las plaquetas y los neutrofilos, sobre todo las que se generan tras la
interaccion entre ambos tipos celulares o tras la formacion de conjugados plaquetas-
neutrofilos, en el que se potencia mucho la generacion de dichas microvesiculas y la
actividad procoagulante.

Estas plaquetas con residuos fosforilados (fostatidilserina), pueden interaccionar con los
factores Va, VIII, IXa y Ila que inducen la formacion de trombina y ésta, la activacion de
nuevas poblaciones plaquetarias. De esta forma la interaccién con plaquetas portadoras
de estas microvesiculas aumentan la exposicion de nuevas microvesiculas que exponen
nuevos sitios de unidn y participan en la formacion de trombina, dando lugar a una
respuesta efectora y activadora exponencial?®.

La formacion de estas microvesiculas nos lleva a la definicion de otro concepto
importantisimo en el conjunto del modelo celular de la coagulacion que es lo que
Podoplelova (2016) describe como “coated platelets” o plaquetas recubiertas®. Estas
plaquetas constituyen una subpoblacidon dentro de las plaquetas activadas entre las que se
desarrolla el proceso de la coagulacion.

La trombina que se genera en el propio proceso de coagulacion ejerce una labor
determinante en la creacion de las plaquetas recubiertas, de forma que éstas exponen en
su superficie una alta concentracion de fostatidilserina (que confiere actividad
procoagulante y activadora de poblaciones plaquetarias) requerida para la aceleracion y
el progreso de la coagulacion.

La interaccion con esta amplia superficie procoagulante procedente de las microvesiculas
de las plaquetas recubiertas tiene como consecuencia una mayor produccion de trombina.
Este feed-back positivo entre trombina y plaquetas recubiertas, lleva a la produccion de
fibrina sobre la superficie de la plaqueta donde se expresa fostatidilserina.

La expresion de fostatidilserina es necesaria para la fijacion de fibrina. La existencia de
una subpoblacién de plaquetas que aumenta la concentracion y expone mas sitios de union
a la misma, las plaquetas recubiertas, y a su membrana rica en evaginaciones procedentes
de la degranulacion de las microvesiculas, permite amplificar de forma exponencial la
respuesta procoagulante sin necesidad de un mayor reclutamiento celular®.

Siguiendo este modelo celular de la coagulacion, y teniendo en cuenta la descripcion e

importancia de las microvesiculas que anteriormente describimos, las microvesiculas
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derivadas de plaquetas, que se van a formar en las invaginaciones de las plaquetas para
aumentar superficie de membrana procoagulante, son fragmentos de tamafio entre 100-
1000 nm que se liberan y evaginan en diversas condiciones tanto fisioldgicas como
patologicas?’.

Ademas, las referencias actuales permiten hablar no s6lo de plaquetas activadas y
recubiertas, sino que existen diferentes poblaciones de plaquetas asociadas con
potenciacion de las funciones de estas, entre las que se incluyen las plaquetas abombadas
o las recubiertas de fibrina, asi como las diferentes caracteristicas de estas en funcion del
envejecimiento celular.

Las plaquetas abombadas también tienen como caracteristica definitoria la expresion de
fostatidilserina en su superficie. Se componen de membrane ballooning o globo de
membrana donde las plaquetas adheridas a una superficie de coldgeno forman una
estructura de membrana con forma de balon que expone residuos de fosfatidilserina tras
la entrada de sodio y agua a la misma.

Como ya hemos comentado anteriormente las plaquetas recubiertas de fibrina son una
subpoblacion de plaquetas que se caracterizan por presentar una fina cubierta rica en
fibrina. Tras la exposicion a la fostatidilserina presente en otras plaquetas activadas, se
sirven de una transglutaminasa y de una integrina, la @283, para mediar la union de
fibrina y fosfatidilserina, adhiriéndose en la superficie de plaquetas ya activadas en
respuesta a la agresion tisular.

Por otra parte, ademads de las subpoblaciones de plaquetas activadas ya descritas, existen
algunas publicaciones en las que se alude al concepto de plaquetas aturdidas o
“bewildered”. Durante la fase aguda de un sindrome coronario, hay plaquetas cuyas
propiedades proteicas las presentan como “aturdidas”. Tienen un metabolismo energético
reducido y una menor expresion de algunas proteinas del citoesqueleto. El papel
fisiologico no se conoce todavia, pero, podrian actuar como limitadoras de la activacion
plaquetaria tras la rotura de la placa de ateroma. Ademas, es probable que dias antes de
romperse la placa, se estén formando desde los megacariocitos, inducidas por senales
que estarian relacionadas con la inflamacion de la placa que se va a desprender?®,

La actividad de las plaquetas y su intensidad también esta relacionada con la edad, y en
consecuencia con el envejecimiento celular.

En este sentido, con el envejecimiento celular, se aprecia un descenso de ARN circular
mas estable (Figura 7), comparado con las plaquetas mas jévenes, que son ricas en varias

especies de micro ARN que con el tiempo se van degradando®*°. Lo que si estd
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comprobado en animales, es que conforme aumenta en edad la plaqueta, ésta va perdiendo

la capacidad de secrecion y formacion de trombos?!.

Desialylation of || Activation of BAX-BAK
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Figura 7. Alteraciones plaquetarias durante el envejecimiento. Durante su tiempo en sangre las plaquetas sufren una
disminucion de su contenido en ARN y van perdiendo residuos de 4cido sialico de las glicoproteinas de membrana
celular, hecho que favorece la limpieza hepatica de las plaquetas. La activacion de la via BAX-BAK pro-apoptoica
en las plaquetas viejas genera la exposicion en la superficie de fostatidilserina, que sirve como sefial para que las
células fagociticas reconozcan y absorban a las plaquetas. Funcionalmente, las plaquetas mas viejas van perdiendo

respuesta de adhesion y agregacion. Van der Meijden 2019.
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Figura 8. Factores ambientales y plaquetarios que influyen en la heterogeneidad de las plaquetas en el
trombo. La heterogeneidad en la formacion del trombo esta influenciada por factores ambientales tales
como la dinamica del flujo sanguineo, la disponibilidad local de agonistas plaquetarios y el ambiente
vascular, asi como por factores intrinsecos propios de las plaquetas. El dafio endotelial expone las
proteinas de la matriz subendotelial del factor de von Willebrand y el colageno. La formacion de trombos
se inicia por la union de la plaqueta al colageno, concretamente en los receptores de la glicoproteina VI
y al factor de von Willebrand a través de las glicoproteinas Ib-V-IX. Agregada la plaqueta, la union del
fibrindgeno a la integrina activada allbp3 desencadena la agregacion. Son las plaquetas procoagulantes
las que exponiendo la fostatidilserina pueden generar trombina a partir de la protrombina; plaquetas
recubiertas han expuesto fosfatidilserina y una capa de fibrina en su superficie; las de secrecion completa
expresan P-selectina y las glicoproteinas CD63 y LAMP1 en la membrana exterior. Las plaquetas
activadas se encargan de segregar mediadores (ADP y tromboxano A2) para atraer plaquetas circulantes
al trombo que se esta formando. Pueden haber cambios ambientales debidos a una enfermedad que
afecten a la poblacion de plaquetas y a las respuestas, por ejemplo, por retroalimentacion positiva. Van
der Meijden 2009.
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Como vemos parece estar claro que existe una heterogeneidad funcional de las plaquetas,
y que, a pesar de ser concebidas con una sola estirpe celular, su accion e incluso su
desarrollo y maduracion celular va ligado a la expresion local de diferentes factores. Entre
estos factores se encuentran las integrinas y otras proteinas como el colageno o el
fibrindgeno.

Asi, segin recoge Van der Meijden (2009) en su articulo de revision sobre la biologia de
las plaquetas y su funcion, la formacién de proplaquetas (precursores de las plaquetas)
esta inhibida por el coldgeno tipo I a través de la glicoproteina VI y la integrina mientras
que el colageno tipo IV, el fibrindgeno y la fibronectina estimulan este proceso?2.
Mientras que la integrina o.231 inhibe la formacién de plaquetas y proplaquetas, la o233
induce la unidn de fibrina y fosfatidilserina.

Entre los factores locales que pueden condicionar la actividad de las plaquetas nos
encontramos proteinas tan relevantes como fibrindogeno, vimentina, P-selectina (CD62p),
sCD40L (marcador de inflamacion vascular), que han sido identificadas como agentes
proagregantes y procoagulantes, por lo que condicionarian también su actividad.
Algunos datos experimentales apuntan a la posible participacion de las plaquetas en la
formacion de la placa ateromatosa. Es una evidencia que los tratamientos farmacoldgicos
que permiten reducir el riesgo cardiovascular también reducen de manera indirecta, y
algunos de ellos directamente y de forma significativa, la activacion plaquetaria. Asi, los
tratamientos hipolipemiantes, antidiabéticos, antihipertensivos, vasodilatadores, etc., €
incluso medidas dietéticas de mejora en los habitos de vida pueden ser vias, en mayor o
menor medida, para reducir la activacion de las plaquetas en situaciones de riesgo de
proagregabilidad™.

Esta implicacion de las plaquetas en la fisiopatologia de las enfermedades
cardiovasculares podria extenderse o ser aplicable a otras condiciones patoldgicas, en las
que la capacidad de las plaquetas para interaccionar y potenciar otros procesos
fisiologicos como la inflamacion, la activacion del sistema del complemento, la
activacion de globulos blancos o su capacidad para liberar sustancias proinflamatorias,
les permitiria participar en los procesos patogénicos de otras enfermedades. Un ejemplo
de esta versatilidad plaquetaria podria ser la participacién en enfermedades autoinmunes,
como queda reflejado en la figura 9, de ahi la importancia de controlar y encontrar nuevas
dianas terapéuticas que puedan reducir o inhibir la accion de plaquetas hiperreactivas de

forma especifica, lo que permitiria controlar las consecuencias de estados protromboticos
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asociados, y aumento de riesgo cardiovascular, a este tipo de patologias sistémicas, tanto

de tipo autoinmune como de otra naturaleza.
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Figura 9. Las plaquetas en las enfermedades autoinmunes. a) ARTRITIS
REUMATOIDE: El fibrindgeno, vimentina, colageno tipo II y enolasa actian como
autoantigenos al ser modificados por la enzima deaminasa de peptidilarginina (PAD4)
que conduce a la conversion de residuos de arginina por citrulina, dichos antigenos son
blanco de autoanticuerpos antiproteinas citrulinadas (ACPA), éstos son de los 4 isotipos
secretados IgM, IgG, IgA, que tienen la capacidad de activar a las plaquetas a través de
los receptores FcyRIIA, FceRla FceRII. La plaqueta activada produce fibrindgeno y
expresa vimentina, el sinovio hemorragico puede sinergizar la formacion de estas
proteinas citrulinadas. Las microparticulas plaquetarias en el liquido sinovial amplifican
inflamacion articular via liberacion de citosinas proinflamatorias como IL-1. La IL-1y
otras citocinas proinflamatorias promueven la produccion de microparticulas
plaquetarias. b) LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO: Las plaquetas son la fuente
principal de sCD40L (marcador de inflamacion vascular) y se traduce en reactividad
plaquetaria; las estatinas reducen la reactividad plaquetaria y la produccion del sCD40L.
El Feyrlla de las plaquetas reconoce los complejos inmunes circulantes, incrementando
la activacion plaquetaria. Las plaquetas activadas interactian con células dendriticas
plasmacitoides e incrementan la produccion de INF-a por interaccion de CD40-
sCD40L. Uno de los diferentes mecanismos propuestos para los eventos tromboticos
dado por los anticuerpos antifosfolipido es por la unién de los fosfolipidos expresados
en las plaquetas activadas, promoviendo atin mas la activacion de esta. c) ESCLEROSIS
SISTEMICA.: Las plaquetas expresan niveles altos de P-selectina (CD62p), que origina
una union a fibrindgeno mas fuerte; la activacion plaquetaria libera microparticulas que
contienen HMGBI, caracteristico de la necrosis, que se correlaciona en esta enfermedad
con la actividad de esta. el exceso de 5-HT derivado de plaquetas se ha observado en
estos pacientes que se correlaciona con la disminucion de la funcién pulmonar. d)
ESCLEROSIS MULTIPLE: Las plaquetas tienen expresion de CD62p elevada e
incremento en la produccion de microparticulas. Existe sobrerregulacion del receptor
GPIIb. Ramirez Cruz NE et al. 2015.
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Por lo que respecta a la fisiologia de la activacioén o bloqueo de la actividad plaquetaria,
parece ser una realidad fisiolégicamente mas compleja, que la que tradicionalmente se ha
asociado a la exposicion de colageno tipo II, Il y I'V tras la agresion del endotelio.

El dafio endotelial expone colageno endotelial y factor de Von Willebrand (FvW), para
mediar la adhesion endotelial. En el proceso de interaccion entre plaqueta y colageno
participan dos receptores plaquetarios fundamentales, la GPVI y la integrina a231. A la
unién de las plaquetas al colageno sigue la expresion de fosfatidilserina sobre la
membrana plaquetaria. La fostatidilserina proporciona actividad protrombinasa, que
aumenta la formacion de trombina.

Después de la deposicion de las plaquetas sobre el FvW y el colageno, se requiere el
reclutamiento de nuevas plaquetas desde la circulacion en la agregacion plaquetaria
mediada por la glicoproteina GPIIb/IIla. Entre estos agonistas se incluyen el ADP, el
TxAZ2, la epinefrina y la trombina. La via final consiste en la activacion de los receptores
allbB3, que posibilitan la uniéon del fibrindgeno y también del FvW, lo que permite el
establecimiento de puentes estables entre las plaquetas, en el que pueden participar otras
moléculas como el ligando de CD40 (CD40L)**35,

El ligando CD40L tiene un papel clave, pues tanto unido a la plaqueta como soluble,
interacciona con el CD40, expresado en la superficie de los linfocitos B, neutréfilos,
monocitos, células endoteliales, células dendriticas, fibroblastos y células de musculo liso
vascular, entre otras. La funcion de esta interaccion CD40L-CD40 no esta clara, pero si
se sabe que esta interaccion en las células endoteliales estimula la expresion y la
liberacion de moléculas asociadas a la inflamacion®*3.

Ademas, se ha demostrado que la interaccion del CD40L expresado en las plaquetas con
las células endoteliales de origen coronario reduce la capacidad de estas de liberar 6xido

nitrico (NO) y aumenta el estrés oxidativo®>3.

Es una realidad que la integridad endotelial es el principal factor inhibidor de la activacion
plaquetaria. Esto es posible a través de una serie de complejos mecanismos, entre los
cuales se encuentran la accion de enzimas y mediadores tan dispares como las
ectonucleotidasas, la trombomodulina (que inactiva la acciéon procoagulante de la
trombina), la prostaciclina y el oxido nitrico?®, que son importantes compuestos
antiagregantes.

Tanto el NO como la prostaciclina suprimen la adhesion, secrecion, formacion de

seudopodos, actividad procoagulante y procesos de agregacion. Esta inhibicidon sin
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embargo se ve obstaculizada en las zonas de dafio vascular. Tras la agresion al endotelio
vascular tienen lugar una serie de reacciones y cambios conformacionales que traen
consigo la activacion del proceso de inflamacion vascular per se (liberacion de factor de

von Willebrand y de citoquinas proagregantes y proinflamatorias).

Parece que el colageno tipo I y III y las placas ateroescleréticas se encuentran entre las
sustancias activadoras mas potentes de las plaquetas®’. A su vez, la activacion de estas
plaquetas, inducida por el coldgeno y la formacién del trombo se ve altamente
incrementada por la trombina generada a través del factor tisular.

El factor tisular esta presente tanto en el endotelio vascular como en los macrofagos y se
considera como hemos dicho un elemento clave de la hemostasia, sintetizado, entre otras
células, por las células endoteliales, cuya liberacion activa pone en marcha los
mecanismos de trombosis.

Las plaquetas que entran en contacto con estos residuos de colageno expuestos en el
endotelio, FvW, o FT sufren una serie de cambios conformacionales y funcionales, que
las convierten en plaquetas activadas. Estas plaquetas activadas secretan P-selectina
(CD62P), que se desplaza velozmente desde los granulos de secrecion a la superficie
plaquetaria para favorecer e inducir la union entre plaquetas a través del enlace P-selectina
glicoproteina ligando-138.

No obstante, retomando la poblacion de plaquetas recubiertas, se ha demostrado en
estudios in vitro, que esta subpoblacion se une con mayor afinidad a los residuos de
colageno expuestos por el endotelio, siendo ésta, otra de las razones por las que se
desencadena una activacion exponencial procoagulante de mayor intensidad a mayor
poblacion de plaquetas recubiertas. En paralelo, las plaquetas adyacentes se activan por
agonistas secretados reclutando plaquetas adicionales en el lugar de la lesion, lo que lleva
a la consolidacion del tapon hemostatico.

Pero no solo ocurre esto, ademads, las plaquetas activadas liberan citoquinas y
quimiocitoquinas, que actuan como mediadores proinflamatorios, iniciando la respuesta
inflamatoria e induciendo el reclutamiento de leucocitos en el lugar de la lesion®**? (figura
10).

Como ya hemos comentado, las plaquetas activadas expresan el ligando CD40L, que
interactiia con el CD40 de las células endoteliales para inducir la expresion de moléculas
de adhesion celular y la liberacion de interleucina y factor tisular*' perpetuando e

intensificando la activacion plaquetaria.
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Por lo tanto, cada vez esta mas claro que las plaquetas desempefian un papel importante

en la regulacion de la respuesta inflamatoria.

Adhesion molecules

allyBs (GPIIb-llla), [ | ICAM-2, PECAM-1

agPy, aghy, 0By, JAM-A, JAM-C,
Ba, GPIb-V-IX, GPVI

Dendritic cell

Figura 10. Las plaquetas en la inmunidad. En la parte inferior se observa como las plaquetas se unen a las células
de Kupfter en los sinusoides hepaticos, union dependiente de factor de Von Willebrand (VWF)/glicoproteina (GP)Ib
mientras fagocitan los patogenos a través de VWF/GPIIb/Ila. Ademas, las plaquetas se unen y se enrollan en la P-
selectina que se presenta en el endotelio activado a través de la P-selectina GP ligando-1 (PSGL)-1 y GPIb, y se
unen a través de GPIIb-IIla y la fibronectina al endotelio ovfs. Las plaquetas unidas al endotelio constituyen una
importante fuente de P-selectina para los leucocitos entrantes. La P-selectina plaquetaria es ademas el principal
ligando para el leucocito PSGL-1 en las interacciones plaqueta-leucocito. La GPIba permite una segunda forma de
contacto dependiente de fibrindgeno a través del leucocito Mac-1.

En la parte superior vemos como para los neutrofilos se ha descrito una tercera via de liberacion plaquetaria del
heterodimero CXCL4-CCLS. De forma similar las plaquetas parecen desencadenar una reaccion (Goui) a través de
una quimiocina actualmente desconocida en los monocitos y GPIV implicada en la reduccion de la liberacion de
citoquinas de células T en condiciones inflamatorias. Herter et al. 2014.

En este sentido, resulta clave valorar aquellos elementos implicados en la regulacion de
la activacion plaquetaria. Diferentes agonistas, entre ellos el ADP y el TxA2 y la
trombina, actian como mediadores clave en este proceso, reclutando y activando a mas
plaquetas para formar parte del trombo. Las plaquetas jovenes y las microvesiculas
derivadas de las plaquetas también participan en la formacion del trombo.

Sin embargo, de entre todos los factores mediadores de la activacion plaquetaria la
trombina tiene un papel crucial. La trombina es una serina proteinasa con dos sitios de
uniodn que le aportan diferentes funciones e intensidad de la actividad. Ademas, presenta

sitios de unioén a Na" que incrementan la afinidad por sustratos que inducen su funcion
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procoagulante, de forma que en concentraciones fisioldgicas el 60% de la trombina
presenta estos sitios ocupados y una potencial accion procoagulante aumentada. Este dato
puede ser relevante, ya que se ha descrito una variante mutante de la trombina con nula
afinidad por el Na* y que son mas resistentes a la actividad de la antitrombina.

La formacién de trombina desde su forma inactiva, la protrombina, comienza con la
exposicion de FT (en condiciones fisiologicas se puede detectar en tejidos
extravasculares). Tras ello, favorece la obtencién de FXa, FV y FVIII que a su vez
inducen la activacion de mayores concentraciones de trombina, que, una vez conformada
su forma activa, pierde los sitios de union con funcion reguladora.

La trombina, ademas, es el agonista plaquetario mas potente. La trombina es capaz de
actuar sobre las plaquetas al unirse a unos receptores especificos conocidos como
receptores activados por la proteasa (PAR) que son receptores plaquetarios para la
trombina. El mecanismo de activacion de los PAR y las sefales que estimula son
complejos. En términos generales, cuando la trombina se una a su receptor (PAR), ésta
cataliza una reaccion proteolitica en la molécula del receptor, lo que produce la activacion
del mismo y la posibilidad de que se activen hasta cuatro tipos diferentes de proteinas G,
que a su vez estimulan diferentes sefiales intracelulares en las plaquetas.

Por otra parte, también se ha descrito que la trombina puede inducir la expresion del
complejo glicoproteico Gplb-IX-V que permite la interaccion de los mismos con el FvW
y con la propia trombina, lo que puede propiciar la activacion del receptor del fibrindgeno
y por tanto la agregacion de plaquetas.

La trombina cataliza la obtencion de fibrina y favorece la formacion de una red solida de
plaquetas agregadas para obtener un trombo estable. Ademas, es capaz de inducir, como
ya hemos comentado, una activacion de FV y FVIII con un feed-back positivo para
perpetuar la activacion proagregante. De igual forma también es capaz de activar al FXI
y al FXIII que induce y promueve la formacion de fibrina. En ese mismo sentido, la
trombina también participa en la estabilizacion de la malla de fibrina al activar al
inhibidor de la fibrinolisis activado por trombina (TAFIa), que estabiliza el trombo y lo
protege frente a la fibrinolisis.

Asimismo, la trombina es responsable de la contrarrespuesta anticoagulante y
antiagregante tras su union con la trombocalmodulina, tal y como hemos descrito en la

fase de terminacion, y por ello, es capaz de inducir la activacion de la proteina C.
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Figura 11. Funciones de la trombina. Una vez iniciada la cascada de la coagulacion, la trombina puede desarrollar
un papel procoagulante, anticoagulante, antifibrinolitico y anti y proinflamatorio. Crawley JTB et al. 2007.

Finalmente, la trombina es inhibida de forma irreversible por el efecto de la antitrombina,
que consigue eliminar de la circulacion cualquier residuo de trombina que acople en la
formacion de este complejo. Esta reaccion es potenciada por cofactores del tipo heparan
sulfato.

En general, cuando se analiza el modo de accion de la trombina, se puede apreciar, de
forma paradodjica, que la actividad procoagulante de la trombina es ejercida
fundamentalmente en ausencia de cofactores, mientras que la anticoagulante es
dependiente de éstos para ser efectiva y en gran medida de la interaccidon trombina-
trombomodulina3®42,

Por ultimo, uno de los fundamentos basicos de la hemostasia es el importante papel que
juegan los mediadores quimicos locales, de origen endotelial, en la regulacion de esta.
Aunque a lo largo de este apartado se haya podido nombrar alguno de ellos, seria oportuno
profundizar en los mas importantes y en sus mecanismos de accion.

En esta linea de factores reguladores de la actividad plaquetaria, existen mecanismos
enddgenos de inhibicidn, entre los que el principal regulador de la activacion es el 6xido
nitrico (NO)*.

El NO producido por la propia plaqueta interviene en el proceso de inhibicion de la
agregacion plaquetaria y en la reduccion del reclutamiento de nuevas plaquetas hacia el

trombo formado. Las plaquetas de pacientes con angina inestable o infarto de miocardio
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secretan menos NO que las plaquetas de los pacientes con angina estable, ademas de
mostrar menos sensibilidad al efecto de este. Asimismo, el ambiente prooxidante que se
produce durante la fase aguda del sindrome coronario favorece una reduccién en la
biodisponibilidad del NO que generan otras células del entorno plaquetario, reduciendo
su efecto inhibidor en las plaquetas. EI NO puede inhibir a las plaquetas a través de
distintas vias de sefalizacion.

Una de las vias estudiadas es la del segundo mensajero Guanosin-monofosfato ciclico
(GMPc). El GMPc previene la activacion de las plaquetas a través de al menos tres
mecanismos. 1) al aumentar indirectamente la concentracion de AMPc al inhibir la
actividad de la fosfodiesterasa 3 (PDE-3). Este aumento de AMPc, a su vez, eleva
sinérgicamente el GMPc para inhibir la agregacion plaquetaria. 2) el GMPc impide el
efecto de la fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K) sobre la activacion de la GPIIb/Illa, lo que
conduce a una inhibicion la agregacion plaquetaria; 3) el GMPc favorece la fosforilacion
del receptor del TxA2 e inhibe su funcidon, lo que conduce a una inhibicion de la
agregacion plaquetaria.

El NO, ademas, es capaz de inhibir la exocitosis de los granulos densos, los lisosomas y
los granulos plaquetarios, por tanto, impidiendo la cascada de hiperactivacion plaquetaria.
Las plaquetas no activas generan menores cantidades de NO. Sin embargo, es muy
probable que el NO liberado por la propia plaqueta no sea el que ejerza la mayoria del
efecto inhibidor de la regulacion. Tanto los leucocitos circulantes, como el endotelio y las
células que forman parte del trombo plaquetario, también producen NO. Incluso los
farmacos antiplaquetarios utilizan el NO de estas células para inhibir la plaqueta.

La prostaciclina es otro de los mediadores quimicos locales de origen endotelial que tiene
una implicacidn directa en la regulacion de la actividad plaquetaria. A través del sistema
de las ciclooxigenasas (COX) las células endoteliales son capaces de sintetizar
prostaciclina (PGI2) a partir del &cido araquidonico. Esta PGI2 tiene un efecto
vasodilatador, pero, parece que su principal efecto fisioldgico es reducir la activacion y
agregacion de las plaquetas manteniéndolas en un estado no activo. La mayor produccion
de prostaciclina ocurre en la superficie de la intima y disminuye segiin avanza hacia la
adventicia. Esta prostaciclina aumenta la concentracion de AMPc, lo que permite la
fosforilacion de la fosfoproteina estimulada por vasodilatador (VASP), que inhibe la
GPIIb/IIIa, impide la liberacion de calcio y la degranulacion®*** y por tanto favorece la

inhibicién de la agregacion plaquetaria.
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El conocimiento de todas estas vias es de gran utilidad pues permite establecer dianas
terapéuticas que puedan controlar, o inhibir la activacion plaquetaria y la coagulacion, ya
que en condiciones patologicas es la causa de fenomenos tromboticos como los que
atafien a la hemolisis implicada en los pacientes quirargicos.

Otro factor importante para tener en cuenta en la regulacion de la actividad y de la
hiperactivacion plaquetaria son las microvesiculas que hemos comentado anteriormente.
La importancia fisiopatologica que se atribuye actualmente a las microvesiculas derivadas
de plaquetas es su alta capacidad protrombdtica e incluso proinflamatoria. Se encuentran
en numero elevado incluso en sujetos cuyas plaquetas no estan activadas. En estos casos,
se ha postulado su posible origen en los megacariocitos.

La elevada actividad protrombdtica de las microvesiculas derivadas de plaquetas se ha
asociado inicialmente con su alto contenido en fosfatidilserina como ya hemos sefalado
varias veces en este apartado, pudiéndose identificar diferentes grados de activacion en
ellas'.

Otro factor que considerar es el volumen plaquetario, pues ha sido concebido como un
factor predictor independiente del evento vascular. Sin embargo, no se conocen bien aun
los mecanismos que favorecen la presencia de plaquetas de mayor tamafio. La existencia
de un mayor namero de plaquetas de elevado tamano refleja la existencia de plaquetas
reticuladas. Estas son plaquetas jovenes, con mayor proporcion de RNA mensajero,
mayor numero de granulos densos y un potencial proagregante y procoagulante
aumentado. El nimero de plaquetas reticuladas parece estar elevado en pacientes con
sindrome coronario agudo, por ello se ha propuesto la presencia de €stas como un
marcador de mayor recambio plaquetario y de un mayor riesgo protrombotico. De hecho
hay estudios que sefialan que esta circunstancia puede reducir la eficacia de algunos

farmacos antitromboticos para inhibir la activacion plaquetaria**—4©.

38



Introduccidn

1.2. Cambios en la hemostasia en los pacientes sometidos a

cirugia de recambio valvular aortico.

La particularidad de la cirugia cardiaca respecto al resto de cirugias es la necesidad de la
utilizacién de circulacion extracorporea (CEC), la cual permite un campo quirirgico sin
movimiento y sin sangre. Durante la CEC se hace pasar la sangre del enfermo por una
maquina que hace las veces de corazon-pulmén. Mediante canulacion venosa, la sangre
es drenada y ésta retorna oxigenada al enfermo a través de una canula arterial, utilizando
un sistema de bomba y un oxigenador o intercambiador de gases, lo que asegura la
perfusion tisular y permite el equilibrio entre el aporte y consumo de oxigeno. La funcion
de la CEC, por lo tanto, es permitir un campo quirdrgico favorable, con una adecuada
homeostasis tisular minimizando los efectos secundarios. Los componentes de la CEC
comportan superficies no bioldgicas, que al contacto con la sangre generan la activacion
de una respuesta inflamatoria. A su vez, este contacto con los componentes de la CEC
requiere la heparinizacion completa del paciente, ademas de estrategias de hemodilucion
e hipotermia, comportamientos terapéuticos que repercuten en la hemostasia del paciente.
La cirugia cardiaca es responsable de una gran tasa de transfusion de concentrados de
hematies, ademas de ser causa de frecuentes complicaciones tromboembodlicas tipo
accidentes cerebrovasculares e infartos de miocardio, lo que ensombrece el pronostico de
los pacientes sometidos a cirugia de recambio valvular adrtico.

Son por tanto muchas las causas que pueden generar el sangrado postoperatorio inmediato
de estos pacientes. Segiin Ranucci (2015) el desequilibrio hemostatico es de origen
multifactorial e incluye factores relacionados con la cirugia, con los farmacos utilizados
y con el paciente. Como consecuencia de todo esto nuestros pacientes muestran una
especial predisposicion a padecer tanto complicaciones tromboticas como hemorragicas
en el postoperatorio inmediato. Siguiendo la linea de este autor, y con la finalidad de
evitar la transfusion innecesaria de hemoderivados y la administracion de farmacos de
forma empirica, es prioritario identificar los factores que estan causando este sangrado.
Asi, podemos atribuir el sangrado en el postoperatorio de un paciente sometido a CEC a
los siguientes mecanismos: reducida generacion de trombina; trombocitopenia; efecto de
heparina residual; deficiencia de fibrindgeno; disfuncion plaquetaria; hiperfibrinolisis y

causas quirtrgicas*’. Cada uno de estos factores puede ser causa Unica de alteracion
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hemostatica, pero lo que suele suceder, y es lo que hace extraordinariamente complejo el
manejo de la coagulacion de estos pacientes, es que estos mecanismos interactien.
Como dijimos, en este tipo de cirugia la sangre entra en contacto con las superficies de
los componentes de la maquina de CEC, que, aunque como sabemos son biocompatibles,
generan efectos deletéreos. Por ejemplo, parece claro segun los estudios, que lo mas
relevante para la activacion de la coagulacion durante la CEC es el mecanismo mediado
por el FT-FVIla como respuesta a la agresion quirurgica en los vasos sanguineos, y
aunque clasicamente se pensaba que la coagulacion durante la CEC se atribuia a la
activacion de la via intrinseca, es el FT y la activacion de la via extrinseca lo que
promueve la formacion de trombos durante la CEC*4,

El TF, por tanto, se libera durante la CEC y se acumula fundamentalmente en el espacio
pericardico y pleural. El aspirado de estos espacios, llevando la sangre a un salvacélulas,
garantiza la reinfusion de sangre libre de FT, lo que evita que este acimulo favorezca la
generacion de trombina®®,

Hay sistemas cerrados de circulacion extracorpdérea minimamente invasiva que no
permiten la reinfusion sin un lavado previo con células protectoras, pero en nuestro caso
lo utilizado es el citado salvacélulas que al reinfundir sangre libre ya “lavada”, limita la
generacion de trombina por la via extrinseca®, de la forma anteriormente citada. En este
tipo de cirugia limitar la generacion de trombina con estas estrategias es beneficioso en
términos de ahorro de sangre y de preservacion de factores de coagulacion, ya que una
generacion de trombina continuamente activada altera la hemostasia una vez que la
heparina ha sido antagonizada con la protamina. Como ejemplo, la generacion de grandes
cantidades de trombina podria resultar en la formacidn excesiva de coagulos que pueden
obstruir en el postoperatorio los tubos de drenaje y generar un compromiso de espacio en
el térax ya cerrado después de la cirugia. Esto desencadenaria un cuadro grave de
taponamiento cardiaco que obligaria a la reapertura del torax para drenaje de los coagulos.
Ademas, como consecuencia del consumo de factores de coagulacion, se predispone a

una mayor probabilidad de sangrado postoperatorio’’.

