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Resumen

Introduccion: los concentrados plaquetarios (cpq) son hemocomponentes labiles afectados por varios

factores, desde el método de obtencion hasta las condiciones de almacenamiento, que provocan una

paulatina pérdida de funcionalidad, por lo que es necesario evaluar parametros de calidad que garanti-

cen la viabilidad de las plaquetas durante los dias de almacenamiento, con el propdsito de monitorear el
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mantenimiento de las caracteristicas funcionales de las plaquetas. Materiales y métodos: estudio descrip-
tivo transversal, con un tamafio muestral de 64 crq, evaluados a los 3, 5y 7 dias de almacenamiento. Los
parametros monitoreados fueron fisicos, de almacenamiento y porcentaje de la activacién plaquetaria
mediante la medicién de P-selectina (cp62) por citometria de flujo. Se aplicé el estadistico de chi cuadrado,
Anova de un factor, Kruskall-Wallis y correlacién de Pearson. Resultados: existen diferencias significati-
vas al séptimo dia con relacidn al tercer y quinto dia de almacenamiento, especialmente en el pardmetro
de formacién de remolino plaquetario o swirling (p<0.005) y agregados plaquetarios (p=0.001). La acti-
vacién plaquetaria aument significativamente (p=0.001) desde el quinto dia. Conclusiones: la viabilidad
de los ceq difiere con los dias de almacenamiento, por lo que es necesario evaluar pH, formacién de remo-
linos y agregados a todos los cpq antes de ser transfundidos como indicativos de activacion plaquetaria y
disminucién de su funcionalidad.

Palabras clave: validacién; concentrado plaquetario; capa leucocitaria; viabilidad.

Abstract

Introduction: Platelet concentrates (cpQ) are labile blood components affected by several factors from the
method of production to storage conditions that cause a gradual loss of functionality. For this reason, it
is necessary to evaluate the platelet quality parameters that guarantee the viability during the storage
days, with the purpose of monitoring the maintenance of the functional characteristics of the platelets.
Materials and methods: This cross-sectional descriptive study had a sample size of 64 platelet concen-
trates, evaluated at 3, 5, and 7 days of storage. The monitored parameters were the physical storage
parameters and percentage of platelet activation by measuring P-selectin (cp62) via flow cytometry. The
chi-square statistic, one-way Anova, Kruskal-Wallis test, and Pearson correlation were applied. Results:
Significant differences were observed on the 7th day in relation to the 3rd and 5th day of storage, espe-
cially in the swirling parameter (p < 0.005) and platelet aggregates (p = 0.001). The platelet activation
increased significantly (p = 0.001) on the 5th day. Conclusions: Based on the findings of this study, the
viability of the platelet concentrates differs with the days of storage. For this reason, it is necessary
to evaluate the swirling, pH, and aggregates to all platelet concentrates before being transfused as an
indication of platelet activation and decreased functionality.

Keywords: Validation; platelet concentrate; buffy coat; viability.

Resumo

Introducdo: os concentrados de plaquetas (cpq) sdo hemocomponentes ladbeis afetados por diversos fato-
res, desde o método de obtencdo até as condi¢Ges de armazenamento que ocasionam uma perda grada-
tiva de funcionalidade, sendo necessdrio avaliar os pardmetros de qualidade que garantem a viabilidade
das plaquetas ao longo dos dias de armazenamento, a fim de monitorar a manutencédo das caracteristicas
funcionais das plaquetas. Materiais e métodos: estudo descritivo transversal, com tamanho de amostra
de 64 crq, avaliados aos trés, cinco e sete dias de armazenamento. Os pardmetros monitorados foram
fisicos, de armazenamento e porcentagem de ativagdo plaquetaria pela dosagem de P-selectin (cp62) por
citometria de fluxo. Os testes estatisticos aplicados incluiram o teste qui-quadrado, anova de um fator,
teste de Kruskall-Wallis e correlacdo de Pearson. Resultados: ha diferencas significativas no sétimo dia
emrelacdo ao terceiro e quinto dia de armazenamento, principalmente no parametro formacéao de rede-
moinhos ou swirling de plaquetas (p < 0.005) e agregados plaquetdrios (p = 0.001). A ativagado plaquetaria
aumentou significativamente (p = 0.001) a partir do quinto dia. Conclusées: a viabilidade dos concentra-
dos de plaquetas difere com os dias de armazenamento, por isso é necessario avaliar o pH, a formacéo
de redemoinhos e agregados a todos os concentrados de plaquetas antes de serem transfundidos como
indicativo de ativacdo plaquetdria e diminuicéo de sua funcionalidade.

