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RESUMEN

OBJETIVO: EIl plasma rico en plaquetas (PRP) es un producto biol6gico derivado de las
plaquetas (PL) empleado en terapias regenerativas cuyo mecanismo de accion se basa en la
liberacion de factores de crecimiento. En el presente trabajo se analiz6 el control de calidad de los
productos de PRP elaborados en el ensayo clinico: “PRP autdlogo para el tratamiento de liquen
escleroso peneano (LEP) resistente a terapia convencional: un estudio Piloto”.

METODOLOGIA: Fue un estudio descriptivo, observacional y retrospectivo a partir de datos
anonimizados de 34 productos de PRP pertenecientes a 5 pacientes. Se evalud seguridad del PRP
analizando presencia de contaminantes microbiol6gicos; pureza a través del contenido de
leucocitos (Leu), globulos rojos (GR) y hemoglobina (Hb); y potencia evaluando el factor de
enriquecimiento (FE), el numero de plaquetas totales (NPT) y la masa plaquetaria (MP).

RESULTADOS: No se detectd contaminacion microbiolégica. En relacién a la pureza, se observé
que la concentracion de Leu en PRP fue menor al nivel en Sangre Periférica (SP: 6,6+1,4x10°
Leu/ul vs. PRP:0,3+0,3 x10® Leu/ul) pudiendo considerar a los productos como pobres en Leu,
pobres en GR (SP:4,7+0,3x10°GR/ul vs PRP:0,02+0,01 x10°GR/ul); no detectandose niveles
significativos de Hb. En relacién a la potencia, si bien en el proceso de produccion se perdi6 el
59.8 % de las PL, se logré un NPT de 3847x10°%+ 2168x10°, una MP de 2,44x10%°+1,44x10° fl y
un FE de 4,3+1,9.

CONCLUSIONES: Se pudo clasificar a los productos de PRP obtenidos, segin MARSPILL,
como:  M),An+,Rrec-p),Sisp2),PeLiz-en), ), Le-p),La).  Observandose que el sistema de
produccién establecido cumple con los criterios basicos de calidad necesarios para aplicacion en
LEP.

PALABRAS CLAVES: PRP, control de calidad, , seguridad, pureza, potencia, MARSPILL



SUMMARY

OBJECTIVE: Platelet-rich plasma (PRP) is a biological product derived from platelets (PL) used
in regenerative therapies whose mechanism of action is based on the release of growth factors. In
the present work, the quality control of the PRP products produced in the clinical trial was
analyzed: “Autologous PRP for the treatment of lichen sclerosus penis (LSP) resistant to
conventional therapy: a Pilot study”.

METHODOLOGY: It was a descriptive, observational and retrospective study based on
anonymized data from 34 PRP products belonging to 5 patients. Safety of PRP was evaluated by
analyzing the presence of microbiological contaminants; purity through the content of

leukocytes (Leu), red blood cells (RBC) and hemoglobin (Hb); and potency evaluating the
enrichment factor (EF), the number of total platelets (NTP) and the platelet mass (PM).
RESULTS: Microbiological contamination was not detected. In relation to purity, it was
observed that the concentration of Leu in PRP was lower than the level in Peripheral Blood (PB:
6.6 + 1.4x103 Leu / ul vs. PRP: 0.3 £ 0.3 x103 Leu / ul ) being able to consider the products as
poor in Leu, poor in RBC (PB: 4.7 + 0.3x10°GR / ul vs PRP: 0.02 + 0.01 x10°GR / ul); no
significant levels of Hb were detected. In relation to potency, although 59.8% of the PL was lost
in the production process, an NTP of 3847x106 + 2168x106, a MP of 2.44x1010 + 1.44x1010 fl
and an EF of 4.3 + 1,9 were achieved..

CONCLUSION: The PRP products obtained, according to MARSPILL, could be classified as:
M ), A+, R ®ec-p), S (sp2), P pL2-6): | G, L e-p), L (ay. Noting that the established production

system meets the basic quality criteria necessary for clinical application in LEP.

KEY WORDS: PRP, quality control, safety, purity, potency, MARSPILL



1- INTRODUCCION:

Justificacion

A pesar de la gran cantidad de publicaciones, tanto experimentales como clinicas al
respecto de la utilizacién del PRP en diversos ambitos de la medicina regenerativa, pocas son las
indicaciones en las que se encuentra plenamente demostrada su utilidad. A diferencia de las otras
terapias regenerativas, la utilizacion de PRP es un método econémico y no requiere de
equipamiento o entrenamiento complejo para su ejecucién. Asimismo, debido a caracteristicas
asociadas a su origen principalmente autélogo y a sus técnicas de obtencion inocuas, los posibles
riesgos infecciosos o de rechazo asociados al tratamiento con PRP son minimos. Por estas razones,
los hemoderivados enriquecidos en PL han cobrado gran relevancia en la tltima década (1).

La gran variabilidad existente en cuanto a los protocolos de obtencion del PRP, pueden,
en muchos casos, llevar a la produccion de muestras con diferentes composiciones, y por ende
pueden generar distinto grado de respuestas bioldgicas (1). Estos hechos ponen de manifiesto la
importancia de realizar estudios clinicos adecuadamente disefiados y controlados que permitan
demostrar los efectos del producto, al igual que estudios que permitan estandarizar los métodos
de obtencion, aplicacion y control de calidad. El proposito de esta investigacion es llevar a cabo
un estudio descriptivo sobre el control de calidad del PRP utilizado en la patologia liquen escleroso

peneano, por lo anteriormente mencionado, en el marco de un ensayo clinico.

. 0Oué es el Plasma Rico en Plaquetas?

Una muestra de sangre tipica consiste en elementos formados (gl6bulos rojos, glébulos
blancos y PL), y plasma, representando en promedio 45% y 55% respectivamente. De los
elementos formados, el 93% son glébulos rojos, 6% de PL y 1% de gl6bulos blancos. Los
megacariocitos son células precursoras, altamente especializadas cuya funcién principal es
producir y liberar PL en la circulacion. A medida que se desarrollan las PL, reciben su contenido
de granulos y organulos como corrientes de particulas individuales transportadas desde el cuerpo
celular de los megacariocitos (2). Las PL entonces son fragmentos citoplasmaticos pequefios y sin
nicleo derivados de sus precursores, los megacariocitos. Aunque tradicionalmente han sido
consideradas como los agentes responsables de la hemostasia, las PL juegan también un papel
muy importante en la reparacion y regeneracion de diferentes tejidos como hueso, cartilago,
tendones, ligamentos, etcétera. La activacion plaquetaria tras un dafio tisular o vascular produce:
un tapén plaquetario y un coagulo que permite la homeostasis y la secrecién de una gran variedad
de moléculas tales como factores de crecimiento y otras citoquinas. La definicion de PRP es muy

controvertida. La Unica definicion planteada consistentemente en la literatura, define el PRP como



un volumen de plasma autélogo que contiene una concentracion de PL superior al nivel basal
(150.000 PL/ul a 350.000 PL/pul) (3).