La trombina durante la cirugia es inactivada por el efecto de la antitrombina (AT) que es
liberada gracias a la heparina sddica, y esto condiciona un consumo importante de AT,
que se mantiene en niveles de baja actividad durante el postoperatorio, hecho que genera

mayor incidencia de transfusion, ademas de relacionarse con un aumento de las revisiones
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quirtrgicas por sangrado, eventos tromboembolicos, disfuncion renal, sindrome de bajo

gasto y aumento de la estancia en UCI y mortalidad>?.

Junto a la AT, durante la cirugia cardiaca también se produce un descenso por consumo
de las proteinas C y S que actiian como anticoagulantes naturales. Ademas, por lo que
podemos deducir segun lo dicho, en la CEC se produce una agresion activando las células
endoteliales que generan un sangrado inicial, seguido de un fendmeno trombotico. Estas
células endoteliales se activan como respuesta a mediadores inflamatorios circulantes que
nos llevan al inicio de proceso de coagulacion cuando el TF se expresa en el espacio
intravascular. Como consecuencia de esto se produce un importante consumo

generalizado de factores de coagulacion™.
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Figura 12. Activacion células endoteliales progoagulantes. Activacion de células endoteliales procoagulantes.
Cuando las células endoteliales estan activadas, expresan factor tisular, que convierte la protrombina en
trombina. La trombina tiene multiples acciones biologicas:

1) estimula la liberacion del factor de von Willebrand y P-selectina, que causan aglutinacion de plaquetas y
adhesion de plaquetas, neutrofilos y células endoteliales;

2) conversion de fibrindgeno en fibrina;

3) regulacion a la baja de los sistemas de trombomodulina/proteina Cy S;

4) libera al activador del plasminogeno tisular (t-PA), catalizando la formacion

de plasmina;

5) la liberacion de trombospondina qf, que se une al t-PA, impide su descomposicion por el inhibidor-1 del
activador del plasminogeno (PAI-1), y acelera la formacion de plasmina. (Lipopolisacarido LPS).

Boyle et al. Endothelium and Coagulation. 1996, 62:1549-57.
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La generacion de trombina estd estrictamente regulada para producir una hemostasia
veloz y controlada sin causar una trombosis sistémica incontrolada. En el postoperatorio
inmediato la actividad procoagulante e inflamatoria aumentan, hasta el punto de que es

necesario terapia antitrombotica’>3

, pero tras la cirugia cardiaca, el déficit de fibrindgeno
desciende, ya que la trombina directamente actiia generando un estado de hiperfibrinolisis
provocado por la conversion de fibrindgeno en fibrina®-°,

Ademas, los pacientes sometidos a cirugia cardiaca sufren un proceso de hemodilucion
derivado del cebado de la bomba de CEC. A pesar de que existen diversas estrategias para
minimizar la hemodilucion de nuestros pacientes como minimizar el volumen de cebado,
la hemofiltracion y el cebado retrégrado autdlogo, la hemodilucion sigue siendo un factor
de riesgo muy importante para anemia y consumo se factores de coagulacion y
plaquetas®’.

El sistema hemostatico se ve alterado por la cantidad y calidad de los liquidos
hemodiluyentes. Segun se ha podido demostrar la hemodilucion en la CEC induce una
importante prolongacion del tiempo de coagulacion a la vez que produce una reduccion
de la firmeza del coagulo®®. La hemodilucion disminuye la marginacion plaquetaria en la
pared endotelial, con lo que se produce una reduccion del efecto hemostatico primario de
la adhesion de las plaquetas. El protocolo utilizado en nuestra cirugia cardiaca es el
purgado de la bomba de CEC con 1000 ml de Plasmalyte® (solucion cristaloide con una
composicion electrolitica que imita las concentraciones fisiologicas de pH vy
osmolaridad)>® acompafiado de 100 mg de heparina.

Otro de los factores que alteran la hemostasia de estos pacientes, es la elevada frecuencia
con la que son tratados bien sea con farmacos antiagregantes plaquetarios, o bien con
anticoagulantes orales. Ademads, estos pueden ser tratados preoperatoriamente con
heparinas de bajo peso molecular (HBPM) o heparina no fraccionada (HNF).
Particularmente la HNF se utiliza para mantener al paciente anticoagulado durante el
bypass a razon de 3 mg/kg del paciente. La situacion de anticoagulacion del paciente con
HNF es revertida por el sulfato de protamina a razon de 1:1, pero debido al caracter
impredecible de la heparina, existe la posibilidad de una antagonizacidén incompleta de
heparina e incluso un rebote en el efecto de la heparina que predispondria al sangrado y
que es relativamente frecuente verlo en la cirugia con CEC. Esto es debido a que los
efectos de la heparina no solo dependen de la generacion de trombina, sino también de la

disponibilidad de AT, por lo tanto ante la presencia de hemorragia microvascular excesiva
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en el postoperatorio de una cirugia con CEC, es de obligado cumplimiento pensar en una
heparinizacion residual®.

Los mecanismos de dilucion y consumo de los que hemos hablado son responsables de
una disminucion de los factores de coagulacion, excepto de fibrina y FXIII, y, aunque
hay estudios que afirman que esta dilucion no es determinante de la hemorragia
postoperatoria®!, Bosch et al. (2013) en su estudio concluyen que hay una estrecha
relacion entre la generacion de trombina y la hemorragia del postoperatorio inmediato.
Hay factores intraoperatorios que inducen de forma directa al consumo de los factores de
coagulacion. Como ya dijimos, le hemodilucion juega un papel importante y a eso hay
que anadir el tiempo de CEC. No es extrafio encontrar pacientes con alteraciones
hepaticas en los que la deficiencia de factores de coagulacion vitamina K dependientes
hacen que su manejo hemostatico sea complicado, al igual que los pacientes con
tratamiento preoperatorio con warfarina.

Para el manejo de este tipo de pacientes con déficit de factores de coagulacion y sobre
todo en situaciones de urgencia, es necesario recurrir a una reposicion de estos que puede
realizarse con la administracion de plasma fresco congelado (PFC). En las situaciones en
las que la sobrecarga de volumen puede suponer un problema afiadido, el concentrado de
complejo protrombinico (PCC) es rico en FII, FIX, FX y algunos incluyen también FVII
ha resultado ser exitoso en pacientes sometidos a cirugia con CEC%%, A veces se hace
necesario en alteraciones graves de la hemostasia con sangrado incoercibles, la
administracion del FVII activado recombinante (rFVII) para buscar generacion de
trombina, aunque en cirugia cardiaca esto se reserva para situaciones de hemorragia
catastrofica por el alto riesgo tromboembolico que entrafia su uso®-%,

Otro aspecto importante en la fase hemostatica de los pacientes sometidos a recambio
valvular adrtico es la interaccién de la fibrina con las plaquetas a través del receptor
plaquetario IIb/Illa con la actuacion del FXIII como cofactor, que es lo que va a dar la
firmeza del coagulo. Tras la cirugia con CEC los niveles de fibrinogeno y de FXIII
disminuyen ostensiblemente®!, lo que provoca una importante predisposicion al sangrado
postoperatorio. De hecho, hay varios estudios referentes a la relacion de niveles bajos
de fibrindgeno y hemorragia postoperatoria en cirugia cardiaca®%’. Las situaciones en las
que nos encontramos niveles bajos de fibrindgeno coinciden con los que generan una
deficiente produccion de trombina como son tiempos de bomba alargados, individuos con
cardiopatias congénitas, etc. Las estrategias de las que disponemos para la reposicion de

fibrindgeno en cirugia cardiaca incluyen la transfusion de PFC, con el inconveniente de
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que para aumentar los niveles de fibrindgeno 1 g/L, se requeriria una importante
transfusion de PFC (30 mL/Kg), algo que no todos los pacientes pueden asumir. Otra de
las alternativas es la transfusion de crioprecipitados, y la tercera y la que mas utilizamos
es la administracion de concentrado de fibrindogeno, que siguiendo las guias europeas
administramos a razon de 25-50 mg/Kg®.

La trombocitopenia es otro de los aspectos importantes que encontramos en este tipo de
cirugia, y como adelantamos antes, la hemodilucion es uno de los desencadenantes de
¢ésta. Pero ademds de eso, debemos tener en cuenta que la sangre de estos enfermos se
expone a superficies extrafias que favorecen la adhesion y agregacion, y a esto hay que
sumarle que a veces se producen flujos turbulentos que desencadenan estos fendémenos.
Si que parece mas importante de cara a efectos de hemostasia y sangrado, no la
trombocitopenia, sino la disfuncion plaquetaria. Si bien la disfuncion plaquetaria es una
constante en los pacientes sometidos a CEC, parece que la mayor influencia en cuanto a
sangrado se refiere, es el defecto plaquetario derivado del uso preoperatorio de agentes
plaquetarios. Tanto la aspirina como los antiplaquetarios que actian sobre el receptor
plaquetario dependiente del ADP P2Y 12 (ticlopidina, clopidogrel, prasugrel y ticagrelor)
estan asociados a hemorragias postoperatorias y a un aumento de las reintervenciones por

6971

sangrado® "', por lo que es juicioso seguir las guias y suspender estos farmacos al menos

5 dias previos a la cirugia’73

, aunque incluso con 3 dias previos a la cirugia algunos
pacientes pueden ser operados, siempre y cuando se disponga de herramientas para medir
la funcion plaquetaria como el PFA-100 o multiplate*’.

La excesiva produccion de trombina deriva a un estado de hiperfibrinolisis, algo bien
conocido en la cirugia con CEC’*. Tanto es asi que es una lucha de décadas atenuar esta
respuesta de manera profilactica, mas que terapéutica. En los esfuerzos por controlar esta
respuesta en la década de los ochenta comenz¢ a utilizarse el firmaco aprotinina, que en
su momento demostro ser muy eficaz a dosis altas para el control de la hemorragia de los
pacientes sometidos a CEC”, pero el farmaco se retird del mercado por investigaciones
que la relacionaron con efectos deletéreos a nivel renal, e incremento de la mortalidad’s.
Actualmente la terapia antifibrinolitica en cirugia cardiaca se circunscribe a la
administracion de los agentes antifibrinoliticos: acido tranexamico y acido épsilon
aminocaproico. En nuestras cirugias el utilizado es el acido tranexamico ajustando
siempre dosis a la funcion renal del enfermo y utilizando dosis medias (30 mg/kg), para
intentar evitar casos de convulsiones postoperatorias relacionadas con la utilizacion de

dosis altas del mismo’’.
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Adicionalmente a todos los problemas que se generan en la hemostasia durante la cirugia
con CEC, debemos nombrar al motivo estrictamente quirdrgico. En ausencia de
alteraciones del sistema hemostatico documentadas por el arsenal de pruebas diagnosticas
de coagulacion del que disponemos, hay que pensar en un motivo quirurgico. De hecho,
no es infrecuente las revisiones posquirurgicas por sangrado en estos pacientes; revisiones
que por otro lado deben hacerse de forma precoz, ya que un sangrado quirirgico excesivo
provocara una alteracion de la hemostasia por consumo de factores de coagulacion y

plaquetas, hipofibrinogenemia e hiperfibrinolisis.

Complicaciones tromboembdlicas derivadas

Existen dos inhibidores que regulan las respuestas procoagulantes, que como bien
sabemos estan iniciadas por el TF, que consiguen que el proceso de coagulacion no se
convierta en una accion descontrolada y no circunscrita al lugar de lesion; uno es el
inhibidor del factor tisular (TFPI) que neutraliza el FXa en el complejo FT-FVlIIa, y el
otro es la AT que neutraliza el FXa y la trombina formadas’.

Pero transcurridas varias horas tras la finalizacion de la cirugia ain encontramos
generacion de trombina, lo que supone un constante estimulo para la activacion de las
plaquetas, la formacion de fibrina y consecuentemente la generacion de trombos.
Ademas, el endotelio dafiado pierde la capacidad de anticoagulacion, por consumo de
TFPI y proteina C y S, unido al consumo de AT. Si a todo esto afiadimos que pueden
existir zonas donde la sangre se acumule (auricula izquierda en fibrilacion auricular o
flujos bajos por situacion de bajo gasto), el riesgo de trombosis y efectos
tromboembdlicos es importante. Esto obliga a la utilizacion precoz de antiagregantes
plaquetarios como la aspirina y particularmente en pacientes sometidos a cirugia valvular,
el tratamiento temprano con HBPM previo a la anticoagulacion oral, es de obligado

cumplimiento’®.

En la cirugia de recambio valvular adrtico, intentamos recoger en un protocolo las
medidas encaminadas a disminuir el sangrado y a su vez minimizar los riesgos de eventos
tromboembodlicos postoperatorios. Estas medidas abarcan desde el uso profilactico de
acido tranexamico como agente antifibrinolitico, hasta la correccion de los disturbios de
coagulacion guiado por tromboelastograma y pruebas de coagulacion basicas (TCA,

TTPA, TP, medida de fibrindgeno). A su vez incluimos el uso de salvacélulas como
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técnica de ahorro de sangre y realizamos técnicas de purgado retrégrado de la bomba de

CEC para minimizar la hemodilucion.

1.3. La importancia de la hemdlisis en la hemostasia de los

pacientes sometidos a cirugia de recambio valvular aortico.

Como sefialabamos antes, la CEC ha supuesto un gran avance para la cirugia cardiaca.
De hecho, se ha convertido en una técnica esencial por ejemplo para los pacientes
sometidos a cirugia de recambio valvular adrtico, pero como bien hemos adelantado, es
una técnica que tiene como caracteristica inherente el dafio a las células sanguineas o
hemolisis. Son muchos los estudios que han demostrado que durante la CEC, los niveles
de hemoglobina libre plasmatica aumentan, al igual que en el postopetarorio inmediato,
al tiempo que los niveles de haptoglobina disminuyen’.

La hemolisis en si puede producirse de tres formas diferentes: por seleccion natural por
el bazo, por desequilibrio generado por un proceso patologico, o exponiendo las células
a un estrés mecanico no fisiologico®®. Cabe esperar que, durante la CEC, el paso de la
sangre a través de rodillos o por diferentes superficies y a diferentes velocidades genere
este fenomeno.

La hemolisis durante la CEC puede ocurrir por varios factores: bomba de rodillo con
oclusion excesiva, fuerza de cizallamiento al pasar la sangre por las superficies que
comportan los elementos de la maquina de CEC, interfaz sangre-aire y presion negativa
y superficies artificiales®!. Al analizar el sistema de CEC, podemos localizar los diferentes
puntos en los que se puede dafiar el hematie. La magnitud y duracion de las fuerzas de
cizallamiento son diferentes en cada uno de estos puntos, pero siempre estara presente en
cierta medida.

Se ha comprobado que el deposito de aspiracion de la cardiotomia es un punto
importantisimo de hemolisis, de microembolismos de particulas y gases, formacion de
émbolos de grasa, agregacion y lesion y pérdida de plaquetas. Esto es debido
fundamentalmente a la cantidad de aire que se aspira junto a la sangre. La estrategia para
evitar esto es mantener la sangre en el reservorio de cardiotomia el mayor tiempo posible,
en lugar de dejarla fluir continuamente hacia el circuito principal, lo que disminuira la

relacion aire-sangre en la sangre transferida. La alternativa para evitar el exceso de
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hemoglobina libre relacionada con la cardiotomia durante la CEC es separar la sangre
succionada en un reservorio de cardiotomia separado y desechar esa sangre. En el caso
de que se recogieran grandes cantidades de sangre, lo ideal es procesar esa sangre en un
salvacélulas y devolverla al paciente®?.

El célculo de indice de enfermedad hemolitica se refiere a la hemoglobina liberada por
los hematies rotos en el plasma, que se utiliza principalmente para evaluar y validar las
superficies de contacto de la maquina de circulacion extracorpodrea. El error que llevamos
cometiendo los médicos es que una vez estos sistemas estan probados y homologados
para su uso, la hemoglobina libre en plasma deja de ser una preocupacion para nosotros
durante el desarrollo de la cirugia con CEC. Sin embargo, aunque los componentes
aislados del circuito extracorporeo pueden considerarse no hemoliticos cuando se usan de
acuerdo a las regulaciones, desde la perspectiva de la composicién y manejo del circuito
de CEC, puede ocurrir un dafio celular importante’>*, Como apuntdbamos antes, las
fuerzas mecdanicas en la cirugia sobre la valvula adértica con CEC pueden producir una
destruccion total de los hematies, al igual que puede degenerar en cambios en las
propiedades mecanicas de éstos al reducir su deformabilidad y aumentar su fragilidad y
agregacion.

Como sabemos el 97% del hematie estd compuesto por hemoglobina, que a su vez esta
formada por cuatro subunidades de proteina, cada una de las cuales tiene un grupo hemo
con una molécula de hierro. Los grupos hemo son capaces de unir una molécula de
oxigeno.

Tras la destruccion de la membrana de los hematies la hemoglobina libre y el grupo hemo
entran en circulacion. La hemoglobina libre generalmente es eliminada por la
haptoglobina y el grupo CD163. La haptoglobina tiene la capacidad de unir
aproximadamente de 0,07 a 0,15 g/dl de hemoglobina®*, pero una vez que la capacidad
de esta proteina limpiadora se agota, comienza y se amplifica el consumo de NO. El grupo
hemo (componente prooxidante y proinflamatorio de la Hb), se transporta por la
hemopexina al higado y alli es degradado por la hemooxigenasa en monoxido de carbono,
biliverdina y hierro. Estos productos, junto con la liberacion de interleuquina 10 (IL-10)
tienen efectos vasodilatador, anticoagulante y antioxidante que compensan los efectos
deletéreos que el grupo hemo y la hemoglobina libre causan.

El hallazgo de un aumento de hemoglobina libre en plasma siempre indica hemdlisis,
pero es interesante resaltar, que los mecanismos de depuracion de productos derivados de

hemolisis solo se saturan en caso de que ésta sea excesiva.
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Cabe destacar que la haptoglobina existe en tres fenotipos diferentes (Hp 1-1, Hp 1-2 y
Hp 2-2). Cada uno de ellos tienen propiedades antioxidantes diferentes y cada uno de
ellos presenta diferente habilidad para unirse a la Hb, lo que genera distintos niveles de
hemoglobina libre circulante®®. La distribucion de estos fenotipos obedece a diferencias
geograficas, siendo el fenotipo Hp 1-2 y Hp 2-2 mas prevalente en individuos de raza
blanca®, y con menor capacidad antioxidante y de eliminacion de hemoglobina libre.
Podemos asumir que los individuos a los que sometemos a cirugia de recambio valvular
aortico tienen una mayor prevalencia del fenotipo Hp 2-2, con menor proteccion para el
aumento de hemoglobina libre y menos capacidad antioxidante.

Cuando los mecanismos de depuracion intravascular se han saturado, los niveles de
hemoglobina libre y grupo hemo en plasma aumentan en orina y en sangre, y con ello los
sintomas clinicos adversos derivados del proceso de hemolisis.

El hierro (Fe) liberado por la hemdlisis se transporta a las proteinas de almacenamiento
(ferritina y hemoferritina) a través de los transportadores de hierro (transferrina y
lactoferrina). La transferrina estd cargada aproximadamente con un 30% de Fe,
manteniendo una importante capacidad de union mas®*. El aumento de la liberacion de
hierro durante la CEC se debe en parte a la lisis de los hematies, lo que lleva a una
sobrecarga de Fe aproximada del 20% en adultos. Los nifios mayores de 5 afios es raro
que muestren signos de sobrecarga de Fe, algo que se explica por los niveles elevados de
transferrina en plasma®’-8,

Gran parte de las consecuencias clinicas de la hemolisis intravascular estan explicadas
por la deplecion de NO mediada por la Hb.

El NO, como sabemos, es un gas radical libre 1abil que se produce a partir del aminoacido
L-arginina, por accion enzimatica de las NO sintetasas (NOS), que funciona como una
molécula de sefializacion muy versatil y que tiene un amplio espectro de influencia
reguladora en el sistema cardiovascular y renal, yendo desde el control del tono vascular
sistémico y microvascular hasta la funcion plaquetaria, la contractilidad miocardica, el
ciclo del Ca?*, las respuestas inflamatorias y de crecimiento vascular, la excrecion renal
de sodio y el metabolismo energético celular®.

La hemoglobina libre se une al NO del endotelio de forma rapida e irreversible. E1 NO,
como desarrollaremos mdés adelante, se considera un regulador muy importante del
musculo liso y de la activacion y agregacion plaquetaria, hasta tal punto que cantidades
de hemoglobina plasmatica libre mayores de 10 mg/dL pueden inhibir de forma muy

potente la vasodilatacion del NO in vivo®. Las consecuencias clinicas de la deplecion de
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NO se derivan en un aumento de las resistencias vasculares tanto pulmonares como
sistémicas, algo que podria tener mucha relevancia sobre todo en el destete de la
circulacion extracorpdrea de nuestros pacientes, ademds de favorecer un aumento de la
formacion de trombina y deposicion de fibrina. Asimismo, produce activacion y
agregacion plaquetaria.

La hemolisis causa una deficiencia de 6xido nitrico (NO) local y sistémico al liberar
hemoglobina al plasma. La reaccion entre el NO la hemoglobina libre es rapida e
irreversible y en ella se generan productos de oxidacidon inertes, nitrato y
metohemoglobinemia. En condiciones normales, la velocidad de reaccion del 6xido
nitrico y la hemoglobina esta limitada, debido a las multiples barreras de difusion del NO
a lo largo de la membrana de los globulos rojos y células endoteliales®. Segun esto la
homeostasis vascular depende de que la hemoglobina y el endotelio estén separados
fisicamente. Pero durante la hemolisis esta separacion desaparece, dando lugar a la
liberacion de NO y a disfuncion endotelial®>*3.

Ademas de descomponer la hemoglobina y eliminar el NO, la hemolisis también libera
arginasa eritrocitaria, que convierte la L-arginina (un sustrato de la sintesis de NO) en
ornitina, lo que reduce atin mas el NO+%,

El exceso de hemoglobina libre estd asociada con signos y sintomas clinicos adversos,
incluyendo desajustes cardiovasculares, pulmonares, urogenitales, renales y
gastrointestinales®' (figura 13). A su vez esté relacionado con la activacion plaquetaria y
la tendencia a la trombosis®!, aunque las principales causas adversas de hemoglobina libre
en las plaquetas estdn en relacion con el NO. Estd demostrado que el NO inhibe la
adhesion plaquetaria ademas de inducir la disgregacion de las plaquetas ya agregadas,
mecanismo mediado por el aumento de los niveles de guanosin monofosfato ciclico
(GMPc)**?7. Por ello podemos deducir que farmacos o mediadores quimicos que
aumenten los niveles NO inhiben la agregacion plaquetaria y viceversa. La captacion de
NO por la hemoglobina libre o la disminucién de su sintesis lleva a un estado de
proagregacion plaquetaria®°.

Ademas de la interaccion con las plaquetas, el NO interactiia con los componentes de la
cascada de la coagulacion para la regulacion de la formacién del coagulo. Se ha
demostrado que el NO modifica e inhibe el FXIII, lo que sugiere que la deficiencia de
NO mejora la estabilidad del coagulo y reduce la disolucion del mismo'®. En modelos

animales, el consumo de NO conduce a un aumento de los productos de escision de la
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fibrina y de los complejos trombina-antitrombina, lo que conduce a un dep6sito masivo
de fibrina y a trombosis'?!,

En pacientes con deficiencia de L-arginina, la disminucién en la produccion de NO esté
relacionada con el aumento del complejo trombina-antitrombina y los productos de
escision de la fibrina, mientras que la reversion del déficit de NO con L-arginina reduce
la coagulopatia intravascular!®?.

Un ejemplo claro de cémo se genera la hemolisis, extrapolable a nuestra cirugia y las
repercusiones que tiene, lo encontramos en la anemia de células falciformes. Asi, Kato et
al. (2018) sefialan que, en esta enfermedad, en la que se produce hemolisis extra e
intravascular, la hemoglobina libre en plasma y el grupo hemo en plasma generan estrés
oxidativo grave, especialmente en los vasos sanguineos y en las células sanguineas. La
autooxidacion de la hemoglobina libre produce superoxido, que a su vez se disuelve en
peroxido de hidrogeno (H20:), que favorece los fendémenos de vasoconstriccion. Por su
parte la hemoglobina libre elimina el NO (generado por la enzima Nitric Oxide Synthase:
NOS) unas mil veces mas rapido que la hemoglobina citoplasmatica, generando una
menor biodisponibilidad del NO®2. La menor biodisponibilidad del NO genera disfuncion
vascular, expresada por una respuesta vasodilatadora alterada, activacion de las células
endoteliales y activacion hemostatica de las plaquetas que expresan en su superficie
celular la P-selectina (mediadora en la interaccion leucocito-plaqueta activada) y la
activacion de alIbBIII selectina!®. Segin el citado autor, seran los marcadores de
gravedad hemolitica (hemoglobina baja y lactico deshidrogenasa alta) los que predigan

el riesgo de desarrollar complicaciones en esta enfermedad'%*.
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Figura 13. Efectos biopatologicos de la hemoglobina libre en plasma y la deplecion del NO durante la
hemolisis intravascular. Durante la hemolisis intravascular, la hemoglobina se libera al plasma y
normalmente es eliminada por la haptoglobina. El complejo haptoglobina-hemoglobina se una al CD 163 en
la superficie de los macrofagos/monocitos iniciando asi la endocitosis y degradacion del complejo. También
se libera hierro que se oxida y se une al grupo hemo que es degradado por los hepatocitos en el higado. La
hemolisis excesiva saturara y agotara estos sistemas de eliminacion y hara que la hemoglobina y el grupo
hemo se acumulen en el plasma. Estos, acumulados en plasma tienen efectos proinflamatorios, proliferativos
y prooxidantes directos sobre células endoteliales vasculares. E1 NO es generalmente producido por la L-
arginina en las células endoteliales vasculares por la 6xido nitrico sintasa (NOS). El NO mantiene la
relajacion del musculo liso e inhibe la activacion y agregacion plaquetaria, regulando asi la tension de los
vasos y promoviendo el equilibrio dinamico del organismo. Durante la hemolisis, la disponibilidad de NO
estara limitada por su reaccion con la oxihemoglobina (eliminacién de NO) y la descomposicion de L-
arginina sintetizada por NO producido por la arginasa de los globulos rojos. El consumo de NO da lugar a
una disminucion en la activacion del guanilato ciclasa, una enzima necesaria para la produccion de cGMP.
Los niveles disminuidos de cGMP pueden alterar la regulacion del muisculo liso, lo que lleva a la distonia,
hipertension pulmonar y sistémica, disfuncion eréctil, disfagia y dolor abdominal. La disminucion de cGMP
a través del agotamiento de NO conduce a la activacion y agregacion plaquetaria, favoreciendo la formacion
de coagulos. Rother et al. 2005.
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Debido a la importancia que genera los niveles de NO en la hemdlisis y sus posibles
implicaciones en la hemostasia, se hace necesario comprender su funcionamiento de
forma profunda. El consumo de NO por parte de la hemoglobina libre y la
intraerotrocitaria sugiere que Unicamente cuando la hemoglobina estd fisicamente
compartimentada dentro de los hematies, el NO que producen las células endoteliales
llega a las concentraciones dentro del musculo liso necesarias para activar la
guanilatociclasa y causar vasodilatacion®>!'®, El sistema de eliminacion de la
hemoglobina se satura aproximadamente cuando se produce una hemolisis intravascular
del 30%, por lo tanto, cabe esperar que a partir de ese momento se empiecen a manifestar
sintomas y se revelen evidencias significativas de hemolisis, incluyendo niveles altos de
bilirrubina y lactico deshidrogenasa (LDH), con anemia y reticulocitosis.

Segun la hipotesis de Reiter et al. (2002), la hemoglobina libre de células en el plasma de
pacientes con anemia de cé€lulas falciformes consumiria estequiométricamente el NO
siempre que se mantuviera en el estado de oxidacion ferroso. Asi concluyen que el plasma
de pacientes con hemolisis consume mas NO que el plasma de los pacientes sanos. En la
misma linea de investigacion afirman que es la oxihemoglobina ferrosa la responsable de
captar o quelar al NO. Siguiendo esta hipdtesis, demostraron que la administracion
inhalada de NO da lugar a la exposicion de casi toda la sangre circulante por minuto a
través de la vasculatura pulmonar, y dado que la reaccion del NO con la hemoglobina
libre es mil veces mas rapida que con la hemoglobina intraerotrocitaria, cabe esperar que
el NO reaccionara con la hemoglobina libre para formar metahemoglobina plasmatica y
hierro-nitrosilhemoglobina plasmatica, hecho que reduciria drésticamente la capacidad

para consumir NO?? (Figura 14).
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Figura 14. La administracion de NO gaseoso por inhalacion reacciona con la hemoglobina plasmatica para dar
lugar a metahemoglobina y hierro-nitrosilhemoglobina, lo que reduce la capacidad del plasma para consumir
NO. La hemoglobina ferrosa libre de células (roja) consume el NO producido por la célula endotelial, desviandolo
del musculo liso. Los principales productos de esta reaccion son la metahemoglobina (marrén) y el nitrato; la
ferro-nitrosilhemoglobina se forma como un producto menor. El tratamiento con NO inhalado oxida la
oxihemoglobina libre en la vasculatura pulmonar hasta convertirla en metahemoglobina; por lo tanto, el NO
producido enddégenamente queda libre para poder difundir al musculo liso y ejercer la funcion de regulador del
tono muscular y la expresion de moléculas de adhesion. Reiter el al. 2002.

En consonancia con lo visto, parece claro pensar que la hemoglobina libre que se genera
en el proceso de hemolisis reduce la biodisponibilidad del NO y limita otras reacciones
mas lentas que se piensa que conservan la bioactividad del NO, como la reaccion de

196 que veremos mas

autooxidacion necesaria para formar S-nitrosotioles y nitritos
adelante.

Como anteriormente adelantamos, la principal fuente de NO in vivo es la NOS en sus
distintas isoformas: 1) neuronal (nNOS/NOSI), 2) inducible (nNOS/NOS2) y 3)
endotelial (nNOS/NOS3). Las NOS son enzimas que contienen hemo y flavina y que
utilizan la NADPH, la tetrahidrobiopterina y el O2 para convertir la L-arginina en L-

citrulina con la consiguiente liberacion de NO'%7,
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La seiializacion basada en el NO: papel del GMPc v de la S-nitrosilacion

Una de las primeras proteinas y receptores descritos, y hoy en dia ampliamente estudiado
y caracterizado, con capacidad para unirse al NO y mediar sefiales de transduccion de la
sefial intracelular es la guanilato ciclasa soluble (sGC)'%. La unién del NO al grupo hemo
de la sGC conduce a una mayor conversion de GTP en GMPc, que a su vez activa la
proteina quinasa G (PKG). La senalizacion del GMPc acaba con la accion de las
fosfodiesterasas hidrolizadoras de nucleotidos ciclicos (PDE). Aunque son muchos los
estudios sobre el papel que la sGC ejerce sobre la mediacion de los efectos biologicos del
NO, queda claro que el NO ejerce la mayoria de sus efectos celulares independientemente
del GMPc¢'?®. A lo largo de los afios muchas investigaciones han puesto de manifiesto la
existencia de mecanismos moleculares alternativos a la sefializacion por medio del
GMPc, mediante los cuales el NO puede regular. Uno de estos mecanismos, que esta
adquiriendo una gran importancia, es el de la modificacion de los residuos de cisteina de
las proteinas mediado por el NO para generar un S-nitrosotiol (SNO), proceso conocido
como S-nitrosilacion'!?, La S-nitrosilacion es una modificacion postraducional que regula
diversos procesos bioldgicos. La nitrosilacion de residuos especificos de tiol de cisteina
o de centros metalicos es una modificacion covalente reversible que modula la actividad
de las proteinas®.

Se ha demostrado que la S-nitrosilacion modula los niveles de GMPc mediante la
inhibicién de la sGC. La PKG tiene tioles reguladores que también son susceptibles a la
S-nitrosilacion. Ademas se ha demostrado que la S-nitrosilacion activa la arginasa e
inhibe la dimetilarginina dimetilaminohidrolasa lo que lleva al descenso de los niveles de
sustrato de la NOS y al aumento de los niveles de los inhibidores de la NOS metilarginina,
respectivamente®.

Es de relevancia la reaccion redox (transferencia de electrones y el consiguiente cambio
en el estado de oxidacidén atdmico) entre el NO y un tiol de la cisteina que conduce a la
S-nitrosilacion generando un SNO proteico. En contrapunto al GMPc que utiliza como
efector Uinico la PKG para desencadenar las funciones del NO, la S-nitrosilacion genera
una amplia gama de efectos celulares del NO mediada por cada una de las SNO proteicas
desarrolladas, entre ellos la prevencion de la activacion plaquetaria (efecto de la N-
ethylmaleimide-sensitive factor [NSF] sobre las plaquetas)!'! y la inhibicion de la
agregacion plaquetaria (efecto mediado por la transglutaminasa tisular sobre la superficie

del endotelio)''?. De hecho, Huang B et al (2009) describen que la activacion de las
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células endoteliales en respuesta a las fuerzas de cizallamiento, esta relacionada con la S-

nitrosilacion de mas de 100 proteinas''3.