Palavras-chave: validacdo; concentrado de plaquetas; buffy coat; viabilidade.
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Introduccion

os concentrados plaquetarios (crQ) se han utilizado con fines terapéuticos y profildcticos, en
Lpacientes con variaciones plaquetarias cuantitativas y cualitativas (1). A pesar de su utili-
dad en medicina transfusional, los crq tienen una vida util limitada, tanto que la Asociacion
Americana de Bancos de Sangre (aaBB) recomienda cinco dias; mientras que la Food and Drug
Administration (rpa) recomienda el uso de los crq hasta los siete dias de almacenamiento, pre-
vio cultivo microbioldgico (2,3). La demanda por el uso de esos hemocomponentes supera
la produccion y ello se ha convertido en una limitante en los bancos de sangre, debido a la
preocupacion por la posible contaminacion bacteriana y lesiones durante el tiempo de alma-
cenamiento que acorta su vida util (2) y afecta su funcionalidad y propdsito terapéutico.

Los crq sufren lesiones durante el almacenamiento que afectan tanto su morfologia como
su funcion bioldgica (4). Algunos estudios han determinado que los crq obtenidos dentro
de 24-48 horas tienen una buena recuperacion, supervivencia y funcion plaquetaria, de tal
manera que proporcionan una mejora en la condicion del paciente (5). Las indicaciones de
uso estan relacionadas con hemorragias masivas con coagulopatias, y en caso de profilaxis,
se asocian con el recuento plaquetario o tratamientos que producen aplasia plaquetaria (5).
En contraste, en los pacientes con diagndstico de covin-19 no se informaron requerimientos
de crq en cantidades mayores en cuanto a otras patologias, 1o que no ha afectado significa-
tivamente al stock de estos hemocomponentes (6).

Las buenas practicas transfusionales establecen que los crq obtenidos a través de la separa-
cion de la capa leucocitaria (buffy coat) o aféresis deben evaluarse durante y al final de la etapa
de almacenamiento permitido, con el fin de determinar la calidad y viabilidad del producto (7);
también se recomienda medir la activacion de las plaquetas mediante la liberacion de P-selectina
(cp62). La cp62 es una glucoproteina presente en la membrana de los granulos a de las plaquetas,
que se expresa en la superficie de estas al ser activadas, 1o que constituye un buen indicador de
la funcidén plaquetaria (8). Durante la etapa de almacenamiento existe una mayor expresion de
cp62, aunque se desconoce la importancia de este aumento durante la transfusion (9).

Larecuperacion funcional y la cantidad de plaquetas en el paciente depende no solo de la
dosis utilizada, sino de la viabilidad y funcionalidad de los crq (10,11). Sin embargo, y de acuerdo
con el estudio de Bashir et al., se ha demostrado que la funcidn plaquetaria se mantiene dentro
delos indices 6ptimos hasta el dia catorce de almacenamiento, pero los parametros in vitro se
preservan mejor en cpQ almacenados en solucion aditiva que en el plasma (12). Por lo tanto,
en la calidad de los cpq influyen factores, como método de preparacion, plaquetas derivadas
de sangre total-buffy coat o aféresis, medio de almacenamiento, aditivos afiadidos, control y
monitoreo de los pardmetros de calidad (13,14).
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Es por esta razon por la que en este estudio se evalud la viabilidad de los crq desde el
dia de su produccion hasta el séptimo dia de almacenamiento, para establecer el tiempo de
viabilidad y contribuir de esta manera con informacion relevante.

