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1. RESUMEN

El plasma rico en plaquetas (PRP) es un producto obtenido de la sangre compuesto por plasma
con un contenido de plaquetas superior al nivel basal en sangre. Se plantea que el PRP potencia
el proceso fisiologico de cicatrizacion a través de la liberacion de factores de crecimiento
plaquetarios. Su utilizacién es innovadora, aunque no existe adecuada estandarizacion de su

preparacion y posologia de administracion.

En este trabajo se realiza el analisis del control de calidad del PRP utilizado en el tratamiento de

ulceras venosas.

Objetivo general: Analizar la calidad del Plasma Rico en Plaquetas elaborado en la Unidad de
Terapia Celular del Hospital de Clinicas en el marco del ensayo clinico “Tratamiento de ulceras
venosas cronicas de miembros inferiores con plasma rico en plaquetas autélogo”. Como
objetivos especificos se analizaron parametros basicos de calidad vinculados a la pureza, la

potencia, y la seguridad del producto.

Metodologia: Estudio unicéntrico, observacional, descriptivo, transversal. Se analizaron los
parametros de potencia como el factor de enriquecimiento (FE), la masa plaquetaria y el numero
de plaquetas totales, parametros de seguridad a través de la deteccion de contaminacion
microbiologica por cultivos bacteriologicos, y parametros de pureza como la contaminacion por

eritrocitos y leucocitos. Se analizaron 91 productos de PRP.

Resultados: No se detectd contaminacion bacteriana en la mayoria de los productos. Solo un
producto dio positivo para Staphylococcus warneri, agente patdgeno de la flora cutanea. Se
obtuvo un FE entre 2 y 3 en 58,3% de los productos, por debajo de 2 en 33,3%, y no se
obtuvieron datos en 3,1%. La media de la masa plaquetaria fue de 2990 x10° con DE de 1800,8
x10° y la media global del niimero de plaquetas totales fue de 3749,6 x10° plaquetas con DE de
2897,2 x10°.

El estudio de la pureza mostrd 153 veces menos hematies en el PRP que el hemograma basal y

un recuento leucocitario medio 2,5 veces menor que el recuento en sangre periférica.

Conclusiones: Se realizo el analisis de calidad del PRP, mostrando que los productos obtenidos

cumplen con los criterios basicos de calidad para uso terapéutico.



Palabras clave: Plasma rico en plaquetas. Factores de Crecimiento. MARSPILL. Control de

Calidad.

ABSTRACT

Platelet-rich plasma (PRP) enhances the physiological healing process, its use is innovative,

although it lacks adequate standardization of preparation and administration dosage.

In this work, the analysis of the quality control of the PRP is carried out, due to the scarcity of

scientific evidence on the adequate parameters for the management of this technique.

General objective: To analyze the quality of the Platelet Rich Plasma prepared in the Cell
Therapy Unit of the Hospital de Clinicas within the framework of the clinical trial "Treatment of
chronic venous ulcers of the lower limbs with autologous platelet rich plasma". Purity, potency,

and safety were analyzed as specific objectives.

Methodology: Single-center, observational, descriptive, cross-sectional study. Potency
parameters such as enrichment factor (EF), platelet mass and number of total platelets, safety
parameters through the detection of microbiological contamination by bacteriological cultures,
and purity parameters such as contamination by erythrocytes and leukocytes. 91 PRP products

were analyzed.

Results: Bacterial contamination by Staphylococcus warneri, a pathogen of the skin flora, was
found in one case. An EF between 2-3 was obtained in 58.33% of the products, below 2 in
33.33%, and no data was obtained in 3.12% of the products. The mean platelet mass was 2990
x106 with a DS of 1800.8 x106 and the global mean of the number of total platelets was 3749.6
x106 platelets with a DS of 2897.2 x106.

The purity study showed 153 times fewer red blood cells in the PRP than the baseline blood

count and a mean white blood cell count 2.5 times lower than the peripheral blood count.

Conclusions: The quality analysis of the PRP was carried out, demonstrating that products

suitable for therapeutic use were obtained.

Key words: Platelet-rich plasma. Growth Factors. QA.



2.  INTRODUCCION

El plasma rico en plaquetas (PRP) se define como la fraccion de plasma que tiene una
concentracion de plaquetas superior al nivel basal®. Se plantea que el PRP podria incrementar
el reclutamiento de distintos tipos celulares que participan en el proceso de reparacion de los
tejidos, mimetiza y potencia los eventos que suceden durante el proceso fisiologico de
cicatrizacion debido a sus concentraciones suprafisiologicas de plaquetas y la liberacion de
factores de crecimiento contenidos en sus granulos plaquetarios. Estas sustancias favorecen la
cicatrizacion al atraer células diferenciadas a la recientemente formada matriz y estimulan su
division. Asimismo promueven la capilarogenésis, aceleran la re-epitelizacion e interactuan con

macrofagos favoreciendo la curacion y regeneracion de tejido dafiado.

