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RESUMEN

En diciembre del 2019 surgié en la ciudad de Wuhan en China una nueva enfermedad
Ilamada Covid 19 que es causada por un nuevo coronavirus (SARS-CoV-2), el cual se
propagoé rapidamente; por ello la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lo declard
pandemia. Los coronavirus suelen infectar el tracto respiratorio, pero se ha visto
presencia viral en plasma o suero por lo que existe un riesgo que pueda transmitirse
por transfusion de hemocomponentes, para disminuir este riesgo se puede hacer uso
de los métodos de inactivacion o reduccion de patdgenos en hemocomponentes, estos
métodos pueden darse mediante inactivacion por calor, tratamiento con disolvente o
detergentes, ultrafiltracion y tratamiento fotoquimico. Objetivo:  Analizar
informacion con evidencia cientifica acerca de los métodos de inactivacion o
reduccion de patdgenos para disminuir el posible riesgo de transmision de SARS-CoV-
2 pre-transfusion de hemocomponentes. Se realizd una busqueda bibliografica
utilizando base de datos como Cochrane, Pubmed y Google académico, el algoritmo
usado fue “Métodos de inactivacion o reduccién de patdgenos SARS-CoV-2”.
Conclusion: La revision bibliografica demuestra que los métodos de inactivacién o
reducciéon disminuyen la necesidad de implementar pruebas de deteccion ya que
permite la reduccién de un amplio espectro de patégenos, estos métodos han
demostrado disminuir el posible riesgo de transmision de SARS-CoV-2 pre-

transfusién de hemocomponentes.

Palabras claves: Inactivacion de virus, patdgenos, SARS- CoV- 2, Coronavirus,

Transfusion sanguinea. (DeCS y MeSH)



ABSTRACT

In December 2019, a new disease called Covid 19 emerged in the city of Wuhan in
China, which is caused by a new coronavirus (SARS-CoV-2), which spread rapidly;
therefore, the World Health Organization (WHO) declared it a pandemic.
Coronaviruses usually infect the respiratory tract, but viral presence has been seen in
plasma or serum so there is a risk that it can be transmitted by transfusion of
hemocomponents, to reduce this risk can be made use of methods of inactivation or
reduction of pathogens in hemocomponents, these methods can occur by heat
inactivation, treatment with solvents or detergents, ultrafiltration and photochemical
treatment. Objective: To analyze information with scientific evidence about pathogen
inactivation or reduction methods to reduce the possible risk of SARS-CoV-2
transmission pre-transfusion of hemocomponents. A bibliographic search was
performed using databases such as Cochrane, Pubmed and Google Scholar, the
algorithm used was "SARS-CoV-2 pathogen inactivation or reduction methods".
Conclusion: The literature review demonstrates that inactivation or reduction methods
decrease the need to implement screening tests as they allow the reduction of a broad
spectrum of pathogens, and have been shown to decrease the potential risk of SARS-

CoV-2 transmission pre-transfusion of blood components.

Keywords: Virus inactivation, pathogens, SARS- CoV- 2, Coronavirus, Blood

transfusion. (DeCS and MeSH)



INTRODUCCION

Durante diciembre de 2019 se notifica por vez primera el SARS-CoV-2 en China, su
propagacion fue rapida infectando a miles de personas y causando miles de muertes
(1,2), y fue declarada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una
emergencia de salud pablica de preocupacion internacional, el 30 de enero del 2020 y
el 11 de marzo del 2020 se declara como pandemia (3). En el Peru el gobierno decreta
cuarentena general el 16 de marzo del 2020 (4,5). Al 14 de enero del 2022 el Ministerio
de Salud informa que en el Pert el numero total de casos positivos de Covid-19 es de
2.512.789 y de fallecidos es de 203.302, viéndose el mayor numero de casos fallecidos
en los adultos mayores con 140.993 casos y en los varones con 129.387 casos (6).

Los coronavirus son una amplia familia de virus que pueden causar enfermedades tanto
en humanos como en animales (7). En los humanos pueden causar desde un resfriado
comun hasta enfermedades mas graves, como el que causa el sindrome respiratorio
severo agudo (SARS-CoV) y el sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-
CoV), en la actualidad hay una nueva cepa de coronavirus que antes no se habia
encontrado en el ser humano, el cual se conoce como SARS-CoV-2, causante de la
Covid-19, es un virus ARN monocatenario positivo con envoltura de bicapa lipidica
derivada de la membrana celular del huésped y constituido por cuatro proteinas

estructurales (S, M, E y N), ademas de una hemaglutinina-esterasa (8).