Factores de crecimiento

Estudios in vitro han demostrado que el PRP contiene citocinas que intervienen en el
proceso de neovascularizacion, proliferacion de monocitos, fibroblastos, miocitos, condrocitos,
asi como el reclutamiento de células inflamatorias con efecto inhibitorio sobre citocinas
proinflamatorias, con actividad antiinflamatoria y regenerativa. Estos mecanismos son la base
para proponer un efecto terapéutico favorable para su uso en diversas patologias (4). EI mecanismo
de accion del PRP propuesto se basa en la liberacion local de los factores de crecimiento naturales
contenidos en las PL, una vez que éstas son activadas. Se han descrito varios factores de
crecimiento plaquetarios implicados en los procesos de regeneracién, como los que se ilustran en
la tabla 1, entre ellos: factor de crecimiento derivado de plaquetas [platelet derived growth factor
(PDGF)], factor de crecimiento transformante beta [transforming growth factor  (TGF-B)], factor
de crecimiento insulinico tipo 1 [insulin - like growth factor 1 (IGF-1)], factor de crecimiento
endotelial vascular [vascular endothelial growth factor (VEGF)], y factor de crecimiento de tejido
conectivo [connective tissue growth factor (CTGF)]. Ademas de estos factores, el PRP contiene
proteinas como la fibrina, fibronectina, vitronectina y trombospondina, que actlan como
moléculas de adhesién celular, y son importantes para la migracion de osteoblastos, fibroblastos
y células epiteliales (5). La accion conjunta de estas moléculas modula secuencial y
solapadamente 1) la revascularizacion del tejido dafiado a través de la induccién de la migracion,
proliferacion, diferenciacion y estabilizacion de células endoteliales en nuevos vasos sanguineos,
2) la restitucion del tejido conectivo dafiado a través de la migracion, proliferacion y activacion
de fibroblastos, y 3) la proliferacion y diferenciacion de células madre mesenquimales que dan

origen a los distintos tipos celulares especificos de cada tejido (1).

Clasificacion del PRP

A pesar de que ain no se ha logrado un consenso para la clasificacion de los productos
derivados de las PL, existen diversas propuestas sobre el mismo. Dohan y colaboradores
propusieron un sistema de clasificacion cualitativo de los diferentes preparados de PRP en seis
categorias, dependiendo del contenido en leucocitos, activacion exdgena plaquetaria y la presencia
de una arquitectura fibrinosa (6). Por otra parte, en 2012 DelLong y colaboradores establecieron
un sistema de clasificacion llamado Plaquetas, activacion, globulos blancos, que se basa en los
siguientes parametros: nimero absoluto de PL; forma de activacion adoptada; y presencia o

ausencia de glébulos blancos. En esta clasificacion, los autores identificaron cuatro diferentes



niveles de concentracion de PL de la siguiente manera: P1 (< linea base), P2 (> linea base —
750,000 PL / pl), P3 (> 750,000— 1,250,000 PL / pl) y P4 (> 1,250,000 PL / pl). Otros puntos
considerados se refieren al uso o no de activadores de PL, presencia de glébulos blancos y
neutrofilos (por encima o por debajo de la linea de base presente en sangre total). Segun los
autores, la determinacion precisa de componentes celulares, y el uso y tipo de activador adoptada,
son informacion importante al comparar estudios con PRP (7) . Recientemente Santos y
colaboradores propusieron una clasificacion llamada MARSPILL, ver tabla 1. La misma tiene en
cuenta los siguientes factores: M: method (método); A: activation (activacion); R: red blood cell
(gldébulos rojos); S: spins (centrifugacion); P: platelets (plaquetas); I: image guide (guia de
imagen); L: leukocytes (leucocitos); L: light activation (activacion de luz). En este estudio se
utilizé la clasificacion MARSPILL; donde el método que utilizado es el abierto, las plaquetas se
activaron con gluconato de calcio, la cantidad de gl6bulos rojos se espera que sea pobre, asi como
la de los leucocitos. Se realizaron dos centrifugaciones, el enriquecimiento plaquetario que se
busca es igual o mayor a 4 veces el valor inicial. No se empled guia de imagen para la aplicacion
de PRP y tampoco se uso activacion de luz (8).

Tabla 1. Clasificacién de MARSPILL de PRP propuesta por Santos

Letter Relates to Type

M Method Handmade (H)
Machine (M)

A Activation Activated (A+)
Mot activated (A-)

R Red blood cells Rich (RBC-R)
Poor (REC-P)

5 Spin One spin (5p1)
Two spins (Sp2)

P Platelet number PL 2-3 PL6-8

(folds basal) PL 4-6 PL 8-10

I Image guided Guided (G+)
Mot guided (G-)

L Leukocyte concentration Rich (Lc-R)
Poor (Lc-P)

L Light activation Activated (A+)
Mot activated (A-)

Nota: Tomada de Santos et. al, 2017 (8).

La obtencién y activacion de PL ex vivo es una técnica simple, rapida y econémica que
permite obtener un biomaterial rico en factores de crecimiento (1). Todos estos productos, aunque

con diferencias en las técnicas de produccion, se obtienen a partir de la sangre total y emplean la



centrifugaciéon como método de separacién de los componentes sanguineos celulares y
concentracion de las PL. Puede procesarse sangre del propio paciente para aplicacion autéloga o
utilizarse productos alogénicos que derivan de la sangre de donantes sanos. Hasta el momento,
mayoritariamente se han utilizado los productos aut6logos, que no generan preocupacion en
cuanto a reacciones inmunoldgicas y transmision de agentes infecciosos. Asimismo, debido a
caracteristicas asociadas a su origen principalmente autélogo y a sus técnicas de obtencién
inocuas, los posibles riesgos infecciosos o de rechazo asociados al tratamiento con PRP son
minimos. Por estas razones, los hemoderivados enriquecidos en PL han cobrado gran relevancia

en la ultima década (1).