El PRP no solamente contiene plaquetas sino que también posee leucocitos, hematies, proteinas
de secrecion y factores de crecimiento liberados de los granulos plaquetarios®. Entre estos
ultimos se podran encontrar el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), el
factor transformante beta (TGF-[1), el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF),
cada uno de ellos con diferentes mecanismos de accion que actuan en diferentes blancos. En la
figura 1 se muestran las principales moléculas contenidas en los granulos alfa plaquetarios y su
funcion en la regeneracion tisular. Al dia de hoy, no hay evidencia que sostenga que la presencia
de leucocitos en los preparados de PRP favorecen o no el proceso de regeneracion®. Hay
autores que indican que podria ser un factor protector frente a infecciones y otros que sostienen

que los neutr6filos podrian liberar sustancias toxicas a nivel celular no selectivas.”

El PRP se puede clasificar segun su concentracion de leucocitos y fibrina. Se clasifican en
Plasma Rico en Plaquetas Puro o sin leucocitos (PRP-Plasma rico en plaquetas y leucocitos
(L-PRP), plasma rico en plaquetas pobre en leucocitos y rico en fibrina (P-PRF) y el Plasma

rico en plaquetas, leucocitos y fibrina (L-PRF), figura 2.



Molécula Funciones

Estimula la sintesis de proteinas, induce la quimiotaxis, estimula produccién
PDGF 0 e

de IGF-1, y factores proangiogénicos.
VEGF Mayor inductor de la angiogénesis'?
EGE Estimula la reepitelizacion, angiogénesis, formacion del tejido de

granulacién, acelera la regeneracion.®

Regula el ciclo celular, estimula la reparacion epitelial, la formacién de tejido

HGF s SRaminls

de granulacion y angiogénico.'?
IGF-1 Estimula la proliferacién y diferenciacion celular y sintesis de coldgeno.®
EGF Estimula el crecimiento, migracién y diferenciacidon de gqueratinocitos.™

Factor més importante en la regeneracién, induce la guimiotaxis, promueve
TGF-B la diferenciacion de fibroblastos, formaciéon de la MEC, contraccion de la
herida, aumenta proliferacion de células epiteliales.® ®

PF4 Estimula la inflamacién, interviene en la hemostasis. ' '®
PDAF, PDEGF y ECGF  Promueven la angiogénesis.'?- 8. 19

IL-1B, 1L-4, IL-6, IL- Proinflamatorios / Antiinflamatorios.®
10 y TNF-o

Fibrindgeno,
vitronectina,
fibronectina, Factor
von Willebran y
trombospondina

Participan en la formacion del trombo, estimulan la adhesién de células y
promueven la mitosis.* 20

Abreviaturas: factor de crecimiento derivado de plaquetas, PDGF; factor de crecimiento vascular endotelial, VEGF; factor de crecimiento de fibroblastos,
FGF; matriz extracelular, MEC; factor de plaquetas 4, PF4; factor angiogénico derivado de plaquetas, PDAF; factor de crecimiento endotelial derivado
de plaquetas, PDEFG; factor de crecimiento de células epiteliales derivado de plaquetas, ECGF; interleucing, IL; factor de necrosis tumoral, TNF.

Figura 1. Principales moléculas contenidas en los granulos alfa plaquetarios y su funcion
en la regeneracion tisular. Extraido de: Castro-Piedra, Arias-Varela. Actualizacién en

plasma rico en plaquetas. Acta médica costarricense, 2019

Recientemente se realizd6 un nuevo sistema de clasificacion, denominado MARSPILL, que
utiliza mas variables. En la clasificacion de MARSPILL se considera el método de preparacion
(M), el uso de un activador exdgeno (A), la presencia o ausencia de eritrocitos (R), la velocidad
de centrifugacion (S), el enriquecimiento plaquetario (P), la guia por imagenes para la correcta
aplicacion del PRP cuando corresponda (I), la presencia o ausencia de leucocitos (L) y el uso de

activacion de luz (L), figura 3 @,




Clasificacion

Presencia de  Arquitectura de

leucocitos fibrina
PRP Puro (P-PRP) No Baja densidad
Plasma rico en plaquetas y en leucocitos (L-PRP) Si Baja densidad
Fibrina rica en plaguetas pura (P-PRF) No Alta densidad
Fibrina rica en plaquetas y leucocitos (L-PRF) Si Alta densidad