Un estudio notificd que el virus ha sido aislado en diferentes muestras como tracto

respiratorio, sangre total, suero, orina, heces, saliva e incluso lagrimas (9). La via de



transmision del SARS-CoV-2 es a través de los aerosoles, sin embargo, se desconoce
si puede transmitirse mediante transfusion de sangre (10).

El ARN del SARS-CoV-2 puede amplificarse a partir de sangre de ambos donantes
enfermos y asintomaticos (11,12) lo que puede llevar a suponer que existe un riesgo
durante la donacion de sangre o hemocomponentes (13).

A pesar de estas notificaciones, la Asociacion Americana de Bancos de Sangre
(AABB) y los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC)
actualmente no recomiendan ninguna accion especifica relacionada con el SARS-
CoV-2 (14). Mientras tanto, el Centro Europeo para la Prevencion y el Control de
Enfermedades (ECDC) sugiere un aplazamiento preventivo de la donacion de sangre
durante 21 dias después de cualquier posible exposicion a los pacientes confirmados
(15), en el Peru el Programa Nacional de Hemoterapia y Bancos de Sangre
(PRONAHEBAS), basado en el documento emitido por la Organizacion

Panamericana de la Salud (OPS) da un tiempo de diferimiento de un mes (16).

Actualmente en el area de Banco de Sangre existen técnicas para mitigar la presencia
de patdgenos en los hemocomponentes, mediante métodos de inactivacion o reduccién
de patogenos, los cuales principalmente son: Tratamiento con disolventes o
detergentes, inactivacion por calor y ultrafiltracion, pueden usarse solos o
individualmente (13). Existen riesgos de dafiar algunos hemoderivados con el uso de
estos métodos, por ello no se recomienda el uso de un mismo método para todos los

productos sanguineos (9,17).



El método fotoinactivador esta siendo ampliamente empleado para el tratamiento de
inactivacion o reduccion de patogenos en sangre y hemoderivados (13,18), para ello
se emplea el azul de metileno mas la luz visible, luz ultravioleta A unido al
amotosaleno, que inactivan eficazmente la familia de los coronavirus en concentrado
de plaguetas y/o plasma (19), y riboflavina con luz ultravioleta que va a reducir el
riesgo de la posible transmision del virus SARS-CoV-2, en plasma y sangre entera,

manteniendo la calidad de los productos sanguineos (13).

Por tal motivo, ante la actual coyuntura debemos tener en consideracion que al no
existir estudios que confirmen con certeza que el SARS-CoV-2 no se transmite por
transfusién de hemocomponentes y las recomendaciones de la AABB y el ECDC
discrepan con respecto al tiempo de diferimiento de la donacion de sangre en donantes
con exposicion al SARS-CoV-2; Seria recomendable hacer uso de métodos de
inactivacion o reduccion de patdgenos y de esta manera estar seguros de evitar la

trasmision del virus a través de una transfusion sanguinea.



OBJETIVO

Analizar informacion con evidencia cientifica acerca de los métodos de inactivacién o
reduccion de patdgenos para disminuir el posible riesgo de transmision de SARS-CoV-

2 pre-transfusion de hemocomponentes.



CAPITULO |

1. SITUACION ACTUAL DE LA PANDEMIA POR SARS-CoV-2
El SARS-CoV-2 es un coronavirus que surgid en la ciudad China de Wuhan en
diciembre del 2019, al poco tiempo se extendio a diversos paises vecinos entre
ellos a Tailandia, Japén y Corea (8), la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
declard que el brote era una emergencia de salud pablica e interés internacional
(8). La OMS informa que, en el mundo hasta el 21 de enero del 2022, ha habido
340.543.962 casos confirmados de COVID-19, incluidas 5.570.163 muertes y en
el Peru desde el 3 de enero del 2020 hasta 14 enero del 2022, se ha reportado

2.512.789 casos confirmados con 203.302 muertes (6,20).

2. SARS-CoV-2

2.1 ESTRUCTURA

El SARS-CoV-2 es un virus ARN monocatenario positivo, se clasifica dentro del
género Betacoronavirus, subfamilia Orthocoronavirinae y familia Coronaviridae,
posee forma esférica que presenta proteinas que se proyectan en forma de puntas
desde su superficie. Esta envuelta en una bicapa lipidica que se deriva de la
membrana de la célula huésped y presenta cuatro proteinas estructurales las cuales
son: la proteina espiga (S), membrana (M), envoltura (E) y nucleocapside (N),

ademas de una hemaglutinina-esterasa (8).