El efecto de la NSF tiene un amplio calado en las propiedades antiinflamatorias y
antitromboticas del NO. Durante el estadio primario de la fase inflamatoria, los leucocitos
requieren de la interaccion de la glicoproteina P-selectina de su superficie con la P-
selectina de la superficie de la célula endotelial. La P-selectina se encuentra en el interior
de la célula endotelial en reposo almacenada en los cuerpos de Weibel-Palade. Al
activarse la célula endotelial por cualquier estimulo inflamatorio, los cuerpos de Weibel-
Palade migran a la superficie celular, exponiendo la P-selectina en la luz del vaso. El NSF
es un elemento principal en este proceso exocitico, asi, la S-nitrosilacion del NSF impide
la exocitosis de los cuerpos de Weibel-Palade (Figura 15). Por un mecanismo similar se
explican los efectos antitromboticos, al impedir la expresion de la P-selectina, y otras
moléculas de adhesion, en las plaquetas, gracias a la S-nitrosilacion de la NSF!''4, que

inhibe ese proceso, tal y como se puede ver en la figura 15.
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Figura 15. La S-nitrosilacion de la NSF es antitrombotica y antiinflamatoria. La S-nitrosilacion inhibitoria de la
NSF en la célula endotelial, impide la exocitosis de los cuerpos de Weibel-Palade y por tanto la externalizacion
de la P-selectina. Esto impide la interaccion con los leucocitos y por tanto el mecanismo de inflamacion vascular.
De igual forma, en las plaquetas, la S-nitrosilacion inhibitoria de la NSF impide la exocitosis de los granulos
secretores y, consecuentemente la exposicion de la P-selectina (y otras moléculas adhesivas), reduciendo la
activacion, adhesion y agregacion de las plaquetas en el endotelio, favoreciendo los efectos antitromboticos. Lima
etal. (2015).
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Accion del NO en la funcion plaquetaria: Mecanismo GMPc¢ v mecanismo S-

nitrosilacion.

Ya conocemos la importancia del NO en los procesos de inflamacion y trombosis al
inhibir la adhesion y agregacion plaquetaria. Como se adelantaba al inicio de este
apartado, existe una via bien definida de inhibicion o regulacion de la actividad
plaquetaria mediada por NO, a través de la guanilato ciclasa. Sabemos que el NO activa
la guanilato ciclasa en las plaquetas lo que produce un aumento del GMPc. Las dianas del
GMPc en las plaquetas incluyen a las fosfodiesterasas (PDE) PDE2 y PDES; protein
quinasa tipo I dependiente de GMPc; y probablemente las protein quinasa dependientes
de AMPc!5. La via del GMPc media muchos de los efectos del NO sobre la activacion
plaquetaria, como la inhibicion, por tanto, lo consideramos un importante mediador en
los fendmenos de hemostasia derivados de plaquetas.

Pero el NO también regula las plaquetas a través de una via independiente del GMPc. Por
ejemplo, ciertos donantes de NO inhiben la agregacion plaquetaria de forma
independiente!'®. Ademas, el NO actia sobre la ADP-ribosiltransferasa plaquetaria de

117 'y finalmente, el NO puede inhibir la migracion de Ca**

forma independiente del GMPc
en las plaquetas independientemente de la citada via''®. Segiin esto, el NO inhibe la
activacion de las plaquetas tanto por vias dependiente de GMPc como por vias
independientes, aunque estas ultimas no estén tan bien caracterizadas como las primeras.
Como se apunto al inicio de la introduccion, la exocitosis de los granulos intracelulares
es un proceso importante por el que las plaquetas intervienen en los procesos de trombosis
e inflamacion. Las plaquetas tienen tres tipos de granulos: granulos densos, o.-granulos y
granulos lisosomales. Los granulos densos, los primeros en ser liberados tras la
activacion, contienen pequeiias moléculas como serotonina, ATP y ADP, que participan
en el reclutamiento y activacion plaquetario. El contenido de los a-granulos incluyen, la
P-selectina, el factor de von Willebrand y la p-tromboglobulina, promueven la
adherencia, agregacion y contacto de las plaquetas con los vasos sanguineos. Los granulos
lisosomales son los ultimos en liberarse y contienen enzimas de degradacion. La
exocitosis de estos granulos estd mediada por un conjunto de proteinas que regulan el
trafico de microvesiculas!'!?°. Los receptores de unién del NSF solubles (SNARE)
determinan la especificidad de la reaccion de fusion entre un granulo y su membrana
objetivo. Los SNAREs localizados en las vesiculas (v-SNARESs) y en las membranas

diana (t-SNARESs), interactian formando complejos estables. Las SNAREs expresadas
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en las plaquetas incluyen sintaxina-2, sintaxina-4, la proteina soluble de union a la NSF
(SNAP)-23, la proteina de membrana asociada a la vesicula (VAMP)-3 y la VAMP-8'2!,
La NSF y su proteina adaptadora, la a-SNAP también son necesarias para la exocitosis
de los granulos procedentes de las plaquetas'??.

La NSF interacta con los complejos SNARE a través de la a-SNAP para hidrolizar ATP
y descomponer los complejos SNARE. La NSF se identificé originariamente como una
proteina necesaria para el transporte intracisternal del Golgi cuya actividad era sensible a
la N-etilmeleimida (NEM). La NEM actta sobre los residuos de cisteina, que son lugar
comun de modificacion postraducional del NO''4,

Morrel et al. (2005) concluyen en su trabajo que el NO inhibe la exocitosis de los granulos
plaquetarios mediante la S-nitrosilacion de la NSF y la inhibicion de la capacidad de la
NSF para desmontar el complejo SNARE. Independientemente de la via de regulacion
del NO via GMPc, este grupo de estudio confirma que la NSF regula la exocitosis de los
granulos plaquetarios y demuestran que el NO, al modificar quimicamente el NSF cambia
su actividad e inhibe el desemsamblaje del complejo SNARE. Con todos estos datos se
demuestra que la NSF es diana para el NO en las plaquetas y que por tanto el NO derivado

de la eNOS endodgena regula la funcion plaquetaria y la exocitosis de granulos in vivo''#,

Proteina disulfuro isomerasa (PDI), coagulacion v su papel en las sefiales de NO.

Como hemos ido sefialando, la activacion de las plaquetas es un complejo entramado de
interacciones proteoliticas (proteina-proteina, proteina-ligando). Recordamos de forma
breve que, para que este proceso se desarrolle, la célula endotelial danada expone el factor
de von Willebrand, para atraer a la plaqueta. La plaqueta produce trombina para la
agregacion de plaquetas adicionales y asi se desencadena todo el proceso de coagulacion.
Como veiamos, las plaquetas empiezan a secretar otros activadores que unidos a
receptores de plaquetas aumentan los niveles de Ca®* favoreciendo la unidn a fibrindgeno
y con ello la mayor adhesion de plaquetas y formacion de trombos®. Muchos de los
receptores de integrina asociados a la actuacion de plaquetas contienen una subunidad
rica en cisteina, lo que posiblemente permite a la PDI regular el estado redox de los tioles.
La PDI es una de las veinte proteinas perteneciente a la familia PDI'? con tres actividades
cataliticas: 1) la redox de los tioles, 2) la que permite el intercambio de grupos disulfuros
y 3) la chaperona, actividades, todas ellas, fundamentales para la funcion del reticulo
endoplasmico'?* y que han sido identificadas como un componente funcional crucial de

la via biosintética en la sintesis de proteinas. La PDI es una proteina que se expresa en
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todos los tejidos de los mamiferos y aunque parece que a priori se circunscribe al RE, se
ha detectado también en el nucleo, el citosol, la superficie celular y de forma
extracelular!?.

Las plaquetas deficientes en PDI muestran una agregacion irregular, por lo que vemos
que la PDI de la superficie de las plaquetas tiene un importante papel en la formacion de
agregados plaquetarios y por tanto en la posible generacion de trombos. Jurk et al. (2011)
aseguran que la PDI desempefia un papel importante en la activacion por
retroalimentacién de la trombina en las plaquetas que ya han sido estimuladas por
trombina. Asi, demuestran que la PDI puede desempenar un rol en la interaccion de los
factores de coagulacion con las plaquetas'?S.

Parece que en las células endoteliales, cuando se inhibe la PDI en la superficie celular,
la coagulacion aumenta, ademas de que parece que la PDI puede desempefiar un papel en
la regulacion de la exposicion a la fostatidilserina (PS), a través de la actividad de la
flippasa y la floppasa'?’.

Khan and Mutus (2014) demostraron en su trabajo que la PDI de la superficie celular
mediaba la entrada de S-nitrosotioles (SNO) en las células. Observaron que la PDI de la
superficie celular podia catalizar la liberacion de NO del glutation S-nitrosilado (GSNO),
que es uno de los principales transportadores de NO en los tejidos. En ese sentido, se ha
observado que la PDI es capaz de regular la nitrosilacion del GSNO, en funcion de los
niveles de NO nitrosilando o desnitrosilando segun la concentraciéon de este. Esta
capacidad de la PDI juega un importante papel en el transporte de NO desde los globulos
rojos a las células del endotelio, en el que se ha observado que cuando la hemoglobina
estaba saturada de oxigeno al 50%, el NO se disociaba de la PDI extracelular y se
transferia a las células del endotelio'?.

Del mismo modo la PDI también puede participar en la transferencia del NO a las
plaquetas, de hecho, cuando se bloquea la actividad de la PDI a nivel plaquetario se
observa una considerable reduccion en el transporte intracelular de NO y por tanto una
disminucién de la acumulacion del mismo en el citosol plaquetario, lo que lleva a una
menor sintesis de GMPc, con las repercusiones que ello pueda tener sobre la funcion
plaquetaria y la hemostasia. Ademas, la transferencia mediada por el PDI del NO
producido por el endotelio y transferido al citosol plaquetario podria ayudar a regular la

activacion de las plaquetas.
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También se ha demostrado que la PDI se puede unir a la NADPH oxidasa y facilitar la
produccion de ROS en las células vasculares'?®!?°, Como sabemos el NO y el ROS
desempefian un papel crucial en la formacién del trombo.

Siguiendo la linea de la PDI, podemos decir que en el proceso de la formacion del trombo
provocada por la lesion vascular, las isomerasas de tiol (PDI y otras isomerasas de tiol),
procedentes de las células lesionadas, pueden actuar como una de las sefiales de inicio
mas importantes en el desarrollo del proceso trombotico'?. La localizacion de las tiol
isomerasa en la membrana plasmaética es una caracteristica esencial de su participacion
en la coagulacion. Una de las evidencias més importantes que se han encontrado del papel
de las tiol isomerasas en la formacion y generacion de trombos es el hecho de que un
inhibidor de la actividad de la PDI, como es el compuesto natural isoquercetina y
derivados, es capaz de disminuir la agregacion plaquetaria, generacion de fibrina, el
tamafio de los trombos, e incluso inhibirlos por completo, en modelos animales de lesion
vascular. Es objeto de investigacion de cara a la creacion de nuevos farmacos. Por todo
ello, este tipo de compuestos estan siendo investigados como serios candidatos para
actuar como agentes antitromboticos, y no sélo en la trombosis arterial, sino también en
la venosa, ambas patologias muy recurrentes en el postoperatorio de la cirugia con CEC.
Esta ampliamente demostrado el papel del NO como efecto antiinflamatorio en la
vasculatura, de hecho, los inhibidores de la NOS aumentan la adherencia leucocitaria-
endotelial. En este sentido se ha demostrado que la S-nitrosilacion es el mecanismo de
sefalizacion por el que el NO regula el trafico de proteinas endoteliales y la supresion de
la expresion de citoquinas proinflamatorias y moléculas de adhesion dependiente del
factor nuclear kB'*. Respecto al trafico de proteinas en las células endoteliales, la S-
nitrosilacion del factor sensible a la N-etilmaleimida (NSF) suprime la exocitosis de los
cuerpos de Weibel-Palade y por tanto la exposicion externa de la molécula de adhesion
P-selectina'!!. Esto inhibe la activacion de los leucocitos, y, por tanto, el proceso
inflamatorio. Un mecanismo similar es lo que sucede con las plaquetas, reduciendo como
sabemos la activacion, adhesion, agregacion y trombosis®®!14,

Las acciones del NO mediadas por la S-nitrosilacion son importantes en la mediacion en
procesos tales como la aterosclerosis, la sepsis y los trastornos autoinmunes.

Mannick et al. (1999) ya demostraron que los efectos antiapoptédticos del NO estan
mediados por la S-nitrosilacion de la caspasa-3'3!. Un residuo de cisteina en el sitio activo
de la caspasa-3 es S-nitrosilado, inhibiendo asi sus efectos proapoptoicos. En la medida

en que estos mecanismos son operativos en las células endoteliales, el equilibrio entre la
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S-nitrosilacion y la desnitrosilacion puede desempefiar un papel crucial en la
supervivencia de las células endoteliales®.

Por todo ello, es de radical importancia comprender los mecanismos mediante los cuales
puede ser provocada la hemolisis en la cirugia con CEC, e identificar cuales son los
procesos fisiologicos que intervienen cuando la sangre de los pacientes se somete al estrés
que supone atravesar todo el circuito de circulacion extracorpoérea.

Poner de relieve la importancia de los procesos que se desarrollan en este punto, nos
ayuda no solo a comprender qué sucede cuando el proceso de hemolisis esta en curso y
cuales son los procesos moleculares que se disparan, sino las consecuencias clinicas que
se pueden provocar en el postoperatorio de los pacientes sometidos a cirugia de recambio
valvular aortico.

Ademas, investigar la implicacion de la hemolisis en la hemostasia en esta cirugia y saber
como cuantificarlo y medirlo, debe servir para evaluar hasta que punto se esta protegiendo
de la hemolisis a los pacientes.

El conocimiento de estos mecanismos de hemolisis y hemostasia son una herramienta

para optimizar los recursos de los que disponemos para minimizar la hemolisis.

Minimizacion del dano. Estrategias.

El cuidado con los sistemas de aspiracion es importante, al mismo tiempo que la
utilizaciéon de los dispositivos salvacélulas de autrotransfusion, que son capaces de
eliminar hasta el 90% de la hemoglobina plasmatica. Por lo tanto, en pro de minimizar la
hemolisis en nuestra cirugia, estaria justificado utilizar el “salvacélulas” de forma
protocolaria, ya que este procesa y elimina los hematies lisados y la hemoglobina libre!32.
Si la sangre del deposito de cardiotomia esta muy dafiada debe separarse y desecharse.
Menos utilizadas son las estrategias farmacoldgicas en los pacientes que presentan
hemolisis. En caso de agotamiento endogeno de eliminacion de hemoglobina libre, existe
la posibilidad de administracion de haptoglobina adicional. Existen estudios que
demostraron en su dia que la administracion de haptoglobina adicional tiene efecto
protector de la funcion renal'?3.

Un segundo enfoque farmacologico seria la administracion de NO, que compensaria la

unién del NO con la hemoglobina libre.
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1.4. El valor estratégico de medir la funcion plaquetaria.

Nuevos métodos y perspectivas clinicas.

Una cirugia como la de recambio valvular adrtico exige de un estrecho ajuste hemostatico
para lograr resultados exitosos. Las plaquetas, son un elemento clave en esta cirugia, ya
que deben actuar en el proceso de reparacion de los tejidos dafiados, y a la vez se ven
alteradas al contacto con las superficies y turbulencias de la méaquina de CEC y por el
influjo que los farmacos antiagregantes generan sobre ellas.

Conocemos la reactividad plaquetaria como un término que expresa el grado de respuesta
de las plaquetas a un estimulo externo, generalmente un “agente agregante”.

La reactividad plaquetaria es posible medirla de muchas maneras, desde las formas mas
clésicas a los enfoques mas novedosos.

Como sabemos, las plaquetas son células sanguineas anucleadas de 2 a 4 um de diametro,
con multiples funciones y una vida media corta, entre 7-10 dias. Tras este periodo, las
plaquetas son eliminadas en el bazo y en el higado. La produccion de plaquetas o
trombopoyesis se produce principalmente en la médula 6sea. En primer lugar, se produce
la diferenciacion de las células madre hematopoyéticas en megacariocitos poliploides,
que desprenden numerosas protuberancias citoplasmaticas denominadas proplaquetas. La
trombopoyetina hepatica es la encargada de inducir la formacion de proplaquetas cuando
el recuento de plaquetas en sangre es bajo™?.

Se establece pues que las proplaquetas se desarrollan y dividen en plaquetas. La
activacion de las plaquetas inducida por un agonista aumenta su heterogeneidad en cuanto
a la capacidad de respuesta, con pruebas que demuestran que pueden surgir poblaciones
plaquetarias distintas. Estas poblaciones diferentes incluyen plaquetas con o sin
secrecion, plaquetas con integrinas activadas o no, plaquetas con capa de fibrina y
plaquetas con globo de membrana y fosfatidilserina expuestas??.

Se piensa que los agentes agregantes que se exponen en el tejido alterado o que se liberan
a la circulacion generan la agregacion plaquetaria que contribuye, como ya hemos visto,
a la participacion de las plaquetas en los procesos de hemostasia y trombosis. Recordamos
algunos agentes agregantes como son el colageno, la trombina, el ADP y el Tromboxano
A2. Las medidas de reactividad plaquetaria estaban enfocadas a cuantificar los efectos de
estos y otros agregantes en las plaquetas. De igual forma, también se han utilizado para

cuantificar el grado de inhibicion de la actividad plaquetaria provocado por los farmacos
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antiagregantes plaquetarios, algunos de los cuales son de prescripcion muy frecuente en
los pacientes sometidos a cirugia cardiaca'*.

La tendencia general es que se asocia a un mayor riesgo de trombosis a los pacientes con
respuesta exagerada a los agentes agregantes, mientras que la baja reactividad estd
relacionada con la predisposicion a hemorragias y hematomas. El conocimiento de los
déficits congénitos en la funcidn plaquetaria ayuda a explicar las diatesis hemorragicas y
la importancia de la funcion plaquetaria en la hemostasia. Si bien una elevada actividad
plaquetaria a pesar del tratamiento antiagregante predispone a padecer episodios
tromboticos, es de especial relevancia recordar también que la inhibicidon excesiva de la
reactividad plaquetaria puede asociarse a tendencias hemorragicas excesivas en todas las
cirugias y particularmente en la cirugia con CEC. Es de suponer la elevada importancia
de las mediciones de reactividad plaquetaria, para establecer una horquilla terapéutica en

la cual, los riesgos de sangrado y trombosis sean minimos'*>.

Enfoques para el estudio de reactividad plaguetaria.

No es un descubrimiento nuevo el hecho de que al afiadir ADP al plasma rico en plaquetas
(PRP) las plaquetas se agruparan. EI PRP se obtiene cuando la sangre, a la que se le afiade
un anticoagulante (citrato de sodio), se centrifuga durante unos 10 minutos para obtener
una muestra libre de globulos rojos y blancos. A los segundos de afiadir ADP, o cualquier
otro agente proagregante a la muestra de PRP, empieza a aclararse la muestra y en pocos
minutos se vuelve practicamente transparente, debido a que las plaquetas de forma
individual se agrupan formando agregados de todas las plaquetas presentes en el PRP.
Estos agregados pueden ser tan voluminosos como para poder apreciarse a simple vista.
Esta agregacion plaquetaria se puede presentar con caracter reversible o irreversible, y
esto depende de la presencia o ausencia de patologia en el paciente de donde se ha extraido
la muestra. Asi, en pacientes que muestran trastornos hemorragicos, esta agregabilidad
puede estar reducida, del mismo modo que los pacientes que presentan alto riesgo de
trombosis generan una agregabilidad excesiva. Pero no solo depende del paciente, sino
también del tipo y concentracion del agregante utilizado, y de si la muestra esta bajo los
efectos de algun farmaco antiagregante.

La agregometria por transmision de luz (LTA) se convirtié en el pilar basico de medida
de la agregacion plaquetaria. Con ella se controla el “aclaramiento” de la muestra agitada
de PRP detectando la cantidad de luz transmitida a través de ésta. El equipo que se utiliza

tanto para agitar la PRP como para detectar los cambios en la transmision de luz se
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denomina AGREGOMETRO. A pesar de los avances que han surgido durante los tltimos
afos para estimar la agregacion plaquetaria, el agregdmetro, por transmision de luz, sigue
siendo el método “gold estandar”!3¢,
Resulta interesante la medicion de la agregacion plaquetaria para la evaluacion de la
reactividad, ya que es precisamente la formacion de agregados plaquetarios la
responsable, en un elevado porcentaje, de la formacion del tapon hemostatico. Pero,
como ya apuntan Algahtani & Heptinstall (2016) en su trabajo de revisién sobre métodos
de medida de la reactividad plaquetaria, la medicion de la agregacion por el método LTA
presenta tres tipos de problemas: 1) El primero es que las mediciones se desarrollan sobre
PRP, que se considera menos fisioldgico que la sangre total; 2) El nimero de plaquetas
en el PRP varia de un paciente a otro. 3) El método requiere un acceso rapido a un
laboratorio, con un equipo entrenado para este tipo de mediciones. Hoy en dia los métodos
para medir la agregacion plaquetaria han evolucionado mucho y tenemos una gran
variedad de ellos. Los métodos mas novedosos incluyen:

1. VERIFYNOW

2. MULTIPLATE

3. RECUENTO PLAQUETARIO POR CITOMETRIA DE FLUJO

La agregacion plaquetaria es solo una de las respuestas de las plaquetas a un estimulo
externo. Cabe recordar que es posible inducir a la plaqueta a formar agregados por
diferentes moléculas como el TxA2 e incluso a secretar el contenido de los granulos
intracelulares como el ADP o la P-selectina procedente de los granulos a.. La P-selectina
aparece en la superficie de la plaqueta al ser activada, y es capaz de mediar la formacion
del complejo plaqueta-leucocito. Todo ello nos serviria como marcador para medicion de
activacion plaquetaria.

Adicionalmente, la plaqueta tras recibir un estimulo externo genera cambios bioquimicos
cuantificables como la fosforilacion de la fosfoproteina estimulada por vasodilatador
(VASP) que también esta relacionado con su nivel de actividad y por tanto su medida
tiene interés clinico.

La ventaja que presentan este tipo de pruebas es que pueden realizarse en un laboratorio

convencional sin la necesidad de equipos excesivamente complejos.
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A continuacion, pasaremos a describir los distintos métodos mencionados con mas

profundidad:

Agregometro. Agregometria por transmision de luz.

A pesar de no ser una técnica nueva, sigue considerandose el “gold standar” para medir
reactividad plaquetaria.

La prueba se basa en afiadir un agente agregante a una muestra agitada de PRP en un
agregometro, y la agregacion se cuantifica por el aumento que se produce en la
transmision de la luz. Los agentes agregantes tipicamente utilizados son el ADP, la
epinefrina, el colageno y la trombina, aunque ésta tltima a veces se sustituye por un
péptido de activacion del receptor de trombina (TRAP) cuya ventaja es activar la plaqueta
sin iniciar la cascada de coagulacion.

Como norma general, la LTA se usa para el analisis de agregacion de pequefias muestras
de PRP. Recientemente el ensayo Optimul ha probado con éxito los efectos de multiples

agonistas plaquetarios en paralelo en la PRP de pacientes con trastornos hemorragicos'?’.

Agregometria por impedancia. Multiplate.

La agregometria por impedancia fue introducida por Cardinal y Flower!*. El método esté
basado en la medicion de la resistencia eléctrica entre dos electrodos sumergidos en
sangre entera agitada. A medida que las plaquetas van agregandose y se unen a los
electrodos, se produce un cambio en la impedancia eléctrica que se corresponde con el
grado de agregacion producida.

La principal ventaja que presenta utilizar sangre entera en lugar de PRP, es que evitamos
el proceso de centrifugacion, lo que hace que la medicion sea mas simple.

La version mas utilizada de agregometria por impedancia es la MEA (Multiplate
Analyzer, Roche; Munich, Alemania), que utiliza dos conjuntos de pares de electrodos,
de forma que se hace una doble determinacion en cada muestra para garantizar la
reproducibilidad de la medicion. Presenta una desventaja y es que, al igual que enla LTA,
sigue siendo necesario un acceso rapido a un laboratorio y éste debe contar con una
experiencia adecuada.

La agregometria por impedancia ha sido y es muy valiosa para medir el grado de
inhibicidn plaquetaria producida por aspirina y clopidogrel en los pacientes que van a ser

sometidos a cirugia cardiaca electiva.
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En relacion a la utilidad practica del MEA, Hazarbasanov et al. (2012) utilizaron este
método para identificar a los pacientes sometidos a intervencionismo coronario
percutaneo que seguian mostrando una elevada reactividad plaquetaria a pesar del
tratamiento con clopidogrel, aportando la conclusion de que si se aumentaba la dosis del

farmaco, los resultados eran mas favorables'3’.

VerifyNow.
VerifyNow (Accumetrics, Inc, CA, EE. UU.) es un método de prueba utilizado para

medicion especifica de la inhibicion de la agregacion plaquetaria, por aspirina,
antagonistas P2Y 12 (clopidogrel) y los antagonistas GPIIb/I11a. Su particularidad es que
se realiza la medicion en el punto de atencion, donde se realiza la extraccion de la muestra.
Para controlar la actividad de clopidogrel utiliza el ADP como activador plaquetario,
mientras que el AA se utiliza para controlar el tratamiento con aspirina. Para la
monitorizacion de los antagonistas GPIIb/IIla se utiliza un péptido de activacion del
receptor de la trombina.

Tras la activacion por el agonista, las microvesiculas recubiertas de fibrindogeno pueden
unirse a la plaqueta activada a través de la GPIIb/IIIA de la superficie plaquetaria para
formar un aglutinado, midiéndose el aclaramiento resultante de la muestra por
turbidimetria. Todo el proceso esté totalmente adaptado para mediciones realizadas en el
punto de recogida de sangre, y otra de las ventajas es que no se requiere de laboratorio
especializado o personal formado para ello.

Al igual que MEA, VerifyNow ha demostrado ser eficaz para predecir hemorragias en
pacientes tratados con clopidogrel que se van a someter a cirugia con CEC, y se ha
establecido una relacion entre menor actividad plaquetaria y aumento de hemorragias en

dos estudios!4%-141,

Recuento plaquetario.

Cuando las plaquetas se agregan, el numero de plaquetas individuales en sangre
disminuye, y esta disminucion en el numero se puede utilizar como indice para medir el

grado de agregacion plaquetaria'#?

. Para medir la agregacion plaquetaria por recuento
plaquetario se pueden utilizar distintos instrumentos como un contador de células
sanguineas para contar plaquetas, utilizando tecnologia de recuento de impedancia, o
también un citometro de flujo. Si el dispositivo de recuento de plaquetas no se puede usar

para contar inmediatamente, es ventajoso usar un fijador que detenga la agregacion en el
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punto donde se necesita la medicion'#*'%4, La ventaja de este procedimiento, con respecto
a otros métodos, es que no es necesario preparar o manipular tanto la muestra, que es muy
sensible a la formacion de microagregados y que las mediciones se pueden realizar en
sangre total.

Ademas, el recuento plaquetario es un procedimiento rapido y sencillo y los resultados
de recuento y agregacion estan disponibles inmediatamente. Por otro lado, el uso de un
fijador para la muestra de sangre en el momento exacto en el que se requiera medir la
agregacion tiene la ventaja de proporcionar un tiempo entre la experimentacion y el
recuento, lo que evita la necesidad de tener un dispositivo de recuento de plaquetas
inmediatamente. El fijador AGGFix (Platelet Solutions Ltd, Nottingham, Reino Unido)
ofrece no solo esta posibilidad, sino también la de poder estudiar las plaquetas semanas
después, lo que le hace muy interesante cuando hay que analizar muestras de muchos
pacientes, que no se pueden medir en el momento. Este método también se ha utilizado
para evaluar el grado de formacion de conjugados plaqueta-leucocito, analizados por

citometria de flujo'#.

Métodos basados en la medicion de marcadores de activacion plaquetaria.

Cuando se produce la activacion de la plaqueta, se externaliza en su superficie marcadores
de activacién como la P-selectina, que puede cuantificarse por citometria de flujo. Desde
el punto de vista clinico la medicidon de este marcador es de gran interés porque puede
ayudar a monitorizar la eficacia de tratamientos antiagregantes, ademas de valorar el
grado de activacion de las plaquetas en muchas situaciones clinicas. A este respecto, en
la actualidad existen distintos métodos para medir la expresion de la P-selectina en
plaquetas, destacando los desarrollados por la empresa britanica Platelet Services
(Nottingham, Inglaterra), en los que es posible fijar las muestras y analizarlas a posteriori,
con una gran reproducibilidad de los resultados. Ademas, es un método que no requiere
grandes conocimientos técnicos, y que, al poder fijar la muestra, esta puede ser analizada
por un laboratorio especializado del propio hospital o por la propia empresa. Uno de los
métodos mas utilizados para este particular es el que se conoce como PAMFix: Platelets
Services (Nottingham, Inglaterra)'4’.

Otro marcador que también se puede medir es el TxB2, producto de degradacion del
TxA2 y metabolitos de TxA2 como medio directo para evaluar la actividad de la
ciclooxigenasa en las plaquetas. A su vez, las mediciones de ADP secretado en un

dispositivo denominado lumiagregémetro, han resultado utiles en el estudio de los
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defectos en la reserva plaquetaria de pacientes con predisposicion a hematomas y
hemorragias. Eso si, para la medicion de estos dos ultimos marcadores de activacion
plaquetaria (TxA2 y ADP) se requieren conocimientos técnicos avanzados y equipos

especializados.

Métodos basados en la medicion de metabolito celular.

Particularmente el que ha demostrado tener gran interés como medio para examinar la
activacion de las plaquetas es el metabolito VASP (Vasodilatador-Stimulated
Phosphoprotein). El nivel de VASP fosforilado (VASP-P) est4 en funcion de las Proteinas
Kinasas dependientes del nivel de nucleotidos ciclicos en las plaquetas: de manera que la
Proteina Kinasa A depende del AMPc y la Proteina Kinasa G depende del GMPc. Por
tanto, el nivel de VASP fosforilado (VASP-P) se ha utilizado como medida para
determinar los efectos de diversos agentes antiagregantes o proagregantes que regula, ya
sean aumentando o disminuyendo, la actividad plaquetaria a través de los niveles de AMP
ciclico (AMPc) y GMPc en las plaquetas.

En la clinica, principalmente en cardiologia, se ha usado mucho como método de control
y valoracion de los efectos antiagregantes de los farmacos antiplaquetarios que actian
inhibiendo el receptor purinérgico P2Y 12 que es especifico del ADP. Algunos de estos
farmacos son: el clopidogrel, el prasugrel y el ticagrelor. Este método es muy 1til en estos
casos dado que la unidon del ADP al receptor P2Y 12 conduce a una inhibicion de la
actividad de la adenilato ciclasa y por tanto a la imposibilidad de sintetizar AMPc. Sin
embargo, en presencia de estos farmacos que inhiben al receptor P2Y 12, éste deja de
inhibir a la adenilato ciclasa y es mas facil que se puedan producir aumentos en el nivel
de AMPc, especialmente en presencia de mediadores locales como las prostaglandinas
que inhiben la agregacion plaquetaria precisamente activando a la adenilato ciclasa. Por
todo ello, la medicion de los niveles de fosforilacion de VASP-P es un método muy util
para valorar la accion antiagregante de estos farmacos.

Hoy en dia hay varios métodos en el mercado, disponibles para que se puedan utilizar en
clinica. Uno de ellos es el que ha desarrollado la empresa Biocytex (Marsella, Francia)
para determinar la eficacia del clopidogrel. En este método la medicion de la VASP-P
implica la permeabilizacion de la plaqueta seguida de la evaluacion por citometria de flujo
del nivel de fosforilacion al medir la presencia de un anticuerpo fluorescente dirigido a la
VASP-P dentro de la plaqueta. Esta medicion requiere también el acceso directo a un

laboratorio altamente especializado. Posteriormente a este ensayo, la empresa britanica
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Platelet Services (Nottingham, Inglaterra) ha desarrollado otro enfoque para medir el
grado de fosforilacion de VASP-P que utiliza el método conocido como VASPFix, que
proporciona un enfoque de un solo paso y que conlleva la lisis celular para llevar a cabo
dicha medicion'#, VASPFix incluye un agente de lisis celular, microesferas de vidrio
(“beads”) que unen la VASP de las plaquetas lisadas y un anticuerpo fluorescente
apropiado para determinar el nivel de VASP-P en las “beads”. Otra ventaja de este método
es que le confiere una gran estabilidad a la muestra, ya que la fija, lo que permite que tras
afladir VASPFix a la sangre o a la PRP, el nivel de VASP-P se puede determinar
directamente mediante citometria de flujo o congelar y analizar posteriormente, con una

gran reproducibilidad de los resultados.

Otros métodos para evaluar la reactividad de las plaquetas.