Figura 2. Clasificacion del PRP segin su contenido de leucocitos y fibrina. Extraido de:

Castro-Piedra, Arias-Varela. Actualizacion en plasma rico en plaquetas. Acta médica

costarricense, 2019

Letra Representacion
M Método
A Activacion
R Eritrocitos

S Centrifugacion (spin)

P Numero de plaquetas

| Guia por imagenes

L Concentracion de
leucocitos
L Activacién de luz

Manual (H), automatico
Activado (A +), no activado
Rico (RBC-R), pobre

Uno (Sp1), dos (Sp2)
PL 2-3, PL 4-6, PL 6-8, PL

Guiado (G+), no guiado

Rico (Lc-R), pobre (Lc-P)

Activado (A+), no

Tipo

(M)

(A)

(RBC-P)

8-10

(G-)

activado (A-)

Figura 3. Clasificacion de MARSPILL. Extraido de: Castro-Piedra, Arias-Varela.

Actualizacion en plasma rico en plaquetas. Acta médica costarricense, 2019




Existen varios protocolos de preparacion del PRP. Habitualmente el PRP se obtiene a partir de
una extraccion de sangre periférica. Esto se puede hacer con el uso de kits desechables, “técnica
cerrada”, o mediante una forma manual, “técnica abierta”, manteniendo estrictas condiciones de
asepsia y esterilidad. En ambos modelos la sangre es posteriormente sometida a procesos de
centrifugaciéon y separacion de los elementos formes de la sangre segin su densidad.
Dependiendo de las diferentes configuraciones de estos procedimientos se pueden obtener
distintos preparados de PRP®. Posteriormente, el PRP debera ser activado para que sus granulos
alfa liberen sus mediadores quimiotacticos y cumplan con su mecanismo de acciéon estimulando

©_ Para ello se utiliza la adicion de trombina exodgena, cloruro

la regeneracion tisular
calcico(CI12Ca) o gluconato de calcio.”” El PRP puede ser aplicado por via intradérmica,

subdérmica, intralesional o inclusive en forma liquida o gelificado.”

Se destaca que existe una gran heterogeneidad en los productos de PRP utilizado con diversidad
de métodos de preparacidon (sistemas automatizados y manuales), composicion del producto
final (concentracion final de plaquetas, presencia o ausencia de leucocitos o eritrocitos, entre
otros), las formas de activacion (cloruro de calcio, gluconato de calcio, trombina), o bien, la
formulacion del producto final (liquido, gel o membrana). A esto se agrega, la posologia de
administracion: dosis, frecuencia, via. Tal y como se ha mencionado, todas estas variables en
conjunto, incidiran directamente sobre el tipo y cantidad de los factores de crecimiento
liberados, lo que afectara los resultados obtenidos para cada una de las diferentes condiciones

clinicas ®.

Durante el procesamiento del PRP se debera aplicar parametros que aseguren la calidad del
producto. Las especificaciones de calidad que se requieren para los productos de terapia celular
tiene que ver con determinados parametros: 1) Potencia, con la cual evaluamos que el producto
posee la funcidn biologica necesaria para cumplir su accion; 2) Pureza, parametro que trata de
determinar sustancias no deseadas como contaminantes, y; 3) Seguridad, importante para
comprobar que el producto no contenga agentes patdogenos, como pueden ser microorganismos
infecciosos entre otros. Estos parametros de calidad basicos son aplicables a todos los

productos biologicos ?V.

Desde la primera aplicacion del PRP en el tratamiento de ulceras cutaneas en 1980, su uso se
fue diversificando hacia una gran cantidad de terrenos de la medicina y para distintas

aplicaciones. Entre estas areas clinicas se encuentran patologias musculo-esqueléticas, heridas



quirargicas, Ulceras cronicas, quemaduras, oftalmologia, otorrinolaringologia, cirugia estética y

nervios periféricos.”

Las ulceras venosas cronicas de miembros inferiores (UVC MMII) son una afeccion frecuente,
con alta incidencia en la poblacion adulta. A pesar de un correcto tratamiento etiologico, y de
contar con un gran abanico de opciones terapéuticas, existe un porcentaje de pacientes con
evolucion torpida o refractaria a estos tratamientos, lo cual los transforma en un gran reto
terapéutico’”. Una de las nuevas opciones terapéuticas para estos pacientes podria ser el
tratamiento con plasma rico en plaquetas. Se han puesto en practica, entonces, multiples ensayos
clinicos que buscan evaluar la eficacia del PRP en UVC MMII refractarias a los tratamientos

convencionales, destacando que atn no existe consenso en cuanto a su beneficio.