Métodos de obtencién del PRP

Para la obtencion de PRP aut6logo la sangre es colectada con anticoagulante, luego
centrifugada (usualmente con dos pasos de centrifugacion diferencial) para descartar los glébulos
rojos y parte del plasma acelular, y colectar principalmente las PL. Ello puede realizarse aplicando
técnicas estandares de banco de sangre -procesando en sistema cerrado de bolsas o por técnica
abierta bajo cabina de flujo laminar- o mediante la utilizacion de distintos dispositivos comerciales
automatizados. Cuando se centrifuga la sangre anticoagulada por gradiente de densidad se forman
3 capas: la capa inferior, compuesta por glébulos rojos; la capa media, compuesta por glébulos
blancos y PL; y la capa superior, compuesta por plasma. La fase plasmatica, a su vez puede
subdividirse en 3 fracciones en funcion de la cantidad de PL presentes, que de superior a inferior
son: una fraccion pobre en PL, la fraccion intermedia con una concentracion media de PL y la
fraccion rica en PL, ilustrado en la imagen 1 (9). Dependiendo del sistema empleado, las
concentraciones de PL, leucocitos, eritrocitos y factores de crecimiento pueden variar. Al utilizar
los distintos métodos se obtienen diferentes fracciones, entre las que se encuentran: Preparado
Rico en Factores de Crecimiento (PRGF), Plasma Rico en Plaquetas y Factores de Crecimiento
(PRPGF), Plasma Rico en Plaquetas (PRP), Plasma Pobre en Plaquetas (PPP), Plasma Rico en
Plaquetas y Rico en Leucocitos (LR-PRP), Plasma Rico en Plaquetas y Pobre en Leucocitos (LP-
PRP) (3).

La eficiencia de los diferentes métodos de obtencién de PRP se valora por su capacidad
de enriquecimiento plaquetario, que se define como la proporciéon de PL concentradas en el
preparado obtenido respecto a su concentracion en sangre periféricay resulta de dividir el recuento
plaquetario final por el recuento inicial (10). La efectividad del enriquecimiento plaquetario
dependera de la velocidad, del tiempo y del namero de centrifugados. Si la velocidad, tiempo o

numero de centrifugados no son los adecuados, se puede producir una activacion temprana de las



PL y la pérdida del contenido de sus granulos, y, por tanto, de los factores de crecimiento
contenidos en ellos. No se ha encontrado relacion estadisticamente significativa entre edad, sexo,
hematocrito o recuento plaquetario en sangre periférica con la concentracién plaquetaria del PRP,

ni la cantidad de factores de crecimiento (10).

Usos

Si bien ha sido ampliamente utilizado, no existe evidencia clara y contundente de las
indicaciones y aplicaciones del PRP en las diferentes patologias. Algunos articulos muestran que
el PRP podria tener un efecto potencial en la reparacion de lesiones musculo-esqueléticas a través
de modificar el proceso de cicatrizacion (4). Las aplicaciones clinicas son en la espondilitis,
lesiones del manguito rotador, tendinopatias y ruptura del tendén de Aquiles, fracturas y sus
complicaciones, osteoartritis, entre otras. Diversos estudios han demostrado que la aplicacién de
PRP en tlceras diabéticas crénicas acelera el proceso de cierre de las mismas y disminuye el dolor.
En ginecologia se ha utilizado para el manejo de heridas quirdrgicas, demostrando aspectos
positivos en cuanto a la disminucion del dolor y la necesidad de analgésicos. EI PRP abre un
horizonte en el tratamiento de diversas condiciones dermatol6gicas como son la psoriasis, el
vitiligo, alopecia, liquen escleroso. Estudios con rigurosa metodologia cientifica son necesarios
para conocer el papel preciso del PRP en los padecimientos de la cubierta cutanea (4). Dada su
naturaleza aut6loga el PRP es un producto bastante seguro, que carece por definicién del riesgo
potencial de transmision de enfermedades implicito en el uso de material sanguineo de donantes.
Hasta el momento actual no se ha demostrado un efecto sistémico de los factores de crecimiento

liberados tras la aplicacion local de PRP (9).

Este trabajo se desarrolla en el marco de un ensayo clinico piloto de caracter terapéutico
prospectivo, abierto, de un solo brazo, en fase Il para el tratamiento de liquen escleroso peneano
(LEP) resistente al tratamiento convencional. El liquen escleroso es una afeccion inflamatoria
cronica de la piel que con frecuencia afecta a la regidn anogenital. La clinica del LEP consiste en
placas blanquecinas, piel atréfica o engrosada; generalmente asociada con Glceras y equimosis por
rascado. En la ultima década, el PRP se ha utilizado ampliamente como complemento de los
procedimientos de regeneracion de tejidos. Inyecciones de PRP ha dado una mejoria general en el
dafio y los sintomas, en donde el mecanismo de accidn planteado es a través de la desgranulacion
de los granulos o de las PL, los cuales contienen los factores de crecimiento. Se estudié una serie
de casos clinicos retrospectivo en el afio 2017, con respecto a la metodologia utilizada, se les
aplicé el producto a 5 pacientes con LEP resistente a tratamiento convencional, fueron utilizados

dos scores como el IGA (indice Global del Investigador) y el score DLQI (indice de Calidad de



Vida Dermatoldgica) tanto antes como después del procedimiento. Los resultados obtenidos
fueron evidentes, tanto estéticamente, como funcionalmente. La falta de un grupo control es una

limitacién de este trabajo (11).

Control de calidad

El control de calidad se refiere a técnicas y actividades periddicas para asegurar el
cumplimiento de los requisitos establecidos para un producto. Los ejercicios de control de la
calidad permiten evaluar de forma continua en el tiempo la calidad de los procesos (12). Ademas,
para asegurar la calidad de un producto final, es necesario realizar pruebas para determinar su
potencia, pureza y seguridad; y esto se lleva a cabo aplicando procedimientos estandarizados.

Todo el procedimiento para la elaboracién del PRP, desde la obtencién de la sangre del
paciente hasta su administracion, independientemente de que el sistema usado, sea cerrado 0
abierto, debe estar descrito de manera detallada en un procedimiento normalizado de trabajo.
Dentro de los estandares de calidad del PRP se debe considerar como se obtienen los componentes
sanguineos, las aplicaciones de los estandares de recoleccion, el procesamiento, el funcionamiento
de los equipos empleados, la capacitacion del personal involucrado, el almacenamiento de los
productos, entre otros; de manera que sea posible garantizar la calidad y confiabilidad del producto
biolégico elaborado (13).