2.2 MECANISMO DE INFECCION
La entrada del SARS-CoV-2 a las células se da mediante la union de la proteina
S, la cual se encuentra en la superficie del virus, con el receptor ACE-2 (enzima
convertidora de angiotensina 2) de las células huésped. La ACE-2 interviene
regulando procesos como la inflamacion o la presion sanguinea, su funcion es
modular la actividad de la angiotensina 2 para contrarrestar sus efectos dafinos.
La proteina S estd formada por tres unidades idénticas que encajan con el
receptor ACE-2 y median la fusion de la cubierta membranosa del virus con la
membrana de la célula que esta siendo infectada, esta union marca el punto de
destino del virus en el organismo, pero la activacion de la proteina S abre las

puertas de la célula al virus (21).

2.3 VIAS DE TRANSMISION DEL SARS-CoV-2
La transmision se puede dar de forma vertical a través de la placenta, pero es
poco frecuente (22), la principal via de transmision es a través de goticulas que
son generadas cuando la persona infectada tose, estornuda o espira (9,22). El
virus ha sido aislado en diferentes muestras como tracto respiratorio, sangre
total, suero, orina, heces, saliva e incluso lagrimas (9). Sin embargo; hasta el
momento se desconoce si puede transmitirse mediante transfusion de sangre
(10). EI ARN del SARS-CoV-2 puede amplificarse a partir de sangre de ambos
donantes enfermos y asintomaticos (11,12) lo que puede llevar a suponer que
existe un riesgo durante la donacion de sangre o hemocomponentes (13). Sin

embargo, en la actualidad existen procedimientos para disminuir el riesgo de



transmision de patogenos a través de los hemocomponentes, los cuales se

realizan mediante métodos de inactivacion o reduccién de patdgenos.

3. METODOS DE INACTIVACION O REDUCCION DE PATOGENOS EN
HEMOCOMPONENTES
3.1 DEFINICION
Los métodos de inactivacion o reduccién de patdgenos para los
hemocomponentes, permiten la reduccién y eliminacion de agentes patdgenos
que pueden ser transmitidos a través de la transfusion, son un tema de
investigacion permanente en la medicina transfusional (23). Dentro del
contexto de la globalizacion y de los patdgenos emergentes resultan ser una
solucion, brindando mayor seguridad a los pacientes (24,25). Estos métodos
deben estar dirigidos a la eliminacion de bacterias (Gram positivas y Gram

negativas), como de virus (con y sin capside), asi como de parasitos (23).

3.2 TIPOS DE METODOS DE INACTIVACION O REDUCCION
Los métodos de inactivacion o reduccion de hemocomponentes pueden ser:
3.2.1. Inactivacion o reduccion por calor: Es un metodo que a traves del
calor se desnaturaliza las estructuras secundarias de las proteinas de los virus,
modificando su conformacion; siendo estas las que se encargan de unirse y
replicarse dentro de una célula huésped (26).
Estudios han demostrado que a través de este metodo se han logrado inactivar

o reducir al SARS-CoV y MERS-CoV del plasma (18,26,27).



El efecto potencial de la inactivacion por calor ha sido probado
experimentalmente para el SARS-CoV y el MERS-CoV (26,27). Resultaria de
gran valor conocer su efecto en el SARS-CoV-2 con la finalidad de elaborar
medidas de intervencion de politicas publicas adecuadas en el momento actual.
Ventajas:
e Se emplea en productos fabricados derivados del plasma (18).
Desventajas:
e Se produce una desnaturalizacion de las proteinas de los
componentes sanguineos.
Procedimiento:
El estudio realizado por Darnell M et al. (26) Plantea que el procedimiento a
seguir para la inactivacion del SARS-CoV fue:
Incubar el suero humano enriquecido con virus a dos temperaturas, durante
periodos de tiempo creciente:
e Calentando a 56 °C por 25 minutos el plasma.

e Calentando a 65 °C por 15- 30 minutos el plasma.

Habiendo demostrado que; la incubacién a 56 °C luego de 20 minutos, inactivo
al SARS-CoV vy la incubacién a 65°C, requirio 10 minutos para inactivar al

SARS-CoV.

Asi mismo, Ledclercq | et al. (27) En el estudio que realizaron, nos
menciona que el procedimiento realizado para la inactivacion del MERS-

CoV, fue someter los sobrenadantes de cultivo de MERS-CoV, a tres



temperaturas a lo largo del tiempo, luego se analiz6 la infectividad
mediante el método TCID 50 en células Vero EG6.
Quedando demostrado que:
e AD56°C, fueron necesarios casi 25 minutos para reducir el titulo
inicial en 4 log 10.
e A 65°C tuvo un fuerte efecto negativo sobre la infectividad viral
ya que la virucida se redujo significativamente a 1 minuto.
e A 25°C, no se observo una disminucién significativa del titulo

después de 2 horas.