Para la obtencién del PRP en el Area de Terapia Celular y Medicina Regenerativa
(ATCMR-HC) se realiza la técnica de doble centrifugacion con la cual se busca obtener un
preparado con una mayor concentracion de plaquetas que el recuento plaquetario basal de
sangre periférica, obtenida a través del sistema cerrado al vacio Vacutainer. Al realizar estas
centrifugaciones sucesivas, se obtienen al menos 2,5-1000 x10° plaquetas/pL suspendidas en
plasma (de 2 a 7 veces el valor basal); cifra tomada como definicion de PRP. ®® Mediante
gluconato de calcio se realiza la activacion plaquetaria como paso previo a disponerlo sobre la

lesion.

Este trabajo esta enfocado en el analisis de calidad del PRP elaborado en el marco de un ensayo
clinico: “Tratamiento de ulceras venosas cronicas de miembros inferiores con plasma rico en

plaquetas autdlogo”

2.1 JUSTIFICACION

La utilizacion de PRP es un tratamiento innovador, que a nivel internacional cada vez tiene

mayor utilizacion pero sin la adecuada estandarizacion de la posologia de administracion.

Al dia de hoy se han llevado a cabo numerosos ensayos clinicos que evaluan el uso de PRP en
diversas afecciones. A pesar de ello existe una diversidad de opiniones con respecto a su uso,
algunos autores justifican que el uso de PRP es beneficioso?, pero por otro lado, multiples
estudios concluyen que, con los datos obtenidos no hay evidencia suficiente para confirmar que
el tratamiento con PRP sea mas beneficioso que el tratamiento convencional. ‘*'" Una de las

razones por las cuales no se puede llegar a un consenso universal es debido a que no existe una



estandarizacion del producto tanto en el método de preparacion, clasificacion del producto final
y forma de aplicacion."*'¥ Esto determina la importancia de realizar un adecuado control de
calidad de los productos con el fin de conocer la calidad del producto administrado, poder
realizar un correcto analisis estadistico de los resultados obtenidos y poder extraer conclusiones

del ensayo clinico.®

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL:

0 Analizar la calidad del Plasma Rico en Plaquetas elaborado en la Unidad de
Terapia Celular del Hospital de Clinicas en el marco del ensayo clinico
“Tratamiento de ulceras venosas cronicas de miembros inferiores con plasma

rico en plaquetas autdélogo”.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Determinar la presencia de contaminacidon microbioldgica, como parametro de

seguridad del producto.

o Analizar el factor de enriquecimiento del producto final (PRP), como parametro

de potencia del producto.

o Cuantificar hematies y leucocitos presentes en el producto final, como

parametro de pureza del producto.

o Identificar factores que pueden haber influenciado en el rendimiento del PRP.



4. METODOLOGIA

Se realizd un estudio unicéntrico en el Hospital de Clinicas “Doctor Manuel Quintela”, en el
Area de Terapia Celular y Medicina Regenerativa, observacional, descriptivo, transversal. El
mismo cuenta con el aval del Comité de Etica del Hospital de Clinicas y fue registrado en el
Ministerio de Salud Publica (Ver Anexos 1y 2). Cabe destacar que la recoleccion de datos fue
retrospectiva porque se trata de muestras tomadas anteriormente. Se incluyeron los datos
anonimizados obtenidos del registro de productos biologicos de origen humano elaborados en la

Unidad de Terapia Celular y Regenerativa del Hospital de Clinicas.
5. PROCEDIMIENTO

Se analizaron las diferentes caracteristicas del plasma rico en plaquetas elaborado en la Unidad
de Terapia Celular del Hospital de Clinicas para su uso en el ensayo “Tratamiento de Glceras

venosas cronicas de miembros inferiores con plasma rico en plaquetas autélogo”.

A través de una base de datos anonimizada se analizaron los pardmetros de los productos
obtenidos de cada paciente que participd del ensayo clinico. Nuestra poblacion de estudio

fueron todos los productos de PRP obtenidos en el ensayo clinico, teniendo un N total de 91.
Las variables analizadas fueron:

- Factor de enriquecimiento (FE): Parametro de potencia. Se define como el cociente
entre el recuento plaquetario en el producto final (PRP) y el recuento plaquetario inicial
en sangre periférica del paciente. Para evaluar el enriquecimiento en todo el proceso de
produccioén se evalud el recuento plaquetario inicial (en Sangre Periférica), el recuento
plaquetario en la fraccién intermedia (F1) y en el producto final.

