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Inactivacion de Patogenos

Objetivo General

Conocer la implementacién de nuevas tecnologias enfocadas en la inactivacion de patégenos, en
diferentes componentes sanguineos.

Objetivos Especificos

1. Identificar los procesos bioldgicos y los componentes que se utilizan en cada una de las
técnicas descritas.

2. Describir los beneficios y desventajas de cada una de las técnicas.

Marco Teorico

Como ya se ha mencionado, se reconoce que al momento de transfundir cualquier
componente sanguineo se documenta el riesgo de transmisiéon de cualquier agente
infeccioso. En la actualidad, este riesgo es de baja incidencia, gracias a la implementacién de
criterios de calidad en la seleccién de donantes y en la generacién de procesos dirigidos por
los bancos de sangre con metodologias altamente sensibles. Producto de ello es una
morbimortalidad inferior a la de otras reacciones adversas relacionadas con la transfusion,
sin embargo, este continla siendo un riesgo transfusional grave. (1,2,3)

Inactivacion de patégenos en Medicina Transfusional
Leonardo Bautista Toloza

Todos los derechos reservados

Por
JAVERIANA

Bogotd




Diplomado en
Medicina Transfusional
e Inmunohematologia

¢Qué es inactivacion de patégenos?

Los términos inactivacién y reduccion de patdgenos (IP y RP) se utilizan indistintamente, pero
muchos autores prefieren el segundo, porque no se puede garantizar la esterilidad total v,
aunque esto fuera posible, no se podria demostrar. Los procesos de IP o RP tienen por objeto
inactivar virus, bacterias y parasitos presentes en los componentes sanguineos, que pueden
tener efectos nocivos en el receptor de la transfusion, sin comprometer su eficacia terapéutica
ni causar efectos adversos. (1)

Como se documenta a lo largo de la guia, aun no se ha encontrado una técnica de inactivacion
de patdgenos en sangre completa, con la cual se puedan obtener componentes sanguineos
inactivados después del fraccionamiento de esta. Es por ello, que a lo largo del documento, se
describen las diferentes técnicas de inactivacion de patégenos, segun el componente sanguineo.
Cabe aclarar que las condiciones fisicas y quimicas que presentan los distintos componentes
sanguineos condicionan el método que se debe utilizar para la inactivacién de patégenos, lo que
ha hecho desarrollar métodos distintos para cada componente. (1)

Teniendo en cuenta esta premisa, las primeras técnicas disponibles para su comercializacidn,
fueron los métodos usados en la inactivacion de plasma. Posteriormente, han ido
apareciendo diversos métodos dirigidos a la inactivacion de concentrados de plaquetas. Y con
respecto a la inactivacion de concentrados de hematies, a nivel comercial, todavia no se
encuentra ningin método disponible. (1,2)

Es importante tener en cuenta que la efectividad de los métodos disponibles varia en funcion de
los agentes a inactivar, siendo muy alta en la mayoria de bacterias y virus, especialmente los
encapsulados, y considerablemente inferior en los parasitos. Ninguno de los métodos disponibles
es efectivo frente a priones. Otro elemento importante en el uso de métodos de Inactivacion de
patdégenos en componentes sanguineos es que algunos de estos conllevan la irradiacion gamma
del componente, para prevenir la enfermedad injerto contra huésped asociada a transfusion. (1)
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1. Inactivacion con solvente-detergente (S-D)

Es el método clasico aplicado desde hace 20 afios por la industria farmacéutica para la
esterilizacion de fracciones purificadas de proteinas plasmaticas y adaptado al plasma completo.
Consiste en el tratamiento del plasma con una mezcla de un solvente organico no volatil y un
detergente, causando la ruptura de la cubierta lipidica de los virus encapsulados, como VIH, VHB,
VHC, CMV, VEB, HTLV, o herpes, e impidiendo asi su capacidad de infeccion y replicacion. (1)