3.2.2. Inactivacion o reduccion mediante uso de detergentes o disolventes:
Este método estandarizado de inactivacion o reduccidon de patégenos para
productos sanguineos humanos, fue el primero en ser usado para
hemocomponentes (26,28). Actla a nivel de la cubierta lipidica de los virus
encapsulados provocando su ruptura, lo que causa que éstos pierdan su
capacidad de infectar y replicarse (28).
Ventajas:
e Reduce el riesgo de sufrir de lesion pulmonar aguda producida por
transfusién (TRALI) y reacciones alérgicas, al provocar la dilucion
y neutralizacién de los anticuerpos y/o sustancias bioactivas que

causan esos efectos adversos (29).



Desventajas:
e Incapacidad de inactivar virus no encapsulados.
e Se desconoce su eficacia frente a bacterias, parasitos y priones.
e No aplicable a los componentes sanguineos celulares, ya que
destruye las membranas plasmaticas.
e Provoca pérdida moderada de factores de coagulacién, y de otras

proteinas plasmaticas (29).

Procedimiento:

Segun el estudio realizado por Darnell M et al. (26) El procedimiento a seguir
fue:

Diluir el virus SARS-CoV en las soluciones de proteinas BSA y PBS, tratar
con disolventes o detergentes e incubar a temperatura ambiente, las lecturas se
hicieron periédicamente durante 24 horas.

e Las muestras tratadas con TNBP/ Triton X-100, a las 2 horas
mostraron inactivacion del SARS-CoV, tanto en PBS como en
BSA.

e Las muestras tratadas con TNBP/ Tween 80, a las 2 horas
inactivaron por completo el SARS-CoV en PBS y a las 4 horas
en las soluciones de proteinas BSA.

e Las muestras tratadas con TNBP/Colato de sodio, a las 2 horas
inactivaron el SARS-CoV en PBS, y después de 24 horas aln

fue detectable en BSA.
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Estos resultados muestran que la inactivacion o reduccion con
detergentes o disolventes para tratar el SARS-CoV va a depender del
método utilizado, la duracion del tratamiento y la concentracion de

proteinas de la solucion.

3.2.3. Ultrafiltracion: Se encuentra en fase de desarrollo, para asegurar la
seguridad transfusional puede emplearse junto a la inactivacion fotoquimica.
Se realiza a través de filtros cuyo tamafio de poro varia entre 15-50 nm, retiene
la mayoria de virus (20- 200 nm) (29), se utiliza en la fabricacién del
concentrado de factor 1X de la coagulacion (30).

Respecto a esta metodologia la busqueda exhaustiva de evidencia cientifica no

nos brinda mas informacion.

3.2.4. Métodos fotoinactivadores: Se basa en la fotoexposicion a luz
ultravioleta (UV) del hemocomponente, previamente mezclado con una
sustancia quimica que permite desnaturalizar el material genético, inhibiendo
asi la actividad replicativa del patdgeno como de la celula hospedera infectada
(24).
Ventajas:
e Inactivacion de linfocitos, evitando de esa manera la Enfermedad
Injerto versus huésped y la aloinmunizacion, reemplazando asi la
necesidad de irradiar (Y) y leucorreducir los hemocomponentes,

respectivamente (28).
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e Efectivo contra virus encapsulados, parasitos, leucocitos y algunos
virus no encapsulados, reduciendo de esta manera los riesgos de una
posible infeccion de patdgenos que son tamizados en los bancos de
sangre y también disminuyendo la incidencia de infeccidn
bacteriana en receptores de componentes sanguineos (28).

e No afecta de manera relevante a las proteinas tromboticas (29).

Desventajas:

e No se ha demostrado que sea efectivo inhibiendo o reduciendo

priones.

e Para componente hematico aln estan en desarrollo (28).

Dentro de los métodos fotoinactivadores tenemos los siguientes:

A. Método fotoinactivador con luz ultravioleta A y B con
amotosaleno:
Amotosaleno se encuentra en muchas sustancias alimenticias y
presenta alta afinidad por los acidos nucleicos, se intercalan
entre estos, ya sean de cadena simple o de doble hélice,
uniéndose reversiblemente, cuando se da la activacion final del
proceso con breve radiacion con luz ultravioleta de onda larga,
se forman uniones covalentes irreversibles, con las bases de

pirimidina de los acidos nucleicos; poseen un amplio espectro

12



de accidon contra virus encapsulados y sin capside, virus
asociados o0 no asociados a células, bacterias y contra
protozoarios (23).