Analizador de funcion plaquetaria (PFA)-100. El fundamento es someter a la sangre total
a una tension de cizallamiento elevada al pasarla a través de un tubo capilar hacia una
abertura en una membrana recubierta de colageno, que contiene ADP o epinefrina. El
tiempo que tarda en ocluirse esa abertura se denomina tiempo de cierre. La sensibilidad
de esta prueba se ve influida por la naturaleza del anticoagulante utilizado en la obtencion
de la sangre para su analisis. Aunque aun es tema de debate, parece que se recomienda la
hirudina frente al citrato, ya que el citrato parece reducir el grado de inhibicion de la
reactividad plaquetaria, provocada por ejemplo por los antagonistas de la P2Y 1247,
Tromboelastografia (TEG, Haemonetics Corporation, MA, EE. UU). Prueba global de
trombosis que mide aspectos de la formacion de codgulos en un dispositivo especialmente
disefiado. De facil acceso, se puede encontrar en la antesala de un quir6fano, requiere de
cierto entrenamiento para su manejo, es de utilidad para una vision global de la
coagulacion de los pacientes sometidos a CEC, aunque no se utiliza de forma generalizada
para los estudios de reactividad plaquetaria.

Aggreguide (Aggredyne, Inc., TX, EE. UU). Nuevo procedimiento de analisis en el punto
de atencion basado en la tecnologia de dispersion de la luz. Facil de usar, pero un estudio
publicado en pacientes sometidos a cirugia con CEC mostro escasa reproducibilidad con

otras pruebas de reactividad plaquetaria'*®.

68



Introduccidn

1.5. Perspectivas futuras. Propuestas y retos para nuevas

investigaciones.

Es una evidencia el hecho de que la hemolisis contintia siendo un reto para todos los
profesionales que estan implicados en la cirugia con circulacion extracorporea, entre la
que se encuentra la cirugia de recambio valvular adrtico. A pesar de todos los esfuerzos
enfocados a minimizar los efectos deletéreos que la bomba de circulacion extracorpérea
tiene sobre los pacientes, ésta continua siendo responsable de multiples mecanismos que
al final desarrollan morbilidad a corto y largo plazo, como son la hipoperfusion, el
fenomeno de isquemia-reperfusion o la induccion de la respuesta inflamatoria. A la
hemolisis, que ha sido considerada un efecto secundario de la CEC practicamente
inevitable, se la ha catalogado como relativamente inofensiva en cuanto al pronostico
postoperatorio del enfermo. Nada maés lejos de la realidad, cuando se ha empezado a
demostrar que la hemoglobina libre en plasma, priva de la biodisponibilidad del NO, el
vasodilatador enddogeno mas importante. Si se produce una reduccion importante del NO
apareceran deterioros de la perfusion tisular. Ademas, la hemoglobina libre contribuye al
dafio renal, una de las batallas pendientes en el postoperatorio de los pacientes sometidos
a CEC.

A ello tenemos que unir la influencia que tiene el NO en la hemostasia, fundamentalmente
en las plaquetas, por lo tanto, los puntos de interés sobre los que habria que incidir para
optimizar el grado de hemolisis y la hemostasia en estos pacientes deberian estar

enfocados a los siguientes puntos:

1.5.1. Medicion de hemoglobina libre.

Clasicamente la medicion de la hemdlisis en la cirugia cardiaca se hace “de visu”,
valorando el color de la orina. Si bien una orina hemattrica o una orina con hematuria
franca nos indica que la hemolisis es importante y nos obliga a medir parametros de
hemolisis como la LDH y la haptoglobina, no es hasta ese momento que se decide realizar
un estudio de hemolisis, presumiblemente porque no se ha considerado importante o
necesario.

Por lo anteriormente mencionado, sabemos que la hemoglobina libre aparece en
cantidades importantes en plasma cuando la haptoglobina hepatica ha sido saturada por
la hemoglobina libre. Sabemos que la LDH aumenta ostensiblemente cuando la

hemoglobina libre aparece en plasma. Ambos pardmetros (haptoglobina y LDH) son
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medidos mediante bioquimica como parametros de hemolisis en laboratorio. Quizés sea
interesante disponer de una mediciéon de hemoglobina libre, de forma rapida y sencilla.
Un método que de forma bastante precisa nos aporte informacion rapida sobre los niveles
de hemoglobina libre. Para este proposito seria interesante un dispositivo como el
HEMOCUE®, que te permite tenerlo en el quir6fano y cuya finalidad es analizar una
muestra sanguinea de forma rapida y sencilla. El dispositivo te permite una aproximacion
bastante exacta de la hemoglobina, y te ayuda a tomar decisiones tempranas, siempre con
la posibilidad de contrastar con los datos de laboratorio.

Si lograramos ya en el quiréfano una medicion de este tipo de la hemoglobina libre,
podriamos valorar de forma bastante exacta en qué momento o con qué niveles de
hemoglobina libre comienza la orina a tefiirse hematuirica. Ademas, supondria una medida
indirecta pero rapida de la biodisponibilidad del NO que presumiblemente podriamos

correlacionar con eventos tromboticos en el postoperatorio.

1.5.2. Medicion de la S-nitrosilacion de proteinas relacionadas con el proceso

hemostatico v de interés en la funcion plaquetaria.

En esta misma introduccion hemos visto la importante funcion de la PDI en la hemostasia
y en la funcion plaquetaria. Recordando, la PDI nitrosilada inhibe la funcion plaquetaria;
y segun Bekendam et al. (2018) en su trabajo plantean la posibilidad de que el NO bloquee
la generacion de trombina dependiente de las plaquetas , al menos en parte mediante la
actividad plaquetaria de la PDI'¥.

Ademas este mismo grupo, indico en sus conclusiones que la PDI nitrosilada inhibe la
activacion plaquetaria, mediada por la agregacion y la liberacion de sus granulos'#. De
esto se desprende la sugerencia de que una de las funciones de la PDI es transferir NO a
las plaquetas. La nitrosilacion de la PDI resultdé en una reduccion significativa de la
acumulacion maxima de plaquetas y de la formacion maxima de fibrina en un modelo
experimental.

La formacién del trombo requiere de la actividad de otras tiol isomerasas vasculares
distintas de la PDI, que se ha demostrado que estan sujetas a nitrosilacion y que sus formas
nitrosiladas inhiben la funcion plaquetaria.

Como sabemos, el NO es un importante mediador de la permeabilidad vascular. Previene
la oclusion vascular al inhibir la funcidén plaquetaria y la activacion de células

endoteliales.
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Las tiol isomerasas vasculares son objetivos de NO en el mantenimiento de la quiescencia
vascular, pero, ;como interaccionan el NO y las tiol isomerasas?:

La produccion de NO conduce a la S-nitrosilacion de las isomerasas. Como las tiol
isomerasas desempefian un papel muy importante en la formacion de trombos, la
inhibicién de la actividad de las tiol isomerasas por el NO es antitrombotica. A eso hay
que afadirle que, tras su reaccion con el NO, las tiol isomerasas pueden actuar como
agentes S-nitrosilados, trasfiriendo el NO a las plaquetas.

Siguiendo estas mismas investigaciones, los autores demuestran que la PDI plaquetaria
estd regulada por la S-nitrosilacion'#’. La neutralizacion de la actividad de la tiol
1somerasa de la superficie de las plaquetas observada tras la S-nitrosilacion de la PDI por
los portadores de NO* bloquea la funcion protrombdtica de las plaquetas, ya que la
generacion de trombina dependiente de éstas, depende a su vez de la PDI'*°, Este hecho
apoya la teoria de que el NO generado en el endotelio se trasfiere a las plaquetas a través
de la PDI.

Con todo lo visto, seria un interesante acercamiento poder medir la S-nitrosilacion de la
PDI y otras tiol isomerasas en los pacientes sometidos a CEC, en tanto en cuanto nos
ayudaria a enfocar de forma indirecta diferentes variables: en primer lugar, nos hablaria
sobre el estado protrombdtico de la plaqueta y por supuesto nos aproximaria a conocer la
biodisponibilidad del NO, hablandonos del grado de hemolisis, y coOmo esta
biodisponibilidad influye en la actividad plaquetaria y si esta influencia tiene repercusion
o no en la hemostasia de los pacientes sometidos a la cirugia de recambio valvular aortico.
Ademas, como sabemos que el NO regula el trafico de leucocitos, el conocimiento del
nivel de la S-nitrosilacion de las proteinas que regulan estos procesos nos podrian ayudar
a explicar las leucocitosis reactivas que generan las reacciones inflamatorias de los
pacientes sometidos a este tipo de cirugia. Seria de interés, y motivo de discusion e
investigacion valorar los niveles de S-nitrosilacion de proteinas clave y la modificacion
de estos por si nos pudieran ayudar a entender y a amortiguar los disturbios inflamatorios
y hemostaticos, cuando estos aparecen de forma exagerada, tanto en el intraoperatorio

como en el postoperatorio de los pacientes sometidos a CEC.

1.5.3. Medicion de los gasotransmisores para valoracion indirecta de hemolisis en

cirugia de recambio valvular aortico.

Cada vez es mayor el interés que los mediadores gaseosos o gasotransmisores han

despertado en la comunidad cientifica, por su papel, aun no aclarado del todo, en la
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fisiologia y fisiopatologia animal. El papel del NO lleva estudiandose mas de tres
décadas'>!, pero en los ultimos afios se ha intensificado la investigacion realizando
importantes avances también en la farmacologia del monodxido de carbono (CO) y del
sulfuro de hidrogeno (HaS).

De forma individual, los estudios sobre H>S revelan su papel en muchas funciones
bioldgicas, aunque los mecanismos moleculares subyacentes de sus acciones no estan
bien definidos. Lo que si parece estar claro es la funcién del sulfuro de hidrogeno en la
inflamacion segun se desprende del trabajo de Palinkas et al. (2014), en el que estudian
las interacciones entre €ste y la mieloperoxidasa (MPO) y sugieren que el consumo de
H>S como resultado del estrés oxidativo inducido por la inflamacién, puede reactivar a la
MPO unida al H>S, lo que podria exacerbar el dafio producido por la inflamacion. Por el
lado contrario, el sulfuro de hidrégeno administrado exdgenamente podria restituir la
inhibiciéon de la MPO en los sitios de inflamacion lo que explicaria alguno de los efectos
antiinflamatorios'*?. Ademas se ha demostrado su accion en distintos ambitos, pasando
por ser sefalizador en el SNC, regulador del tono del musculo liso, metabolismo y
crecimiento celular, y estar implicado en procesos como cancer, ateroesclerosis y
cardioproteccion'3,

Por su parte, el mondxido de carbono (CO) es otra pequefia molécula de sefializacion
endogena en el cuerpo humano, producida por la hemo-oxigenasa (OH) que al catalizar
las reacciones de metabolizacion del grupo hemo, produce biliverdina, Fe? y mondxido
de carbono (CO), proceso que se conoce con precision y detalle. Sin embargo, no se
conocen tanto los efectos bioldgicos directos del CO generado!™*.

Los tres gasotransmisores se interrelacionan entre si, hasta tal punto que los estudios
apuntan que niveles elevados de CO inhiben la actividad de las NOS y la generacion de
NO. Del mismo modo la deplecion de NO tiene efectos sobre los otros gases, e igualmente
la reduccion del CO aumenta tanto los metabolitos del NO como la produccion de H»S; e
incluso se ha puesto de manifiesto que la reduccion del H»S redujo los metabolitos del

NO al aumentar la produccion de CO (Figura 16).
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Figura 16. La interaccion completa entre los gases se basa en la inhibicion simple y
combinada. El efecto de un inhibidor sobre el producto directo del enzima objetivo y los
efectos sobre los otros gases. Donde LNNA (L-nitroarginina), SnPP (Dicloruro de
protoporfirina IX), PAG (DL-proparglicina), NOS (NO sintetasa), HO-1 (hemoxigenasa 1),
CSE (cistationina y-liasa). Wesseling S et al. (2015).

En conjunto, segin Wesseling et al. (2015) el CO parece ser el elemento de conexion
entre el NO y el H2S, al menos a nivel renal, que fue el 6rgano diana de estudio en este
trabajo. El mismo autor abre una linea de andlisis sobre el efecto antihipertensivo que
puedan tener el CO y el H2S en animales'>>.

Pero no solo se circunscribe a su efecto renal esta interrelacion entre los gasotransmisores,
sino que también se ha observado en otras patologias como la cardiopatia isquémica. Por
otra parte se ha recogido su influencia en las lesiones que aparecen en los procesos de
isquemia reperfusion: asi en el sistema cardiovascular inducen la vasodilatacion y la
cardioproteccion'>3,

Una propuesta interesante seria profundizar en los efectos sobre la hemostasia de los
gasotransmisores, y como los procesos de hemolisis pueden influir en su
biodisponibilidad e interrelacion entre ellos, para de tal forma extrapolarlo a los pacientes
sometidos a CEC. Siguiendo esta linea de investigacion, B. Olas (2015) en su trabajo
relaciona los procesos de pro- y anticoagulacion con la intervencion de los
gasomediadores, incluida la accidén de las plaquetas y los procesos de coagulacion y

fibrinolisis!®°.
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Se ha demostrado que el CO reduce la activacion de las plaquetas, mediado por la via de
la guanilato ciclasa y por otros mecanismos como la modulacion de los canales de Ca®".
Y no so6lo puede afectar a la hemostasia a través de la inhibicion de la activacion de las
plaquetas, sino también a través de la modulacion de la coagulacion y la fibrinolisis'>®.

Por su parte, el HoS, aunque no se conoce bien su accion en la hemostasia, si se ha
evidenciado y publicado sobre sus propiedades antiplaquetarias y actividad

157 Ademas puede inhibir la proliferacion de las células lisas vasculares! .

anticoagulante
Por lo tanto, la interaccion entre los distintos gasotransmisores, tal y como se demuestra
en la figura 17, y sus posibles efectos sobre la activacion de las plaquetas y la trombosis
supone un campo de investigacion importante, y puede suponer una herramienta de apoyo
mas a la hora de estudiar las alteraciones en la coagulacion y la influencia que la hemdlisis
ejerce sobre €stas en los pacientes sometidos a CEC. El posible potencial clinico que

tengan los gasotransmisores debera ser investigado mas profundamente.

sGC the decrease of ADP release

lipid peroxidation l
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|

the decrease of calcium level
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transduction /
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Figura 17. Modelo propuesto para la funcion reguladora de los gasotransmisores NO, CO y H,S
en las plaquetas. B. Olas (2015).
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1.5.4. Conjugados plaquetas-globulos blancos. Medicion. Interaccion trombosis-

inflamacion.

Debido a la gran sensibilidad que muestran las plaquetas a los factores tromboticos e
inmunolégicos, estan preparadas para expresar respuestas inmunitarias potentes. La
activacion de las plaquetas y la degranulacion concomitante les permiten relacionarse con
los leucocitos a través de una variedad de receptores'*®. Los receptores mas importantes
que participan en esta interaccion son la P-selectina plaquetaria (CD62) y el ligando CD40
(CD40L), asi como el CD40, PSGL-1 y Mac-1 en los leucocitos'®. Las interacciones
plaqueta-leucocito facilitan el reclutamiento de los leucocitos al sitio de inflamacion,
promueven la liberacion de mediadores de la inflamacion por parte de los leucocitos, el
estallido oxidativo, la fagocitosis, la liberacion de trampas extracelulares de neutrofilos
(NETs), y también pueden amortiguar la inflamacion en algunas condiciones
patologicas'>%10, Se han encontrado niveles elevados de agregados plaquetas-leucocitos
(LPA) medidos por citometria de flujo y técnicas avanzadas de microscopia, en varias
patologias tromboinflamatorias agudas, por ejemplo, artritis reumatoide o ictus. Esto
convierte la medicion de los LPA en un parametro de gran interés, dado que podria ser
una manera de medir la interaccion entre los procesos trombdticos e inflamatorios.

Se desconoce si los niveles de LPA se ven afectados por cambios hematoldgicos, como
la alteracion en el recuento de plaquetas o el hematocrito, o si la trombocitopenia esta
causada por una elevada activacion plaquetaria, secuestro y formacion de LPA.

Los enfoques microscopicos y de citometria de flujo avanzados ya han aportado datos
sobre la interaccion directa de las plaquetas con los leucocitos, algo que resulta interesante
para la evaluacion del pronostico a corto y medio plazo de los pacientes sometidos a CEC.
Ya sabemos que la CEC comporta una reaccion inflamatoria per se y dado que existen
numerosas enfermedades inflamatorias que se asocian a un aumento de las LPA, la union
de las plaquetas a diferentes subtipos de leucocitos podria utilizarse como biomarcador
para evaluar intraoperatoriamente a los pacientes que presentan mas predisposicion a
desarrollar fracaso renal o pulmonar, por ejemplo. Quizas estas LPA medidas en el
postoperatorio inmediato, como evolucion del proceso quirtirgico, nos ayuden a enfocar
tratamientos precoces para prevenir una mayor progresion del proceso inflamatorio, que
pueda ensombrecer el prondstico de estos pacientes.

La citometria de flujo es el enfoque mas sencillo y rapido para determinar los PLA en
sangre, y esta medicion se puede convertir en la base de investigacion para objetivos

terapéuticos enfocados a amortiguar de forma precoz la respuesta inflamatoria. Incluso
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nos ayudaria a clasificar a enfermos con predisposicion a desarrollar una respuesta
inflamatoria mayor en funcion de la densidad de biomarcadores que presenten en su

analisis.

1.5.5. Medicion de microvesiculas plaguetarias. Implicaciones de su medida.

Como sabemos las microvesiculas se pueden generar, entre otras c€lulas, a partir de la
membrana de las plaquetas y conservar ciertas proteinas de la superficie de la membrana
de la que se desprenden. Ademas, muchos estudios han puesto de manifiesto que estas
microvesiculas desempefian un importantisimo papel en diversos procesos
fisiopatologicos.

Las microvesiculas se pueden utilizar como marcadores de la activacion plaquetaria.
Estas pueden proceder de la plaqueta o de los megacariocitos.

Es importante recordar que las microvesiculas derivadas de plaquetas (PMV) estan
involucradas en importantes acciones de comunicacion debido a su superficie
procoagulante rica en PS, y a su capacidad para interactuar con los leucocitos y células
endoteliales?’.

Ademas de estas funciones se les ha encontrado en un recuento elevado en enfermedades
tipo infarto agudo de miocardio, embolismo venoso o accidente cerebro vascular,
entidades éstas de aparicion frecuente en el postoperatorio de pacientes sometidos a CEC.
Debido a su pequefio tamafio, es necesario aplicar técnicas y conocimientos especiales
para su estimacion. No existe actualmente una técnica capaz de analizar por si sola todos
los parametros relacionados con las microvesiculas, por lo tanto, el reto para futuras
investigaciones es la elaboracion de un protocolo con recomendaciones especificas y
reproducibles que ayudaran a estandarizar la estimacion y caracterizacion de éstas.

Sin embargo, y a pesar de las limitaciones que ain existen, parece que la citometria de
flujo es la técnica mas utilizada para el estudio de PMV. Ha demostrado ser adecuada
para fenotipar, pero no es excesivamente precisa en el andlisis de la distribucion del
tamafio por lo que debe apoyarse en métodos como microscopia electronica, a pesar de
ser valida para el andlisis de multiples pardmetros. Estos son s6lo dos ejemplos de los
métodos utilizados, pero uno de ellos, la cuantificacion de PMV por biosensor, es
especialmente esperanzador y mas adecuado para nuestro entorno, ya que es una prueba
rapida, rentable, sensible y facil de usar en el punto de atencion®’. Es necesaria mas

investigacion para su desarrollo y aplicacion generalizada en el entorno clinico.
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Dada la relevancia que tienen en la cirugia con CEC los procesos patologicos de
trombosis e inflamacion y la nada despreciable incidencia de infarto agudo de miocardio,
accidentes cerebrovasculares y episodios tromboembolicos en el postoperatorio,
deberiamos considerar la estimacion y cuantificacon de las PMV como un biomarcador,
como una herramienta de evaluacion mas del riesgo de desarrollar estos eventos y tenerla
en consideracion en el enfoque perioperatorio de los pacientes que se someten a recambio

valvular aortico.

1.5.6. Indice plaquetario: Plateletcrit (PCT). Importancia de la medicion del niimero

de plaquetas v el volumen plaquetario medio (MPYV).

Los analizadores hematologicos modernos de uso rutinario, que miden los indices
plaquetarios, utilizan técnicas de recuento de impedancia o de dispersion de luz oOptica.
Los indices plaquetarios son biomarcadores de la actividad plaquetaria (Figura 18).
Permiten realizar amplias investigaciones clinicas centradas en los valores de diagnostico
y prondstico en una variedad de entornos sin suponer costes afiadidos. Entre estos indices
plaquetarios, el indice plaquetario (PCT) y el volumen plaquetario medio (MPV) son dos
parametros plaquetarios que se determinan conjuntamente en los perfiles de hemograma
automaticos; estan relacionados con la morfologia y la cinética de proliferacion de las
plaquetas'®!.

El MPV se determina en el megacariocito de la médula 6sea. El volumen plaquetario se
encuentra asociado a las citoquinas (trombopoyetina, interleuquina-6 e interleuquina-3)
que regulan la ploidia de los megacariocitos y el nimero de plaquetas y dan lugar a la
produccion de plaquetas mas grandes. Cuando la produccion de plaquetas disminuye, las
plaquetas jovenes se hacen mas grandes y activas, y el MPV aumenta. El aumento del
MPYV indica un mayor diametro de las plaquetas, que puede utilizarse como marcador de
la tasa de produccion y de la activacion de estas. Durante la activacion, la forma de las
plaquetas cambia de discos biconcavos a esféricos, y se produce una pronunciada
formacion de pseuddépodos que conduce al aumento del MPV durante la activacion
plaquetaria'®’.

Por su parte, el PCT es el volumen ocupado por las plaquetas en la sangre en forma de
porcentaje y se calcula segin la formula PCT = recuento de plaquetas x MPV /
10.000'6>193 En condiciones fisiologicas, la cantidad de plaquetas en la sangre se
mantiene en un estado de equilibrio por regeneracion y eliminacion. El rango normal de

la PCT es de 0,22-0,24%. En los sujetos sanos, la masa plaquetaria esta estrechamente
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regulada para mantenerla constante, mientras que la MPV esta inversamente relacionada
con el recuento de plaquetas. Los factores genéticos y adquiridos, como la raza, la edad,
el tabaquismo, el consumo de alcohol y la actividad fisica, modifican el recuento de
plaquetas y el MPV.

La medicién simultdnea de los indices plaquetarios nos proporcionaria un instrumento
valido para medir alteraciones inflamatorias y trastornos de coagulacién y una idea de la
posible etiologia que ha provocado los cambios en los indices plaquetarios. La
heterogeneidad del volumen de las plaquetas se produce durante su produccion y aumenta
comparativamente el MPV, lo que sugiere que la médula 6sea produce plaquetas y las
libera rapidamente en la circulacion. Una reduccion simultanea del recuento de plaquetas
y de la PCT indica que las plaquetas se han consumido en exceso. Numerosos grupos de
investigacion han encontrado una relacion entre los cambios en los indices plaquetarios
y la activacion del sistema de coagulacion, la infeccion grave, el traumatismo, el sindrome

164

de reaccion inflamatoria sistémica y las enfermedades trombdticas'®*. Se ha demostrado

que los indices plaquetarios tienen valor diagnostico en ciertas enfermedades
inflamatorias, como las enfermedades inflamatorias del intestino, la artritis reumatoide,

la espondilitis anquilosante, la colitis ulcerosa y la aterosclerosis'®!.

Parameter Description Unit

Mean platelet volume (MPV) Analyser-calculated measure of thrombocyte volume femtoliters (fL)
Platelet volume distribution width (PDW) Indicator of volume variability in platelets size percentage (%)
Plateletcrit (PCT) Volume occupied by platelets in the blood percentage (%)
Mean platelet component (MPC) Measure of mean refractive index of the platelets gram/decilitre (g/dL)
Mean platelet mass (MPM) MPM is calculated from the platelet dry mass histogram picogram (pg)
Platelet component distribution width (PCDW)  Measure of the variation in platelet shape gram/decilitre (g/dL)
Platelet larger cell ratio (P-LCR) Indicator of larger (> 12 fL) circulating platelets percentage (%)
Immature platelet fraction (IPF) Percentage of immature platelets percentage (%)

Figura 18. indices plaquetarios. Ustundag Budak Y. et al. (2016)
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO PRINCIPAL.

Estudiar la influencia de la hemolisis en la hemostasia de pacientes sometidos a cirugia

de recambio valvular.

2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS.

2.2.1. Valorar los efectos de la cirugia de recambio valvular sobre los pardmetros basicos

del hemograma y de la bioquimica general.

2.2.2. Investigar los efectos de la cirugia de recambio valvular sobre los pardmetros

bioquimicos indicadores de hemolisis.

2.2.3. Estudiar los efectos de la cirugia de recambio valvular sobre los valores basicos de

coagulacion y tiempo de coagulacion activado.

2.2.4. Medir la generacion, firmeza y descomposicion/rotura del coagulo sanguineo

durante la cirugia de recambio valvular.

2.2.5. Dilucidar los efectos de la hemolisis sobre la funcidon plaquetaria en los pacientes

sometidos a cirugia de recambio valvular.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Disenio general del estudio realizado.

Para desarrollar el proyecto, realizamos un estudio prospectivo, longitudinal y de cohortes
observacional, que transcurrio durante el periodo comprendido entre noviembre de 2016
a diciembre de 2018 en nuestro hospital, el Hospital Clinico Universitario Virgen de la
Arrixaca (HCUVA).

Antes del inicio del estudio, el proyecto fue aprobado por el Comité de Etica de
Investigacién Clinica con fecha de 25 de Julio de 2016. Desde el principio, se han
cumplido los estandares de Buenas Practicas Clinicas en Investigacion y el proyecto se
ha atenido a las directrices éticas de la Declaracion de Helsinki de 1975, revisada en 1983.
Los pacientes que forman parte del estudio fueron informados verbalmente sobre el
estudio al que iban a ser sometidos, y cuales eran los objetivos por los cuales se realizaba.
A los pacientes se les dejaba absolutamente claro que la metodologia del estudio no
interferia en la practica clinica habitual, y que el estudio en si estaba enfocado a mejorar
los resultados de la cirugia a la que iban a ser sometidos.

Tras la informacion verbal, y resueltas todas las dudas que podia generar nuestra
informacion en los pacientes, estos firmaban el documento de consentimiento informado,
accediendo con su firma a formar parte del estudio.

Del mismo modo se garantizé el cumplimiento de la Ley Organica 15/1999, del 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, del 21 de diciembre, por el que se
aprueba el Reglamento de desarrollo de la misma, asi como la Ley 41/2002, del 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 ningln caso las compensaciones que se prevén en la ley tengan un
caracter lucrativo o comercial. La donacién implica, asi mismo, la renuncia por parte de

los donantes a cualquier derecho de naturaleza econdomica o de otro tipo sobre los
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resultados que pudieran derivarse de manera directa o indirecta de las investigaciones que
se lleven a cabo con dichas muestras biologicas.
Por lo tanto, los datos obtenidos de las muestras de sangre en esta investigacion y de la
historia clinica son totalmente confidenciales, y fueron utilizados exclusivamente para el
estudio. Dichos datos solo fueron manejados por los investigadores implicados en este
estudio.
Asi, los voluntarios que forman parte de la poblacion a estudiar son pacientes sometidos
a cirugia de recambio valvular adrtico con CEC, a los cuales se les extrae una muestra de
sangre periférica con la finalidad de analizar la influencia de la hemdlisis en la hemostasia
de éstos.
Los criterios de inclusion de nuestros pacientes son los siguientes:
e (irugia cardiaca programada para sustitucion valvular aortica con CEC.
e Pacientes con edad igual o superior a 18 afios.
e Pacientes cuyo tratamiento excluya los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) y
los antiagregantes plaquetarios durante los 15 dias previos a la cirugia.
Los motivos de exclusion del estudio son:
e Negativa del paciente a formar parte del estudio.
e (Cirugias complejas que incluyan: Doble recambio valvular, recambio valvular y
bypass aorto-coronario.
e (irugia sobre pacientes con cardiopatias congénitas.
e Pacientes con enfermedades hematologicas: Hemofilia, Trombocitopenias,
Crioglobulinemias, ...
El muestreo fue consecutivo y no probabilistico, donde se recogieron un total de 33
pacientes que cumplian los requisitos pautados.
El protocolo perioperatorio habitual de cirugia cardiaca de nuestro hospital no se alterd
en ningin momento para los pacientes que formaban parte del estudio. Por lo tanto, se
realizo el cebado autdlogo de la maquina de CEC segun este protocolo, para minimizar
la hemodilucion que se produce cuando el paciente es conectado a la circulacion
extracorpoérea. El objetivo del cebado autdlogo es sustituir los cristaloides con los que se
purga la maquina de CEC con sangre del paciente, para optimizar el hematocrito de
entrada a la circulacion extracorporea.
Dentro de los dos sistemas de asistencia cardiotoracica con circulacion extracorpoérea,

bomba de rodillo y bomba centrifuga, en nuestro hospital utilizamos la maquina
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centrifuga, con menor impacto en la hemolisis y alteracion de la hemostasia de los
pacientes.

Dentro del protocolo de anestesia, y encaminado también a minimizar alteraciones de la
hemostasia, utilizamos como farmaco antifibrinolitico el acido tranexamico, con una
dosis de carga previo a la induccion anestésica y seguida de una perfusion continua, que
se mantiene durante toda la cirugia.

Continuando con la tendencia de minimizacion de riesgo de alteraciones hemostaticas, el
protocolo incluye la realizacién de la cirugia en normotermia y la restriccion hidrica en
cuanto a la reposicion de volemia, pero siempre siguiendo una terapia guiada por

objetivos, fundamentalmente mantenimiento de diuresis mayor de 0,5 ml/Kg/hora.

3.2. Protocolo Experimental.

Metodologia para la obtencion de la muestra:

Una vez obtenido el consentimiento informado del paciente y ya en la sala de operaciones,
se procede a la extraccidon sanguinea, segin el protocolo de quiréfano. Se informa al
personal de quir6fano de la necesidad de extremar el cuidado con las muestras con la
finalidad de no dafiar los elementos sanguineos, ni iniciar, por mala manipulacion, el
proceso de activacion plaquetaria.

Numero y momento de la recogida de muestra (M):

M1: Muestra basal. Previo a la induccion anestésica, una vez canalizada la arteria radial
ya en el quir6fano, se extrae sangre de arteria radial para tubos de hemograma,
bioquimica, coagulacion, TCA e hirudina.

M2: Segunda muestra. El paciente ya esta conectado a la maquina de CEC y por lo tanto
heparinizado. Se extrae la muestra aproximadamente 5 minutos antes del despinzamiento
aortico. Sangre de arteria radial para tubos de hemograma, bioquimica, coagulacién e
hirudina.

M3: Tercera y ultima muestra. Paciente destetado de CEC y heparina revertida con sulfato
de protamina. A los 10 minutos de concluir la infusiéon de protamina. Sangre de arteria

radial para tubos de hemograma, bioquimica, coagulacion, TCA e hirudina.
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Como hemos visto, cada toma de muestras se compone de diferentes tubos:

TUBO DE HEMOGRAMA: Tubo con EDTA para recuento de plaquetas y
hemoglobina, con el dispositivo SYSMEX XN-20®. Son necesarios 3 mL de
sangre para esta muestra.

TUBO DE BIOQUIMICA: Tubo con SS II Advanced (gel separador). Estudio
de marcadores de hemolisis (LDH y Haptoglobina), bilirrubina total y lactato.
Son necesarios 3 mL de sangre para esta muestra.

TUBO DE COAGULACION 1: Tubo con citrato al 10%. Estudio bésico de
coagulacion donde medimos tiempo de protrombina (TP), tiempo de
tromboplastina parcial activada (TTPA) y fibrindgeno. Para el estudio de
agregacion (20 uL de agonista [TRAP 10 uM, concentracion final] + 480 uL
de sangre) y la activacion plaquetaria (P-selectina), para el calcio citosdlico
mediante citometria de flujo con el sistema FACSCanto™ (BD Biosciences)
y uso de anticuerpos monoclonales (BD Biosciences). Los datos de citometria
se procesaron con el programa Kaluza® (Beckman Coulter). Son necesarios 3
mL de sangre para esta muestra.

TUBO DE COAGULACION 2: Tubo con citrato al 10%. Muestra para
analisis de la hemostasia global del paciente por tromboelastometria con
sistema ROTEM Delta® (ROTEM, Tem International GmbH, Munich,
Germany). Son necesarios 2 mL de sangre para esta prueba.

TUBO DE HIRUDINA: Estudio sobre las plaquetas por impedancia con el
Multiplate Analyzer Roche®. Para su realizacion es necesario 20 pL de
agonistas (TRAP, RISTO, COL, ADP, EPI) en 300 uL de sangre. Son
necesarios 3 mL de sangre para este estudio.

TCA: Tiempo de coagulacion activado con una muestra de 0,5 mL de sangre.

Las muestras fueron tomadas por el cualificado personal del quiréfano de cirugia

cardiaca, atendiendo a las precauciones habituales para evitar estropear la sangre

recogida, que fue un total de 14 mL por cada muestra.

Para los estudios Multiplate® y citometria de flujo mantenemos la sangre en reposo

durante 15 minutos para estabilizar la muestra.