Sequridad

Las pruebas de seguridad tienen el propésito de confirmar que el producto final no esté
contaminado con microorganismos o agentes adventicios (14). Los resultados microbiol6gicos en
general estan disponibles luego de la aplicacion al paciente y se reportan como negativo o positivo.
Cuando el producto estd contaminado, la bacteria inoculada puede proliferar en horas hasta
alcanzar un nivel de 105 mL o mayor (15). De resultar un cultivo positivo se busca identificar al
microorganismo. Los organismos implicados en la contaminacion bacteriana de las PL incluyen
al Estafilococo spp (42%), Estreptococo spp (12%), Escherichia Coli (9%), Bacillus spp (9%),
Salmonella spp (9%), Serratia spp (8%), Enterobacter spp (7%) y otros organismos (4%).
Alrededor del 56% de los organismos son Gram positivos y la mayoria aerobios (16). El nivel de
contaminacion de 108 UFC/ml se ha asociado con reacciones graves, por lo tanto, la prueba ideal
es aquella que pueda detectar un bajo nivel de contaminacion de bacterias en el componente
sanguineo (15). Los cultivos se pueden realizar de manera manual o automatizada, sin embargo,

en ambos pueden existir dificultades en mantener un microambiente aséptico durante la



transferencia de la muestra causando falsos positivos. Entre los sistemas a utilizar para el control
de calidad del proceso de recoleccion de plaquetas, esta el sistema Bact/Alert; el cual detecta a las
bacterias basado en la produccion de CO,. Presenta alta sensibilidad para detectar <102 UFC/ml
de bacterias. Los cultivos automatizados requieren grandes volimenes de los componentes

sanguineos (5-10 ml) lo que mejora la sensibilidad de la deteccion de bacterias (17).

Pureza

Por otro lado, se encuentran las pruebas de pureza, las cuales aseguran que los productos
de terapia celular estén libres de materiales no deseados. Interesa identificar contaminantes

celulares como globulos rojos, glébulos blancos y hemoglobina liberada por proceso de hemdlisis.

Se espera que los glébulos blancos tengan una concentracion por debajo de la linea de
base (recuento en sangre periférica) en el producto final. La presencia de glébulos blancos en la
preparacion presenta controversia entre varios autores, algunos afirman que la presencia de GB en
el preparado contribuye a la defensa natural contra infecciones y alergias. Otros autores plantean
que los neutréfilos, ademas de actuar como primera linea en la defensa de los tejidos, cumplen un
rol en la regeneracidn tisular. Otros granulocitos, como los eosinéfilos y los baséfilos, tienen la
capacidad de producir factores de crecimiento como TGF B, PDGF y VEGF, que, en conjunto con
los factores de crecimiento liberados por las plaquetas, participan en la angiogénesis y
vasculogénesis (9). La presencia de neutréfilos, que son el 65% de los gldbulos blancos, puede ser
perjudicial ya que pueden destruir el tejido circundante, incluso si el tejido no esta lesionado. Estos
neutrdfilos liberan especies reactivas de oxigeno no selectivas y tdxicas que incluyen hipoclorito,
superoxido y radicales hidroxilo a niveles altos. Algunos estudios también han demostrado que la
concentracion de glébulos blancos esta directamente relacionada con la expresion génica
catabdlica en el tendén y los ligamentos. La alta expresién génica catabolica puede afectar la

cicatrizacion del tejido (18).

En cuanto a los GR, para ser considerado el PRP un producto pobre en los mismos, tiene
gue haber una reduccion de aproximadamente 15 veces del valor de la linea de base, siendo este
el valor de recuento eritrocitario en la sangre entera (9). En la hemdlisis, los componentes de los
GR no pueden eliminarse en un entorno basado en polimeros ex vivo, ya que no se producen
reacciones que contrarrestan el secuestro de la haptoglobina o el blogueo de hemina por la
hemopexina, por lo tanto, la hemoglobina libre en plasma es un componente activo y dafiino de
cualquier vial de tratamiento biol6gico. Los GR no dafiados se someten al proceso de eriptosis, lo

que conduce a la liberacion del factor activador de PL, contribuyendo a la proinflamacion y la



estimulacidn de la liberacidn de ceramida. Los GR eript6ticos se unen a la fosfatidilserina, lo que
conlleva a la pro-adhesién y la formacién de coagulos. EI PPR cuando se entrega a un
microambiente tisular local, los GR sufren eriptosis porque no pueden abandonar el cuerpo de
forma natural a través del proceso de senectud. Esto podria conducir a condiciones inflamatorias
secundarias. Ademas, el enorme dep6sito de citoquinas del factor inhibidor de la migracién de

macrofagos dentro de los GR es responsable de mayores niveles de inflamacion (19).

Potencia

Por ultimo, las pruebas de potencia miden la actividad bioldgica apropiada, confirman que
el producto posee las funciones bioldgicas inherentes o inducidas, siendo relevantes para el
tratamiento de la indicacion clinica prevista. En el caso del PRP, se podria evaluar, el recuento
plaquetario en el producto final, el enriquecimiento plaquetario en relacion al nivel basal, como
aproximacion a la potencia de este producto (en sangre periférica), la masa plaquetaria, asi como
analizar la concentracion de factores de crecimiento, entre otros. El recuento plaquetario se realizo
de manera automatizada utilizando un contador hematolégico. El tamafio de las PL, evaluado
mediante el volumen plaquetario medio (VPM), es un marcador de la funcion y actividad
plaguetaria. EI VPM mide el volumen plaquetario, el cual se mide en fentolitros (fl) y su valor
normal es de 7.5 a 10 fl. Otro concepto que es importante incluir en la interpretacion de la actividad

de las PL es la masa plaquetaria, que se define como nimero de PL totales por el VPM de las PL

(4).



2- OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS:

Objetivos Generales.

- Analizar los controles de calidad de los productos del Plasma Rico en Plaguetas
elaborados en la Unidad de Terapia Celular del Hospital de Clinicas en el marco del
proyecto “Plasma rico en plaquetas autologo para el tratamiento de liquen escleroso

peneano resistente a terapia convencional: un estudio Piloto”

Objetivos especificos

- Evaluar elementos de calidad vinculados a la seguridad del producto a través de la

existencia o no de contaminantes microbioldgicos.

- Estudiar la pureza del PRP obtenido analizando la contaminacién con leucocitos,

eritrocitos y hemoglobina.