Materiales y métodos

ste fue un estudio descriptivo transversal, llevado a cabo en 4 meses, tiempo en el que se

monitorearon los parametros de calidad a través de un muestreo aleatorio simple, que eva-
lué un total de 64 crq, fraccionados en 3 alicuotas (192 muestras) al tercer, quinto y séptimo
dia de su obtencion. El tamafio muestral se calculd siguiendo los lineamientos de la Aags,
la cual establece que para un control de calidad efectivo se debe elegir el 1% del total de
hemocomponentes producidos mensualmente; por lo que se tomo en cuenta el tamafio de la
poblacion de los cpq obtenidos en los ultimos 4 meses previos a la investigacion.

Luego de la firma del consentimiento informado predonacion, el personal del banco de
sangre extrajo un tubo con acido edético para determinar el contaje plaquetario; seguida-
mente, se fracciond la unidad de sangre total dentro de las 6 horas posteriores a la extraccion.
Los crq obtenidos por capa leucocitaria se ubicaron en la camara de almacenamiento (serie:
977358), en constante agitacion, a una temperatura controlada de 20-24°C durante 7 dias. Una
vez determinado el contaje plaquetario, se verificd que este sea menor o igual a 107 células.

Alicuotas de crq para monitoreo: 1os 64 cpq elegidos para el estudio se fraccionaron en 2
bolsas de transferencia TerurLEX, mediante el equipo de conexion estéril Genesis-Tcp 40, que
recolectaron un volumen de 15mL en cada bolsa utilizada para el analisis al tercer y quinto
dia, respectivamente, y la bolsa matriz del crq, de aproximadamente 15mL, para la medicion
al séptimo dia de almacenamiento. Todas las bolsas permanecieron en agitacion constante,
a una temperatura de 22 °Cy bajo las mismas condiciones de almacenamiento.

Analisis microbiologicos: se realizo cultivo en agar sangre, eosin methylene blue agar,
y tioglicolato incubado a 37 °C durante 3 dias para determinar los contaminantes aerobiosy
anaerobios.

Medicion de la activacion plaquetaria: se midio la cp62 P-selectina, mediante rirc anti-Hu-
man cp41/cp61/Lot 5160916025 y pE anti-Human cp62/Lot 5160916023. Con ayuda del citome-
tro de flujo racs canto 11 y siguiendo las indicaciones del inserto proporcionado por la casa
comercial. El complejo cp41/cp61 se utilizo para medir la agregacion plaquetaria.

Contaje de células: se utilizo el analizador automatizado de hematologia sysmex xr18001
y se aplico la formula: células/bolsa=células/ul x 1000 x volumen del hemocomponente.
El valor del estandar por cada cpq establecié un recuento de leucocitos <0.12 x 10°%unidad y
eritrocitos <1.2 x10%unidad.
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Medicion de parametros morfoldgicos: se evaluo el efecto swirling o torbellino plaquetario
al agitar los crq, y por la difraccion del haz de luz, se observo que la alineacion de las plaquetas
en forma de discoides normales formaban un torbellino. Para calificarlo se utilizaron los
criterios 0 = indica que no hay remolino y 3 (+++) = un gran remolino.

Existencia de grumos: indicativo de agregacion plaquetaria calificdndolo: ausencia (0) y
tres cruces (+++) grumos visibles.

pH: debe mantenerse entre 6.4 y 7.2. Su variacion es indicativo de glucdlisis o contami-
nacion bacteriana. Se utilizo pH-metro 213 marca: HANNA.

Colory aspecto: observacion a contraluz del color para determinar un cambio de amarillo
transparente a turbio verdoso, indicativo de contaminacion bacteriana.

Control de calidad: se constato que todos los equipos utilizados en el estudio tuvieran su
certificado de calibracion y verificacion por empresas certificadas y se utilizaron controles
internos en las pruebas automatizadas. Las pruebas de P-selectina se estandarizaron utili-
zando células sin marcaje, marcadas con cp41-cp61 y cp62 (P-selectina) y plaquetas marcadas
con cp41-cp61/cp62 para determinar el porcentaje de plaquetas activadas. Como control
interno negativo se utilizé plasma citratado de un paciente con administracion de acido
acetil salicilico, y una muestra de plasma activado (figuras 1a y 1b).
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a) Control negativo b) Control positivo

Figura 1. Control interno de calidad.