Para el estudio es muy importante tener en cuenta que el analisis de la funcion plaquetaria

debe hacerse antes de transcurridas tres horas de la extraccion de la muestra.
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Figura 19. Tubos de hemograma,
coagulacion, bioquimica e hirudina.

Figura 20. Material para canalizacion de
arteria radial.

Figura 21. Extraccion de muestra.
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3.3. Parametros evaluados.

3.3.1. Variables clinicas.

Para nuestro estudio analizamos lo siguiente:

Variables demogréaficas:

Sexo

Edad

Variables antropométricas:

Peso (Kg)
Altura (metros)

Superficie corporal (metros cuadrados, m?)

Antecedentes personales médicos y factores de riesgo cardiovascular:

Fumador/a

Diabetes mellitus

Arritmia tipo fibrilacion auricular

Hipertension arterial

Patologia vascular periférica (claudicacién intermitente, isquemia
arterial...)

Accidente cerebro vascular previo (isquémico y/o hemorragico)
Disfuncion del ventriculo izquierdo con fraccion de eyeccion < 40%
Insuficiencia renal crénica

Escalas de riesgo quirrgico: EuroSCORE II y EuroSCORE Logistico

(evaluacion del riesgo de mortalidad a los 30 dias)

BAJO RIESGO RIESGO ALTO RIESGO
INTERMEDIO

EuroSCORE I <10% 10-20% >20%

EuroSCORE II <4% 4-8% >8%

Tabla 1. EuroSCORE.
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e Variables perioperatorias:
- Tiempo de CEC y de pinzamiento adrtico.
- Niveles de hemoglobina basal y al alta (g/dL).
- Transfusion de hemoderivados y factores de coagulaciéon en forma de
unidades de concentrado de hematies, unidades de plasma fresco
congelado, unidades de plaquetas (5 unidades equivalen a 1 pool) y
gramos de fibrindgeno.
- Volumen de sangre reinfundida tras ser recuperada en el cell-saver.
- Shock cardiogénico tras destete de CEC.
- Niveles de creatinina basal y tras el alta del paciente.
- Cantidad de sangre acumulada durante las primeras 24 horas en los
drenajes (mL).
- Horas de ventilacion mecénica tras llegada a UCI.
- Reintervencién quirtrgica.
- Aparicién de arritmias postoperatorias.
- Accidentes cerebrovasculares (ACVs).
- Exitus.
3.3.2. Hemograma.
Con el hemograma vamos a medir hematocrito en tanto por ciento, niveles de
hemoglobina y recuento en nimero de plaquetas.
Recordamos que el tubo de hemograma lleva EDTA (anticoagulante) y en €l recogemos
3 mL de muestra.
La muestra es analizada en un sistema multiparamétrico que en nuestro estudio es el
Sysmex XN-20®. El contaje de hematies se realiza segiin el principio de impedancia
eléctrica (utiliza la propiedad de las células de ser malas conductoras de la electricidad).
Uno de los reactivos usados en el contador es una solucion isotonica, sin particulas y
conductora de la electricidad. La sangre diluida en este reactivo hace que se produzca un
aumento de la resistencia eléctrica; ante el paso de un elemento que corta la corriente
eléctrica, se genera un pulso eléctrico medido por el software del equipo que nos permite
obtener lo siguiente:
- Recuento de glébulos rojos.
- Recuento de plaquetas.

- Recuento de gldbulos blancos y su diferenciacion en subpoblaciones.
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Para la lectura de la concentracion de hemoglobina se emplea la espectrofotometria de
absorcion (medicion de la energia radiante que absorbe un sistema quimico en funcién de
la longitud de onda de la radiacion y las caracteristicas de la sustancia absorbente).

El resto de los pardmetros de los que disponemos se deducen (hemoglobina corpuscular

media, concentraciéon de hemoglobina corpuscular media y hematocrito).

Describimos los valores estdndar que se manejan en el H.C.U.V.A. (Tabla 2):

PARAMETROS VALORES NORMALES
Hemoglobina (g/dL) 11,5-15,5
Hematies (x10%/ulL) 4,0-5,2
Hematocrito (%) 35-45
VCM (11) 75-95
HCM (pg/célula) 25-33
CHCM (g/dL) 31-37
Plaquetas (x0°/ulL) 150-350

Tabla 2. Valores de Referencia tomados de PNT Hematimetria Laboratorio Hematologia. Servicio de Hematologia
y Hemoterapia H.C.U.V.A. Edicion 6, 01-01-2017.

3.3.3. Bioquimica General.

Dentro de la bioquimica general mediremos:
- Lactato (medida indirecta de hipoperfusion periférica)
- Creatinina (funcion renal)

Ambos parametros se evaltan con el dispositivo COBAS C702®, de Roche Diagnosis.

3.3.4. Bioquimica de indicadores de hemdlisis.
Como pardmetros de evaluacion de hemolisis medimos:
- LDH y bilirrubina: Dispositivo COBAS C702®, de Roche Diagnostics.
- Niveles de haptoglobina: Dispositivo BNPProSpec® de Dade Behring,

distribuido por Siemens.

89



Material y métodos

3.3.5. Pruebas basicas de coagulacion.

Para la evaluacion de los métodos de coagulacion, se utiliza la conversion de fibrindgeno
en fibrina como punto final para la determinacion del tiempo de coagulacion.

Los analizadores detectan la conversion de fibrindgeno en fibrina y se basan en la
deteccion Optica. La aparicion de la coagulacion se determina tomando como base el
aumento de la turbidez.

El dispositivo utilizado para el estudio de coagulacion es el ACL TOP 750CTS®.

La evaluacion se realiza por fotometria o por nefelometria.

Los diferentes pardmetros evaluados para el estudio basico de coagulacion son los
siguientes:

Tiempo de Protrombina (TP):

M¢étodo de evaluacion del tiempo de coagulacion de la via extrinseca.

Para su andlisis el sistema extrinseco se activa afiadiendo al plasma citrado
calcitromboplastina, hasta formarse un coagulo de fibrina.

Con este parametro valoramos la actividad de los factores de coagulacion 11, V, VII y X.
La valoracion se realiza midiendo el tiempo que transcurre desde que se anade la
calcitromboplastina hasta la formacion del coagulo y se expresa bien en segundos, o en
tanto por ciento respecto a un plasma calibrador.

Para la medicion de TP se utiliza el kit RecombiPlasTin, cuyo reactivo es un preparado
que contiene Factor Tisular Recombinante (FTR) humano, cuya alta sensibilidad lo
convierte en referencia para la monitorizacion de la terapia anticoagulante oral. La adicion
del reactivo al plasma del paciente en presencia de calcio inicia la activacion de la via
extrinseca. El kit muestra una sensibilidad muy elevada para deteccion de deficiencias
de los factores de coagulacion de la via extrinseca, ademds su formulacion hace que los
niveles terapéuticos de heparina no interfieran en la medicion.

Tiempo de tromboplastina parcial activado (IT'TPa):

El TTPa es el método clasico de evaluaciéon de la via intrinseca de la coagulacion.
También denominado Tiempo de Cefalina, es el tiempo que tarda en coagular el plasma
citatrado descalcificado al afiadirle calcio en presencia de un sustituto del fosfolipido
coagulante.

Su implicacion clinica radica en el diagndstico de déficit de factores de coagulacion
implicados en la via intrinseca y como seguimiento y control de la terapia con heparina

no fraccionada.
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El fundamento bésico del TTPa es activar el paso del factor XII al XIIa. Para ello se utiliza
como activador la silica, que tiene como particularidad proporcionar una superficie de
contacto que permite que el factor XIla, la calicreina y el quinindgeno actien.
Fibrinogeno:

Componente esencial del proceso hemostatico. Su determinacién es bésica para detectar
defectos cuanti y cualitativos.

La determinacion del fibrindgeno que realizamos es la del fibrindgeno derivado, basado
en el TP, y se realiza automaticamente por el coagulometro tomando como referencia los
valores de TP y fibrindgeno tomados en la curva de coagulacion. Otro método utilizado
es la lectura del cambio de absorbancia a 450 nm durante la formacién del codgulo cuando
se realiza el TP en un coagulémetro de lectura foto-Optica.

Se obtienen los valores de fibrindgeno al mismo tiempo que el TP.

Asi la obtencion del fibrindgeno derivado nos aporta una aproximacioén real de

fibrindgeno, que expresaremos en mg/dL.

3.3.6. Tromboelastometria.
La tromboelastometria es un método de medida viscoeldstico que nos proporciona un
analisis general de la coagulacion. Con ¢l analizamos los cambios en las propiedades

viscoelasticas durante la formacion del codgulo y la lisis de éste (figura 22).

Firmeza
del coagulo
A

[60_rom]
60 mm)|
Fomm

Firmeza Maxima
del Coagulo
(MCF) [mm]

4’| Tiempo de Coagulacion (CT) [sec] |

Figura 22. Tromboelastometria. Duque Gonzalez. 2016.

Funcionamiento: La muestra de sangre completa se introduce en una cubeta y se activa
in vitro por la via extrinseca con factor tisular o por la via intrinseca con acido elagico.

Se genera un codgulo que crea una resistencia sobre un pin en funcion de sus propiedades
viscoelasticas. Estos datos se detectan en un procesador, que proporciona una figura del
trombo que llamamos EXTEM si fue activado por la via extrinseca o INTEM si se activo

la via intrinseca.
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Este método también nos permite afadir un reactivo, la citocalasina D, que inhibe la

accion plaquetaria. El trombo que obtenemos lo denominamos FIBTEM y lo que nos

indica es la aportacion del fibrindgeno a la firmeza del codgulo y se debe asociar a las

medidas del EXTEM.

Otro reactivo que podemos afiadir es la heparinasa (inhibidor de la heparina). El trombo

que obtendremos con este reactivo se denomina HEPTEM.

Por ultimo, cuando es aprotinina lo que afiadimos, el trombo que obtenemos se denomina

APTEM. La aprotinina inhibe la plasmina, responsable de la fibrinolisis.

Con el ROTEM delta® (figura 23) podemos analizar los siguientes parametros:

Tiempo de coagulacion (CT): Tiempo de inicio de formacion del coagulo.
El tiempo que transcurre desde el principio de la muestra hasta alcanzar 2
mm del coagulo. Refleja la formacion inicial del coagulo, que depende de
la pequeiia cantidad de trombina liberada inicialmente.

Firmeza méaxima del coagulo (MCF): Es la amplitud méaxima de formacion
del coagulo. Representa la fuerza de la malla de fibrina que depende de la
interaccion de plaquetas activadas y fibrindgeno funcionante.

A 10 min. Amplitud del coadgulo a los 10 minutos de inicio de la formacion
de este.

Tiempo de formacion del coagulo (CFT): Tiempo desde los 2mm hasta
que el codgulo alcanza 20 mm. Representa la estabilizacion del trombo
con las plaquetas y el XIlI]a.

Angulo alfa (figura 24): Representa la velocidad de formacion del coagulo
solido. Indica la calidad del fibrindgeno y las plaquetas.

LY30: Fibrinolisis a los 30 minutos tras el CT.

El andlisis de la muestra debe realizarse a la temperatura de 37° Cy no se debe exceder el

tiempo maximo de cuatro horas desde la extraccion de la muestra.
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Figura 23. ROTEM delta’. Cortesia
TEM-Innovations-GmbH.

_Llsisﬂ

CT: Tiempo de Coagulacion: tiempo desde el comienzo del test hasta la amplitud de 2mm.

a: angulo alfa: angulo de la tangente cuando la amplitud es de 2 mm.
CFT: Tiempo de Formacion del Codgulo: tiempo desde el CT hasta una amplitud de 20 mm.

MCF: Maxima Fortelza del Coagulo: amplitud vertical mdxima obtenida.

Lisis: indice de lisis.

Figura 24. Esquema coagulacion y fibrinolisis mediante tromboelastometria.
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CT (seg) A10 (mm) MCF (mm) ML 60 min (%)
EXTEM 38-79 43-65 50-72 <15%
INTEM 100-240 44-66 50-72 <15%
FIBTEM 7-23 9-25
APTEM 38-79 50-72
HEPTEM 100-240 50-72

Tabla 3. Valores de normalidad del ROTEM.

Sangrado
agudo
INTEM Trombo
normal
CT>79 l MCF<50 ML 6 min >15% lcr>240

1 1 1

! FIBTEM ! HEPTEM
MCF>9 MCF<9 ML 60 min CT>240 CT<240
<15%

r 1 | | I

1
PFC lPIaquetas l Fibrinégenol 'Protamin%

Figura 25. Algoritmo basado en los datos de tromboelastometria. Donde CT: Tiempo de coagulacion. MCF:
amplitud méaxima del coagulo. ML: lisis maxima. PFC: plasma fresco congelado. TXA: acido tranexamico. Duque
Gonzalez. 2016.
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3.3.7. Tiempo de coagulacion activado (TCA).

El TCA es la prueba mas comunmente usada para valorar la anticoagulacion en la cirugia
cardiaca. Es una variante automatizada del tiempo de coagulacion de Lee-White. E1 TCA
es una prueba especifica para medir la actividad/inhibicidn de la cascada intrinseca de la
coagulacion. Los recipientes tienen caolin (silicato de aluminio) o celite (tierra de
diatomeas) como activador. La actividad del codgulo se detecta cuando un dispositivo
mecanico deja de girar al magnetismo a 37°C. El resultado se lee en segundos, con valores
basales normales entre 80 y 140. Es necesario obtener la muestra basal antes del estimulo
quirurgico para que no interactuen las tromboplastinas histicas y otros hipercoagulantes
liberados con la cirugia.

El sencillo método de anélisis permite una lectura rapida y en el quir6éfano: 0,5 mL de
sangre se aplican al recipiente conectado al dispositivo Hemochron® Jr. Signature. El
analizador mezcla en un canal la sangre con los reactivos y la muestra se agita en el canal
hacia delante y atrds a una velocidad preestablecida. Cuando la sangre se coagula, el
movimiento dentro del canal se hace imposible, con lo que la velocidad del flujo
desciende. Este descenso de velocidad es recogido por unos detectores Opticos, hasta
pararse y es cuando el analizador emite un pitido avisando de que la prueba ha finalizado.
El analizador muestra una cifra en segundos, que es el tiempo transcurrido entre el inicio

de la prueba y la formacion del coagulo.

Figura 26. TCA. Hemochron® Jr. Signature de IL. Distribuido por Werfen.
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3.3.8. Funcion plaquetaria mediante citometria de flujo.

La citometria de flujo es una técnica de gran potencial analitico, en la que es posible medir
diversos parametros en decenas de millares de células individuales en pocos segundos.
Como sabemos, el citdmetro de flujo mide propiedades de absorcion y dispersion de la
luz por la célula o particula subcelular, y fluorescencia emitida por fluorocromos unidos
a componentes celulares de interés, inducidas por la iluminacién apropiada.
El pequefio tamafio de las plaquetas las hace detectables solo por sus caracteristicas de
dispersion frontal/lateral, pero en el entorno clinico, donde pueden aparecer células
alteradas de otros origenes, la inclusion de un marcador de identificacién de plaquetas
esta mas que justificada.
Utilizamos el citometro de flujo FACSCanto® II de BD Biosciences para determinar la
reactividad plaquetaria in vitro y el grado de activacioén plaquetaria. También mediante
citometria de flujo monitorizaremos la fosforilacion de la fosfoproteina estimulada por
vasodilatador (VASP) en las plaquetas.
La particularidad de la citometria de flujo nos permite un estudio de funcidén plaquetaria
en sangre completa, lo que evita el proceso de centrifugacion de las plaquetas. Esto ofrece
una serie de ventajas, por ejemplo, la capacidad de poder medir durante cierto tiempo
entre 5.000 y 10.000 plaquetas. Ademads, eso nos permite analizar las plaquetas
interactuando con eritrocitos y leucocitos (al no ser separados de ellos), los cuales también
afectan a la activacion plaquetaria.
Para la extraccion de la sangre las recomendaciones son utilizar una estasis minima y una
aguja grande (calibre 19-21) para asegurar un flujo sanguineo suave y desechar la primera
porcidn de sangre (al menos 2 mL) para evitar la activacion de las plaquetas y la inclusion
de material de la pared del vaso. Hay que evitar la agitacion vigorosa y los cambios de
temperatura para impedir la preactivacion plaquetaria.
Para realizar un andlisis por citometria de flujo, ademas del citdmetro, necesitamos una
serie de material, que destacamos a continuacion:

e Tubos con citrato al 3,2%.

e Marcadores de citometria: CD61 PERCP, CD62P APC (MCA 796F), CD45

FITC, CD63 FITC.
e FACS flow buffer citometro.
e Multi-Sample Agitator (MSA). Equipo que calienta y agita los tubos

individualmente a una temperatura de 37°C. Los tubos (que pueden ser de
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distinto tamafio) se someten a un campo magnético que te permite regular la

velocidad y agitacion de estos (figura 27).

Figura 27. Multi Sample Agitator. Cortesia
de David Iyu.

3.3.8.1. Medicion de la agregacion plaquetaria.

La opcidén mas comun para la anticoagulacion de la sangre sigue siendo el citrato de
sodio (3,2 o 3,8%), pero el uso de otros anticoagulantes va en aumento, como la
hirudina, la clorometilcetona D-fenilalanil-L-prolyl-arginina (PPACK), el inhibidor
de la tripsina del maiz (CTI) y otras opciones que no interfieren en los niveles de
calcio de la sangre. Deben evitarse los quelantes de calcio fuertes, como el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), ya que disocia el receptor de fibrindgeno
GPIIb/Il1a de forma irreversible y, por tanto, impide la union del fibrin6geno.

La agregacion plaquetaria es medida tras ser estimuladas al afiadirles un agonista, que
en este caso es TRAP o ADP. La muestra se mezcla y se coloca en el MSA.

El tiempo de estimulacion estimado es entre 4-6 minutos, tras los cuales la sangre es
fijada por fijadores especificos: en este proceso, primero la sangre se mezcla con un
primer fijador, el AGGFixA (proporcion 1:3) dejandose en reposo entre 15-30
minutos, tras los cuales, se coge una proporciéon de dicha mezcla para a su vez
mezclarla con un segundo fijador, el AGGFixB (proporcion 1:9). Para la medida de
agregacion normalmente se mezclan 15uL. de AGGFixA con 45uL de sangre total o
PRP en el punto en el que se requiere la fijacion, y posteriormente se diluyen 15ul
de la muestra tratada con AGGFixB hasta 150uL.

Las muestras se almacenan a 4° C para ser analizadas por citometria.
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Para cuantificar el grado de agregacion plaquetaria, se mide el cambio en el nimero
de plaquetas individuales en la muestra. Esto se puede realizar porque previamente
las plaquetas han sido marcadas con FITC O PerCp que se unen a proteinas
plaquetarias como CD42a o CD61. El nimero de plaquetas se cuantifica tomando

como referencia interna un numero fijo de glébulos rojos, en este caso 50.000.

Platelet aggregation - single platelet counting

Antibody: CD61 - FITC to identify platelets
50 000 of RBC are acquired in every sample as a reference (P1)
% aggregation is calculated from EDTA sample used as 0
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Figura 28. Agregacion plaquetaria. Medicion basal. Cortesia de David Iyu.
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Platelet aggregation - single platelet counting
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Hr3 2
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Figura 29. Agregacion plaquetaria. Medida de agregacion parcial. Cortesia de David Iyu.
Platelet aggregation - single platelet counting
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Figura 30. Agregacion plaquetaria. Medida de agregacion completa. Cortesia de David Iyu.
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3.3.8.2. Medicion de la activacion plaquetaria. Expresion del CD62.

Cuando se activan las plaquetas, la P-selectina presente en los granulos alfa migra
hacia la superficie de la plaqueta. La cantidad presente de P-selectina en la superficie
plaquetar supone una medida del grado de activacion de la plaqueta. No obstante, la
expresion de la P-selectina en la superficie puede ser transitoria, y si no se fija, puede
escindirse o migrar de nuevo al interior.

El PAMFix fue desarrollado para la medicion de la P-selectina, cuya intencion era
fijarla en las plaquetas activadas para poder analizar las muestras entre uno y nueve
dias posteriores a la fijacion. Este procedimiento permite procesar y fijar las muestras
de sangre a distancia y enviarlas a un laboratorio central donde se cuantifica la P-
selectina mediante tincién de inmunofluorescencia y andlisis de citometria de flujo.
En cuanto al procedimiento, es preciso saber que cuando se afiade PAMFix a la sangre
total o al PRP, la proporcion debe ser 2:1. En este caso las muestras pueden
almacenarse bien a temperatura ambiente o bien en nevera, antes de la citometria de
flujo.

Antes del andlisis, las muestras son marcadas con un anticuerpo con fluoresceina
contra la P-selectina.

Con el PAMFix se mide la expresion de P-selectina en las plaquetas usando CD62P-
FITC de Serotec. Asimismo, puede utilizarse un anticuerpo adicional marcado con un
fluorocromo diferente contra otra proteina especifica de las plaquetas cuando se
considere necesario identificar las plaquetas por separado de otras células sanguineas.
Cuantificamos la expresion de la P-selectina como el % de plaquetas que son
selectivas para P-selectina o bien como la fluorescencia media de toda la poblacion
de plaquetas.

Como alternativa a la P-selectina como marcador de activacion plaquetaria, se puede
medir la expresion de CD63. CD63 es una medida de secrecion de los cuerpos densos
de las plaquetas, a diferencia de la P-selectina que surge de los granulos alfa. Esta
medida del CD63 también nos la proporcionaria el PAMFix, aunque con lo que mas
experiencia existe es con la medicion de la expresion de la P-selectina.

Para la medida en si, el reactivo PAMFix debe utilizarse sin diluir con una proporcion
2:1 con la suspension de células que se van a fijar. Generalmente se afiade 1 mL a 0,5
mL de sangre entera o PRP tras la estimulacion de las plaquetas con un agonista.

En cuanto al procedimiento para la activacion plaquetaria, la sangre anticoagulada

puede estimularse con uno o varios agonistas plaquetarios a temperatura ambiente o
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a 37°C. Si vamos a trabajar a 37° C sera necesario precalentar durante al menos 10
minutos todos los tubos, muestras y reactivos. Después de mezclar la muestra con el
agonista, debe dejarse sin alterar entre dos y seis minutos y luego fijarse anadiendo el
PAMFix. Se aconseja realizar la estimulacion plaquetaria en sangre total o PRP en
presencia de EDTA para evitar la formacion de agregados plaquetarios, dado que la
P-selectina se mide en la superficie de las plaquetas individuales. En ausencia de
EDTA, otra forma de ayudar a evitar la formacion de agregados plaquetarios es la
dilucion de la sangre entera o PRP en al menos un 50 % (por ejemplo, con solucion
salina).

Las muestras fijadas pueden almacenarse a temperatura ambiente o a 4° C hasta la
tincion y el analisis, y se deben analizar entre las 24 horas hasta nueve dias después

de la fijacion.

Platelet activation / granule secretion.

Generation of P-selectin
following platelet activation

P-selectin
(CD62P)

®
® o
o
004} CD4}
Unactivated Activated

Figura 31. Expresion de la P-selectina. Cortesia de David .
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P-selectin expression.
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Figura 32. Citometria de la P-selectina. Cortesia de David Iyu.

3.3.8.3. Medicion de los niveles de VASP-P.

Los niveles de fosforilacion de la proteina VASP en plaquetas estan regulados, entre
otros mecanismos, por los niveles intracelulares de los segundos mensajeros AMPc y
GMPc, que aumentan el grado de fosforilacion de dicha proteina. En este contexto,
muchos mediadores quimicos locales, como prostaglandinas, adenosina o gases como
el NO y el CO son conocidos por su capacidad para elevar los niveles intracelulares
de AMPc y GMPc, consiguiendo con ello un aumento de los niveles de fosforilacion
de la proteina VASP. Este mecanismo es uno de los cuales por los que dichos
mediadores pueden inhibir la funcion plaquetaria.

Para el analisis de la fosforilacion de la VASP utilizaremos un procedimiento
estandarizado, que se basa en la tecnologia de los beads para citometria, el VASPFix,
preparado para dicho analisis tanto en sangre entera como en plasma rico en plaquetas.
La sangre es tratada igual que la descrita para la activacion plaquetaria. Cuando las
plaquetas han sido sometidas al tratamiento adecuado, en presencia del agonista
utilizado, se anade la solucién VASPFix en relacion 5:1 con respecto a la sangre. La
solucion consigue que la muestra se fije y permite que las células se lisen (es necesario
utilizar el vortex para asegurar una buena lisis celular), liberandose la proteina VASP
y la VASP-P (Version mas o menos fosforilada). La proteina VASP es captada por

anticuerpos que estan pegados a la superficie de los beads.
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Posteriormente, otro anticuerpo marcado con una sonda fluorescente (FITC) va a
reconocer y se a va a unir a residuos aminoacidicos fosforilados de la proteina VASP,
que estd pegada a las beads y fosforilada ((VASP-P), pudiendo cuantificar de esa
forma la cantidad de VASP-P, mediante citometria de flujo (figura 33).

Flow cytometric
analysis of beads

Blood or ) Add
carrying VASP-P

PRP VASPFix

Figura 33. Protocolo VASP. Universidad de Nottingham.

Ademas, para facilitar la deteccion, las propias beads estan marcadas con el indicador
fluorescente APC con lo que pueden ser muy bien diferenciadas de restos celulares,
utilizando un citémetro con laser azul y laser rojo. Adicionalmente, las beads pueden
ser también detectadas en funcion de su tamafio y complejidad interna. En cada
muestra se analizan unas 300 beads.

Para el correcto analisis, la muestra debe ser incubada durante 2 horas, en oscuridad,
a temperatura ambiente, antes del analisis en el citometro de flujo. Otra posibilidad es
congelar las muestras, y utilizarlas posteriormente (hasta seis meses después, sin
pérdida de actividad), utilizando el mismo procedimiento comentado con

anterioridad.

Detection of VASP-P in platelet lysate

VASP-P *
O’ *
S W W, DG

platelet lysate conjugated beads VASP attached FITC-conjugated
to beads 2nd antibody to VASP-P

/

Analyzed by flow cytometry

Figura 34. Monitorizacion fosforilacion VASP. Cortesia David Iyu.
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Figura 35. Niveles de fosforilacion de la proteina VASP. Cortesia

de David Iyu.
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Analisis estadistico

4. ANALISIS ESTADISTICO

La estadistica del estudio fue analizada por el servicio de estadistica del Instituto
Murciano de Investigacion Biosanitaria (IMIB).

Calculo del tamafio muestral: Se aplico un riesgo alfa de 0,05, una precision de 4,5 %
y una potencia estadistica del 80 %, por lo que se precisaron 30 pacientes.
Asumiendo unas pérdidas de muestra del 10%, para considerar la muestra

estadisticamente significativa se necesitaran para el estudio 33 pacientes.

Se realiza 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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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas de la poblacion de estudio.

Forman el estudio 33 pacientes que cumplian los requisitos de inclusion y todos
convinieron a ¢él, dando su consentimiento con la firma del consentimiento informado.

Su media de edad fue de 68, 27 afios, siendo mayoritariamente pacientes varones.

SEXO

Figura 36. Porcentaje hombres/mujeres del estudio.

La media de la superficie corporal de los pacientes, calculada segun la formula de Dubois
y Dubois expresada en m?> fue de 1,83, parametro utilizado por los enfermeros
perfusionistas para adecuar los flujos de la CEC y suministrar al paciente un adecuado
gasto cardiaco.

En cuanto a la comorbilidad de los pacientes sometidos a estudio, cabe destacar que 7 de
los 33 pacientes presentaron arritmia cardiaca basal (fibrilacion auricular) suponiendo un
21,21% de los pacientes afectados seguido en igual porcentaje por la vasculopatia

periférica y el accidente cerebrovascular (ACV), 12,12% ambos.
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FACTORES DE RIESGO PROPORCION DE PACIENTES
CARDIOVASCULAR AFECTADOS
Hipertension arterial 75,76%

Dislipemia 67%
Diabetes mellitus 2 30,3%
Fumador/a 27.27%

Tabla 4. Factores de riesgo cardiovascular de los pacientes a estudio. En %.

De los pacientes propuestos para estudio solo el 6,06% presentaron disfuncion sistolica

basal, expresada como una Fraccién de Eyeccion (FE) < 40%.

5.2. Variables analiticas evaluadas.

5.2.1. Hemograma. Hemoderivados.

Los pacientes que se sometieron al estudio presentaron una hemoglobina basal media de
13,39 g/dL, estableciéndose un rango entre 9,4 g/dL la menor cifray 16,6 g/dL el mayor.
La hemoglobina postcirugia se cifré en una media de 10,75 g/dL.

De todos los pacientes sometidos al estudio necesitaron transfusion de concentrado de
hematies (CH) 11 de ellos (figura 37), suponiendo un 33%. La media de transfusion de

concentrado de hematies fue de 0,8141,26, con un rango que oscil6 entre 4 y 1 CH.

Transfusiéon con CH

Transfundidos con CH No transfundidos con CH

Figura 37. Pacientes transfundidos con CH.
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En cuanto al resto de hemoderivados, 8 pacientes precisaron transfusion de plaquetas
(figura 38).

En nuestro centro, la transfusion de plaquetas la realizamos en forma de pool (1 pool
equivale a 5 unidades de plaquetas). La mayoria de los pacientes transfundidos con
plaquetas necesitaron inicamente de 1 pool exceptuando 2 pacientes que necesitaron 2

pools.

Pacientes transfundidos con plaquetas

26

19,5

6,5

Transfundidos con plaquetas No transfundidos con plaquetas

Figura 38. Pacientes con requerimiento de plaquetas.

Las necesidades de plasma fresco congelado se cifraron en una media de 0,39+0,86

unidades. De todos los pacientes, un 18.18% requiri6 de PFC (figura 39).

Pacientes transfundidos con PFC

30
22,5
15

75

Transfundidos con PFC No transfundidos con PFC

Figura 39. Pacientes con transfusion de PFC (6). No transfundidos (27).
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En un alto porcentaje, hasta un 84,85%, se suplement6 la hemostasia con la
administracion de fibrinégeno (figura 40). Como media se administraron 2,64+1,87
gramos, llegando hasta 10 gramos de fibrindgeno en uno de los pacientes, aunque la

mayoria no excedian de la administracion de 3 gramos.

Administracion de fibrindgeno

30

22,5

15

75

Pacientes con fibrinégeno Pacientes sin fibrinégeno
Figura 40. Pacientes tratados con fibrindgeno.

Cumpliendo el protocolo de cirugia cardiaca en nuestro hospital, todos los pacientes se
beneficiaron del uso del salvacélulas, del cual se recuperaron una media de
292,30+118,18 mL. Antes del cierre toracico y tras haber comprobado la estabilidad en
cuanto a hemodinamica y sangrado, este volumen se reinfundia al enfermo para optimizar

hemoglobina y replantear la necesidad de transfusién de CH.

Dentro de los tiempos quirargicos, destacamos como medias un tiempo de CEC de
74,274£25,73 min, con un tiempo de pinzamiento aortico (corazon parado) de

58,67+16,62.
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Ya fuera de quirdfano, refiriéndonos los siguientes datos a la unidad de cuidados

intensivos destacamos lo siguiente (tabla 5):

ESTANCIA MEDIA EN UCI 2,03+0,85 dias
DRENAJES 24 HORAS 299,57+205,72 mL
VENTILACION MECANICA 5,95 horas
CREATININA AL ALTA 0,99+0,77 (basal 0,98+0,58) mg/dL
ICTUS 0
SHOCK CARDIOGENICO 0
ESTANCIA GLOBAL HOSTIPAL 743,72 dias

Tabla 5. Datos en cuidados intensivos y al alta.

La tasa de arritmia postoperatoria en forma de fibrilacion auricular fue del 30,3%. Todos
los pacientes que la desarrollaron volvieron a su ritmo sinusal (figura 41).
La mortalidad postoperatoria de nuestra muestra ascendi6 al 3% (figura 42). La escala de

riesgo EuroSCORE II fue de 4 (3-5) y logistic EuroSCORE de 7 (5-9).

Arritmia postQx

24

18
12

Arrirmia postQx Sin arritmia

o

Figura 41. Fibrilacion auricular postoperatoria.
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Exitus

® Exitus ® No éxitus

Figura 42. Exitus tras cirugia.

Dentro del analisis de hemoderivados comparamos los niveles de hemoglobina y

plaquetas recogidos en las tres muestras (figuras 43 y 44):

Hemoglobina

13

9,75

M Hemoglobina M1 [ Hemoglobina M2 [ Hemoglobina M3

Figura 43. Niveles de hemoglobina M1-M2-M3.
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Plaquetas

200000
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Numero de plaguetas

50000

0
M Plaquetas M1 M Plaquetas M2 M Plaquetas M3

Figura 44. Numero de plaquetas en las distintas muestras.

Por lo que se desprende de las gréaficas existe un descenso importante en los niveles de
hemoglobina en CEC y después de la circulacion extracorporea (M2 y M3
respectivamente).

Lo mismo ocurre con en numero de plaquetas. Las muestras M2 y M3 cuentan con un
numero de plaquetas ostensiblemente menor, pero en ambos casos no se producen
descensos por debajo de los niveles minimos establecidos por nuestro laboratorio de
hematologia.