Estos reactivos solvente-detergente potencialmente todxicos se eliminan con aceites vy
cromatografia hidrofdbica, dejando trazas en el producto final. Este método no inactiva a los
virus no encapsulados, como el parvovirus B19 o el virus VHA, y estd por demostrar su grado de
eficacia frente a parasitos, bacterias o priones. Debido a que este método se basa en la
destruccion de las membranas plasmaticas, este no se puede aplicar a la inactivacién de los
componentes sanguineos celulares. (1,2)

Actualmente, existen dos productos de plasma S-D de uso clinico octaplas (plasma ABO
especifico) comercializado en Europa por la empresa Octapharma (Suiza) y el bioplasma FDP
obtenido en Sudafrica (National Bioproducts Institute). (1)

El método S-D provoca una pérdida moderada (10- 20%) de factores de la coagulacion y de otras
proteinas plasmaticas, que depende de la fuente de plasma y de las condiciones de tratamiento. (1)

Algunas unidades de plasma S-D en Estados Unidos mostraron una disminucién excesiva de
proteinas anticoagulantes (proteina S, antitripsisna, y antiplasmina), lo que se relacioné con
episodios trombdticos en pacientes con purpura trombdtica trombocitopénica (PTT), ademas de
ello se presentaron casos de fallecimiento de pacientes sometidos a trasplante hepatico,
poniendo en duda su valor clinico en estos contextos. Sin embargo, ensayos clinicos controlados
con un numero reducido de pacientes, no han confirmado este problema. (1,2)

Una ventaja clinica adicional del plasma S-D es su capacidad para reducir el riesgo de sufrir TRALI
y reacciones alérgicas/anafilacticas por el efecto de dilucién y neutralizacién de los anticuerpos
y/o sustancias bioactivas implicados en esos efectos adversos. (1,2)
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2. Inactivacion con azul de metileno (AM)

El azul de metileno es un colorante fenotiazina de carga positiva que cuando se activa con
luz se produce una reaccion fotodindmica y genera compuestos reactivos de oxigeno que
atacan las guaninas de los acidos nucleicos. Este método se aplica a unidades individuales
de plasma y el colorante residual se elimina casi por completo del producto tratado
mediante un dispositivo de filtracion. (1,2)

El método de inactivacion AM es eficaz contra la mayoria de virus encapsulados y algunos
no encapsulados, pero es basicamente inactivo frente virus intracelulares, bacterias, y
parasitos, por su incapacidad para atravesar las membranas. No estd probada su validez
frente a priones. (1)

Varios estudios han mostrado que el AM causa también una disminucién variable (20-35
%) de proteinas plasmaticas, con un efecto negativo sobre el fibrindgeno y el FVIII. (1)

Aunque la experiencia clinica sugiere que el plasma AM es seguro y clinicamente util, la
realidad es que no hay datos sobre su eficacia y seguridad derivados de ensayos
aleatorizados amplios y controlados. La dificultad con este método de inactivacién se
centra en el potencial mutagénico del colorante o de sus derivados, incluso a las bajas
dosis que reciben los pacientes transfundidos. (1)

Se documentan al menos dos publicaciones europeas, en las cuales se informa que la
transfusiéon de plasma tratado con azul de metileno se relaciona con severas reacciones
transfusionales que requerian multiples dias de hospitalizacién de los receptores. Durante
la investigacion de los casos se descubrié una respuesta inmune especifica subyacente al
azul de metileno. (2)
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3. Inactivacidn con psoraleno y luz ultravioleta. Intercept.