a) Control negativo: se observa unicamente el 3.8 % de plaquetas activas pertenecientes al porcentaje basal del paciente. b) Control positivo: se utilizé una
muestra de plasma activado con 1L de adp, el cual se incubd por 15min. En esta muestra se encontré que el 99.7 % de las plaquetas se encontraban activadas
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Analisis estadistico: mediante estadistica descriptiva, con el programa Bum spss Statistics v. 20.
Paralarelacion entre las variables nominales se usaron la prueba chi cuadrado de asociacion
e independencia, el analisis de varianza (Anova) unidireccional y la prueba no paramétrica
de Kruskall-Wallis; entre tanto, para las variables cuantitativas, el estadistico de correlacion de
Pearson. Ademads, se analizo la relacion entre las diferentes variables de estudio con la acti-
vacion plaquetaria, a efectos de determinar qué variable medida visualmente es la que mejor
predice la activacion plaquetaria. Para ello se utilizo la regresion lineal. Se definio que no existe
una correlacion conunr?<0.1; conun 0.1 <r? <0.5 existe una débil correlacion; con un 0.5 >r?<0.8
indica una buena relacidn, y con un r? >0.8 representa una alta correlacion (15).

Resultados

arametro de aspecto fisico: el 100% de cpQ mantuvieron el aspecto transparente y color
P amarillo durante los dias de almacenamiento.

Contaje de células: el 100% de cpq cumple con un contaje optimo de leucocitos residua-
les (<0.12x109 cél./bolsa); por el contrario, el 7.3 % de cpq sobrepasa el limite de eritrocitos
residuales (<1.2x109 cél./bolsa).

Cultivo microbiano: el 100% de los crqQ no presentd contaminacion bacteriana durante
los siete dias de almacenamiento.

Formacion de swirling (torbellino plaquetario): disminuye con el tiempo de almacena-
miento, 112 (58.3 %) presentaron una formacion de 3 cruces (+++) de swirling en el primer
dia de almacenamiento; mientras que al tercer dia solo en 49 cpeq se podia apreciar (+++) de
swirling. Asi se observo una disminucion paulatina entre los dias 3y 7 (p=0.001) (tabla 1).

Agregados plaquetarios: se observo que mientras mas dias de almacenamiento, existe
mayor cantidad de agregados plaquetarios. Hay una diferencia significativa en el dia siete
de conservacion (p=0.001) con respecto a los dias 3 y 5 (tabla 2).
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Tabla 1. Relacién entre los dias de almacenamiento y el nivel de swirling

Almacenamiento (dia) Total

Tercer Quinto Séptimo

Recuento 3 3 26 32
Ausencia
Porcentaje dentro del almacenamiento 4.7 4.7 40.6 16.66
) Recuento 9 3 1 13
+
Porcentaje dentro del almacenamiento 14.1 4.7 1.6 6.80
Swirling Recuento 26 21 11 58
(++)
Porcentaje dentro del almacenamiento 40.6 32.8 17.2 30.20
Recuento 49 37 3 89
+++
(++4) Porcentaje dentro del almacenamiento 76.6 57.8 4.7 46.35
Recuento 87 64 41 192
Total
Porcentaje dentro del almacenamiento  100.0 100.0 100.0 100.0

Chi cuadrado de Pearson: n = 192. Tercer-quinto: p=0.119
Tercer-séptimo: p=0.001

Tabla 2. Relacién entre los dias de almacenamiento y la presencia de agregados

Almacenamiento (dias)

| Total
Tercer Quinto Séptimo
Recuento 61 23 18 102
Ausencia

Porcentaje dentro del almacenamiento 95.3 35.9 28.1 53.1

Recuento 2 13 5 20

Escasos

Porcentaje dentro del almacenamiento 3.1 20.3 7.8 10.4

Recuento 1 21 14 36

Agregados +)

Porcentaje dentro del almacenamiento 1.6 32.8 21.9 18.8

Recuento 0 6 20 26

(++)

Porcentaje dentro del almacenamiento 0.0 9.4 31.2 135

Recuento 0 1 7 8

(+++)

Porcentaje dentro del almacenamiento 0.0 1.6 10.9 4.2

Recuento 64 64 64 192

Total . .