Hindawi S et al. (31) Reportaron la eficacia del amotosaleno y
la luz ultravioleta A para inactivar MERS-CoV en plasma
fresco, para ello las unidades de plasma fresco congelado se
enriquecieron con un aislado de MERS-CoV. Los titulos virales
infecciosos y genomicos se determinaron en plasma antes y
después de la inactivacion con amotosaleno y luz ultavioleta A,
se realizo el ensayo en placa y la reaccion en cadena de la
polimerasa de transcripcion inversa cuantitativa en tiempo real
(RT gPCR). Se obtuvo la inactivacién completa de MERS-CoV
en las unidades de plasma, no se mostré un efecto significativo
en los titulos gendmicos virales, por ello para excluir la
posibilidad de cualquier replicacion residual del MERS-CoV en
los plasmas tratados, se inocularon las muestras recogidas en
células Vero E6 y se evaluo la infectividad en tres pases
sucesivos, no encontrandose replicacion viral, incluso después
de 7 dias de incubacion y los tres pases, por lo que los
investigadores demostraron que el amotosaleno y la luz
ultravioleta A son buenos inactivadores de patdgenos en plasma

fresco congelado.
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B. Método fotoinactivador con luz ultravioleta A y B con
riboflavina
La riboflavina es un fotosensibilizante que, en presencia de la
excitacion de luz ultravioleta, puede inducir cambios en el ADN
y ARN mediante la transferencia de electrones y la reactivacion,
generando especies de oxigeno, estos cambios llevan a producir
la incapacidad de los patdgenos a replicarse (13).
Ragan | et al.(13) Evaluaron la eficacia de la riboflavina junto a
la luz ultravioleta para reducir la transmision de SARS-CoV-2
por transfusion de plasma y sangre total, se usaron plasmas
preparados a partir de sangre total (n=9) y sangre total no
leucorreducida (n=3), los plasmas se separaron en 3 grupos de 3
por tipo ABO, seguidamente se inocularon con SARS-CoV-2 y
luego fueron sometidas a tratamiento con riboflavina y luz
ultravioleta, para ello los productos de plasma de cada conjunto
de 3 fueron tratados al 30%, 60% o 100% de la dosis total de luz
ultravioleta recomendada, el tiempo medio de tratamiento para
estos productos fue de 4 minutos, la sangre total no
leucorreducida tuvo un tiempo de tratamiento de 52 minutos.
Los titulos infecciosos del SARS-CoV-2 en las muestras antes
y despueés del tratamiento con riboflavina y luz ultravioleta se
determinaron por ensayo en placa en células Vero E6. Se obtuvo

una reduccién logaritmica media de los titulos virales, en plasma

14



y sangre total, demostrando que la riboflavina y la luz
ultravioleta reducen efectivamente el titulo del SARS-CoV-2 en
plasma humano y sangre total.

. Método fotoinactivador con luz visible unido a azul de
metileno:

El azul de metileno es un fotosensibilizante que tiene un pico de
absorcion maximo de 670 nm, en su superficie lleva carga
positiva que puede incrustarse en el ADN o ARN, especialmente
unirse a los pares de bases de G-C de los acidos nucleicos
virales, cargados negativamente. Bajo la luz visible el azul de
metileno absorbe la energia de la luz, se activa a un estado de
singlete y genera oxigeno singlete a traves de la transferencia de
electrones, lo que dafia y rompe los acidos nucleicos de esa
manera reduce los virus (18).

Jin Ch et al. (18) Determinaron que, si es confiable el
tratamiento fotoquimico con azul de metileno para inactivar el
virus SARS-CoV-2 en plasma, para ello utilizaron el
“Instrumento de tratamiento SIDA BX-1”, el cual utiliza luz
LED de longitud de onda tnica combinada con azul de metileno.
Se sembraron virus SARS-CoV-2 en una placa de 96 pocillos
con monocapas de células Vero E6 y se afiadio 1 uM, 2uM y 4
UM de azul de metileno y se aplicd la luz durante 40 minutos,

los grupos control fueron el grupo no iluminado y el grupo

15



iluminado sin azul de metileno. Todos los tratamientos se
cultivaron y observaron para determinar efectos citopaticos,
observandose que en 1 uM, 2 uM y 4 uM de azul de metileno
pueden inactivarse completamente el virus y el virus inactivado
no afecta el crecimiento celular. EI grupo no iluminado y grupo
iluminado sin azul de metileno no fueron capaces de inactivar el
virus y las células infectadas mostraron necrosis de lesion
significativa y exfoliacidn a gran escala, en el proceso de 3 pases
de transmision celular ciega, no aparecieron lesiones celulares
en ninguna generacion de células, lo que indica que el virus se
inactivd por completo. El azul de metileno aplicado en el
instrumento SIDA BX-1 elimina eficazmente el SARS-CoV-2
en plasma en sélo 2 minutos. El titulo del virus disminuy6 a 4.5
logl0 TCID50 (dosis infecciosa media de cultivo de tejidos)
/mL.