- Masa plaquetaria: definida como el producto de la concentracion plaquetaria con el
volumen plaquetario medio (VPM). Parametro de potencia

- Numero de plaquetas totales (NPT) en PRP: Definido como el producto de la
concentracion plaquetaria y el volumen total en el PRP. Pardmetro de potencia.

- Presencia de agregados plaquetarios: Parametro de potencia.

- Presencia o no de microorganismos patogenos: Parametro de la seguridad del
producto. Se evalud la presencia o no de contaminacion bacteriana a través de los

resultados de cultivos realizados al PRP.
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- Recuento leucocitario, recuento de hematies y presencia de hemoglobina libre en el
PRP: Parametro de la pureza del producto.
- Presencia o no de hemolisis: valorando el aspecto macroscépico del producto, como
parametro de pureza.
Se realizo el andlisis estadistico de los resultados a través de medidas de tendencia central
como la media y de dispersion como la varianza y desvio estandar. Se realizé test t student para
analizar si existian diferencias significativas entre la concentracion de plaquetas en PRP en
relacién con la concentracion de SP en cada paciente considerando un p significativo menor a
0.05. Para este trabajo se realiz6 la busqueda bibliografica acerca del tema en buscadores

calificados.
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6. ANALISIS DE RESULTADOS

Los datos para la realizacion de este estudio fueron proporcionados en una planilla anonimizada.
Se analizaron 91 muestras de PRP, que fueron administrados a 7 pacientes (denominados P1 a
P7) incluidos en el proyecto “Tratamiento de ulceras venosas cronicas de miembros inferiores
con Plasma Rico en plaquetas autologo”. A cada paciente se le realizd entre 6 y 12 aplicaciones
de PRP por ulcera a tratar. En la tabla 1 se muestran los valores hematimétricos promedios y
desvios estandares obtenidos de los hemogramas basales, fraccion 1 (F1) y PRP a través de

equipos automatizados de los pacientes incluidos en el estudio.

Tabla 1: Valores hematimétricos promedios y desvios estindares de los hemogramas de los

pacientes incluidos en el estudio y de sus productos (n=91).

Desvio
Media estandar (DE)

Recuento plaquetario en SP (x10°/ul) 240.7 43.9
Hemoglobina en SP (g/dl) 13.86 1.39
Recuento Glébulos Rojos (millones/ml) en SP|4.65 0.49
Leucocitos en SP (mil/mm®) 6.68 1.76
Volumen de SP obtenido (ml) 38.53 21.71
Recuento plaquetario F1 (x10°/ul) 333.45 290.10
Recuento plaquetario en PRP (x10°/ul) 526.15 217.06
Volumen de PRP obtenido (ml) 6.79 4.74
Recuento leucocitos en PRP (x10°/ul) 2.64 3.17
Recuento de Globulos rojos (mill/mm?*) 0.03 0.03
Hemoglobina en PRP (g/dl) 0.01 0.06
Volumen plaquetario medio en PRP (f1) 6.02 0.97

SP: Sangre Periférica. F1: fraccion 1. PRP: Plasma rico en plaquetas.

Analisis de seguridad
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En el andlisis de la seguridad del producto se evidenci6 la ausencia de contaminacion
microbiana en el 99 % de los productos (n=90), y en el 1% de los productos (n=1) se detecto
contaminaciéon microbioldgica, en este caso el agente contaminante fue el Staphylococcus
warneri, el cual es un agente comunmente presente en la flora epitelial. El andlisis
microbiologico fue llevado a cabo a través del sistema Bact Alert con resultados a los 5 dias del

cultivo.

Analisis de potencia

Los parametros de potencia analizados fueron el factor de enriquecimiento (FE), la masa
plaquetaria (MP) y el numero de plaquetas totales (NPT).

Del total de 91 productos se determiné el FE de 88 productos, la MP en 85 productos y el NPT
en 89 productos; esto se debe a que en algunos casos faltaron datos de valores hematimétricos
tanto del hemograma del paciente como del producto de PRP en la planilla proporcionada. La
media del FE global fue de 2.2 con un desvio estandar de 0.8. Del total de pacientes, 3
obtuvieron un PRP con FE promedio por encima de la media global, mientras que los 4
restantes estuvieron por debajo de esta. Con respecto al total de los productos, el factor de
enriquecimiento fue de entre 2-3 en un 58.3% de los productos, por debajo de 2 en un 33.3% y
en un 3.12% no se obtuvieron datos.