- Analizar la potencia a través del estudio de la concentracién de plaquetas en relacion al

nivel basal (factor de enriquecimiento, FE), nimero de plaquetas totales (NPT) y MP.



3- METODOLOGIA

El proyecto contd con el aval institucional (ver Anexo 1), fue inscripto en el Registro de
autorizacién de proyectos de investigacion en seres humanos del Ministerio de Salud Publica
(MSP, ver Anexo 2) y fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital de Clinicas (ver
resolucidn en Anexo 4). El ensayo clinico marco fue aprobado anteriormente por el Comité
de Etica del Hospital de Clinicas y el MSP (ver Anexo 4).

Fue un estudio descriptivo, observacional y retrospectivo donde se analizé la calidad de
los productos de PRP obtenidos durante el periodo 12/2017 a 8/2019. La poblacién estudiada,
constd de todos los productos de PRP producidos por la Unidad de Terapia Celular para el
ensayo clinico mencionado (n=34). Los datos fueron adquiridos de una base de datos
anonimizada obtenida del registro de productos procesados en la Unidad de Terapia Celular
construida por los responsables del ensayo clinico de forma de mantener la confidencialidad

de los datos de los pacientes (n=5).

Se evaluaron las siguientes variables: recuento plaquetario en Sangre Periférica (SP,
x10%/ul), recuento plaquetario en Fraccion intermedia de procesamiento (F1, x10%/ul), recuento
plaquetario en PRP (x10%ul), recuento de Gldbulos rojos (GR, x10%ul) en SP, F1 y PRP,
concentracion de hemoglobina (Hb) en SP, F1 y PRP (g/dl), VMP en SP, F1y PRP (fL) y
control microbioldgico de PRP (positivo/negativo). Asi como el volumen en mililitros (ml) de
SP, F1y PRP.

Teniendo en cuenta la clasificacion de MARSPILL para elaborar el PRP, el método el
cual se produjo el PRP fue manual. Se trabaj6 con centrifuga de banco de sangre bajo cabina
de flujo laminar. Se activo con con gluconato de calcio para que las PL liberen el contenido de
los granulos. El total de las centrifugaciones fueron dos para obtener el PRP. El FE se obtuvo
mediante el cociente entre la concentracion de PL en el PRP sobre la concentracion de PL en
SP. Por otro lado, el NTP se estim0 a través del producto entre la concentracién de PL en PRP

y el volumen de PRP. La MP se obtuvo a través del producto de NPT por VPM.

Los datos obtenidos de variables cuantitativas continuas se expresaron como media *
desvio estandar (SD). Se analiz6 la variabilidad entre individuos de los distintos parametros y
la variacion del VPM utilizando el test no paramétrico de Kruskal Wallis, considerandose
estadisticamente significativo p<0,05. Para evaluar la correlacion entre el NPT, FE y MP se
utiliz6 el coeficiente de correlacion de Spearman, considerdndose estadisticamente
significativo p< 0,05. Las graficas y andlisis estadistico fueron Ilevados a cabo con GraphPad
Prism 6.0.
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4- RESULTADOS

Evaluacion de la seguridad del PRP

En base al control microbiolégico no se detecté contaminacion microbiologica en los
preparados de PRP analizados. Estos resultados fueron obtenidos de un total de 34 muestras de
PRP, de los cuales 33 fueron negativas y para una muestra no hubo determinacion.

Estudio de la pureza del PRP

Para evaluar la pureza se analiz0 la presencia de Leu, GR y Hb en los productos de PRP

en relacion a los niveles basales de la SP de partida.

Considerando todas las muestras, la concentracién promedio en SP fue de 6,0 + 1,5 x10°
Leu/ul; en F1 fue de 0,4 + 0,4 x10%Leu/ul, yen PRP 2,1 + 2.1 Leu/ul, ver figura 1. Por lo tanto,
la concentracién de Leu en PRP fue menor al nivel basal pudiendo considerar a los productos
de forma global como pobres en Leu.

[Leucocitos] x10°ul
B
|

0- |
SP F1 PRP

Figura 1. Concentracion de Leucocitos (Leu) en Sangre Periférica (SP), Fraccion 1 (F1) y Plasma Rico en Plaquetas (PRP). Se

representa la concentracion de Leu promedio con el desvio estandar obtenido considerando todos los productos.

Se analiz0 la variabilidad interpaciente en la concentracién de Leu en el SP y PRP, ver
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figura 2. Siendo dicha variacion estadisticamente significativa en SP (valor-p < 0,0001) y no en

PRP (p-valor de 0,2638).
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Figura 2. Concentracion de Leucocitos (Leu) por paciente. Se representa la concentracion de Leu promedio con el desvio

estandar obtenido en sangre periférica (SP) y Plasma rico en Plaquetas (PRP) agrupado por paciente.

Por otro lado, se evalud la presencia de GR. Los datos brindaron un promedio de GR en
SP de 4,73 + 0,27 x10° GR/ul; en F1 fue de 0,01 + 0,02 x10° GR/ul; y en PRP fue de 0,02 +
0,01 x10® GR/ul. Para obtener una reduccion promedio 15 veces menor que la concentracion en
SP, la concentracion en PRP deberia ser menor a 0,31 x10° GR/ul. Obteniendo un resultado final
de 0,02 + 0,01 x10° GR/ul para el PRP, se puede afirmar que el PRP es pobre en GR, ver figura
3.

[GR] (X10° GR/ul)

Figura 3. Concentracién de Glébulos Rojos (GR) en Sangre Periférica (SP), Fraccion (F1) y Plasma Rico en Plaquetas (PRP).
Se representa la concentracion de GR promedio con el desvio estandar considerando todos los productos (n=34). La linea punteada en

rojo representa la concentracion maxima de GR que puede tener el PRP (0.31x10° GR/uL) para ser considerado pobre en eritrocitos.

Se analizé la variabilidad interpaciente en la concentracion de GR del PRP, ver figura 4.

No observandose diferencias interpaciente estadisticamente significativas (p-valor de 0,4671)-
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Figura 4. Concentracion de Glébulos rojos (GR) por paciente (P). Se representa la concentracién de GR promedio con el desvio
estandar obtenido en el Plasma rico en Plaquetas (PRP) agrupado por paciente. La linea punteada en rojo representa la concentracion

méaxima de GR que puede tener el PRP (0.31x10° GR/uL) para ser considerado como pobre.