Se considera la tecnologia lider, la cual obtuvo la aprobacién CE (Conformidad Europea) para plaquetas
en 2002 y en 2006 para plasma. (2). Estos productos tienen la capacidad de atravesar las membranas
celulares y las capsides virales. Estas pequenas moléculas se cruzan entre las bases del ADN y el ARN, y
cuando se iluminan con luz ultravioleta (UV)(320-400 nm) reaccionan, formando enlaces covalentes,
independiente del oxigeno (reaccion fotoquimica) (2). Estos enlaces cruzados, o “cross-linking”, impiden
la replicacion del ADN (o ARN) y con ello, se pierde la viabilidad del agente infeccioso. (1)

Un psoraleno S-59 o amotosaleno es el compuesto empleado en el sistema de inactivacién de
plasma y plaquetas denominado Intercept, desarrollado y comercializado en Europa (con licencia
desde 2006) por la compafiia Cerus (Estados Unidos). Intercept es efectivo contra virus
encapsulados, bacterias, parasitos, leucocitos, y algunos virus no encapsulados. Su eficacia frente
a priones no esta demostrada. Durante el proceso de inactivacion, el exceso de psoraleno y sus
fotoproductos se eliminan en su mayor parte, mediante un dispositivo de absorcién, pero como
el S59 también se une a lipidos y a proteinas plasmaticas, un pequefio porcentaje del producto
afladido queda retenido y pasa al paciente con la transfusion. (1)

La actividad de los factores de la coagulacién estd moderadamente reducida en el plasma-
amotosaleno (10- 25%) respecto al plasma no tratado. A diferencia del plasma S-D, la
fotoinactivacién con amotosaleno no afecta de manera relevante a las proteinas antitrombdticas
(proteinas Cy S, antiplasmina, y antitrombina) (1)

Esta técnica también aplica para los componentes plaquetarios, producto de su mecanismo de
accion, el sistema produce una inhibicién de la capacidad proliferativa de las células T, siendo
una alternativa a la radiacién gamma para prevenir la enfermedad injerto contra huésped
asociada a la transfusion (EICH-AT). (1,2)

La efectividad para inactivar las bacterias que con mas frecuencia contaminan los componentes
sanguineos es alta. Se ha constatado sensibilidad en espiroquetas como Treponema pallidum, Borrelia
burgdorferi, y se han tenido buenos resultados de inactivacion, en el caso de algunos protozoos como
Trypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum, Leishmania y Babesia microti.

En 2014, el sistema Intercept se convirtié en la primera técnica que logrd obtener plaquetas reducidas en
patégenos (PRT) y cuyo uso fue aprobado en los Estados Unidos por la FDA. Actualmente, se encuentra
en un estudio de vigilancia posterior a su comercializacion. En 2018, obtuvo la licencia en Canada. (3)
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4. Inactivacion con rivoflavina y luz ultravioleta. (Mirasol)

El dltimo método de inactivacion de patégenos en plasma y plaquetas con licencia de
comercializacion en Europa (afio 2008) es el sistema Mirasol desarrollado por Navigant
(Caridian Bct, Estados Unidos. También se trata de un método de fotoinactivacidon con luz
ultravioleta, pero en este caso, el compuesto inactivador es la vitamina B2 o riboflavina.
(1) La tecnologia Mirasol “riboflavin plus UV”, utiliza un rango de luz ultravioleta de 265
a 370nm (6.2 J/mL) que abarca el 100 % de regiones UVB, el 20 % de UVC y el 60 % de
UVA, y la constante de baja afinidad para la unién al dcido nucleico resultante permite la
generaciéon de una cantidad significativa de especies reactivas del oxigeno en solucidn
libre. (2) La riboflavina se intercala entre las bases de los acidos nucleicos, y cuando se
ilumina con luz UV deteriora el ADN/ARN por transferencia de electrones y formacion de
radicales de oxigeno e hidroxilo, (reacciones fotodindmicas), (2) evitando la replicacién
de potenciales patdégenos y a la vez, inactivando funcionalmente a los leucocitos. Por su
accién sobre los leucocitos, esta tecnologia puede ser una alternativa a la irradiacién
gamma, y asi estd aceptado después de concluir un estudio comparativo entre
concentrados plaquetarios tratados con Mirasol y concentrados plaquetarios
gammairradiadas con respecto al efecto sobre la prevencién de la EICH-AT. (1,2)