A su vez, la potencia fue evaluada a través de un test de “t” de student comparando el recuento
plaquetario en sangre periférica con el recuento plaquetario en el PRP. Se demostrd con un
intervalo de confianza del 95% con un valor P significativo de 0.0189 de que la concentracion

de plaquetas es mayor en el PRP que en sangre periférica.

La media de la masa plaquetaria fue de 2990 x10° con un DE de 1800.8 x10° y la media global
del nimero de plaquetas totales fue de 3749.6 x10° plaquetas con un DE de 2897.2 x10°. En la
tabla 2 se muestra la media de los FE obtenidos de cada paciente, masa plaquetaria y N° de

plaquetas totales con sus respectivos desvios.
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Tabla 2. Caracterizacion de los productos aplicados a cada paciente (FE, MP, NTP

expresados en medias y desvios estandar).

Pl P2 P3 P4 P5 P6 P7
(n=5) @m=12) |@m=10) |@=22) |®=12) |@=18) |(n=9)
FE 1.2+1.0 [2.1405 [2.0 £1.0 [2.2#0.61 |1.6+0.8 [2.5£0.5 [3.1+0.7
MP 634.8  +[44173 £[1657.9+ [3132.33+ (22249 +[3042.6 +|4679.7
x10% 1)  [671.2 1368.1 1310.1  [2145.8 12645  |594.2 +1384.2
655.0  +£[6240.3 +[1304.5 +|4431.48 =+[1574.9  [5048.1+ |3554.6
NPT (x10°) |698.5 3546.9 1161.1  [2859.0  [#8455  [2717.1  |+1019.4

FE: Factor de Enriquecimiento, MP: Masa Plaquetaria, NPT: Numero Total de Plaquetas, P1:

paciente 1, P2: paciente 2, P3: paciente 3, P4: paciente 4, P5: paciente 5, P6. paciente 6, P 7:

paciente 7

Analisis de la pureza

Para evaluar la pureza del producto final, se valoro la presencia o ausencia de contaminacion

con leucocitos, hematies y hemoglobina tomando en cuenta los recuentos basales en los

hemogramas de los pacientes y los recuentos en el PRP.

Con respecto a la contaminacion leucocitaria del PRP se evidencid una concentracion de

leucocitos en PRP media 2.5 veces menor que el recuento en SP. En cuanto a la concentracion

de hematies en el PRP se evidencid una disminuciéon media de 153 veces con respecto al

recuento en el hemograma basal.

En la figura 4 se representa la concentracion media de leucocitos en SP y en PRP, y en la

figura 5 se representa la concentracion media de eritrocitos en SP y en el PRP de cada paciente.
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Figura 4: Concentracion media de leucocitos en SP y en PRP de cada paciente. En el eje de

las y se muestra la concentracion media de leucocitos x10°/mm’*
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Figura 5: Concentracion media de eritrocitos en SP y en los productos de PRP de cada

paciente. En el eje de las y se muestra media de eritrocitos x10%mm’
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Con respecto al analisis macroscopico del producto final, no se evidencio la presencia de
hemolisis en ninguno de los productos segun los datos proporcionados. En 9 productos se

registro la presencia de microagregados y macroagregados plaquetarios.

7. DISCUSION

La preparacion del PRP difiere segun los diferentes protocolos utilizados, lo cual puede generar
productos divergentes en su contenido de células y factores de crecimiento y por lo tanto en su
funcionalidad. La definicion de PRP requiere la presencia de al menos 250-1000 x 10°
plaquetas/ul suspendidas en plasma (2-7 veces superior al recuento basal)*. Algunos trabajos
evidencian que menores concentraciones plaquetarias no tienen efecto fisioldogico y mayores
concentraciones no incrementan la respuesta bioldgica, y podria tener efectos inhibitorios en la

. Asimismo, por ser un producto de origen bioldgico debe ser

regeneracion de las heridas
procesado por personal capacitado, ya que no esta exento de riesgos. Una adecuada
estandarizacion de su produccidon permite cumplir con objetivos determinados y obtener
resultados mas veraces en los ensayos clinicos que utilizan estos productos. Como se menciond
anteriormente existen diferentes métodos de clasificacion del PRP. Segun la clasificacion de
MARSPILL se obtuvieron productos procesados de forma manual (M, los productos fueron
obtenidos a través de centrifugaciones y fue manipulado bajo cabina de flujo laminar), activados
( previo a su utilizaciéon, A+), pobres en contenido de eritrocitos (RBC-P, definidos como tal
aquellos productos que contienen un recuento de globulos rojos al menos 15 veces inferior al
recuento en SP), obtenidos por 2 centrifugaciones (Sp2), con un factor de enriquecimiento
medio entre 2 y 3 (PL 2-3), con una aplicaciéon no guiada por imagen (G-), pobre en leucocitos
(Lc-P, definido como aquellos productos con recuento leucocitario inferior que el recuento
basal), sin activacion por la luz (A-). Se destaca la homogeneidad de los productos obtenidos en
el ensayo clinico segin MARSPILL.