Estos descensos, que ambos son estadisticamente significativos, tienen su explicacion en
la hemodilucion que se produce con el cebado de la bomba y en las pérdidas sanguineas
por el procedimiento quirrgico en si.

En cuanto a la recuperacion del nivel de hemoglobina de M3, respecto a M2, son varias
las situaciones que lo pueden justificar. Como dijimos, las técnicas de purgado retrégrado
y hemofiltracion posterior durante la CEC pueden minimizar y favorecer la recuperacion
de niveles de hemoglobina perdidos durante la hemodilucion. Ademas, no es infrecuente
que pacientes con anemia previa a la cirugia, sean transfundidos durante el periodo de

CEC.
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De los resultados del andlisis de correlacion (tablas 6, 7, 8 y 9) destacamos lo siguiente:

Hb basal | Hb postcirugia | C. Hematies

Hb basal Correlacion de Pearson 1 ,390° -,488™

Sig. (bilateral) ,025 ,004

N 33 33 33
Hb postcirugia  Correlacién 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

Tabla 6. Correlacién de datos clinicos, donde Hb es hemoglobina, C. hematies es concentrado
de hematies y Sig. es significacion.

El analisis de correlacion de la tabla 6 nos muestra una fuerte correlacion negativa entre
la hemoglobina basal y la transfusion de concentrado de hematies. Es evidente pensar y
los resultados estadisticos lo avalan que, ante una hemoglobina basal menor, las

necesidades de transfusion de concentrados de hematies son mayores.

Drenajes (ml)
I tras 24 h C. Hematies | Plasma FC
IDrenajes (ml) tras 24 h Correlacién de Pearson 1 -013 -,091
Sig. (bilateral) 942 613
N 33 33 33
C. Hematies Correlacién de Pearson -013 1 ,096
Sig. (bilateral) ,942 593
N 33 33 33
Plasma FC Correlacién de Pearson -,091 ,096 1
| Sig. (bilateral) 613 593
N 33 33 33
Fibrinégeno Correlacién de Pearson ,130 ,396" 247
Sig. (bilateral) 472 ,023 167
N 33 33 33
IPIaquetas Correlacién de Pearson -195 ,162 313
Sig. (bilateral) 278 ,369 076
N 33 33 33
Volumen salvacélulas Correlacién de Pearson ,039 -,102 185
Sig. (bilateral) 828 571 1303
N 33 33 33

Tabla 7. Correlacion datos clinicos. Abreviaturas: Sig. Significacion. C.
hematies. Concentrado de hematies.
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Volumen
Fibrinégeno | _Plaguetas salvacélulas
Drenajes (ml) tras 24 h Correlacién de Pearson ,130 - 195 ,039
Sig. (bilateral) 472 | ,278 ,828
N 33 33 33
C. Hematies Correlacién de Pearson ,396" ,162 -102
Sig. (bilateral) ,023 ,369 571
N 33 33 33
Plasma FC Correlaciéon de Pearson 247 313 ,185
Sig. (bilateral) 167 ,076 ,303
N 33 33 33
Fibrinégeno Correlacién de Pearson 1 ,190 212
Sig. (bilateral) ,291 ,237
N 33 33 33
Plaquetas Correlacion de Pearson ,190 1 439
Sig. (bilateral) ,291 ,011
N 33 33 33
Volumen salvacélulas Correlacion de Pearson 212 439 1
Sig. (bilateral) ,237 ,011
N 33 33 33

Tabla 8. Correlacion datos clinicos. Abreviaturas: C. hematies: concentrado de
hematies. Sig.: significacion

Dias estancia
I UCI C. Hematies Plasma FC
IDias estancia UCI  Correlacién de Pearson 1 122 -017
Sig. (bilateral) 498 926
N 33 33 33
C. Hematies Correlacion de Pearson 122 1 ,096
Sig. (bilateral) 498 ,593
N 33 33 33
Plasma FC Correlacién de Pearson -017 ,096 1
Sig. (bilateral) ,926 ,593
N 33 33 33
Fibrinégeno Correlacion de Pearson -,151 396" 247
Sig. (bilateral) 402 ,023 167
N 33 33 33
Plaquetas Correlacion de Pearson ,359° ,162 313
Sig. (bilateral) ,040 ,369 ,076
N

Tabla 9. Correlacion datos clinicos. Abreviaturas: C. hematies: concentrado de
hematies. Sig.: significacion.
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Las tablas 6, 7 y 8 confirman la linea de transfusion. En la tabla 7, encontramos una
correlacion estadisticamente significativa entre la transfusion de concentrado de
hematies, y las necesidades de fibrindgeno. Es decir, interpretamos que, a mayor
sangrado, los requerimientos de concentrados de hematies van asociados a una mayor
necesidad de fibrindgeno debido a que con el citado sangrado se consume fibrindgeno.

En la misma linea, la tabla 8 nos muestra una correlacion significativa entre volumen de
salvacélulas y necesidades de transfusion de plaquetas: el mayor volumen en el
salvacélulas indica mayor volumen de sangrado, y consecuentemente mayor consumo de
plaquetas, por lo que es obvio que las necesidades de transfusion de plaquetas aumenten.
Continuando con la significacion relacionada con las plaquetas, en la tabla 9 observamos
que los pacientes a los que se les transfunde plaquetas tienen mayor tiempo de ingreso en

UCIL

5.2.2. Bioquimica General.

Dentro de los datos obtenidos en la bioquimica general, destacamos las medidas de
creatinina como marcador de funcidn renal y los niveles de lactato cuyo aumento nos
indicaria la presencia de hipoperfusion periférica.

En nuestro hospital, los niveles de creatinina normal son para hombres de 0,7 a 1,3 mg/dL
y para mujeres de 0,6 a 1,1 mg/dL. Los niveles mas bajos en mujeres se deben a que
frecuentemente tienen menor masa muscular.

En nuestro estudio la creatinina basal media fue de 0,98+0,58 mg/dL y la creatinina al

alta fue de 1+£0,77 mg/dL (figura 45).
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Creatinina
1

0,99
©
> 0,98
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B Creatinina basal M Creatinina alta

Figura 45. Cifras de creatinina basal y al alta.

Respecto a los niveles de creatinina cabe destacar varios aspectos. Hay un ligero ascenso
del nivel de creatinina media al alta respecto al basal, pero manteniéndose dentro de los
niveles normales, lo que indica que la funcion renal en los pacientes de nuestro estudio
se mantuvo estable. De forma individual, los niveles oscilaron entre una creatinina de 4
y una creatinina de 0,36 mg/dL. Respecto al paciente que presentd una creatinina de 4
mg/dL, ya estaba diagnosticado de insuficiencia renal. Sus niveles en UCI alcanzaron los
5 mg/dL, y se convirtié en el unico paciente que preciséd de técnicas de depuracion renal
(hemofiltro) en UCI, suponiendo un 3,03%. Cabe destacar que este mismo paciente fue

el que mas horas de ventilacion mecanica precisé y termino siendo Exitus.

Los niveles de lactato, como marcador indirecto de hipoperfusion se midieron durante la
cirugia en forma de M1 (basal), M2 (CEC), M3 (tras salida de CEC) con los siguientes
resultados: La media de lactato basal (M1) fue de 0,867 mmol/L, en M2 fue de 1,461
mmol/L y M3 de 1,491 mmol/L (figura 46). En nuestro hospital, los niveles de lactato

normales se toman por debajo de 2 mmol/L.
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Niveles de lactato
1,6
1,2
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g 08 —
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0,4 —
0
Lactato M1 Lactato M2 Lactato M3

Figura 46. Evolucion de los niveles de lactato.

La evolucion de los niveles de lactato la reflejamos en la figura 46 con la significacion

estadistica en la tabla 10:

| sg wiatem

Lactato M1 - Lactato M2

Lactato M1 - Lactato M3
Lactato M2 - Lactato M3

Tabla 10. Prueba de muestras relacionadas de lactato.

Las diferencias entre el lactato basal y el lactato a la entrada en CEC son estadisticamente
significativas (p=0,002), al igual que lo son entre el lactato basal y el lactato tras la salida
de CEC (p=0,001), lo que nos haria pensar en hipoperfusion relacionada con la CEC, pero
si analizamos la figura 46 vemos que los niveles de lactato se mueven en las tres muestras
dentro de los valores normales. La lectura que se desprende de estos resultados es que,

durante todo el procedimiento, la perfusion de los 6rganos fue adecuada.
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5.2.3. Bioquimica de indicadores de hemolisis.

Para estudiar la destruccion de los hematies de la sangre, evaluamos los resultados de las
mediciones fundamentalmente de la lactico deshidrogenasa (LDH), haptoglobina y
bilirrubina.

Medimos la haptoglobina en 17 de nuestros pacientes, sabiendo que la hemoglobina libre
generada por la hemolisis capta la haptoglobina, hasta que la reserva de haptoglobina se
agota, es decir, que lo esperable, es que, como medida indirecta de hemodlisis,
interpretaramos que, a menor haptoglobina, mayor grado de hemolisis. Los valores
normales de haptoglobina que nuestro hospital maneja oscilan en el rango entre 41 a 165

mg/dL.

En nuestro estudio, la media de M1 fue de 99,71 mg/dL, M2 64,06 mg/dL y M3 52,71
(figura 47, tabla 11).

Haptoglobina

5
0 — R ST e

M Haptoglobina M1 I HaptoglobinaM2 M Haptoglobina M3
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mg/dL

55

82
27,

Figura 47. Niveles de haptoglobina.

En la figura se observa un descenso importante en los niveles de haptoglobina de M2 Y
M3 con respecto a M1, y también de M3 a M2.

En la tabla 12, observamos que el descenso de haptoglobina entre las tres muestras es
estadisticamente significativo (en las tres correlaciones relacionadas la p=0,000), lo que

demuestra cierto grado de hemolisis, pero los niveles de haptoglobina se mantienen

dentro de los limites normales.
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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
Par3 Haptoglobina M2 64,06 17 41,171 9,985
Haptoglobina M3 52,71 17 37,543 9,105

Tabla 11. Estadistica de haptoglobina.

([ —
N Correlaciéon Sig.

Par1 Haptoglobina M1y 17 963 ,000
Haptoglobina M2

Par2 Haptoglobina M1y 17 924 ,000
Haptoglobina M3

Par3 Haptoglobina M2y 17 978 ,000
Haptoglobina M3

Tabla 12. Correlacién muestras relacionadas.

Respecto a la LDH, sus niveles normales en plasma se situan entre 105-333 UI/L. Esta

enzima aparece en plasma en niveles elevados cuando se libera de los globulos rojos

debido a su destruccion. Los resultados obtenidos de la evaluacion de 17 pacientes

demuestran que existe un aumento de los niveles de LDH en CEC y sobre todo después

de la CEC (M3), respecto a los niveles basales (figura 48). En el analisis de correlacion

(tabla 13), vemos que tanto el aumento entre M1-M2 y M1-M3 son estadisticamente

significativos (p=0,003 y p=0,007 respectivamente). A pesar de que el aumento en sangre

es importante, al igual que ocurre con la haptoglobina, los valores de la LDH se mantienen

en las tres muestras dentro del rango de la normalidad.
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LDH
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Figura 48. Niveles de LDH.

Sig. (bilateral)

Par 1 TP M1-TP M3 ,000

Par 2 TTPAM1 -TTPA M3 ,986

Par 3 Fibrinégeno derivado M1 - ,000
Fibrinégeno derivado M3

Par 4 Hemoglobina M1 - ,000
Hemoglobina M3

Par 5 Plaquetas M1 - Plaquetas ,000
M3

Par 6 LDH M1 - LDH M2 ,782

Par 7 LDH M1 - LDH M3 ,003

Par 8 LDH M2 - LDH M3 ,007

Par 9 Haptoglobina M1 - ,000
Haptoglobina M2

Par 10  Haptoglobina M1 - ,000
Haptoglobina M3

Par 11 Haptoglobina M2 - ,000
Haptoglobina M3

Tabla 13. Analisis correlacion LDH.
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Con respecto a la bilirrubina como medida indirecta de hemdlisis, partimos de unos
niveles de normalidad de referencia entre 0,3 y 1,9 mg/dL. La media de M1 se situd en
0,78 mg/dL, en M2 0,68 mg/dL y M3 0,72 mg/dL (figura 49). En el analisis de correlacion
entre M1 y M2 la diferencia fue estadisticamente significativa (p=0,019), pero dentro de
los limites normales establecidos. Ademads, no se detectd aumento respecto a M1 en
ninguna de las dos muestras restantes. De los 17 pacientes a los que se les analiz6 los
niveles de bilirrubina, destaca un paciente con una bilirrubina basal alterada (3,03 mg/dL)
pero en cuanto a los cambios respecto a la basal, se comportd como el resto de los

pacientes, es decir, no experiment6 aumento de la bilirrubina ni en CEC, ni tras la CEC.

Bilirrubina total
0,9
0,675 ———
3
> 045 —
€
0,225 ———
— BN N B
M Bilirrubina total M1 B Bilirrubina total M2 [l Bilirrubina total M3

Figura 49. Niveles de bilirrubina.

5.2.4. Pruebas basicas de coagulacion.

Respecto a las pruebas bésicas de coagulacion analizamos TP como medida clésica de la
coagulacion extrinseca, el TTPa como medida de la coagulacién intrinseca y el
fibrindgeno como componente esencial de tapon hemostatico.

En este punto de los resultados cabe aclarar respecto a las muestras que no analizamos
M2. Debido a que para poder iniciar la CEC es necesario la anticoagulacién completa del
paciente y mantenerlo anticoagulado mientras dure la CEC, durante ese periodo y hasta
que no se revirtieron los efectos de la heparina con sulfato de protamina, no se realizaron

pruebas basicas de coagulacion.
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Las figuras 50, 51 y las tablas 14 y 15 muestran los datos mas significativos del analisis

bésico de coagulacion, que describimos mas adelante.

TPy TTPA
40 -
30 —— —
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M TP M1 M TP M3 M TTPAM1 M TTPA M3

Figura 50. Valores basales y tras CEC. TP y TTPa.

Fibrinégeno

M Fibrin6geno M3
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I Fibrinbgeno M1

Figura 51. Evolucion niveles de fibrindgeno.
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Error tip. de la

Desviacién tip. media
TP M1 1,3551 ,2359
TP M3 2,4030 4183
TTPA M1 2,6306 4579
TTPA M3 31,000 33 5,2950 9217
Par 3 Fibrinbgeno derivado M1 403,27 33 79,139 13,776
Fibrinégeno derivado M3 309,00 33 71,966 12,528

Tabla 14. Valores estadisticos TP, TTPA y Fibrinogeno.

N Correlacion Sig.
Par 1 TPM1y TP M3 33 ,638 ,00
Par 2 TTPAM1y TTPAM3 33 -011 ,95
Par 3 Fibrinégeno derivado M1 y 33 ,867 ,00!
Fibrinégeno derivado M3

Tabla 15. Correlaciones de las muestras.

Segun nuestro laboratorio tomamos como valores normales de TP los comprendidos entre
11 y 13,5 segundos y los de TTPA entre 25 y 35 segundos. Los valores normales de
fibrindgeno se encuentran entre 200 y 450 mg/dL.

Tras la CEC existe un aumento del tiempo de protrombina, y un descenso de los niveles
de fibrin6geno significativamente estadisticos (ambos p=0,000). Cabria esperar que la
bomba de circulacion extracorpdrea tenga efectos deletéreos en la coagulacion de los
pacientes, de ahi el aumento del TP y descenso de los niveles de fibrindgeno, pero como
vemos en las tablas los valores se mantienen dentro de los niveles normales establecidos
por nuestro laboratorio.

Es cierto que un descenso de media de 100 mg/dL en los niveles de fibrin6geno, nos
empuja a reponer casi de forma protocolaria los niveles de fibrinogeno y llevarlos a los
niveles basales de cada enfermo, aunque a pesar de la caida, los niveles no desciendan

por debajo de los valores normales.
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5.2.5. Tromboelastometria.

Previo a la interpretacion de los resultados de la tromboelastometria, hay que recordar
que en la muestra M2, correspondiente al tiempo durante la circulacion extracorporea, no
es posible medir los parametros derivados del INTEM, EXTEM y FIBTEM, debido a que
durante ese tiempo el paciente se encuentra completamente anticoagulado.

Comenzando por el INTEM (tabla 16 y 17, figura 45) encontramos diferencias
significativas tanto en la amplitud del trombo a los 10 minutos (A10) como en la méxima
fuerza del coagulo (MFC), entre las muestras analizadas, aunque cabe destacar que tanto

en M1 como en M3 los valores se encuentran dentro de los estandares de normalidad.

INTEM MCF
70

mm

60

55

50

B INTEM MCF M1 B INTEM MCF M3

Figura 45. MFC en M1 y M3.
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[
Error tip. de la
Media Desviacion tip. media
Par1 INTEMCT M1 173,06 33 20,834 3,627
INTEM CT M3 174,06 33 18,985 3,305
Par2 INTEM CFT M1 75,55 33 42,178 7,342
INTEM CFT M3 91,06 33 40,998 7,137
Par3 INTEM a M1 74,85 33 9,007 1,568
INTEM a M3 73,09 33 6,802 1,184
Par4 INTEM A10 M1 57,91 33 8,582 1,494
INTEM A10 M3 51,33 33 7,582 1,320
Par5 INTEM MCF M1 62,88 33 7,343 1,278
INTEM MCF M3 58,82 33 6,361 1,107
Par6 INTEM ML M1 21 33 ,650 113
INTEM ML M3 24 33 ,708 ,123
Tabla 16. Estadistico de muestras relacionadas.
INTEM A10 M1 - INTEM ,000
A10 M3
INTEM MCF M1 - INTEM ,001

MCF M3

Tabla 17. Correlacion de las muestras.

Respecto al EXTEM, como recogemos en las tablas 18 y 19 y en la figura 53, existen

diferencias estadisticamente significativas en A10 y en el tiempo de inicio del trombo

(CT), pero como ocurre con el INTEM, los datos reflejan que tanto en M1 como en M3

los valores se mantienen dentro de los limites normales, por lo que, aunque haya cambios,

no existe alteracion de la via extrinseca que justificara una clinica de sangrado.
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EXTEM MCF

ﬁ

62

59,75 [

57,5

mm

55,25

53

B EXTEM MCF M1 B EXTEM MCF M3
Figura 53. MFC en M1 y M3.

Error tip. de la
Media N Desviacion tip. media
Par1 EXTEMCT 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 18. Estadistica de la muestra.
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Sig. (bilateral)

Par1 EXTEMCT M1 - EXTEM CT ,000
M3

Par2 EXTEM CFT M1 - EXTEM ,348
CFT M3

Par3 EXTEM a M1 - EXTEM 972
aM3

Par4 EXTEM A10 M1 - EXTEM ,001
A10 M3

Tabla 19. Correlacion de las muestras de la via extrinseca.

En cuanto al FIBTEM, no encontramos diferencias estadisticamente significativas tanto
en CT como en CMF y A10, siempre manteniéndose dentro de los parametros normales
tanto en M1, como en M3 (Tablas 20 y 21). De los datos obtenidos del FIBTEM,
entendido como una extension del papel del fibrindgeno en la coagulacion el que mas nos
interesa es el FIBTEM CMF (figura 54), cuya alteracion en M3 respecto a M1 nos estaria

indicando la necesidad de afiadir fibrin6geno.

FIBTEM MCF
19
18
£ 17 |
15

M FIBTEM MCF M1 M FIBTEM MCF M3

Figura 54. MFC del FIBTEM. Diferencia entre M1 y M3.
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Tabla 20. Estadisticos de muestras relacionadas.

Error tip. de la
Media Desviacion tip. media
Par1 FIBTEM CT M1 56,39 33 15,108 2,630
FIBTEM CT M3 61,12 33 11,895 2,071
Par2 FIBTEM a M1 66,88 33 17,598 3,063
FIBTEM a M3 67,42 33 14,433 2,512
Par3 FIBTEM A10 M1 15,82 33 7,667 1,335
FIBTEM A10 M3 14,76 33 5,362 ,933
Par4 FIBTEM MCF M1 17,82 33 7,772 1,353
FIBTEM MCF M3 16,67 33 5,464 ,951
Par5 FIBTEM ML M1 ,30 33 ,810 141
FIBTEM ML M3 24 33 867 151

FIBTEM CT M1 - FIBTEM

CT M3
FIBTEM a M1 - FIBTEM
a M3

FIBTEM A10 M1 - FIBTEM
A10 M3
FIBTEM MCF M1 - FIBTEM
MCF M3
FIBTEM ML M1 - FIBTEM
ML M3

Tabla 21. Significacion bilateral muestras relacionadas.
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La medicion del HEPTEM refleja diferencias estadisticamente significativas en las

muestras, manteniéndose los pardmetros dentro del rango de la normalidad (Figura 55 y

tablas 22 y 23).

70

65

60

mm

55

50

HEPTEM MCF

B HEPTEM MCF M1

B HEPTEM MCF M2

B HEPTEM MCF M3

Figura 55. MCF en M1, M2 y M3.

Error tip. de la
Media N Desviacion tip. media
Par1 HEPTEM CT M1 165,67 33 36,824 6,410
HEPTEM CT M2 212,39 33 25,091 4,368
Par2 HEPTEM CFT M1 88,21 33 67,434 11,739
HEPTEM CFT M2 79,21 33 26,151 4,552
Par3 HEPTEM a M1 74,06 33 10,040 1,748
HEPTEM a M2 74,76 33 5,038 877
Par4 HEPTEM A10 M1 56,82 33 9,309 1,620
HEPTEM A10 M2 54,06 33 7,018 1,222
Par5 HEPTEM MCF M1 61,33 33 12,399 2,158
HEPTEM MCF M2 61,85 33 7,579 1,319
Par6 HEPTEM ML M1 1,18 33 1,776 ,309
HEPTEM ML M2 33 ,508

Tabla 22. Estadistico de muestras seleccionadas.
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N Correlacion Sig._

Par1 HEPTEM CT M1y HEPTEM 33 229 ,199
CT M2

Par2 HEPTEMCFTM1y 33 460 ,007
HEPTEM CFT M2

Par3 HEPTEM a M1y HEPTEM 33 546 ,001
a M2

Par4 HEPTEMA10M1y 33 ,600 ,000
HEPTEM A10 M2

Par5 HEPTEM MCF M1y 33 224 210
HEPTEM MCF M2

Par6 HEPTEM ML M1y 33 ,003 ,986
HEPTEM ML M2

Tabla 23. Correlaciones de muestras seleccionadas.

Como dijimos, segun el andlisis estadistico no existen diferencias significativas, y los
valores estan dentro de los limites normales, pero el descenso en mm del MCF, junto con
el descenso de las cifras de fibrindgeno, en la mayoria de los casos nos ha llevado a la

administracion de fibrindgeno exodgeno con la finalidad de volver a los valores basales.

5.2.6. Tiempo de coagulacion activado (TCA).

Realizamos la medicion del TCA como monitorizacion de la heparinizacion del paciente
previo a entrar en CEC (requerimos un TCA>400 para el inicio de la circulacion
extracorporea), y para confirmar la antagonizacion de la heparina con sulfato de
protamina una vez ha finalizado el periodo de circulacion extracorporea. Para ello
realizamos una muestra basal M1, y otra muestra M3 que recogemos a los diez minutos
de haber administrado protamina, a razén 1:1.

Los datos arrojados demuestran una media de M1 de 108,63 £7,01 y de M3 113,06+6,63,

estadisticamente significativos (p<0,05). Ambos valores dentro de los limites normales.
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El valor de M3 refleja la antagonizacion correcta de la heparina tras la circulacion

extracorpoérea (figura 56).

TCA
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Figura 56. Valores TCA.

5.2.7. Funcion plaquetaria mediante citometria de flujo.

Por citometria de flujo hemos medido la agregacion plaquetaria, utilizando anticuerpos
marcados como marcadores fluorescentes para poder reconocer las plaquetas. Para medir
cuanta agregacion se ha producido hemos recurrido al método de recuento plaquetario
(contar cuantas plaquetas) en cada momento, primero sin ningun estimulo y tras la

estimulacién con un agonista denominado TRAP (Thrombin Receptor Activating

Peptide).
Agregacion en respuesta a TRAP
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M Basal M1 I TRAPM1 [ Basal M2 l TRAP2 M Basal M3 I TRAP 3

Figura 57. Agregacion en respuesta a TRAP.
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En la figura 57 observamos como el nimero de plaquetas disminuye tras la estimulacion
con TRAP: Lo que ocurre es que tras la estimulacion las plaquetas forman agregados que
no pueden ser detectados por la citometria de flujo, de manera que no se cuentan como
eventos compatibles con plaquetas y por tanto el numero de eventos disminuye.

Esta figura nos permite a su vez elaborar e interpretar la figura 58.

Proporcién de agregacion en respuesta a
TRAP
70
3
l—
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g 525
[72]
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X
0
B % Agregacion M1 con TRAP
M % Agregacion M2 con TRAP
M % Agregacion M3 con TRAP

Figura 58. Porcentaje de agregacion con TRAP.

En base a la diferencia de contaje hemos calculado el porcentaje de agregacion
plaquetaria, interpretando los datos en “bruto” de la figura 57. Como vemos en la figura
58 no hay diferencias significativas en la agregacion plaquetaria, en respuesta a TRAP en
ninguna de las muestras analizadas (M1-M3).

Siguiendo la misma linea metodologica, la figura 59 refleja la agregacion plaquetaria en

presencia de NONOate (dona NO cuando estd en disolucion).

70

525 —
3 —
15— —
0

M M1Basal M MiNoNoOuM M MiNoNo1uM M M2Basal B M2NoNoO1uM M M2NoNofuM [ M3Basal M M3NoNo01uM [ M3NoNo1uM

2% Agregacion

Figura 59. Porcentaje de agregacion en presencia de NO.
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Como observamos en la grafica inmediatamente superior, la presencia de NONOate (que
cede 6xido nitrico cuando esté en disolucion) es capaz de inhibir la agregacion plaquetaria

en las tres muestras experimentales.

Sig. (biateral)
Par1 Con NONO 0,1 uM M1 - ,633
Con NONO 0,1 uM M2
Par2 Con NONO 0,1 uM M1 - ,087
Con NONO 0,1 uM M3
Par3 Con NONO 0,1 uM M2 - 278
Con NONO 0,1 uM M3
Par4 Con NONO 1 uM M1 -Con 617
NONO 1 uM M2
Par5 Con NONO 1 uM M1 -Con 415
NONO 1 uM M3
Par6 Con NONO 1 uM M2 -Con 176
NONO 1 uM M3

Tabla 23. Estadistico inhibicion de agregacion
plaquetaria.

En la figura 59 se refleja que el tanto por ciento de agregabilidad practicamente no varia,
al meno significativamente, en M1, M2 y M3, en ausencia de NONOate (59,46%, 62,32%
y 60,12% respectivamente). Por otra parte, esta misma figura refleja que en presencia de
NONOate se muestra una inhibicion de la agregacion plaquetaria, que es muy clara en las
tres muestras, especialmente a la concentracion de NONOate 1uM en las tres muestras
(46,88%, 50,57% y 40,43%).

Del mismo modo, y de forma complementaria, utilizamos los resultados de la prueba

VASP-P para valorar el grado de hemolisis durante la CEC (figura 60):

VASP PHOSPHORYLATION

n
~
(=3

g

Median Fluorescence
=
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o

N M1 Basal N M1 NoNo 0,1 W M1 NoNo 1 N M2 Basal I M2 NoNo 0,1 B M2 NoNo 1 W M3 Basal M M3 NoNo 0,1 W M3 NoNo 1

Figura 60. VASP Phosphorylation
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VASP PHOSPORYLATION.
MUESTRAS MEDIAN FLUORESCENCE
M1 Basal 41,75
M1 NoNo 0,1 142,75
M1 NoNo 1 194,375
M2 Basal 42
M2 NoNo 0,1 99,9375
M2 NoNo 1 167,5625
M3 Basal 40,9375
M3 NoNo 0,1 67,625
M3 NoNo 1 121,62

Tabla 24. Datos VASP-P

La fosforilacion de la proteina VASP, depende como sabemos de la actividad de la
proteina Kinasa (PKG), que a su vez depende de los niveles de NO, ya que el NO es capaz
como hemos dicho, de elevar los niveles intracelulares del segundo mensajero GMPc,
que es el que activa a la PKG, que es la que fosforila a la proteina VASP. Esto no es mas
que otra via para valorar la cantidad de NO libre y por tanto de forma indirecta, la cantidad
de hemoglobina libre y el grado de hemolisis.

En la VASP-P medimos la fluorescencia, concretamente la median fluorescence, que
consiste en marcar con marcadores fluorescentes anticuerpos especificos de las plaquetas
de forma que cuanto mads se activen las plaquetas, mas anticuerpos marcados expresaran
en la superficie y por tanto mas fluorescencia detectara el citometro de flujo. Por tanto, la
median fluorescence es la mediana de la fluorescencia que emiten todas las plaquetas que
estan siendo analizadas en las muestras.

Como vemos en la figura 60 y en la tabla 24, la administracion de NONOate da lugar a
un aumento de la fosforilacion de la proteina VASP en todas las muestras, lo que indicaria
que la biodisponibilidad del NO es alta. Ademas, este aumento depende, de una forma
proporcional, de la concentracion de NONOate empleada en las tres muestras evaluadas.
Otro aspecto que destacar tanto en la figura 60 como en la tabla 24, es que los valores de
fosforilacion de VASP van disminuyendo de M1 en adelante: M1 con respecto a M2 y
este con respecto a M3. Este resultado podria reflejar la disminucion en el nimero de
plaquetas que ya hemos sefialado previamente, donde hay una disminucion de dichas

plaquetas de M1 en adelante: M1 respecto a M2 y este con respecto a M3.
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Continuando con el concepto de median fluorescence lo utilizamos para medir la
expresion de la P-selectina, utilizando el agonista TRAP (Thrombin Receptor Activating

Protein). Figuras 61 y 62.
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Figura 61. Expresion CD62P.
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Figura 62. Tanto por ciento de incremento de expresion de
CD62P.
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En la figura 61 vemos un descenso progresivo de la activacion plaquetaria desde M1 a
M3, de manera que esto nos puede sugerir que el procedimiento empleado para esta
cirugia, en el que incluimos la circulacién extracorporea, no aumenta la activacion
plaquetaria, e incluso se observa un pequefio descenso en M3.

La figura 62 nos expresa los resultados en tanto por ciento de incremento de P-selectina.
En esta figura se aprecia con mas claridad una tendencia a la baja en la expresion de P-
selectina, que podria sugerir también, que la técnica quirirgica que empleamos para esta
cirugia no solo no aumenta la activacion de las plaquetas, sino que podria disminuirla.
De igual forma utilizamos la median fluorescence para evaluar la expresion de P-

Selectina en presencia de NO. Figuras 63 y 64.
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Figura 63. Expresion de CD62P con NONOate.
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Figura 64. Proporcion de incremento-expresion de CD62P con NONOate.
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Sig. (bilateral)

Par 1

Par 2

Par 3

Par 4

Par 5

Par 6

Par7

Par 8

Par9

Par 10

Par 11

Par 12

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

M1-CD62P MF con NONO 1
uM - M2-CD62P MF con
NONO 1 uM

M1-CD62P MF con NONO 1
uM - M3-CD62P MF con
NONO 0,1 uM

M2-CD62P MF con NONO
0,1 uM - M3-CD62P MF con
NONO 0,1 uM

M1-CD62P % incremento
MF con NONO 0,1 uM - M2-
CD62P % incremento MF
con NONO 0,1 uM
M1-CD62P % incremento
MF con NONO 0,1 uM - M3-
CD62P % incremento MF
M2-CD62P % incremento
MF con NONO 1 uM - M3-
CD62P % incremento MF

,790

054

028

569

,053

262

726

Tabla 25. Estadistico activacion.
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Sig. (bilateral)

M1-CD62P % incremento ,965
MF con NONO 1 uM - M2-
CD62P % incremento MF
con NONO 1 uM
M1-CD62P % incremento
MF con NONO 1 uM - M3-
CD62P % incremento MF
con NONO 1 uM
M2-CD62P % incremento
MF con NONO 1 uM - M3-
CD62P % incremento MF
con NONO 1 uM

Tabla 26. Estadistico agregacion plaquetaria.

En las figuras 63 y 64 se observa una inhibicion de la activacion plaquetaria (al disminuir
la expresion de la P-selectina), en presencia de NONOate, que depende de la
concentracion del mismo, en las tres muestras experimentales (disminuye la expresion de
la P-selectina), sugiriendo como en los resultados previos de este mismo apartado, que la
hemolisis producida en la cirugia que estamos estudiando no es significativamente alta,
porque no esta siendo capaz de secuestrar NO liberado por el NONOate, ya que este tiene
la suficiente biodisponibilidad para conservar la capacidad de inhibir la actividad

plaquetaria.
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5.2.8. Resumen de resultados.

Poblacion a estudio:

Predominio del sexo masculino, con un 67%, y una media de edad de 68 afios.
El factor de riesgo cardiovascular mas prevalente fue la HTA, presente en el
75,76%.