ota Porcentaje dentro del almacenamiento 100.0 100.0 100.0 100.0

Chi cuadrado de Pearson: n =192
Tercer-quinto p=1.000
Tercer-séptimo p =0.000

Medicion del pH: el valor inicial del pH se encontro dentro de los rangos 6.20-6.40 en el 100 %
de lo cr; sin embargo, aumenta su valor con los dias de almacenamiento. Asi, se identifico una
relacion estadisticamente significativa entre los dias 5y 7 (p=0.001) (figura 2).
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Figura 2. Relacién entre el pH y los dias de almacenamiento

Activacion de plaquetas: se obtuvo dependencia entre los dias de almacenamiento y la
activacion plaquetaria, p=0.001, es decir, la expresion de cp62 se incrementaba a través del
tiempo de almacenamiento (figura 3). La prueba de Tukey mostro diferencias significativas
entre los dias tres y el cinco (p=0.001) y entre los dias cinco y siete (p=0.001), asi como los
dias tres y siete de almacenamiento (p=0.001).
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S
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o

o
|

w ]
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T T T
Tres Cinco Siete
Almacenamiento

Figura 3. Activacion plaquetaria/almacenamiento
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Relacion entre las variables de estudio: se aplico la prueba estadistica Anova de un factor
para determinar la relacion entre torbellino o swirling y la activacion plaquetaria. Se hallo
unarelacion dependiente (p=0.001). La prueba de Kruskal-Wallis se utiliz6é para determinar
larelacidn entre la formacion de agregados plaquetarios y la activacion, y con ella se obtuvo
una relacion estadisticamente significativa (p=0.004) que determiné su dependencia. Por
ultimo, se identificé una correlacion fuerte r2=0.848 entre el incremento de la liberacion de
cp62 y la disminucion del swirling. El andlisis estadistico entre la variable pH y activacion
plaquetaria demostro una relacion inversa entre las dos variables cuantitativas (r=-0.154).

Discusion
o0s cpq se utilizan como terapia transfusional en pacientes con enfermedades hematologi-
Lcas. Su eficacia depende de la calidad funcional de las plaquetas, por lo que es de suma
importancia controlar todos los parametros que determinen la viabilidad de cada concen-
trado. El presente estudio determino que lo recomendable es que los cpq se empleen 5 dias
después de su extraccion para garantizar su efectividad (16). Sin embargo, el estudio reali-
zado por Chandra et al. establecid que la funcion plaquetaria puede mantenerse afiadiendo
una solucidn aditiva hasta el séptimo dia luego de su extraccion (17). El presente estudio no
incluyo la adicidn de soluciones aditivas, por no ser una practica comun en los bancos de
sangre ni estar disponible en Ecuador.

De igual forma, Castrillo et al. evaluaron, ademads de todos los parametros de calidad de
los cpo, l1a medicién del cp62 P-selectina (18). Los resultados mostraron una buena calidad in
vitro de los concentrados almacenados durante 9 dias, pero suspendidas en solucion aditiva.
La presencia de swirling o torbellino plaquetario esta relacionado con la morfologia discoi-
dea de la plaqueta, y su ausencia es indicativa de la activacion plaquetaria. En este estudio
se determino que el torbellino plaquetario iba disminuyendo mientras aumentaban los
dias de almacenamiento (p=0.001). Datos similares corresponden al estudio de Singh et al.,
donde identificaron que después de 5 dias de almacenamiento, el torbellino disminuyo
notablemente, debido a las lesiones ocurridas durante la conservacion de cpo (19).

Otros estudios han demostrado que el indice de torbellino o swirling en concentrados deri-
vados de capa leucocitaria disminuyd después del séptimo dia, y que en concentrados obtenidos
de plasma rico en plaquetas empezo a decrecer significativamente a partir del quinto dia (20).
Los crq pueden presentar agregados inmediatamente después de la separacion de sangre
total, independiente del método usado; la produccion de agregados normalmente se disipa
con el reposo, la agitacion y la temperatura de almacenamiento. Los resultados obtenidos en
esta investigacion mostraron que los cpq presentaron un aumento de agregados plaquetarios
mientras aumentaba el tiempo de almacenamiento. No se establecieron causas exactas de la
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formacion de agregados, pero en el estudio de Ringwald et al. se sugiere que bajas tempera-
turas, bajo pH, periodos de reposo corto, presencia de burbujas y variables dependientes del
donador podrian ser las causantes (21,22).