Dado el perfil de seguridad de un compuesto natural como la riboflavina, no es necesaria
la eliminacién pretransfusiéon de los fotoderivados acumulados en el producto inactivado,
es por ello que se facilita la implementacidon de esta estrategia en cuanto a equipamiento
y disponibilidad del componente. La riboflavina es clasificada por la FDA como un
componente seguro. El sistema Mirasol es efectivo para la inactivacion de virus
encapsulados, algunos encapsulados, bacterias, pardsitos, y leucocitos. Su eficacia contra
priones tampoco esta demostrada. (1)

Inactivacion de patégenos en Medicina Transfusional

Leonardo Bautista Toloza
Todos los derechos reservados

Bogotd



Diplomado en
Medicina Transfusional
e Inmunohematologia

5. Tratamiento con luz UVC (Theraflex UV Platelets technology)

Theraflex se basa en la corta exposicion a luz UVC (0,2 J/cm2, 254nm) con un ancho de
banda angosto para alcanzar la inactivacién de patégenos por la formacion de dimeros de
pirimidina en los acidos nucleicos, limitando las reacciones adversas inespecificas directas
o reacciones secundarias mediadas por oxigeno. (2) La aplicacion de luz UVC, de longitud
de onda corta de 200-280 nm, produce un efecto microbicida y virucida, ello por medio
de la interaccidn con acidos nucleicos, dando como resultado una serie de fotoproductos
que bloguean la replicacidon de los dcidos nucleicos. La metodologia del tratamiento, que
se halla en las primeras fases de investigacién, es de fécil aplicacién, porque consta de un
solo paso que incluye iluminacién y agitaciéon simultdnea, sin adicién de ningun
compuesto o reactivo fotoactivo. (1)

Es probable que en el futuro surja el uso de otras fuentes de luz con o sin compuestos
fotoactivos. Por ejemplo, el uso de luz azul visible para inactivar las moléculas de porfirina
gue se encuentran en los patdégenos es un posible enfoque novedoso para la fabricacidn
de plaquetas reducidas en patégenos (PRP). (3)

Mientras que estos sistemas estan muy desarrollados en plasma y plaquetas, las
condiciones de los concentrados de hematies dificultan la aplicacion de técnicas
especificas. Algunas de las caracteristicas inherentes a los concentrados de hematies son
su viscosidad, el prolongado periodo de almacenamiento, el espectro de absorcion de la
hemoglobina y los radicales libres que se forman como consecuencia de las reacciones
fotodindmicas y que condicionan alteraciones en su estructura y metabolismo. (1)
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6. Tratamiento con S-303 o Frale (Frangile Anchor Linker Effector)

El método de reduccion de patdgenos en hematies mas desarrollado actualmente esta basado
en la tecnologia HelinxTM, de Cerus Corporation. Se utiliza un agente que no necesita
iluminacién, el S-303 o FRALE (Frangile Anchor Linker Effector). Se trata de un sistema en el que
una sustancia penetra en las células e inhibe de forma irreversible la replicacion de los acidos
nucleicos (AN) del potencial patégeno y/o leucocitos del donante y que no actia sobre los
hematies maduros, que carecen de acidos nucleicos (1).

El S-303 es una molécula cargada positivamente que se intercala con facilidad entre las regiones
helicoidales de los dacidos nucleicos cargados negativamente. Estd constituido por tres
componentes, el anclaje (la acridina), el efector y el conector fragil. La acridina, encuentra el 4cido
nucleico y mediante una unién reversible, lo prepara para que actue el efector. El efector es el
agente alquilante, que induce el entrecruzamiento permanente entre las hebras de AN,
formando enlaces covalentes irreversibles, de forma que impide su replicacidn. El conector fragil
une el efector al anclaje. Finalmente, la acridina pierde su afinidad por los AN y se desprende de
ellos. Los compuestos Frale llevan a cabo su actividad por un cambio de pH que tiene lugar
cuando el S-303 se afiade a los hematies. El S-303 se hidroliza por el cambio de pH, dando lugar
a un producto de degradacion, el S-300, que es metabolizado y excretado rapidamente. (1)