Por lo que los estudios realizados por Eickmann M et al. (32) y
Jin Ch et al. (18) Nos brindan evidencia cientifica de que el azul
de metileno més la luz visible dan resultados en la reduccion de

la infectividad de los coronavirus en plasma.
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4. TECNOLOGIAS DE INACTIVACION O REDUCCION DE PATOGENOS

EN

HEMOCOMPONENTES

Las tecnologias de inactivacibn o reduccion de patdgenos en
hemocomponentes tienen su principio en la metodologia de los
fotoinactivadores. La tecnologia ideal para la inactivacion de patdégenos debe
ser la mas economica, facil de implementar y actuar para un amplio rango de
patogenos (virus, bacterias, hongos y protozoos, excepto los priones). No
deben causar efectos secundarios ni perjuicio en la calidad del producto. La
implementacién de tecnologias para la inactivacion de patdgenos en
componentes sanguineos labiles estd aumentando de forma lenta pero constante
(28,29,33).

Tenemos disponibles varias tecnologias, entre los cuales estan:

TECNOLOGIAS DE INACTIVACION PARA PLAQUETAS Y PLASMA

A. INTERCEPT Blood System

Este sistema es fabricado por Cerus Corporation, su mecanismo de accién esta
basado en las propiedades que tiene un psoraleno, el amotosaleno (compuesto
fotoactivo) para penetrar en las membranas celulares y nucleares, uniéndose al
ADN y ARN, cuando es activado con luz ultravioleta A. EI amotosaleno
provoca el entrecruzamiento y anclaje de los acidos nucleicos, bloqueando
irreversiblemente la replicacion del ADN y ARN (Figura 1). Luego de la
iluminacién, el amotosaleno y sus fotoproductos deben ser eliminados

mediante la incubacion que dura aproximadamente 16 horas (28,33). Sin
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embargo, no es adecuado para el paquete globular, ya que la hemoglobina tiene
la capacidad de absorber la luz ultravioleta A (33).

Khanna N et al. (34) A través de un estudio de casos y controles emparejados.
Para ello recolectaron plasma convaleciente por aféresis de pacientes con
COVID-19 ambulatorios, que tuvieran PCR nasofaringea negativo después de
2 pruebas de PCR o 28 dias después de la resolucion de los sintomas. La
inactivacién de los plasmas se realiz6 usando el INTERCEPT Blood System
for Plasma. Los pacientes con plasma convaleciente (CP) se emparejaron con
pacientes de control (CTRL) valorando la gravedad de la enfermedad al
momento del diagnostico, mediante una puntuacion de riesgo clinico
estandarizada. Los pacientes con CP recibieron un total de 400 ml de plasma
convaleciente inactivado de 2 donantes durante 48 horas y terapia estandar. Los
pacientes de CTRL recibieron terapia estandar de COVID-19 sin CP. El
resultado primario fue la muerte hospitalaria hasta el dia 28. Los resultados
secundarios incluyeron: progresion a la intubacién, ingreso a la UCI, tiempo
hasta el alta, eventos adversos graves, eliminacién viral NP, eliminacion viral
plasmética y respuestas inmunes humorales. Se incluyeron 15 pacientes con
CP y 30 con CTRL. En el hospital, la mortalidad de los pacientes con COVID-
19 fue menor en la cohorte plasma convaleciente inactivado, pero no
estadisticamente significativa. EI plasma convaleciente inactivado fue seguro
y puede ser efectivo para el tratamiento temprano de pacientes hospitalizados

con COVID-19.
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Hashem A et al.(19) Evaluaron la eficacia del amotosaleno y la luz ultravioleta
A del Sistema sanguineo INTERCEP para reducir el riesgo de transmisién del
coronavirus MERS-CoV en concentrado de plaquetas humanas, para lo cual
inocularon 4 unidades de plaquetas obtenidas por aféresis de donantes que
dieron negativo para anticuerpos neutralizantes, con un aislado clinico de
MERS-CoV, luego las unidades fueron tratadas con amotosaleno y luz
ultravioleta A empleando para ello el equipo de procesamiento de gran
volumen INTERCEP y un iluminador INTERCEP, con el fin de inactivar el
MERS-CoV. Los titulos virales infecciosos y gendmicos, fueron cuantificados
mediante el ensayo en placa y la reaccion en cadena de la polimerasa de
transcripcion inversa cuantitativa en tiempo real (RT qPCR). La reduccion
logaritmica media fue de 4.48+ 0.3. Se obtuvo la inactivacion completa de
MERS-CoV en las unidades de plaquetas. No se mostro un efecto significativo
en los titulos gendmicos virales, por ello para excluir la posibilidad de cualquier
replicacion residual del MERS-CoV en las plaquetas tratadas, se inocularon las
muestras recogidas en células Vero E6 y se evalu6 la infectividad en tres pases
sucesivos, no encontrandose replicacion viral, incluso después de 9 dias de
incubacion y tres pases. El tratamiento con amotosaleno y luz ultravioleta A en
los concentrados de plaquetas inactivo eficazmente el MERS-CoV (>4 logs),
lo que demuestra que reduce el riesgo de transmision de MERS-CoV a través