Dentro de los objetivos, nos planteamos evaluar la seguridad del producto final, el parametro
utilizado para tal fin fue el estudio de la contaminacién microbioldgica. Del total de 91 muestras
obtenidas, se aisl6 un microorganismo en un uUnico producto, probandose la presencia de
Staphylococcus warneri. Este mismo es un germen residente de la microbiota de la piel lo que
nos lleva a hipotetizar sobre las posibles causas de contaminaciéon, como por ejemplo una
inadecuada asepsia de la piel del paciente previo a la extraccion de sangre o la manipulacion
incorrecta en la preparacion del producto, como por ejemplo el no mantenimiento de las

condiciones estrictas de esterilidad, o la contaminacion al obtener la muestra para cultivo para
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su envio al laboratorio.

Durante el estudio de la potencia se verificd que 58,3% de los productos obtuvieron un FE entre
2 y 3 yun 33,3% del total por debajo de 2, dentro de las posibles causas de esta variabilidad
podriamos considerar la presencia de microagregados y macroagregados plaquetarios
observados en algunos productos. Aunque no se pudo obtener evidencia significativa sobre el
efecto de macroagregados sobre el producto final debido a la falta de registro de datos de todos
los productos, consideramos que la presencia de estos podrian influenciar en los resultados del
factor de enriquecimiento. Basado en los pocos datos recolectados, se registro la presencia de
macroagregados en un total de 9 productos y de estos un 88,8% presentaron un factor de
enriquecimiento menor a 2,0. Pensamos que en estos productos el enriquecimiento debid ser
mayor, y que los recuentos plaquetarios obtenidos por el contador automatico no fueron reales,
lo cual determiné una subestimacion del factor de enriquecimiento plaquetario. Para
complementar y determinar adecuadamente la potencia de los productos elaborados se deberia
realizar la cuantificacion de los factores de crecimiento presentes en el PRP, cuyos resultados no
son dependientes de la presencia de macroagregados o evaluar su actividad biologica en ensayos

biologicos celulares.

8. CONCLUSIONES

La elaboracion de productos biologicos como herramienta terapéutica hace necesaria la
estandarizacion de su procesamiento, de modo tal de obtener un producto homogéneo y
reproducible. Esto garantiza que el rendimiento del PRP no se vea modificado por determinadas
variables, y de esta forma poder confiar en ciertos aspectos como la potencia, seguridad y
pureza de la técnica. De esta forma, los resultados terapéuticos de la aplicacion de estos
productos no se veran afectados por esta variable.

En este trabajo se realiz6 el anélisis de la calidad del Plasma Rico en Plaquetas elaborado en la
Unidad de Terapia Celular del Hospital de Clinicas en el marco del ensayo clinico “Tratamiento
de ulceras venosas cronicas de miembros inferiores con plasma rico en plaquetas autélogo”,
mediante un estudio observacional, descriptivo, y transversal, con una recoleccién de datos
retrospectiva.

Con respecto a la evaluacion del parametro de seguridad del PRP, se analiz6 la presencia de
microorganismos patégenos mediante cultivos microbiolégicos, donde se obtuvo ausencia de

contaminacion en el 99% de las muestras estudiadas. La medicion del factor de enriquecimiento
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evidencido una potencia media muestral de 2 - 3 en la clasificacion MARSPILL. En la
evaluacion del parametro de pureza, se contabilizaron valores bajos de hematies y leucocitos,
por lo tanto se clasificoé al PRP como: pobre en globulos rojos y pobre en leucocitos por lo cual
podemos decir que se obtuvo un producto con una pureza adecuada. Dentro de los factores que
pueden influenciar el rendimiento del PRP, se destacan: agentes microbianos contaminantes y la
presencia de macro y microagregados plaquetarios. Se obtuvieron productos que cumplen con

los parametros establecidos para su uso terapéutico.
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Anexo 1

3

UMNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA
HOSPITAL DE CLIMICAS
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SECRETARIA GENERAL