Actualmente, no existe un consenso sobre una estrategia general de descarte de los crq
con agregados plaquetarios y los criterios dependen de cada servicio de medicina transfusio-
nal (18). El1 pH es un pardmetro importante porque determina la viabilidad de las plaquetas,
y a pesar de que el 100% de crq analizados cumplieron con un pH mayor a 6.2, este valor
aumenta con respecto a los dias de almacenamiento (p=0.001). Estos resultados son simi-
lares al estudio de Dijkstra-Tiekstra et al., en el cual se obtuvo una diferencia significativa
(p=0.001), pues al relacionar durante 12 dias de almacenamiento, el pH no disminuyd del
rango normal hasta el séptimo dia (15).

El estudio de Costa et al. corroboro estos hallazgos, donde el pH se encuentra estable
hasta el séptimo dia (6.93-7.34) (20,23). Otro parametro evaluado fue la expresion de cp62
P-selectina. Esta es una de las proteinas mas abundantes de los granulos a de las plaquetas
y se secreta durante la activacion; muchos autores sugieren que esta se incrementa durante
el almacenamiento (15). En este estudio, los resultados mostraron que la liberacion de este
marcador se incrementa progresivamente y que hay una diferencia significativa, al quinto
dia (p=0.001) y séptimo dia de almacenamiento (p=0.001) con relacidn al tercer dia. El estudio
de Quinteros Quintana et al. encontro un incremento de la secrecion de cp62 a través del tiempo,
con una diferencia significativa a partir del tercer hasta el noveno dia de almacenamiento (24);
ademas, evidencio que el método de obtencion también es un parametro que influye en el nivel
de activacion plaquetaria.

El andlisis de larelacidn existente entre la activacion plaquetaria y los parametros medi-
dos visualmente determind que la expresion del marcador P-selectina (cp62), indicativo de
activacion plaquetaria, tuvo una correlacion fuerte con el torbellino plaquetario, al encontrar
que mientras mas activacion plaquetaria, existe menos swirling; relacion hallada también por
Dijkstra-Tiekstra et al. (15). Otro de los pardmetros medidos visualmente fue la cantidad de
agregados plaquetarios que tuvieron una relacion significativa (p= 0.004) con la cantidad
de plaquetas activadas, medidas con el marcador cp62, que asi mismo se menciona en el
foro la Revista Internacional de Transfusion Sanguinea. Entonces, mientras mas agregados
plaquetarios se observan, mas activacion plaquetaria se encuentra en el crq (23).

Por ultimo, en esta investigacion se identifico una correlacion débil entre el pH y la
activacion plaquetaria. Dijkstra-Tiekstra et al. obtuvieron una correlacion alta (r2=0.85) y
determinaron que cuando el pH permanecia >6.5, la expresion de cp62 se encontraba por
debajo del 30% (15). En cambio, con un pH<6.2, la expresion de cp62 subia al 60%. Este
aumento puede deberse ala disminucion de glucosa en el medio y la consecuente produccion
de lactato, lo que se traduce en cambios morfoldgicos de las plaquetas (24,25).
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Con estos resultados se recomienda que el personal encargado de la terapia transfusional
realice una inspeccion visual previa a una transfusion de cprq, sobre todo la medicion del
torbellino o swirling, parametro que mejor predice la cantidad de plaquetas presentes y su
activacion. Sin embargo, al ser un parametro medido visualmente, es necesario realizar
capacitacionesy estudios de concordancia intra e interobservador al personal que se encar-
gue de este procedimiento, para asegurar asi la correcta medicion de un parametro de gran
beneficio y que no requiere un presupuesto elevado, que suele ser una limitante en la mayoria
de las instituciones publicas del pais. Al medir estos parametros se estaria contribuyendo a
que los crq cumplan con la funcidn de restablecer los trastornos de la funcion plaquetaria y
trombocitopenia, asi como de mejorar la hemostasia en varias patologias.
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