de la transfusion de plaquetas.
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B. SISTEMA MIRASOL PRT

Este sistema fue fabricado por Terumo BCT, se basa en la exposicion de la
riboflavina a la luz ultravioleta A y B. Una vez expuesta la riboflavina a la
radiacion, se une a los &cidos nucleicos y media la transferencia de
electrones independientes del oxigeno, causando que los acidos nucleicos
se dafien irreversiblemente (Figura 2). Ademas de utilizarse en plasma y
plaquetas, actualmente, se esta probando para sangre total (33).

Keil S et al.(35) Habiendo realizado un estudio en el 2016 donde
demuestran la efectividad de este sistema, para la inactivacion de MERS-
CoV, inician la evaluacion de la inactivacién del SARS-CoV-2 en plasma
y plaquetas utilizando el tratamiento fotoquimico basado en riboflavina y
luz ultravioleta, para ello usaron plasma obtenido de sangre total (n=5) y
plaquetas obtenidas por aféresis (n=3), los plasmas como las plaquetas
fueron mezcladas con riboflavina, seguidamente se incocularon con el virus
SARS-CoV-2 y luego fueron colocadas en el iluminador Mirasol, para el
tratamiento UV. El titulo medido de SARS-CoV-2 luego del tratamiento,
estuvo por debajo del limite de deteccion. Las reducciones logaritmicas
medias en los titulos virales fueron >3.40 y >4.53 para las unidades de
plasma y plaquetas, respectivamente. Por lo que dichos investigadores
demuestran que el tratamiento con riboflavina y luz ultravioleta es eficaz
para reducir el riesgo de transmision por transfusion de SARS-CoV-2,

Es importante sefialar que Keil S et al. (36) En el 2016 realizan un estudio

previo para evaluar la inactivacion del MERS-CoV en plasma mediante el
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tratamiento fotoquimico basado en riboflavina y luz ultravioleta, para ello
inocularon unidades de plasma con MERS-CoV vy luego lo sometieron a
tratamiento con riboflavina y luz ultravioleta. En dicho estudio utilizaron
inicialmente plasma combinado (n=3), seguidamente se realizd un estudio
de verificacion en el que se usaron plasmas de donantes individuales (n=6).
Después de inocular la mezcla de plasma y riboflavina con el virus, las
muestras se colocaron en el iluminador Mirasol para el tratamiento UV. La
riboflavina y la luz ultravioleta redujeron el titulo infeccioso de MERS-
CoV por debajo del limite de deteccion. Las reducciones logaritmicas
medias en los titulos virales fueron >4.07 y >4.42 para el plasma combinado
y de donantes individuales, respectivamente. Los titulos infecciosos de
MERS-CoV se determinaron mediante ensayo de placas en células Vero
E6. Por lo que también el estudio realizado muestra que el tratamiento con
riboflavina y luz ultravioleta reducen el riesgo de transmision transfusional

de MERS-CoV.

. SISTEMA THERAFLEX

Producto conjunto elaborado entre Macopharma y el Sistema de Sangre de
la Cruz Roja Alemana, donde se emplea la luz ultravioleta C (UV C) sin
una sustancia fotoactiva. La luz ultravioleta C act(ia directamente sobre los
acidos nucleicos formando dimeros de pirimidina que van a bloquear el

proceso de transcripcion de los &cidos nucleicos (33).
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El tratamiento con luz ultravioleta C resulta simple y rapido (33), sin
embargo, esta tecnologia por si sola no es efectiva, se tiene que combinar
con azul de metileno (Figura 3), llevando a incrementar un paso mas, que
es la filtracion adicional para eliminar el tinte residual (28). Puede usarse
en plaguetas y plasma (33).