2 pacientes presentaron disfuncion cardiaca representada por una FE del VI <40%.
La arritmia completa por fibrilacién auricular estuvo presente en un 21,21%,
frente al 12,12% de vasculopatia periféricay 12,12% de ACV.

Los tiempos de CEC fueron de 74,27 min y de clampaje adrtico 58,67 min.

La mortalidad fue del 3,03%.

Uso de hemoderivados:

33% de los pacientes necesitaron transfusion de CH, algo que se correlaciond con
una menor hemoglobina basal.

8 pacientes necesitaron la transfusion de plaquetas (2 de ellos 2 pool, el resto 1
pool). Los pacientes que recibieron transfusién de plaquetas mostraron mayor
estancia en UCI.

el 84,85% de los pacientes recibieron fibrindgeno exdgeno. Encontramos una
fuerte relacion entre la transfusion de CH y los requerimientos de fibrinégeno.
En nuestra cirugia utilizamos de forma protocolaria el salvacélulas con una
recogida de 292,30+118,18 mL reinfundidos al paciente. Observamos que, a

mayor recogida en el salvacélulas, mayor necesidad de transfusion de plaquetas.

Bioquimica general:

las cifras de creatinina, a pesar de subir tras la cirugia, respecto a las basales, se
mantienen dentro de los limites normales. Esto explica la excepcional necesidad
de hemofiltro en UCI por deterioro de la funcién renal.

Los niveles de lactato aumentaron en CEC y tras la cirugia respecto a los niveles
basales, lo que haria pensar en cierto grado de hipoperfusion, pero en todas las

muestras los niveles de lactato se mantuvieron dentro de los niveles normales.
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Bioquimica de indicadores de hemolisis:

La haptoglobina sufre un descenso importante con respecto a la muestra basal, lo
que hablaria a favor de cierto grado de hemdlisis, pero se mantiene dentro de los
limites normales en las tres muestras.

La LDH muestra un ligero aumento en la muestra de CEC y tras CEC respecto a
la basal, manteniéndose también dentro de los niveles normales.

Bilirrubina sin grandes cambios.

Pruebas bésicas de coagulacion:

El TP se encuentra alargado tras la circulacion extracorporea, si bien los valores
se encuentran dentro de la normalidad.

El TTPA apenas varia respecto al basal y se mantiene en todas las muestras en
niveles normales.

Descenso significativo de fibrindgeno tras la circulacién extracorpdrea respecto
al basal, que, aunque se mantiene en niveles normales si induce a su correccién

con la administracion de fibrindgeno exdgeno para recuperar niveles basales.

Tromboelastometria:

INTEM: Diferencias estadisticamente significativas en la CMF de M3 respecto a
M1, sin que los datos se extralimiten de los normales.

EXTEM: Diferencias en A10 y CT que son significativas por lo que cabria esperar
alteracion de la via extrinseca, pero los datos se mantienen dentro de los limites
normales, por lo que no cabe esperar que esta alteracion sea clinicamente
significativa.

FIBTEM: Diferencias tanto en A10 como en CT y CMF. Clinicamente la
diferencia mas interesante es la alteraciéon de CMF respecto al basal, que, aunque
se mantiene en limites normales, va en consonancia con el descenso del

fibrindgeno que los pacientes experimentan en las pruebas basicas de coagulacion.
TCA: Diferencias estadisticamente significativas entre TCA basal y TCA post

CEC, siempre en valores normales, dando por correcta la reversion de la

heparinizacion con sulfato de protamina.
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Agregacion plaquetaria:

En respuesta a TRAP no hay diferencia significativa entre los grupos
experimentales.

En presencia de NONOate se observa una clara inhibicién de la agregacion de los
tres grupos experimentales.

Inhibicion de la P-selectina en aumento de M1 a M3. En presencia de NONOate
observamos clara inhibicién de la activacién en los tres grupos. El grado de
inhibicién depende de la concentraciéon de NONOate utilizado.

Aumento claro de la fosforilacion del VASP en las tres muestras, que va en

funcidn de la concentracion de NONOate utilizada.
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6. DISCUSION

6.1. Contextualizacion del estudio.

La cirugia de recambio valvular adrtico esta enmarcada en la especialidad de cirugia
cardiaca. Nuestro hospital es el tnico de la region en realizar este tipo de cirugia por lo
tanto es la referencia y se reciben pacientes de toda la region. El circuito de seleccion de
los pacientes de este estudio se inicia con el servicio de cardiologia, que diagnostica la
estenosis aortica severa en funcion de criterios clinicos y ecocardiograficos. Los pacientes
se someten a discusion en sesion clinica ante un equipo multidisciplinar y se decide qué
pacientes se someten a cirugia y qué pacientes no son tributarios de ésta por alto riesgo,
por lo que se derivan al tratamiento de implante percutdneo de valvula.

La cirugia de los pacientes del estudio se lleva a cabo siempre en el mismo quiréfano en
el que todo el personal estd entrenado y cualificado para la cirugia con circulacion
extracorporea.

El postoperatorio de los pacientes sometidos a recambio valvular adrtico corre a cargo de

la subunidad de extracorpodreas de la UCI de nuestro hospital.

6.2. Caracteristicas de la poblacion de estudio.

La incidencia de la estenosis adrtica aumenta con la edad, afectando hasta al 10% de la
poblacion en la octava década. Una vez que se desarrollan los sintomas, la estenosis
aortica es rapidamente mortal. Con el aumento de la esperanza de vida y el envejecimiento
de la poblacion, la estenosis aortica es ahora una de las cardiopatias valvulares mas
comunes. El reconocimiento y el tratamiento tempranos de la estenosis aortica son de
suma importancia, ya que la enfermedad grave sintoméatica no tratada es como hemos
dicho, mortal'®.

El tratamiento adecuado requiere un conocimiento de la fisiologia y de los criterios

utilizados para definir la gravedad de la enfermedad. No existe un tratamiento
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farmacologico eficaz. La sustitucion quirtrgica de la valvula aortica ha sido el tratamiento
de referencia durante décadas.
La sustitucion de la valvula adrtica esta indicada para la EA sintomatica grave. Los
sintomas clasicos de la EA son la angina de pecho, el sincope y la insuficiencia cardiaca;
sin embargo, la mayoria de los pacientes sometidos a seguimiento prospectivo presentan
sintomas mas sutiles, normalmente una disminucion de la tolerancia al ejercicio o disnea
de esfuerzo. No es infrecuente que los pacientes disminuyan su nivel de actividad por
debajo de su umbral de sintomas, por lo que se necesita una historia cuidadosa que
compare los niveles de actividad actuales y los del ultimo afio para reconocer que estos
pacientes, de hecho, son sintomaticos. El riesgo de muerte subita es alto una vez que se
presenta cualquier sintoma, por lo que la cirugia valvular es apropiada incluso con
sintomas leves'®®. Segtn los resultados de las pruebas complementarias, definimos
estenosis adrtica severa como la que presenta un area valvular < 1 cm?y una velocidad
pico > 4m/s'%,
La edad media de los pacientes sometidos a estudio es 68,27 afios, algo que concuerda
con la edad promedio de los pacientes sometidos a sustitucion valvular aodrtica, aunque
cabe decir que a partir de los 75 afios la prevalencia se dispara al 26%. La distribucion
por sexo y las comorbilidades asociadas se asemejan a la bibliografia consultada'®’.
Los pacientes sometidos a estudio presentan como comorbilidad mas frecuente la HTA,
estando presente en mas del 75% de los pacientes de nuestro estudio. De hecho, la
estenosis adrtica y la hipertension suelen coexistir y tienen un impacto significativo en el
diagnostico y la clasificacion de la gravedad y los sintomas de la estenosis aodrtica'®.
Tampoco es despreciable la prevalencia de la diabetes en nuestra poblacion de estudio,
ascendiendo al 30%, patologia que suele evolucionar de forma torpida en el
postoperatorio inmediato de estos pacientes.
Segun G. Cuerpo et al. (2019) el procedimiento valvular aislado mas frecuente contintia
siendo la sustitucion valvular adrtica estandar, con 4.962 procedimientos en 2018, lo que
169

representa el 51,8% del total de cirugia valvular aislada, siendo la mortalidad del 3,8%"°°,

cifra similar a la nuestra (3,03%).
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6.3. Variables analiticas.

6.3.1. Hemograma.

Conocemos la anemia preoperatoria como un factor de riesgo independiente para el
aumento de la morbilidad y la mortalidad perioperatorias tras la cirugia cardiaca y no
cardiaca. En concreto, se ha demostrado que la anemia preoperatoria se asocia de forma
independiente con los principales acontecimientos adversos cardiacos y no cardiacos,
como el infarto de miocardio, el accidente cerebrovascular, la insuficiencia renal, la
ventilacion prolongada, la infeccion profunda de la herida esternal, el mayor riesgo de
transfusiones de globulos rojos y el aumento de la mortalidad tanto intrahospitalaria como
a largo plazo'°,

Definimos anemia como una cifra menor de 13 g/dL en hombres y menor de 12 en
mujeres.

Los datos que presentaron nuestros pacientes fueron de una hemoglobina media basal de
13, 39 g/dL, y una hemoglobina al alta de 10,75 g/dL.

Segun esto, la hemoglobina basal media de nuestros pacientes era aceptable, pero
encontramos que casi un 25% de nuestros pacientes presentaban anemia basal.

En este sentido, existe una fuerte relacion positiva entre la hemoglobina basal y las
necesidades transfusionales, resultando que la anemia basal es determinante en nuestro
estudio para la posterior transfusion de concentrados de hematies.

Hallward et al. (2016) han demostrado que a medida que las concentraciones de
hemoglobina preoperatoria son mas bajas, se asocian a un mayor uso de los recursos
hospitalarios y a medida que disminuia la concentracion de hemoglobina preoperatoria,
se producia un aumento de las necesidades de transfusion de productos sanguineos y
prolongacion de la estancia en la UCI en el postoperatorio!’’. En nuestro caso, la
necesidad de transfusion aumenta segiin descienden los niveles de hemoglobina basal,
pero no hemos encontrado una relacion clara entre la anemia preoperatoria y mayor
estancia en la unidad de cuidados intensivos o el hospital.

Bell et al. (2008) investigan la relacion entre el nivel de hemoglobina preoperatoria de 10
g/dL y la mortalidad y la morbilidad perioperatorias a los 30 dias de pacientes sometidos
a cirugia de revascularizacion coronaria. Concluyeron que, aunque la hemoglobina
preoperatoria era significativa en el andlisis univariante, no era un factor predictivo

171

independiente de los resultados adversos'’'. Sin embargo, hay otros estudios que, al igual
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que Hallward han postulado que la hemoglobina preoperatoria esta fuertemente
relacionada con efectos adversos. En un analisis multivariante retrospectivo de pacientes
sometidos a cirugia cardiaca, en este caso a cirugia coronaria, se concluyd que habia
mayores probabilidades de muerte, insuficiencia renal y duracion de estancia
postoperatoria por cada disminucion del 5% en el hematocrito preoperatorio!’2.

En nuestro caso no encontramos ni hemos evaluado a los pacientes a los 30 dias del
postoperatorio, pero durante el postoperatorio inmediato no ha habido relacion entre la
hemoglobina basal y efectos adversos, probablemente porque durante este periodo los
descensos de hemoglobina, aunque hayan existido, se han tratado con técnicas de
recuperacion de sangre, hemoconcentracion y por la propia transfusion intraoperatoria.
Pero si esta claro que el descenso de hemoglobina preoperatorio conduce al uso de
recursos sanitarios, con el aumento de necesidad de transfusion. Del consumo de recursos
y de los posibles efectos deletéreos de la transfusion surge la tendencia restrictiva
transfusional que en nuestro caso seguimos. Nuestro umbral transfusional lo marcamos
en 8 gr/dL de hemoglobina, siempre que las condiciones clinicas del paciente lo permitan.
A pesar de que hay estudios que nos dicen que una estrategia de transfusion restrictiva
con un hematocrito del 24% es tan segura como una estrategia liberal con un hematocrito
del 30%, con respecto a un criterio de valoracion combinado de mortalidad a los 30 dias

y complicaciones clinicas de los pacientes!”

, otros autores abogan por una actitud mas
conservadora a la hora de la transfusion, con el fin de minimizar los efectos deletéreos de
esta en el postoperatorio, incluido el aumento de mortalidad e infeccion!’.

El descenso de la hemoglobina basal durante la circulacion extracorporea es una constante
en las revisiones sobre los niveles de hemoglobina y CEC, al igual que la recuperacion
de esta caida de niveles, al concluir la circulacion extracorpérea. Esto puede estar
justificado por las estrategias de hemoconcentracion como el purgado retrégrado y la
ultrafiltracion!”. Algunos ensayos concluyen que el cebado autdlogo retrogrado no
proporciono un beneficio clinico en la reduccion del nimero de unidades transfundidas
de concentrados de hematies intraoperatorios'’®. Olmos et al. (2015) en su estudio
estudian los efectos del cebado con coloides, cristaloides y manitol asociado a
hemofiltracion durante el periodo de CEC y coinciden en que no disminuyen el sangrado
ni el numero de pacientes transfundidos, pero si se produce una menor positividad en el
balance hidrico y secundariamente se reduce la hemodilucion, los requerimientos

transfusionales y acorta la estancia en UCI'”’. En nuestro caso asociamos no sélo el

purgado retrogrado con sangre autdloga, sino la utilizacion del recuperador de sangre.
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A este respecto, Wang et al. en su metaanalisis de 2009, concluyen de forma general que
el uso intraoperatorio de un aparato recuperador de sangre disminuye las probabilidades
de exposicion a cualquier transfusion de sangre alogénica en un 37%. En este estudio, se
hace referencia al momento de utilizacion del recuperador. El recuperador de sangre
muestra un claro beneficio utilizado durante todo el procedimiento, como es nuestro caso,
frente a su utilizacion solo durante la CEC para la sangre de succion de cardiotomia'”®.
En nuestro caso la sangre recuperada es no solo sangre residual de la bomba, sino la
sangre que surge en el campo quirurgico tras la CEC, y quizas ese sea uno de los motivos
por los que algunos estudios obtienen como resultado un menor beneficio. Mas
recientemente, Khabori et al. (2019) en su revision sistematica y metaanalisis encuentran
que existe un beneficio muy importante al disminuir el riesgo de transfusion de
concentrado de hematies en un 31% en cirugias no cardiacas, lo que hace que se
generalice su uso en la cirugia cardiaca, pero en ésta no ha demostrado disminuir la tasa

de transfusion'”’

. De hecho, este mismo estudio presenta gran heterogeneidad entre los
grupos estudiados, encontrando efecto beneficioso en los primeros estudios entre los que
se incluye el metaanalisis de Wang et al., mientras que los estudios mas recientes
muestran menos beneficios, quizds por la mejora del procedimiento quirtrgico, la
proteccion miocardica, el manejo en cuidados criticos y/o la mejor adherencia a las
directrices de transfusion. En nuestro caso valoramos el uso del salvacélulas durante toda
la cirugia como una estrategia mas de ahorro de sangre, de la que obviamente se
benefician mas los pacientes que pierden mas volumen, aunque de las ultimas
publicaciones se desprende que la utilizacion del salvacélulas de forma rutinaria en
cirugia cardiaca debe ser objeto de analisis en nuevos estudios.

Otro punto a destacar respecto al manejo de la hemoglobina perioperatoria nos lleva a
analizar el trabajo de Peels et al. (2021) en el que recomiendan utilizar dosis
preoperatorias de hierro y epo a para el tratamiento de la anemia antes de la cirugia
cardiaca, consiguiendo aumentos significativos de la hemoglobina y reduciendo asi la
probabilidad de transfusion y la transfusion de menos cantidad de concentrados de

hematies!8?

, actitud que seria interesante valorar dentro del protocolo perioperatorio de
los pacientes que sometemos a nuestra cirugia.

Dentro de las necesidades transfusionales de plaquetas, PFC y fibrin6geno, destacamos
que los niveles de plaquetas muestran diferencias estadisticamente significativas entre las

muestras, pero los valores se mantienen dentro del rango de normalidad en cuanto a
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numero. El 24,24% precis6 de transfusion de plaquetas, mientras que el 18,18%
recibieron PFC.

Zhou et al. (2019) analizan restrospectivamente los datos de més de diez mil pacientes
sometidos a cirugia cardiaca para comparar la transfusion plaquetaria y analizar la
asociacion de transfusion de plaquetas, mortalidad y complicaciones postoperatorias.
Segtin el analisis las tasas de transfusion varian entre centros, entre 4,4% y 24,7%'8!. En
nuestro caso estaria en torno al 24%. Los mismos autores asocian la transfusiéon a mayor
mortalidad a los 30 dias, neumonia postoperatoria, intubacion prolongada y reingreso,
aunque debido a la alta variabilidad en las tasas de transfusion entre los centros podria
justificar el aumento de la mortalidad y la duracion de la estancia en UCI. Mas
recientemente Yanagawa et al. (2021) en una revision sistematica y metaanalisis no
encontraron diferencias en cuanto a mortalidad y complicaciones postoperatorias entre
los pacientes transfundidos y los no transfundidos, una vez tenidas en cuenta las
diferencias basales entre los pacientes. Datos estos que hay que tomar con cautela dado
el reducido numero de estudios observacionales!®?. Sin embargo, Ming et al. (2020) si
asocia mayor mortalidad y complicaciones con la transfusion de plaquetas, encontrando
un 6,5% de transfundidos en cirugia cardiaca'’*.

En nuestro caso no hemos evaluado la mortalidad a los 30 dias por no ser objeto de nuestro
estudio, pero si encontramos una relacion estadisticamente significativa entre la
administracion de plaquetas y el aumento de estancia en UCI, pero no con mayor numero
de complicaciones postoperatorias. En cuanto a la administracion de PFC en nuestro
estudio encontramos mas del 18% de transfundidos frente al 12,5% de Ming et al. (2020).
El aumento de la administracion de PFC en nuestro estudio, si bien supone un consumo
considerable de recursos en forma de transfusion de hemoderivados, obedece a la
necesidad de ajustar la hemostasia cuidadosamente con el fin de evitar sangrados
postoperatorios que derivan en muchas ocasiones en la reintervencion del paciente. Las
reintervenciones no solo suponen un aumento en la morbimortalidad, también generan un
aumento en el consumo de recursos sanitarios. En nuestro caso, solo un paciente tuvo que
ser reintervenido suponiendo el 3,03%.

El ajuste hemostatico de los pacientes también depende del control y administracion
exodgena de fibrindgeno. En este sentido es destacable que el 84,85% de los pacientes
sometidos al estudio recibieron fibrindgeno, quizas con el afan de recuperar los niveles
basales de cada enfermo, ademas de encontrar una clara relacion entre las necesidades de

fibrindgeno y las necesidades de transfusion de sangre, lo que explicaria su deplecion a
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mayor sangrado. La administracion de fibrindgeno en la cirugia cardiaca se mueve en
rangos bastantes variables. Erdoes et al. (2019) en su revision concluye que es necesario
guiarse por pruebas viscoelasticas para dirigir el tratamiento con fibrindgeno, pero que se
necesitan mas estudios para definir mejor los umbrales de transfusion. La evidencia actual
indica que el concentrado de fibrindgeno puede reducir las necesidades de transfusion de
globulos rojos en la cirugia cardiaca y que el restablecimiento de los niveles de
fibrindgeno plasmatico y la actividad en un paciente con potencial peligro de sangrado
pueden mejorar la hemostasia'®}. El mismo autor pone en duda la medicion Clauss del
fibrindgeno en este tipo de cirugia cardiaca, no por fiabilidad, sino por no ser lo
suficientemente dindmica a la hora de la toma de decisiones en un ambiente tan cambiante
como es la cirugia con CEC'®3. Por nuestra parte, la guia para reponer el fibrinogeno
estaba basada fundamentalmente en las pruebas viscoelésticas, quizas con una politica de
administracion de fibrindgeno menos restrictiva, pero con la finalidad de reducir el
sangrado y las reintervenciones derivadas de €ste. Por otro lado, Li et al. (2018) concluyen
en su estudio que la evidencia actual sigue siendo insuficiente para apoyar o refutar la
administracion perioperatoria rutinaria de concentrados de fibrindgeno al paciente
sometido a CEC, y aunque esta claro que reduce la necesidad de transfusion de productos
sanguineos en este tipo de cirugia, no encuentra evidencia de reduccion del riesgo de
mortalidad'®4, en contrapunto con el estudio de Waldén et al. (2020), que concluye que la
administracion de concentrado de fibrindgeno a pacientes de cirugia con hemorragia no
se asocia con un mayor riesgo de complicaciones tromboembolicas o muerte'®®. En
nuestro caso, no hemos encontrado complicaciones tromboembdlicas en el postoperatorio
inmediato de los pacientes sometidos a cirugia de recambio valvular aortico, pero si
hemos tenido una muy baja tasa de reintervenciones, donde solo uno de los pacientes ha

tenido que ser revisado en el quir6fano por sangrado.

6.3.2. Bioquimica general.

Dentro de los pardmetros bioquimicos analizados, destacamos la creatinina y el lactato.
Ambos representan una medida de hipoperfusion; en el caso de la creatinina asumimos
que su aumento esta indicandonos daiio renal agudo.

En este sentido nos hemos encontrado que existen diferencias entre la creatinina basal y
la creatinina al alta. Pero en nuestro caso las cifras de creatinina se han mantenido dentro

de los niveles normales, lo que se ha traducido en una estabilidad de la funcion renal de
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nuestros pacientes. Kumar et al. en su metaanalisis de 2012 encontraron que el deterioro
de la funcién renal estaba intimamente relacionado con la duracion de la CEC,
implicandose esta como factor de riesgo independiente para el desarrollo de insuficiencia
renal aguda'®. Ademas, Takaki et al. (2015) consideran que la creatinina es un buen
indicador diagnostico para detectar la lesion renal aguda en una etapa temprana!®’. Los
enfermos sometidos a cirugia de recambio valvular adrtico requieren de menos tiempo de
CEC y clampaje adrtico; en nuestros pacientes los tiempos medios son sensiblemente
inferiores que los pacientes sometidos, por ejemplo, a la cirugia de revascularizacion
coronaria, al igual que los tiempos quirurgicos totales también lo son, algo que explica
que en nuestros pacientes haya menos alteracion de las cifras de creatinina y menos lesion
renal aguda. De hecho solo uno de los pacientes presentd necesidad de técnicas de
reemplazo renal en el postoperatorio, pero este paciente ya presentaba disfuncion renal
con cifras de creatinina preoperatorias elevadas, hecho que coincide con las conclusiones
de Barboza de Oliveira et al. en 2019 que destaca que los pacientes con cifras elevadas
de creatinina preoperatoria tienen peor pronostico y mayor mortalidad, en su caso en
pacientes no valvulares, sino sometidos a cirugia de revascularizacion coronaria'®. La
mortalidad a largo plazo relacionada con la creatinina en nuestro estudio la
desconocemos, pues no era objetivo de este.

Respecto a los niveles de lactato, existen diferencias estadisticamente significativas entre
el lactato basal y el lactado medido al entrar en circulacidon extracorpdrea, y entre el lactato
basal y tras la circulacion extracorporea. Los niveles entre el lactato en CEC y el lactato
tras CEC practicamente no varian. Esto nos puede llevar a pensar en cierto grado de
hipoperfusion a la entrada en CEC, que se mantiene hasta su salida, si bien, los niveles
de lactato no sobrepasan los limites de la normalidad establecidos por nuestro laboratorio.
Esta claro que la CEC en si se utiliza para mantener la perfusion y oxigenacion durante
la cirugia a corazon abierto, pero también es ampliamente conocido que la hipoperfusion
tisular con generacion de acidosis lactica resultante durante la CEC puede producirse
durante la hipotermia, la hemodilucion extrema, la CEC de bajo flujo y la activacion
neurohormonal excesiva'®®. Asi, Shinde et al. (2005) demuestran cambios significativos
en los niveles de lactato a la entrada en circulacion extracorpdrea y durante los primeros
minutos de CEC, valores que vuelven a sus niveles normales durante las primeras horas
tras la CEC. El claro aumento de lactato se relaciona con la hipotermia a la que inducen
a sus pacientes, algo que a lo largo de los ultimos afios se ha ido modificando hasta

conseguir realizar este tipo de cirugia practicamente en condiciones de normotermia,
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como es nuestro caso. Esto, afiadido a la menor hemodilucion, quizas expliquen que las
variaciones de lactato sean algo menores que en este estudio, y que se mantengan siempre
dentro de los niveles normales. Otros autores han encontrado que la elevacion de los
niveles de lactato por encima de 4 mmol/L se asocian con aumento de la mortalidad y de
las complicaciones pulmonares y neurologicas en UCI'®, cifras que en ningiin caso
hemos tenido en los pacientes de nuestro estudio, si bien cabe decir que el citado trabajo
se realizO en pacientes sometidos a trasplante cardiaco, procedimiento de mas
complejidad que el recambio valvular adrtico y que comporta mas tiempo de CEC,
hipotermia y pacientes con mayor tendencia a la hipoperfusion basal por la condicion
terminal de su enfermedad cardiaca.

Como deciamos hemos utilizado como signos de hipoperfusion la creatinina y el lactato,
algo que Noguchi et al. (2016) ya adelantaban en su trabajo como importante factor
predictivo del resultado postoperatorio en los pacientes sometidos a cirugia cardiaca'®’.
Este autor ademads incluye las diferencias entre PAM preoperatoria y la PAM en CEC,
algo que nosotros no hemos medido, ya que hemos asumido la estabilidad hemodindmica
preoperatoria del paciente, al tratarse de una cirugia programada. Por otra parte, al
encontrar niveles de lactato normales durante la CEC, consideramos que durante la misma
se mantuvo una PAM adecuada que aseguraba la correcta perfusion periférica del

paciente.

6.3.3. Bioquimica de indicadores de hemadlisis.

Dentro de los marcadores indirectos de hemolisis, hemos analizado la haptoglobina, la
LDH vy la bilirrubina.

Los niveles de haptoglobina sufren un descenso estadisticamente significativo, tanto en
el periodo de CEC como en el periodo post CEC. El andlisis de este dato nos lleva a
pensar que durante la entrada en CEC se produce cierto grado de hemolisis ya que
asumimos que este descenso de la haptoglobina viene determinado por un aumento de la
hemoglobina libre, producto de la lisis de los hematies. Al aumentar la hemoglobina libre
en plasma, capta la haptoglobina, de tal forma que el complejo hemoglobina libre-
haptoglobina es degradado en el higado. Dado que la haptoglobina se sintetiza en el
higado, debemos tener en cuenta que pacientes con disfuncion hepatica pueden presentar
niveles bajos de haptoglobina sin hemolisis'®?, pero en nuestros pacientes los niveles de

haptoglobina basales estaban dentro del rango de la normalidad. Los niveles dentro de la
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normalidad de haptoglobina (a pesar del alto rango de valores de ésta) condicionan que
no tenga significacion clinica este descenso. Cabria esperar, sobre todo alteraciones de la
funcion renal en forma de lesion renal aguda, producto de la hemolisis producida. No ha
sido nuestro caso, aunque hay algunos autores que aun encontrando niveles bajos de
haptoglobina producto de la hemolisis producida por la CEC, no han encontrado relacion
entre esto y la lesion renal aguda en el postoperatorio'®?,

En cuanto a la lactato deshidrogenasa (LDH) encontramos un aumento en CEC respecto
al basal, aumento que se convierte en mas llamativo después de la circulacion
extracorporea (M3). Como dijimos, la determinacion de la LDH tiene una gran variedad
de aplicaciones clinicas, ya que, al ser un enzima intracelular, su elevacion es indice de
dafio tisular con la consecuente liberacion de ésta a la circulacion. En nuestro estudio en
particular, la elevacion de la LDH seria fruto de la liberacion de ésta al torrente sanguineo,
tras la destruccion de los hematies consecuencia de la supuesta hemolisis producida por
la CEC. Lo que hace interesante la medicion de la LDH en nuestro estudio es la
sensibilidad que tiene como marcador de hemolisis, incluso algunos autores la defienden
como marcador mas sensible que la propia hemoglobina libre, en tanto en cuanto aparece
de forma precoz respecto a la hemoglobina libre!**. Gordon en al. (2020) sin embargo,
postulan que a pesar de que la hemolisis medida por los niveles elevados de la LDH
cuando existe la sospecha clinica de trombosis inducida por la bomba es una medida
ampliamente aceptada, la consideran como un hallazgo relativamente inespecifico'®>.
Quizas sea interesante medir las distintas isoenzimas de la LDH para diferenciar
hemolisis asociada a trombosis, por ejemplo, de otras condiciones fisiologicas y
patologicas, pero en nuestro caso, no evaluamos trombosis en asistencias ventriculares
izquierdas como motivo de hemolisis, sino hemolisis como consecuencia de destruccion
de hematies producto de la CEC, por lo que consideramos la medida de LDH como un
marcador fiable, asociado a haptoglobina y bilirrubina.

A pesar del aumento que experimenta la LDH, sobre todo tras la circulacion
extracorpérea, es importante subrayar, que, al igual que los otros parametros de medida
de hemolisis, los niveles se mantuvieron dentro del rango de la normalidad, por lo tanto,
consideramos que no tendrian implicaciones clinicas importantes.

Respecto a los niveles de bilirrubina, partiamos de una bilirrubina basal normal en todos
los pacientes, excepto en uno que presentd una bilirrubina >3 mg/dL, pero todos los
pacientes se comportaron igual en cuanto a las variaciones en las distintas muestras. El

resultado es que en ningun caso hubo aumento significativo de la bilirrubina ni en CEC
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ni después de CEC, a pesar de que Sharma et al. (2015) concluyen que la
hiperbilirrubinemia tras la CEC es frecuente y se asocia a una elevada mortalidad
hospitalaria'®®. Los factores asociados a su aparicion son el aumento del nivel de
bilirrubina preoperatorio, el tiempo de protrombina preoperatorio, el tiempo de CEC y
clampaje adrtico y las unidades de transfusion de sangre. Ademas, la hiperbilirrubinemia
persistente se asocia a un peor resultado que la hiperbilirrubinemia transitoria
temprana'’®. Basandonos en esto, la razon de ser de la poca variacion de la bilirrubina en
nuestros pacientes estaria explicada por partir de una bilirrubina basal normal, unido a los
tiempos cortos tanto de CEC como de clampaje aortico. Ademas, el uso del recuperador
de sangre comporté una menor transfusion de concentrado de hematies, factor también
predisponente a sufrir aumento de la bilirrubina basal. Otros autores achacaron como
causas de posible hiperbilirrubinemia postoperatoria tras CEC a la disfuncion hepatica
debido a insuficiencia cardiaca avanzada y a disminucion del flujo hepatico durante la
CEC"’. En nuestro caso, ningun paciente presentd insuficiencia cardiaca previa a la
cirugia y los flujos de CEC aseguraron una adecuada perfusion durante todo el

procedimiento.

6.3.4. Pruebas basicas de coagulacion.

Las pruebas basicas de coagulacion que realizamos incluyen andlisis del tiempo de
protrombina (TP), tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa) y fibrindgeno, y las
utilizamos como apoyo al tromboelastograma para un analisis completo y detallado de la
coagulacion sobre todo como enfoque postoperatorio para, en la medida de lo posible,
evitar sangrado excesivo y reintervenciones que sean debidas a alteraciones de ésta.

Al heparinizar al paciente, las pruebas basicas de coagulacion se ven totalmente alteradas
y su medicion en el periodo de CEC (M2) carece de valor, por lo que unicamente
realizamos y comparamos las muestras basales (M1) con las del periodo post CEC (M3).
De los resultados se deprende que existen diferencias estadisticamente significativas entre
los valores de TP y fibrindgeno basales y post CEC. Analizando los valores de TTPa
observamos que practicamente no hay diferencias entre los valores basales y los valores
post CEC, lo cual resulta logico ya que al ser una medida de via intrinseca que se ve

alterada por la heparina, al revertir de forma precoz los efectos de la heparina, los valores
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deben ser similares basal y post CEC, siempre y cuando la reversion de la heparina se
haga de forma correcta.

En nuestro protocolo quirurgico, tenemos el tromboelastograma como herramienta
fundamental para la evaluacién de la coagulacion y no lo utilizamos de forma
independiente, algo que se ve apoyado en la literatura por autores que postulan que para
el manejo de la hemorragia, es indispensable una adecuada monitorizaciéon hemostatica
perioperatoria, y que las pruebas de coagulacion estdndar consumen mucho tiempo y no
pueden utilizarse indistintamente a la tromboelastometria y confiar en sus resultados de

forma unitaria para decidir actitudes como la transfusion sanguinea!®®

. Esto ya lo
adelantaron en 2012 Ogawa et al. refiriéndose a una mayor rentabilidad del FIBTEM
respecto a las pruebas basicas, sobre todo por la rapidez en medir el fibrin6geno.

En nuestro caso, como hemos dicho, nunca utilizamos €stas como pruebas unicas, y
respecto a los resultados, cabe decir que aunque existan diferencias significativas, tanto
el TP como el fibrindgeno se mantuvieron en M3 dentro de los valores normales!”. A
estos resultados le damos explicacion por los tiempos cortos de CEC que se emplean en
la cirugia de recambio valvular adrtico y porque de forma protocolaria reponemos de

forma precoz los niveles de fibrindgeno para llevarlos lo mas cercanos a los valores

basales.