Se analizaron los valores de la concentracion de Hb en SP y en los productos finales para
evidenciar hemolisis, siendo en promedio 13,8 + 4,5 g/dL en SP, y 0,0 + 0,0 g/dL en PRP. De las
34 muestras, 33 no evidenciaron presencia de Hb a excepcion de una Unica muestra en la cual se
detectaron 0,1 g/dL en PRP.

Analisis de parametros indicadores de potencia

Como forma de evaluar la actividad bioldgica del PRP, se analiz6 el factor de
enriquecimiento plaquetario (FE), el nimero de plaquetas totales obtenidas (PL) y la masa

plaquetaria (MP).

En la figura 5 se muestra la concentracion de PL promedio obtenida en SP, F1y PRP. El
factor de enriguecimiento (FE), considerando todas las muestras (n=34), fue para F1 fue de 1,3 £
0,3,y para PRP fue de 4,3+ 1,9.
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Figura 5. Concentracion de Plaquetas (PL) en Sangre Periférica (SP), Fraccién 1 (F1) y Plasma Rico en Plaguetas (PRP). Se
representa el promedio y desvio estdndar de todas las muestras procesadas (n= 34).

Se analiz6 la cantidad de PL totales en SP, F1y PRP, ver figura 6. Considerando todas
las muestras en promedio se logra obtener 3847 x10°+ 2168 x10¢ PL en el PRP. Se observd que a
medida que se lleva a cabo el proceso produccion del PRP si bien se logra concentrar las PL, la
cantidad va disminuyendo desde SP a PRP. En F1 se perdi6 el 47,5% de las PL, y en PRP el
59,8%. Si se compara F1 con PRP se obtiene como resultado que en la segunda centrifugacion se
pierde 12,3% de las PL totales.

15000+

100004
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N° de PLT totales X10°

23 & &

Figura 6. NUmero de Plaquetas totales (NPT) en Sangre Periférica (SP), Fraccion 1 (F1) y Plasma Rico en Plaquetas (PRP).
Se representa el promedio y desvio estandar de todas las muestras procesadas (n= 34).
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Se evalud la MP en SP, F1 y PRP, ver figura 7. Considerando todas las muestras en
promedio se logra obtener 2,44 x10%° + 1,44 x10° fl de MP en el PRP. Observandose también
pérdida de MP a medida que se procesan las muestras desde SP a PRP- La pérdida de MP en
relacién a SP fue de 53% en F1, y en el PRP del 69%.

15
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Figura 7. Masa Plaquetaria (MP) en Sangre Periférica (SP), Fraccién 1 (F1) y Plasma Rico en Plaquetas (PRP). Se representa

el promedio y desvio estandar obtenido de todas las muestras procesadas (n= 34).

Para evaluar la variabilidad interpaciente de los parametros indicadores de potencia se analizé el
NPT, el FE y la concentracion de PL en PRP agrupados por paciente. Al comparar el NPT
interpaciente, se observo una diferencia estadisticamente significativa (p-valor de 0,0271).
Realizando el post test de Dunn’s se llegé a la conclusién de que la diferencia se debi6 a la
disparidad en el NPT entre paciente 2 y paciente 3 (p-valor 0,0238), ver figura 8 A. No
observandose diferencias estadisticamente significativas interpaciente en la concentracion de PL
(p-valor de 0,4153), ni en el FE plaquetario (p-valor de 0,2502), ver figura8 By C

respectivamente.
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Figura 8. Nimero de Plaquetas totales (NPT), Factor de Enriquecimiento (FE) plaquetario, y concentracion de plaquetas
(PL) en Plasma Rico en Plaquetas (PRP) agrupado por paciente (P) A. N° total de PL donde en asterisco se representa donde

se demostro la variabilidad, B. FE, y C. Concentracion de PL.* p- valor: 0,0238

Por otro lado, se analizd la relacion entre los pardametros empleados para analizar la
potencia de los productos de PRP. Para ello se realizaron andlisis de correlacion entre los
valores de MP y NPT obtenidos, entre MP y FE y finalmente entre FE y PL totales. Al analizar
la relacién entre MP y NPT se observo que existe una asociacion lineal positiva entre dichos
pardmetros, ver figura 9 A. Existiendo una correlacion muy alta, con un coeficiente de
correlacion de Spearman de r= 0.9850 y un p-valor < 0.0001. Al analizar la relacion entre MP
y FE también se observd una asociacion lineal, aunque no tan marcada, ver figura 9 B.
Existiendo una correlacion alta, con un coeficiente de correlacion de Spearman de r= 0.7777 y
un p-valor <0.0001. En tanto la relacion entre FE y NPT también se observa una asociacion
lineal, ver figura 9C. Existiendo una correlacion alta, con un coeficiente de correlaciéon de

Spearman de r= 0.75455 y un p-valor <0.0001.
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Figura 9. Correlacion entre Masa Plaquetaria (MP), NUmero de Plaquetas totales (NPT) y Factor de Enriquecimiento (FE)
en Plasma Rico en Plaquetas (PRP). A. Correlacién entre MP y NPT. B. Correlacion entre MP y FE y C. Correlacion entre NPT y
FE.

Finalmente se analiz6 si hubo modificaciones en el VMP durante el proceso de produccion
del PRP, ver figura 10. Se obtuvo que el VMP promedio en SP fuede 8,1+ 1.0fl;enF1de 6,5 %
0,7 fl; y en PRP de 6,2 £ 0,8 fl; observandose en F1 una pérdida del VMP del 19,8% en
comparacion con SP, y en PRP una pérdida del 23,5% de VPM. Aplicando el test Kruskal-Wallis
se observo que las diferencias observadas en el VMP entre SP, F1 y PRP son estadisticamente
significativas (p-valor< 0.0001). Aplicando post test de Dunn's se observo que dicha diferencia es
estadisticamente significativa (p-valor< 0.05) entre SP y F1, SP y PRP, pero no resultd

significativa entre F1y PRP.
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Figura 10. Variacion del Volumen Plaquetario Medio (VPM). Se grafican los valores de VPM de todas las muestras procesadas en
Sangre Periférica (SP), Fraccion 1 (F1) y PRP.
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5- DISCUSION