Las evidencias cientificas revisadas aun no muestran estudios de
inactivacién con este sistema para SARS-CoV-2. Sin embargo, estudios
realizados por Eickmann M et al.(32) Evaluaron la inactivacion del
coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo y otros virus en
plaquetas y plasma, mediante los sistemas THERAFLEX UV-platelets y
THERAFLEX MB-plasma respectivamente, para ello las plaquetas y los
plasmas fueron inoculados con el virus SARS COV, luego sometidos a
dosis crecientes de luz ultravioleta C para el caso del sistema THERAFLEX
UV- platelets y con azul de metileno més dosis creciente de luz visible para
el sistema THERAFLEX MB-plasma, tomaron muestras antes y después
del tratamiento con cada dosis de iluminacién y se comprobd la infectividad
residual, el resultado obtenido fue que ambos sistemas reducen eficazmente
la infectividad del SARS-CoV en concentrados plaquetarios y plasma
respectivamente. El tratamiento con la mitad a las tres cuartas partes de la
dosis total de luz ultravioleta C, redujo la infectividad del SARS-CoV (>3.4
log) hasta el limite de deteccion en concentrados de plaquetas, y el

tratamiento con azul de metileno y una cuarta parte de la dosis completa de
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luz ultravioleta C, redujo el SARS-CoV (>3.1 log) al limite de deteccion en

plasma.

TECNOLOGIAS DE INACTIVACION PARA PAQUETE GLOBULAR

A. SISTEMA PI S-303 para paquete globular

El sistema S-303 fue desarrollado por Cerus Corporation, especificamente
para paquete globular, el S-303 es un compuesto que previene la
replicacion del ARN y ADN, al ser agregado al paquete globular, atraviesa
rapidamente la membrana de la envoltura viral y celular, uniéndose a los
acidos nucleicos (Figura 4). Este sistema no requiere luz ultravioleta, sin
embargo, debe usar glutation para prevenir reacciones inespecificas entre
el S-303 y otros nucledfilos presentes en la unidad (29,33).

Debemos manifestar que dicho sistema aln se encuentra en etapa de
estudio, por lo que seré interesante saber si dicho sistema puede contribuir
en la inactivacién o reduccidn de agentes patdgenos con eficacia en paquete

globular.
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CONCLUSIONES

e Los métodos de inactivacion o reduccién de patdgenos han demostrado
disminuir el riesgo de transmision de SARS-CoV-2 en hemocomponentes.

e El tratamiento fotoquimico con azul de metileno inactiva eficazmente el virus
SARS-CoV-2 en plasma.

e Lariboflavinay la luz UV A reducen eficazmente el titulo de SARS-CoV-2 en
plasma humano y sangre total.

e El amotosaleno y la luz UV A, inactivan eficazmente el coronavirus MERS
(MERS-CoV) en plasma como en plaquetas.

e Laluz UV C, inactiva eficazmente el SARS-CoV en plaquetas.

e Un mismo método de inactivacion o reduccién de patégenos puede ser usado
para mas de un hemocomponente.

e Segun la evidencia cientifica aiin se desconoce si la transmision se da a través
de la transfusién de hemocomponentes, por tal razon se hace indispensable el

uso de los métodos de inactivacion o reduccion de patdgenos.
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ANEXOS

Mecanismo de accion del sistema sanguineo INTERCEPT

2 3
Se intfercala en regiones Entfrecruza con Bloguea la replicacion,
de ADM y de ARM iluminacidn LVA transcripcon y traduccion
,
Amotosalenc x
".. /
S
Diana
/ -/-
COM ILUMIMACION LVA
El amotosaleno se dirige La iluminacidon por rayos El entrecruzamiento
a los acidos nucleicos y se UVA activa el amotosaleno, previene las replicaciones
infercala o “acopla” entre iniciando enfrecruzamientos futuras e inactiva los
los pares de bases del permanentes entre las patdgenos yo
acido nucleico. cadenas helicoidales. los leucocitos

Figura 1. INTERCEPT Blood System. Mecanismo de accion del amotosaleno (37).

Figura 2. SISTEMA MIRASOL. Mecanismo de accion de la riboflavina. Las moléculas de riboflavina
se unen a los &cidos nucleicos, la luz UVdel iluminador mirasol activa la molécula de riboflavina, la
riboflavina fotoactivada induce una alteracion quimica de los acidos nuckeicos provocando que los

agentes patdgenos no puedan multiplicarse (38).
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’ i RESENA DEL MECANISMO:

W

Figura 3. SISTEMA THERAFLEX. Mecanismo de accidn. El azul de metileno se intercala en el acido
nucleico del virus y tras ciclos de iluminacion genera puentes de oxigeno, povocando la oxidacion de

la guanosina y asi la destruccion del acido nucleico,impidiendo la replicacion viral (39).
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Figura 4. SISTEMA PI S-303 para paquete globular. Mecanismo de accion del S-303 (40).
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