DEPARTAMENT D DE COMISIONES :
COMITE DE ETICA DE L& INVESTIGACION

Mantavideo, 24 de Junio de 2020

Se transcribe resclucin del Comité de Etica del Hespital de Clinicas de fecha 24 de
Junig de 2020

En redacion al proyecto presentado por el Departamento Basico de Medicina

“Control de calidad de plasma rico en plaguetas para el tratamiento de ulceras
VENOSAS cronica”™

Investigadores HResponsables: Dras. Cristina Towurifio, Lourdes Echarie,

Marianela Posada ; Bres Diege Ardao, Enrigue Cadenas, Maikol Gonzalez,
Esteban Lujan, Agustina Pavesio, Maria Belen Sartore

El Comité de Efica de la Investigacién del Hospital e Clinicas resuelve aprabar la
realizacadn de esie proyacto en esta Institucion.

La aprobacion otorgada por este Comité de Efica es desde el 24 de Junio de 2020
hasla la fecha de finalizacion del mismo. |

0 2N
F'ml'll::f; éE;Hngla

Coordinador del Comité de Etica de la Investigacidn

Integrantes del Comité de Etica del Hospital de Clinicas

Prof. Dr. Radl Ruggia Coordinador = Ex Direcior de Neurapediatria
ra. abrela Ballers Abogada- Asistente Académica de Direccion
Frof. Adj. Dra. Aurana Erman Ex- Profesora Adjunta de Meuwracinegia

Especialista en Medicina Legal

Prof. Agda. Lic. Enf. Imés Umpiérrez Integrante Licenciada en Enfermeria

Prof. Adj. Dra. Leticia Cufatt Ex- Profesora Adjunta de Farmacologia y
Terapéubica

Ezpacialista en Mefralogia ¥ Farmacalogia
Lic. Psic. Sandra Torres Secretaria Adminisirativa
Lic. C. P Madia Almaeida Secretaria Administrativa
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Anexo 2

AN Errdsterier e o Vinlerad Phidiiive

Montevideo, |5 2 HIEEUH

VISTO: la pestidn promovida por b Coordinadoes del Area Ternpia
Celular y Modicina Regencrtiva del Hospital de Clinicas;
RESULTANDO: que solicits aulorizacién parn ks realizacion del
esfiodo clindco titulado: “Tratambienio de dbocras venosns ordnicas de
miembros infesiones con plasms rico en plaguetas sutddops”, Fase [1,
Promcole PRP-UV-2006 Vertitn 2, Consentimicnto  informado
Version 2, & llevarse a cabo on el Hospital de Clinicas “Dv. Manucl
Chiintela, & cargo de bas Ds. Cristing Tourifo v Gabricls (iero on
cardcler de investipndoras principales ¥ do Ins Drs. Sofia Faleo,
Alexandra Sufanov, Natalia Lamela v In Lic. Lourdes Fcharte en
carscter de co-investigadors;
CONSIDERANDY: 1) que la reabizacion del mismo cuenta con ¢
aval del Comité de Etiea y de la Direccidn del referide Hespital;

) que la Division Evaluscidn Sanitaria
informa favorablemente al respecta;

) que la Comisién Macional de Erica en
Investigacidn no formula ohjeciones o la realizacidn del citado
estudio:;

IV) que de acuerdo 3 lo expresado por Ia
Direcciin General de la Salud s estima pertinenle proceder en
COfLECTIENEa;
ATENTC: a lo expucsto ¥ a lo cstablecido en e Articulo 2* v
concordantcs de la Ley N® 9,202 "Ovginica de Salud Piblics™ de 12
de encro da 1934;
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LA MINISTRA (1) DE SALUD PUBLICA
RESUE LY E;

Autofizise & b Investigadorass Principales Dras.  Cristing
Towrifo v Gabricln Otere ¥ 508 Co-Evestipadones, b
realizacion del estudio clinico titulade: "Tratamiento de Dlooras
mmmuﬁinudumimhﬂiuﬁﬂ-iﬂn:mplmﬂrhﬂm
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Hospital de Clinicas “Dr. Manuel Guintela”™
Wqﬂhlmmeh informaran cn Lok
plazos previstos los informes de avance ¥ hos resultados
obicnidos o ba Divisidn Evaluaciin Samlahn
Estabiécese que 18 respansabilidad poe el wo del reforida
producto scri compastida por 1as Investigadorss Principales ¥ la
Dircccin  Técnica del Heapital de Clinicas. “Dr.  Manuel
Craintela™.
Comuniquese. Tomen nota la Digeccita CGeneral de In Salud ¥ i
Diivisidn Evaluacstn Sanilaria, Cumplido, archivese.
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