Los estudios reportados a la fecha para el tratamiento de LEP no han analizado parametros
de calidad vinculados a la seguridad, pureza y potencia con los que se pueda comparar (20). Al
utilizar la clasificacién de MARSPILL para caracterizar a los productos obtenidos los mismos
fueron: M), An+), Rrec-p), Sesp2), PeLizs), @) Lier), Lay. Como ya se habia comentado, el
producto fue My porque no se utilizaron equipos automaticos para la obtencion del PRP, se
trabajo con centrifuga de banco de sangre y el producto fue expuesto al ambiente bajo cabina de
flujo laminar. S (Sp2) porque se realizaron dos centrifugaciones para llegar al PRP, A (a+) porque
fue activado con gluconato de calcio para que las PL liberen el contenido de los granulos. La.)
porque no se empled la activacion con luz e | . porque no se utiliz6 imagen guiada para la
aplicacién del PRP. En base a los resultados obtenidos se pudo confirmar que la concentracién de
gldbulos rojos (R), en inglés Red blood cells (RBC) fue pobre (RBC-P). En cuanto a la cantidad
de plaquetas (PL) evaluada como FE, el PRP fue rico, ya que el nivel de enriquecimiento obtenido
aumento en promedio 4,3 + 1,9 veces el valor basal. La clasificacion MARSPILL divide a los
productos de PRP en cuatro categorias seguin su cantidad de PL, en este caso si consideramos el
promedio estaria dentro del grupo PL4-6, pero debido a la dispersion observada para ser mas
estrictos tendriamos que clasificarlo como PL2-6 (8)

En cuanto a la seguridad, el PRP para uso aut6logo es considerado de bajo riesgo (21). En
este estudio se pudo observar que la forma de produccion empleada parece ser segura a la hora de
evitar la contaminacion microbioldgica, pese a utilizar un método manual y abierto. Existiendo
como limitante del método empleado para evaluar esterilidad que no permite detectar el
crecimiento de algunas bacterias como Francisella spp., Leptospira spp., Bartonella spp. y
Mycoplasma spp., parasitos ni virus (22).

El andlisis de pureza de un producto basado en células debe garantizar que no contenga
mas que un porcentaje definido y consistente de células no objetivo (14). En cuanto al contenido
Leu, GR y Hb se pudo determinar que los productos cumplieron con los pardmetros
preestablecidos. El beneficio de incluir Leu en el producto de PRP sigue siendo controvertido y
se han realizado pocos estudios para evaluar los efectos de la interaccion entre PL y Leu sobre las
concentraciones de los factores de crecimiento. Siendo relevante poder establecer un método de
produccion estandarizado con un contenido en Leu definido, segun la patologia a tratar, para

lograr mejores resultados de los ensayos clinicos con PRP (23).
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En cuanto a los parametros indicadores de potencia, autores como Ozer et. al 2018,
sugieren que no se deberia emplear Gnicamente el analisis de la concentracion de PL, siendo
apropiado evaluar otros parametros como NPT o MP (24). En este estudio se evalu6 ademas de
la concentracion de PL, el FE, NPT y MP, observando que existe entre ellas una correlacion alta
0 muy alta. Esto podria ser Gtil para comparar con otros estudios donde no siempre se presentan
todos los parametros referidos. Una limitante del estudio fue que los datos se basan Unicamente
en los recuentos hematoldgicos y medida del volumen de los productos obtenidos. Ambas
mediciones tienen sus limitantes, en particular el recuento plaquetario pudo verse afectado por la
formacion de agregados plaquetarios (25). Se report6 la presencia de agregados en algunos de los
productos analizados observandose que los mismos tenian recuentos plaquetarios bajos. Esta
formacion de agregados puede ser responsable del bajo recuento plaquetario. Los agregados
plaquetarios contienen gran numero de plaquetas, que, al formar particulas de mayor tamafio,
pueden determinar que el contador automatico las cuente con otros elementos formes, ya que la
calibracion de estos equipos se realiza en base al tamafio de las particulas analizadas. Por otro
lado, la reduccion en el VMP durante el proceso de produccion se podria deber a la pérdida de PL
mas grandes durante el proceso de centrifugacion (26). No se considera que se deba a la activacion
de PL durante el proceso de produccion, ya que la activacion de las PL se ha asociado a un
aumento de VPM (27).
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6- CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Al analizar los controles de calidad realizados en los productos del PRP elaborados en la
Unidad de Terapia Celular del Hospital de Clinicas en el marco del proyecto “Plasma rico en
plaquetas autélogo para el tratamiento de liquen escleroso peneano resistente a terapia
convencional: un estudio Piloto” observamos que el sistema de produccidn parece ser seguro, ya
que se logré obtener productos no contaminados con los estudios realizados. En cuanto a la pureza,
se establecié que los productos resultaron pobres en leucocitos y eritrocitos. No observandose
tampoco contaminacion con Hb. En relacion a la potencia se pudo determinar que se logré el
enriquecimiento necesario para ser considerado PRP, obteniéndose un FE de 4,3 + 1,9.
Lograndose un producto de calidad necesaria para la aplicacion clinica en LEP.

Como se menciono en la literatura hay muchos métodos de preparacion de PRP, no hay
una nomenclatura estandarizada y en consecuencia se pueden observar diferentes formas de llamar
a un mismo tipo de PRP (8). En este trabajo se observo que cumplié con los criterios de calidad
establecidos y se pudo clasificar a los productos de PRP producidos para el ensayo clinico de LEP,

lo que permitira realizar comparaciones con otros estudios.

Queda por delante aumentar el nimero de productos de PRP a analizar, en particular para
evaluar la variabilidad interpaciente. Por otro lado, seria relevante analizar el contenido de alguno
de los factores de crecimiento liberados por las PL. Asi poder correlacionar la cantidad de alguno
de los factores con los otros indicadores de potencia y con la eficiencia terapéutica del producto

analizada en el ensayo clinico.
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8- ANEXOS

Anexo 1: Carta aval de la institucion.
Anexo 2: Registro de autorizacion de proyectos de investigacion en seres humanos en MSP.
Anexo 3: Resolucion del Comité de Etica.

Anexo 4: Aprobacion por MSP del ensayo clinico LEP.
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HOSPITAL DE CLINICAS
Dr.Manuel Quintela

D2 JUN 2020

Montevideo, .M. & X L T

La Direccidon del Hospital de Clinicas “Dr. Manuel Quintela” otorga el aval Institucional
al Proyecto titulado: “Analisis del control de calidad de productos derivados de
plaquetas elaborados en el marco de un ensayo clinico para el tratamiento del Liquen
Escleroso Peneano”, y el protocolo de dicha investigacion.