6.3.5. Tromboelastometria v tiempo de coagulacion activado (TCA).

Como adelantabamos en el apartado anterior, la Tromboelastometria es la piedra angular
en el manejo de la coagulacion y sus alteraciones, no solo en la cirugia de recambio
valvular aortico, sino en toda la cirugia cardiaca. Esta actitud viene avalada por pautas
similares en la cirugia de este tipo. Aunque Meesters et al. (2018) concluye que la
tromboelastometria no predice que pacientes tienen riesgo de sufrir una hemorragia
importante, probablemente porque en el estudio incluyen pacientes con antiagregantes,
sin antifibrinoliticos, y cirugias urgentes, hay varios autores que si consideran la
tromboelastometria como la prueba principal a la hora de predecir el riesgo de sangrado
asociado a coagulopatia??0-292,

De los parametros tromboelastométricos analizamos HEPTEM, INTEM, EXTEM Y
FIBTEM. Al igual que en las pruebas basicas de coagulacion, no analizamos resultados

del tromboelastograma en el periodo de CEC (M2), por lo tanto, comparamos niveles

basales y niveles post CEC.

156



Discusion

Los resultados que arrojan estas mediciones nos indican que en el INTEM existen
diferencias estadisticamente significativas entre M1 y M3 en A10 y en MFC, aunque los
valores se mantienen dentro del rango de la normalidad.

Algo similar ocurre con las medidas del EXTEM, en las que las diferencias son
significativas en CT y A10, sin que estas sean clinicamente relevantes ya que los valores
vuelven a mantenerse dentro de la normalidad.

De especial importancia consideramos los resultados del FIBTEM, que nos revelarian
datos de una posible hipofibrinogenemia, y no obtenemos diferencias estadisticamente
significativas a pesar de observar un descenso de la MFC entre M1 y M3, manteniéndose
también dentro de los niveles normales.

En ninguno de los casos encontramos un tromboelastrograma sugestivo de
hiperfibrinolisis, algo que se explica porque de forma protocolaria incluimos el
tratamiento con acido tranexamico en nuestro protocolo anestésico.

La ausencia de alteraciones significativas tanto en las pruebas basicas de coagulacion
como en el tromboelastograma las justificamos porque al tratarse de una cirugia con
tiempo de circulacidon extracorporea corto y realizada en normotermia los disturbios de
coagulacion son menores. A ello se une la depuracion de la técnica quirargica con
hemostasia cuidadosa, y el tratamiento precoz de la coagulopatia. En este sentido
destacamos el tratamiento que realizamos con fibrindgeno. Erdoes et al. en 2019 elaboran
el documento de consenso de la asociacion europea de anestesiologia cardiotoracica en el
que concluyen que la evaluacion de la actividad del fibrindgeno mediante las pruebas
viscoelasticas (tromboelastometria) después de la retirada de la CEC es una estrategia
racional. Asimismo este mismo consenso postula que esta indicada la administracion de
fibrindgeno para mantener la actividad fibrindgena fisiologica en caso de hemorragia
microvascular post bypass cardiopulmonar'®3. Si bien es cierto que Kwapisz en al. (2020)
en su trabajo concluyen que el tratamiento profilactico y guiado en el punto de atencion
con fibrindgeno no reduce la transfusion de productos sanguineos en un entorno de tasa
de transfusion baja (como es el nuestro), si postulan que puede mejorar los pardmetros de
coagulacion en el entorno de la cirugia de alto riesgo®*®. Nuestra cirugia no es una cirugia
considerada de alto riesgo dentro de las cirugias cardiacas, pero nuestra politica de
tratamiento de coagulacion nos lleva a buscar los limites basales en cuanto a cifras de
fibrindgeno, de forma protocolaria. Seria necesario un estudio mas exhaustivo para
comprobar si realmente esta actitud clinica reduce las necesidades de concentrados de

hematies en esta cirugia concretamente.
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Mencion aparte le debemos al tiempo de coagulacion activado (TCA). El TCA es la
medida universalmente extendida para evaluar, primero los efectos de la administracion
de heparina, previo a la entrada en CEC, y posteriormente los efectos de reversion
derivados de la administracion de protamina, en nuestro caso a razon 1:1 con la heparina,
una vez ha concluido el periodo de circulacion extracorpdrea. EI TCA es un método
bastante eficaz y sobre todo rapido en la evaluacion del estado de coagulacion del paciente
derivado de la administraciéon de heparina. La rapidez en la obtencidon de resultados
permite tomar decisiones de forma precoz, si bien es una medicién que no esta exenta de
limitaciones y que depende en cierto modo, del dispositivo utilizado, ya que cada
dispositivo presenta una reproducibilidad y unos sesgos individuales, lo que puede
repercutir en el manejo perioperatorio de la heparina?’*,

El dispositivo que incluimos en nuestro protocolo es el Hemochron® Signature Elite, un
dispositivo de uso comun, de facil manejo y reproducibilidad®®, si bien es cierto que te
obliga a revertir la heparina con dosis fija de protamina (1:1). Seria interesante tener en
cuenta que ya hay dispositivos que, tras una muestra de sangre entera permiten estimar la
dosis 6ptima de heparina para alcanzar el TCA adecuado, y a su vez optimizar la dosis de
protamina de forma individualizada para revertir de forma precisa la accion de la heparina
administrada®®®.

Los resultados que hemos obtenido en cuanto al valor del TCA basal con respecto al TCA
post CEC, aunque son estadisticamente significativos, demuestran que ambos valores
estan dentro de los limites normales, por lo tanto, al alcanzar un TCA post CEC dentro
de los limites normales, interpretamos que la reversion del efecto de la heparina con la

administracion de protamina ha sido correcta.

6.3.6. Funcion plaguetaria mediante citometria de flujo.

Como adelantamos en apartados anteriores, la citometria de flujo es una técnica de gran
potencial analitico que nos permite, en nuestro caso, determinar la reactividad plaquetaria
y el grado de activacion plaquetaria. Ya Linden en 2013 postula que la citometria de flujo
es una herramienta poderosa y versatil que ademas de proporcionar datos fenotipicos
sobre las plaquetas, arroja informacidén cuantitativa de sus propiedades fisicas y
antigénicas, incluyendo la expresion superficial de los receptores funcionales, la
expresion de los componentes de sus granulos, la interaccion de las plaquetas con otras

plaquetas a través de la agregacion, o la interaccion de otros componentes de la sangre,
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como los leucocitos o el sistema de coagulacion del plasma??’. Pasalic et al. (2017) no
solo utilizan la citometria para la evaluacion rapida de los receptores de membrana
plaquetaria expresado de forma constitutiva para el diagndstico de trastornos
hemorragicos plaquetarios heredados, medida similar a las que realizamos en nuestro
estudio, sino que ademads incluyen la investigacion de las respuestas funcionales
plaquetarias basales e inducidas por agonistas, incluyendo la generacién de agregados

plaquetarios-leucocitarios?’®

, algo que ciertamente no hemos incluido en nuestro estudio,
pero que consideramos como una potencial e interesante linea de investigacion.

En nuestro estudio hemos incluido el citometro de flujo FACSCanto® de BD Biosciences,
que realiza medidas cumpliendo protocolos estandarizados y reproducibles®®’.

Como ya adelantamos en los resultados, lo primero que valoramos con la citometria de
flujo es el grado de agregacion plaquetaria sin estimulo y después afiadiendo un agonista
denominado TRAP (Thrombin Receptor Activating Peptide). De nuestros resultados se
desprende que no hay diferencias significativas en la agregacion plaquetaria en respuesta
a TRAP, entre los tres grupos experimentales, lo que nos lleva a pensar que el
procedimiento de la CEC por si misma no esté alterando la respuesta de las plaquetas al
estimulo proagregante de TRAP. Petzold et al. (2020) observan una reduccion de las
respuestas de agregacion plaquetaria para la estimulacion con TRAP, probablemente
relacionada a que al establecer la derivacion cardiopulmonar se produce una
hemodilucion con caida de hematocrito mas acusada que en nuestro caso. En este mismo
trabajo encuentran que en el postoperatorio, tras 45 minutos del desclampaje adrtico los

210 a diferencia de nuestra

niveles de agregacion plaquetaria experimentan aumento
muestra M3 en la que los niveles de agregacion se mantienen estables, con la diferencia
que en nuestro estudio la muestra de M3 se recoge de forma mas temprana.

Otra de las medidas a evaluar es la variacion de la agregacion plaquetaria y relacionar
esta con la hemolisis. Para ello, como se refleja en el apartado de los resultados, medimos
la agregacion plaquetaria en presencia de NO. Los resultados demuestran que, en
presencia de NO, se produce inhibicion de la agregacion plaquetaria en las tres muestras,
es decir, existe NO disponible para ejercer su funcion antiagregante.

Kobsar et al (2014) en su trabajo demuestran que NONOate conduce a una activacion
rapida y transitoria de los sistemas inhibidores de las plaquetas, acompanado de una
disminucion de la agregacion plaquetaria inducida por agonistas a dosis bajas®'!. Si bien

este articulo ratifica la disminucion de la agregacion que nosotros encontramos en los

resultados, no pone en relacion la biodisponibilidad del NO y la hemolisis. En este

159



Discusion

sentido, Kato et al. (2017) en sus estudios sobre hemdlisis en la fisiopatologia de la
enfermedad de células falciformes, sientan las bases de la “hipotesis de la hemolisis”, en
la que observan que en presencia de hemolisis intravascular, el NO plasmatico se agota,
porque es captado por la hemoglobina libre plasmatica!®. Extrapolando a nuestros
resultados vemos un claro descenso de la agregacion plaquetaria en los tres grupos
experimentales en presencia de NONOate; dato que interpretamos como que la
biodisponibilidad del NO durante la CEC como posteriormente a la misma es lo
suficientemente alta para ejercer su inhibicion en la agregacion plaquetaria. De manera
que, si existe disponibilidad del NO, significa que la cantidad de hemoglobina libre no es
lo suficientemente importante como para captar el NO en su totalidad, signo de que la
hemolisis generada por la circulacion extracorporea no esta siendo significativa.
Siguiendo con la valoracion de la hemolisis utilizamos el método de la fosforilacion de la
proteina VASP medido por fluorescencia (median fluorescence). Los resultados en
presencia de NO expresan un aumento muy importante de fosforilacion de la proteina
VASP (dependiente como dijimos de la PKG, que a su vez depende del NO?'?), dato que
refleja una vez mas la alta disponibilidad de NO. Este resultado apoya que la hemdlisis
producida durante la cirugia de recambio valvular aortico no es significativa, ya que no
se genera hemoglobina libre suficiente para captar el NO. La fosforilacion de la proteina
VASP ha sido utilizada para investigar el valor del indice de reactividad plaquetaria,
incluso para predecir los eventos cardiacos adversos tras la angioplastia, evaluando la
respuesta individual a la dosis de carga del clopidogrel?'3. De hecho, algunos autores
sugieren que la monitorizacion plaquetaria mediante el indice de VASP es seguro para el
ajuste de la dosis de carga de clopidogrel en pacientes sometidos a ICP?'4, sin embargo
no era nuestro objeto de estudio, sino valernos de una herramienta que es un excelente
monitor plaquetario, para de forma indirecta valorar la hemdlisis, evaluando sus
resultados en presencia de NO.

La medida por median fluorescence nos permite también medir la expresion de la P-
selectina, utilizando el agonista TRAP. Con respecto a los resultados obtenidos
analizamos dos apartados: 1) En respuesta al agonista, la expresion de P-selectina se
mantiene en M2 e incluso presenta un ligero descenso en M3, algo que se puede
interpretar como que la cirugia con CEC no solo no aumenta la activacion de las
plaquetas, sino que podria disminuirla. Sobre este tema encontramos referencias antiguas
como por ejemplo Rinder et al. (1991) que aseguran que el by pass cardiopulmonar

provoca una constelacion de defectos plaquetarios, que incluyen activacion y deterioro

160



Discusion

de agregacion, algo que no ocurre en nuestro estudio, probablemente por la depuracion
en las técnicas de CEC en las que se ha optimizado la hemodilucién y sobre todo las
técnicas de perfusion. Ademas, la cirugia de recambio valvular aortico, suele ser de menor
duracion y complejidad que la cirugia coronaria, que era mayoritaria en el citado estudio.
Un estudio en nifios concluye que el aumento de la funcion plaquetaria que se observa en
nifos sometidos a cirugias cardiacas por malformaciones congénitas podria ser un
mecanismo de compensacion ante la disminucidn del recuento de plaquetas que observan
en la CEC?', Si bien la poblacion infantil merece mencion aparte, en nuestro caso los
niveles de plaquetas se mantuvieron en el rango de la normalidad. 2) La expresion de la
P-selectina en presencia de NO. Observamos que los niveles de expresion de P-selectina
disminuyen tanto en M2 como en M3, reflejando una gran disponibilidad del NO para
ejercer su efecto inhibidor de la activacion de las plaquetas, lo que viene a ratificar la idea
de que el grado de hemolisis generado por la CEC en nuestra cirugia es minimo, en tanto
en cuanto no existe suficientemente hemoglobina libre para captar el NO.

Un aspecto muy importante dentro de la cirugia cardiaca es el grado de hemolisis que se
genera, durante la cirugia con la circulacidén extracorpérea, y las implicaciones que la
hipotética hemolisis generada tiene sobre la hemostasia y sus implicaciones clinicas. De
hecho se han hecho muchos esfuerzos por minimizar la hemolisis, mejorando las
condiciones, asi, Tan et al. (2020) en su reciente estudio, en un afdn por mejorar la
hemolisis, demostraron que la CEC pulsatil con bombas de rodillo da lugar a un mayor
grado de hemdlisis, sin concretar su importancia clinica?!®. En nuestro caso dentro de la
técnica de CEC utilizamos bomba centrifuga y flujo continuo.

La hemolisis como tal es determinada por la medicion de los conocidos como marcadores
de hemolisis: hemoglobina libre, haptoglobina, LDH vy bilirrubina. Los marcadores mas
utilizados son hemoglobina libre y haptoglobina, de hecho Dafour (2020) utiliza la
medida de hemoglobina libre para evaluar la gravedad de la hemolisis, apreciada
directamente por la concentracion de esta en plasma, ya que puede expresarse con distinta
intensidad, desde una hemolisis no alarmante y tolerable hasta una altamente toxica en
pacientes con asistencia ventricular?'”. En este estudio no hemos medido hemoglobina
libre de forma directa, si el resto de los marcadores de hemdlisis, incluido LDH, la cual
hay autores que defienden como medicion mas sensible y mas rapida que la hemoglobina
libre, como ya se adelant6 en el apartado de marcadores bioquimicos.

Una de las herramientas importantes y que nos ha aportado mucha informaciéon sobre

hemolisis y comportamiento de las plaquetas con relacion a la CEC, ha sido la utilizacion
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del NO. Hay varios estudios que asocian los mecanismos de hemolisis y la activacion
plaquetaria evaluando el comportamiento del nitrico, de hecho, Helms et al. (2013), con
el objetivo de dilucidar el mecanismo de la activacion plaquetaria mediada por la
hemolisis, concluyen que la liberacion de hemoglobina libre potencia la activacion
plaquetaria al disminuir la biodisponibilidad del NO?'®, Nosotros hemos utilizado, junto
con las medidas tradicionales de hemolisis, la mayor o menor activacion plaquetaria en
presencia de NO, para valorar su biodisponibilidad y asi de forma indirecta estimar los
niveles de hemoglobina libre. Dado que ya hay autores que destacan que la hemdlisis
parece contribuir de forma importante a alteraciones postoperatorias, al limitar la
biodisponibilidad del NO?!°, estas mediciones adquieren importancia de cara a mejorar
los resultados en la cirugia con CEC.

Los datos derivados de la biodisponibilidad del NO y del resto de mediciones relacionadas
con la hemolisis, nos informan de que la cirugia valvular adrtica en nuestros pacientes no
genera un grado de hemolisis suficientemente alto como para que sea clinicamente
significativa.

A su vez, estos resultados abren nuevas lineas de investigacion: los agregados plaquetas-
leucocitos, que ya representan marcadores de muchas enfermedades tromboembolicas,
como las enfermedades cardiovasculares, la lesion pulmonar aguda y la lesion renal y
cerebral'>®, podrian tener un papel interesante en el desarrollo de la respuesta inflamatoria
inducida por la CEC y su medicion podria ayudarnos a entender mejor dicha respuesta y
su relacion con los fendmenos tromboéticos postoperatorios. Por otro lado, de gran interés
seria el papel de los gasotransmisores en el contexto de la cirugia con CEC. Hemos visto
que el NO tiene importante implicacion en la agregacion plaquetaria, y que esta se puede
ver afectada en presencia de hemdlisis. Estd demostrado que los gasomediadores CO, y
H>S, junto con el NO tienen su papel en la hemostasia, y ademas tienen otros posibles
mecanismos de accion sobre las plaquetas, activandolas®??. Parece bastante claro la
relacion sinérgica del NO con el HoS y ademas hay que unirle la posibilidad existente de
que el NO induzca la produccion de CO??!. De forma general podriamos decir que los
gasomediadores interactuian entres si, por lo que seria una interesante linea de
investigacion, averiguar hasta qué punto estan los gasotransmisores implicados en los
mecanismos de hemostasia implicados en la CEC y como influyen estos en el prondstico

de los pacientes sometidos a cirugia con circulacidon extracorporea.
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7. CONCLUSIONES

1. En términos generales, durante la cirugia de recambio valvular adrtico con CEC,
no se han registrado alteraciones de la hemostasia, ya que los parametros
analizados se han mantenido dentro de los rangos de normalidad, aunque hayan
tenido  variaciones estadisticamente significativas entre los grupos

experimentales.

2. Durante la cirugia de recambio valvular adrtico con CEC, la hemolisis que se
produce no es lo suficientemente importante como para que se produzcan
alteraciones de la hemostasia, entendida como tal como alteraciones de las
plaquetas y la coagulacion, que se han mantenido dentro de los rangos de

normalidad, aunque hayan tenido variaciones estadisticamente significativas.

3. La cirugia valvular adrtica con circulacion extracorporea produce un descenso en
la hemoglobina basal que es estadisticamente significativo si bien se mantiene
dentro de los niveles normales. Dentro de los parametros bioquimicos analizados
(creatinina y lactato), han existido diferencias estadisticamente significativas
respecto a las medidas basales, pero ambos parametros se han mantenido dentro
de los niveles normales, descartando, por tanto, alteraciones renales y derivadas

de hipoperfusion periférica.

4. Los valores de TP y fibrindgeno, dentro de los valores del basico de coagulacion,
sufren diferencias estadisticamente significativas tras la CEC, respecto a los
basales, pero se mantienen dentro de los niveles normales. El TCA, a su vez,
presenta cambios estadisticamente significativos, pero manteniéndose en los
niveles normales, por lo que concluimos que la reversion de la heparina es

completa.

5. Los valores corregidos de la tromboelastometria muestran alteracion de éstos en
la cirugia con CEC, sin que dichos cambios supongan alteraciones clinicamente
significativas de la coagulacion ya que los datos analizados, a pesar de los

cambios, se mantuvieron en el rango de la normalidad.
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6. En los parametros bioquimicos de hemolisis encontramos diferencias

estadisticamente significativas en los niveles de haptoglobina y LDH respecto a
los basales, datos que indican cierto grado de hemolisis producido por la CEC y
tras la finalizacion de la CEC. A pesar de ello, los valores tanto de haptoglobina
como de LDH se mantienen dentro de los limites normales. Los niveles de
bilirrubina no experimentan cambios. Estos resultados apoyan la conclusion de
que la hemolisis de la poblacion estudiada sometida a recambio valvular adrtico

no es clinicamente significativa.

En presencia de NONOate se observa una clara inhibicion de la reactividad
plaquetaria, asi como un aumento de la fosforilacion de VASP en los tres grupos
experimentales, lo que nos lleva a concluir que la biodisponibilidad del NO es lo
suficientemente alta como para ejercer su efecto inhibitorio sobre las plaquetas.
Este hallazgo apoya la conclusion de que la hemolisis de la poblacion estudiada

sometida a recambio valvular adrtico no es clinicamente significativa.

A partir del analisis de todos los resultados de nuestro estudio podemos concluir
que, durante la cirugia de recambio valvular adrtico con CEC, la hemolisis que se
produce no es lo suficientemente importante como para que se generen

alteraciones de la hemostasia en los pacientes estudiados.
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9. ANEXOS

9.1. Comité ético

Servicio

Murciano

e Salad 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 reunién del dia 25/07/2016, acta 07/16 ha evaluado la
propuesta del investigador Dr. Faustino Garcia Candel referida al estudio:

Titulo: Influencia de la hemdlisis en la hemostasia de pacientes sometidos a cirugia de recambio valvular adrtico

Cédigo Interno: 2016-7-3-HCUVA

19, Considera que

- Elensayo se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica y su
realizacién 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.

29,  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

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca
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9.2. Informacion al donante

IMIE b BIOBANC-MUR Al-
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Irvestigecion Blosanitaria

DOCUMENTO DEINFORMACION ALDONANTE (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 prevencion, diagnostico, prondstico y tratamiento. Esta investigacion
biomédica requiere recoger datos clinicos y muestras biologicas de pacientes y donantes sanos para analizarlos y
obtener conclusiones con el objetivo de conocer mejor las enfermedades y avanzar su diagnostico y/o tratamiento.

Las muestras y datos clinicos obtenidos para el diagnostico 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 iltimos afos 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 Investigacion Biomédica, la Ley Organica 15/1999, de Proteccion de
Datos Personales, y sus normas de desarrollo, le solicitamos que lea detenidamente este documento de informacion y
el consentimiento informado que se le adjunta al final para su firma, si estd de acuerdo en participar en esta propuesta

20ué es un biobanco?: Institucion para favorecer la investigacion y la salud.

Un biobanco es una institucion, 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 investigacion en Medicina, siempre bajo la supervision
de un comité cientifico y otro de ética. Las muestras se cederdn generalmente sin informacion 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 investigacion biomédica es, hoy en dia, un fendmeno global por lo que ocasionalmente estas muestras podran ser
cedidas a grupos de investigacion fuera de Espafia, siempre que se cumplan los requisitos de la legislacion espafiola y
lo aprueben los correspondientes comités.

: En ningun caso se le practicaran mas pruebas de las
imprescindibles para su adecuada atencion medica.

Se guardara y dispondra del material biologico sobrante que se le extraiga durante el proceso asistencial (muestras de
sangre, liquidos biologicos y/o tejidos), sin que este hecho le cause molestias adicionales. La donacion 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 guardarin en el Biobanco Biobanc-Mur Nodo Area I del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca
hasta su extincion. Este Biobanco forma parte como nodo de la Red Tematica de Investigacion Cooperativa (RETIC) de
Biobancos del Instituto de Salud Carlos III con la referencia RD09/0076/00065, y esta 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 bioldgicas e informacion asociada en las condiciones y
garantias de calidad y seguridad que exige la legislacion anteriormente referida y los codigos de conducta aprobados
por los Comités de Etica. Dichas muestras y su informacion asociada quedan disponibles para aquellos investigadores

que lo soliciten al biobanco.
) fd B !
= Biobanc-Mur. Biobanco en Red de la Region de Murcia
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Cualquier estudio de investigaddén para el que se solicite la utilizacién de estos datos o muestras deberd disponer
slempre de la aprobacién del Comité de Etica de la Investigacién (CEI) competente, que velard para que bos
investigadores desarrollen sus estudios siguiendo siempre las mas estrictas normas éticas y legales. Ademis, el comité
cientifico del biobanco garantizard que los proyectos sean de excelencia chentifica

A partir de las muestras donadas, en los casos en que la investigacion lo requiera, se realizardn estudios genéticos, y a
partir de ellos se puede obtener informacion acerca de su salud v la de sus famibares, Siempre se actuard velando por
Ia proteccién de esta Informacién (ver apartado de proteccién de datos y confidenclalidad ).

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

En caso de ser necesaria alguna muestra adicional, La institucion sanitaria se podria poner en contacto con usted para
solicitarle nuevamente su colaboracidn, En este caso se le informard 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 serdn obtenidos, tratados y almacenados cumpliendo en todo momento el deber
de secreto, de acuerdo con la legislacion vigente en materia de proteccidn de datos de cardcter personal.

La identificacién de las muestras bioldgicas del Biobanco serd sometida a un proceso de codificaciin, A cada muestra
se le asigna un cbdigo de identificacion, que serd o utilizado por los investigadores. Unicamente ¢l personal autorizado
por el biobanco podrd relacionar su identidad con los citados codigos. Mediante este proceso los investigadores que
soliciten muestras al biobanco no podrdn conocer ningin dato que revele su identidad. Asimismo, aunque los
resultados obtenidos de la investigacion realizada con sus muestras se publiquen en revistas clentificas, su identidad
no serd faclitada, En aquellos estudios en los que no se prevean resultados potencialmente Gtiles para su salud, y de
acuerdo con el correspondiente Comité de Etica, las muestras y datos podrin ser anonimizadas, es dedir, no habrd
ninguna posibilidad de volver a asoclar la muestra con su identidad.

Sus muestras y los datos dinicos asociados a las mismas, pasarin a formar parte del fichero del Biobanco, inscrito en la
Agenda de Proteccion de datos.

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

Usted podra ejercer sus derechos de acceso, rectificacion, cancelacién y objecidn, asi como obtener informacién sobre
of uso de sus muestras y datos asociados, dirigiéndose a:

Fundactén para la Formacion ¢ Investigacién Sanitarias de la Regién de Murcia
Responsable del nodo Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30003 Murcia
Tel: 968359757 E-mail: juanp.serna@carm.es

Cacicter altruista de la donacion. La cesién 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 obtendrd ni ahora ni en of futuro ningan
benefico econdmico por la misma, ni tendrid derechos sobre posibles beneficios comerciales de los descubrimientos
que puedan conseguirse como resultado de la investigacion blomédica. Sin embargo, los conocimientos obtenidos
pracias a los estudios llevados a cabo a partir de su muestra y de muchas otras pueden ayudar al avance médico v, por
ello, 2 otras personas.

Kt Sisbances 2

i
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Participacion 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 repercutird 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 bioldgicas serian destruidas y los datos
asociados a las mismas serian retirados del biobanco. También podria solicitar la anonimizacion 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 cancelacion o anonimizacién no se podrian extender a la investigacion que
ya se hubiera llevado a cabo,

Si deseara anular su consentimiento, deberd solicitarlo por escrite al Director del Biobanco, en la direccion
anteriormente indicada.

Informacion _sobre los resultados de la investigacion: se le proporcionard informacion 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 cancelacion o anonimizacién,

Los métodos utilizados en investigacion Biomédica suelen ser diferentes de los aprobados para la prictica 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 asi lo estima oportuno. Asimismo, podria darse el caso de obtenerse informacion
relevante para su familia, le corresponderd a usted decidir si quiere o no comunicirselo. Si Ud. quiere que se le
comunique dicha informacion relevante debe consignarlo en la casilla que aparece al final de este documento.

Si usted no desea recibir esta informacion, tenga en cuenta que la ley establece que, cuando la informacion 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 informacién sobre cualquier duda que
pueda tener, ahora o en el futuro, en relacién con este consentimiento. Asimismo, puede comentar sus
dudas con su médico, quien le pondrd 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 colaborando a vencer las enfermedades y ayudar a multitud de enfermos actuales y futuros.

() Red SBbmncos 3
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9.3. Consentimiento informado
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

s conn

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

Nombre y Apellidos (donante)..... e e Persona del centro que informa

Edad: Sexo: 5, | P 1], | [ ———

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 Hespital 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 Biobanco 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 Investigacidn competente, Esta autorizacion la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la
informacion 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 Investigacién competente.
Esta autorizacion la concede tras haber sido informado verbalmente v haber leido la informacion adjunta,

st 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 asi anNo Teléfono o E-mail de contacto.......coc e e
3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras biologicas adicionales

asi ONO Teléfono o E-mail de contacto: ......owovinisonniessiisninns

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

Biobanc-Mur. Biobanco en Red de la Regién de Murcia
Red Nacional de Biobancos - ISCIIL Versién julio 2012
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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) Persona del centro que informa
Edad: Sexo: DNE . Sssmnanant: DN e eaeeae
Nombre y apellidos del testigo que firma 1| (AT

Relacion con el donante:. . ..o e cvscsinnnons

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 confirma que el donante:

1. 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
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 aprobacion del Comité de Etica de Investigacion competente,
Esta autorizacion la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacion adjunta,

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 asl anNo Teléfono o E-mail de contacto.........vcveecenieecicniceans
3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacion o muestras bioldgicas adicionales

Qast 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
investigadones:

5. Me autoriza a firmar en su nombre.

TESTIGO PERSONA QUE INFORMA

Firma Firma

= Biobanc-Mur. Biobanco en Red de la Region de Murcia
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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)...........ccoeeenecvrescecnienans Persona del centro que informa
Edad: Sexo: DNl v {11
Nombre y apellidos del tutor legal que firma DNLuciciicnicienens -

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 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 Biobanco 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
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 deberi estar debidamente informado. En caso de que no ejerza dicho derecho, se
considerara que el actual documento de consentimiento informado sigue vigente.

st ONO
2. Desea que se le comunique la informacion derivada de la investigacién que realmente sea relevante y aplicable para
su salud o la de su familia ast anNo Teléfono o E-mail de contacto s smisienns

3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras biolégicas adicionales
ost ONO Teléfono o E-mail de contacto: ... vcivciiceiicrcuincccinnns

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
() Red Bidbancos 6
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REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

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./Dia. con DNI L 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.
[ SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.
[ SOLICITO ELIMINACION SOLO DE MIS DATOS PERSONALES.
La muestra quedara anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de investigacion.

[0 SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:
En a...de de 20.........
POR EL TUTOR/REPRESENTANTE LEGAL DEL DONANTE:
Yo, D./Diia. con DNI .....ccccoeccniicciciiciianen, Como representante legal de
170 T ,€0N DNLL..oovcrviorise o cviresnneneny @NUI0 €l consentimiento prestado en
fecha de. de 20.....y no deseo proseguir la donacion voluntaria al biobanco Biobanc-Mur Nodo Areal ,

que doy por finalizada al dia de hoy.
0 SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.
[ SOLICITO ELIMINACION SOLO LOS 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 Ade de 20.........

Red Bibancos 0
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9.4. Escala de riesgo quirurgico (EUROSCORE)

EUROSCORE 1
Factores dependientes del paciente Puntuacion
Edad (sexo). Por cada 5 afios en >60 afios 1
Sexo (femenino) 1
Creatinina > 200 umol/L 2
Arteriopatia extracardiaca 2
Enfermedad pulmonar cronica (con 1
esteroides o inhaladores)
Disfuncion neurologica con afectacion a 2
la deambulacion o a la vida diaria
Cirugia cardiaca previa con apertura de 3
pericardio
Endocarditis activa 3
Situacion preoperatoria critica: 3
taquicardia ventricular, muerte subita
abortada, uso de inotropicos, balén de
contrapulsacion...
Factores cardiacos
Angina inestable que requiere de nitratos 2
intravenosos
Fraccion de eyeccion del ventriculo 1
izquierdo 30-50%
Fraccion de eyeccion del ventriculo 3
izquierdo <30%
Infarto agudo de miocardio reciente <90 2
dias
Presion sistolica pulmonar >60 mmHg 2
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Factores quirdrgicos
Emergencia
Cirugia distinta a coronaria aislada
Cirugia sobre aorta toracica

Rotura septal postinfarto

198

A W NN

Anexos



Anexos

EUROSCORE 11

+ Edad en afios cumplidos.

* Sexo.

« Insuficiencia renal basada en el aclaramiento de creatinina calculada con la férmula de

Cockeroft-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 dialisis, independientemente del aclaramiento.
+ Afectacion arterial extracardiaca definida como:
a. Claudicacion.
b. Ateromatosis carotidea con estenosis >50%.
c. Amputacién de miembros inferiores por arteriopatia.
d. Intervencioén previa o planeada sobre la aorta abdominal, arterias de extremidades o
cardtidas.

+ Importante dificultad de movilidad por severa afectacion neuroldgica o musculoesquelética.

+ Cirugia cardiaca previa.

+ Enfermedad pulmonar cronica 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 stbita resucitada,
arritmia ventricular sostenida, necesidad de masaje cardiaco preoperatorio, ventilacion
mecanica preoperatoria, necesidad de inotropos o balén de contrapulsacién 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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» Funcidn ventricular izquierda clasificada en cuatro categorias segun la fraccion de eyeccioén
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 intervencién quirtrgica:
a. Electiva (ingreso rutinario para intervencion).
b. Urgente (pacientes no ingresados especificamente para la intervencién pero que
necesitan la operacién en el mismo ingreso por motivos clinicos y no pueden ser
dados de alta sin una intervencion 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 resucitacidn tras la induccién anestésica).
» Complejidad de la intervencion quirtrgica
a. Cirugia de revascularizacion coronaria aislada.
b. Una sola intervencién diferente a la revascularizacién coronaria.
¢. 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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