El S-303 puede reaccionar con el agua, fosfatos y proteinas presentes en los concentrados de
hematies, es por ello que para minimizar la unién con la superficie de los hematies y las proteinas
plasmaticas, el tratamiento incluye glutatidon (GSH) que actua como protector de los hematies. El
glutatién es una sustancia natural que se haya presente en la mayoria de los tejidos para proteger
a las células del estrés oxidativo y quimico del entorno. Este tratamiento ha sido efectivo contra
la mayoria de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, asi como diferentes virus (incluso
algunos sin envoltura, como el adenovirus), parasitos y protozoos.

Las experiencias clinicas iniciales con este tipo de tecnologia demostraron su eficacia en
pacientes sometidos a cirugia cardiovascular y en pacientes con talasemia y anemia
drepanocitica, sin embargo, revelaron la formacion de anticuerpos antieritrocitarios en dos
pacientes politransfundidos, sin consecuencias clinicas. (2)
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Otros métodos de inactivacién, en fase menos avanzada de desarrollo, son los que utilizan como
agente inactivador Inactine o el Naranja de Tiazol. El Inactine (PEN 110) realiza el proceso de
difusidén, a través de las células, uniéndose electrostaticamente a los acidos nucleicos. Los
hematies se incuban con el compuesto a temperatura ambiente durante 6-24 horas vy
posteriormente, se lavan, eliminando el Inactine. Varios trabajos han demostrado su efectividad
frente a virus, bacterias y parasitos, pero la viabilidad de los hematies permanece en estudio. El
Naranja de Tiazol combinado con luz blanca, ha demostrado efectividad en la inactivacién de
virus encapsulados y algunos protozoos, sin presentar tanta afinidad por los hematies como otros
colorantes. No obstante, son necesarios mds estudios para conocer su toxicidad,
inmunogenicidad y el impacto en la supervivencia de los hematies. (1)

*kkkkkkkkk

A medida que se obtiene mas experiencia sobre el uso de las tecnologias en paises enteros y que
se vaya disponiendo de la inactivacion de todos los componentes, los beneficios de la inactivacion
de patdgenos se vuelven mds tangibles y ofrece esperanza para un suministro de sangre aun mas
seguro. Un ejemplo de esto se ve en los informes de hemovigilancia de Francia con casos de
sepsis relacionada con la transfusidn de plaquetas tratadas por Intercept (0/81 756) entre 2006
y 2010, mientras que se observaron 24 casos, incluyendo cinco muertes en el mismo periodo en
Francia en receptores de plaquetas convencionales (24/1 198 693). (2)

La mayoria de los estudios que evaltan la eficacia clinica de las plaquetas reducidas en patégenos
se han realizado en pacientes oncolégicos hematoldgicos adultos. La eficacia terapéutica de los
PRP en otras poblaciones de pacientes, como los pacientes pediatricos o los pacientes sometidos
a transfusion masiva (MT) en el contexto de un traumatismo, trasplante de érganos o cirugia, no
se ha estudiado adecuadamente, pero no existen razones a priori para creer que los PRP no
proporcionan una eficacia clinica similar en estas poblaciones. (3)
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Teniendo en cuenta la informacidén anteriormente descrita se desea hacer un resumen de ello,

por medio de un esquema que da a conocer los tipos de técnicas estudiadas para la inactivacién
de patdgenos en los componentes sanguineos. (Figura 1.).

Principio de PRT
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Figura 1. Principio de Tecnologias Reduccion de Patdgenos.

Fuente: Arnulfo, J. Disponible en:

https://www.ins.gov.co/Direcciones/RedesSaludPublica/DonacionSangre/Publicaciones/Tecnolog%C3%
ADas%20Reducci%C3%B3n%20de%20Pat%C3%B3genos%20(PRT).pdf
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