Monografia de pregrado, grupo numero 8 del curso de Metodologia Cientifica II,
integrado por: Br. Ituarte, Noelia; Br. Pedraja, Paula; Br. Pouso, Maria; Br. Rodriguez,
Nadia, Br. Segredo, Florencia; Br. Tourn, Jennifer. Los tutores responsables de la
investigacion son Prof. Agda. Dra. Tourifio, Cristina; Asist. Echarte, Lourdes y Asist.
Posada, Marianela.

rof, Dra, Marina Stoll
Directora Técnica
Hospital de Clinicas
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Direccion General de la Salud
Division Evaluacion Sanitaria

N Ministeric
%% de Salud Puablica Solicitud de registro/autorizacion de proyectos de investigacién en seres
humanos

Montevideo, 28-05-2020.

Constancia de Solicitud de Registro de Proyecto

El presente documento hace constar que el proyecto: Andlisis del control de calidad de productos
derivados de plaquetas elaborados en el marco de un ensayo clinico para el tratamiento del Liquen Escleroso
Peneano fue ingresado el dia 28-05-2020, bajo el Nro. 788862 con los siguentes datos:

Datos del investigador coordinador del proyecto
Nombre: Maria Pouso
Documento de identidad: cedula : 48936459
Institucién a la cual pertenece: Facultad de Medicina
Funcién en el proyecto: Autor
Correo electrénico: victoria.pouso@hotmail.com
Teléfono de contacto: 098461131

“Esta constancia no implica la aprobacién del protocolo registrado ni la autorizacién para su realizacién”
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UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA
HOSPITAL DE CLINICAS

“DR. MANUEL QUINTELA”

SECRETARIA GENERAL

DEPARTAMENTO DE COMISIONES
COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION

Montevideo, 24 de Junio de 2020

Se transcribe resolucién del Comité de Etica del Hospital de Clinicas de fecha 24 de
Junio de 2020

En relacion al proyecto presentado por el Departamento Basico de Medicina

“Analisis del control de calidad de productos derivados de plaquetas elaborados
en el marco de un ensayo clinico para el tratamiento del Liquen Escleroso
Peneano”

Investigadores Responsables: Dra. Cristina Tourifno; Bres. Noelia Ituarte, Paula
Pedraja, Maria Pouso, Nadia Rodriguez, Florencia Segredo, Jennifer Toum

El Comité de Etica de la Investigacidn del Hospital de Clinicas resuelve aprobar la
realizacién de este proyecto en esta Institucion.

La aprobacion otorgada por este Comité de Etica es desde el 24 de Junio de 2020
hasta la fecha de finalizacién del mismo.

A S
Prbf. Dr. RaiNRuggia
Coordinador del Comité de Etica de la Investigaciéon

Integrantes del Comité de Etica del Hospital de Clinicas

Prof. Dr. Raul Ruggia' Coordinador — Ex Director de Neuropediatria
Dra. Gabriela Ballerio Abogada- Asistente Académica de Direccidn
Prof. Adj. Dra. Aurana Erman Ex- Profesora Adjunta de Neurocirugia

Especialista en Medicina Legal
Prof. Agda. Lic. Enf. Inés Umpiérrez Integrante Licenciada en Enfermeria

Prof. Adj. Dra. Leticia Cunetti Ex- Profesora Adjunta de Farmacologia y
Terapéutica '

Especialista en Nefrologia y Farmacologia
Lic. Psic. Sandra Torres Secretaria Administrativa
Lic. C. P Nadia Almeida Secretaria Administrativa
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Mristerio o Fodlod Dbtthes
Ghrecvisre Conoratoh £ Tt

VISTO: la gestién promovida por el Hospital de Clinicas “Dr. Manuel
Quintela”;

RESULTANDO: que solicita autorizacién para la realizacion del estudio

clinico titulado: “Plasma rico en plaquetas aut6logod para el tratamiento de
liquen escleroso peneano resistente a terapia convencional: un estudio
piloto” Estudio piloto de una sola rama a llevarse a cabo en el Hospital de
Clinicas “Dr. Manuel Quintela” en pacientes con liquen escleroso peneano
resistente a terapia convencional, de acuerdo al Protocolo versién 3.0 de 22
de diciembre de 2017, a cargo de la Dra. Cristina Tourifio en caracter de
Investigadora Principal y los Dres. Jorge Navarrete, Alexandra Sujanov y
Caroline Agorio en caracter de co-investigadores;

CBNSIDERANDO: 1) que la realizacién del mismo cuénta con el aval
del Comité de Etica y Direccién del referido Hospital;

IT) que segun lo expresado por la Comisién Nacional
de Etica en Investigacién y la Division Evaluacién Sanitaria, no existen
objeciones en acceder a lo ‘solicitado;

ATENTO: a lb expuesto y a lo establecido en el Articulo 2° y
concordantes de la Ley N° 9.202 “Orgénica de Salud Publica” de 12 de
enero de 1934 y en la Ordenanza Ministerial N° 19 de 11 de enero de 2018:
LA DIRECCION GENERAL DE LA SALUD
en ejercicio de las atribuciones delegadas
RESUELVE:

1°)  Autorizase al Hospital de Clinicas “Dr. Manuel Quintela”, la

realizacion del estudio titulado: “Plasma rico en plaquetas autélogo
para el tratamiento de liquen escleroso peneano resistente a terapia
convencional: un estudio piloto” Estudio piloto de una sola rama a

llevarse a cabo en el Hospital de Clinicas “Dr. Manuel Quintela” en
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pacientes con  liquen escleroso  peneano.  resistente  a
terapia convencional, de acuerdo al Protocolo versién 3.0 de 22 de
diciembre de 2017, a cargo de la Dra. Cristina Tourifio en
caracter  de Investigadora Principal y los Dres. Jorge Navarrete,
Alexandra Sujanov y Caroline Agorio en caricter de co-
investigadores.

2°)  Disponese que la Investigadora Principal, Dra: Cristina Tourifio
informara, en les plazos previstos los informes de avance y los
resultados obtenidos a la Divisién Evaluacion Sanitaria.

3°)  Establécese que la respensabilidad por la:produceion, ‘cantrol :de
calidad y uso del referido producto serd compartida solidariamente
por la Investigadora Principal Pra. €ristina Tourifio.y el Dr. Ismael
Rodriguez. ;

4°) Comuniquese. Tomen nota la Direccién. General .de,la Salud, la
Comisién Nacional de Etica en:la Investigacion ¢ - . Ay Eﬁmﬁé
Evaluacion Sanitaria. Cumplido, agchivese.

Ref. N° 001-5118/2017 .
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