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SINTESIS
El plasma rico en plaquetas es un producto biolégico autélogo derivado de la
sangre. El objetivo fue evaluar un procedimiento para la obtencién del plasma
rico en plaquetas aut6logo por técnica abierta ambulatoria. Se realizé una
investigacion de innovacion desarrollo con un estudio cuasi-experimental en un
grupo de sujetos sanos de la Universidad de Ciencias Médicas de Camaguey,
de enero 2020 a diciembre 2022. Para la evaluacion del procedimiento se
utilizé el criterio de concordancia de expertos. Se optimiz6 el proceso de
obtencién del plasma rico en plaguetas con la modificacién del tiempo y la
fuerza de centrifugacién. Se determing la estabilidad biolégica, incluido las
caracteristicas fisico-quimicas y microbioldgicas. Se realiz6 un estudio de
factibilidad econdémica. Con la modificaciéon del tiempo y la fuerza de
centrifugacion se obtuvo un incremento de la concentracion de plaquetas
respecto al valor basal a los 10 minutos y 726 g, el promedio de valores de
concentracién de plaquetas fue de 610x10%L y se demostré funcionabilidad
plaquetaria con un nivel de significacion menor de 0,05. El procedimiento
elaborado fue considerado como una técnica sencilla, econdmica, segura y
reproducible (Kendall 0,731). El estudio de estabilidad demostrd6 que el
producto obtenido es seguro e idéneo para ser utilizado en centros
asistenciales de la Atencion Primaria de Salud. El procedimiento constituye una
herramienta que garantiza el cumplimento de los estandares de la calidad para
la produccion de bioldgicos, permite el control del proceso y la obtencién de un

producto seguro.
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1. INTRODUCCION



INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

En los dltimos afios se observa el avance en el estudio de las terapias celulares
y su aplicacién en medicina regenerativa.® Esta se fundamenta en la
administracion de células o moléculas activas para reparar 6rganos Yy tejidos
dafiados e incluso la implantacion de células aisladas de tejido adulto
regeneran la estructura del tejido u érgano.

Fundamentado en la terapia celular se asume en la investigacion la definicion
de Fernandez et al., %..."el PRP es un volumen bioldgico autélogo que se deriva
de la sangre y se obtiene después de la centrifugacién, con niveles de
concentraciones de plaguetas superiores al basal con fraccion plaquetaria de
tres a ocho veces la concentracion fisioldgica ..."

Para el tratamiento regenerativo de enfermedades, existen varios tipos de
células y fuentes celulares, las células madre estromales mesenquimales y las
células hematopoyéticas.>

Las cuales se utilizan en una variedad de procedimientos médicos, desde la
administracion de suero autélogo hasta el uso de plasma rico en plaquetas
(PRP), con objetivos dirigidos a la prevencion, curacion y rehabilitacion de los
sujetos.* >

Las regulaciones del Parlamento Europeo con la Organizacion Panamericana
de la Salud (OPS) argumentan,® que los avances en la eficacia y calidad del
PRP, estan dados por el aumento en la concentracion de factores de
crecimiento (FC) y plaguetas con intervencién de factores técnicos y bioldgicos.
La Union Europea, establece estandares de calidad y seguridad para la

recoleccion, analisis, manipulacion, almacenamiento y distribucién de sangre

1



humana y sus componentes; pero a pesar de esto, cada estado tiene la
potestad de regular el uso clinico del PRP.’

Sin embargo, la eficiencia clinica del PRP a menudo es dificil de evaluar, por la
variabilidad en los protocolos de obtencion y la falta de una metodologia que
proporcione mejores resultados,® sustentados en la seguridad del
procedimiento para el PRP aut6logo en entornos clinicos que controle el riesgo
de enfermedades transmisibles y reacciones adversa, o que hace que sea
aplicable a una amplia gama de pacientes.®

El PRP se obtiene de forma segura en el laboratorio clinico en condiciones
controladas, instrucciones de trabajo, con personal acorde a las normas
establecidas.® En relacién con el uso y los fines terapéuticos, la normativa tiene
en cuenta las caracteristicas del donante, el dispositivo de extraccion de
sangre, el procesamiento de la muestra y el procedimiento de activacion
cuando corresponda.’

El informe de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
(AEMPS) describe los medicamentos que se elaboran en base celular con las
garantias minimas de calidad en la obtencion de PRP. La calidad del producto
es responsabilidad del profesional sanitario que los prescribe, incluso aunque la
elaboracion sea realizada por un tercero, y establece las especificidades
necesarias para el uso del PRP en Espafia.’

Se describen amplias variaciones de protocolos que se publican para la
preparacion de PRP que conducen a composiciones variables e inducen
diferentes respuestas bioldgicas. Estos mismos se rigen por marcos normativos
para la fiscalizacion de productos que se derivan de células y de tejidos con

fines terapéuticos, que aseguran las garantias de buenas practicas de



laboratorio (BPL) y el cumplimiento de las medidas de bioseguridad que
garantizan la calidad del PRP a lo largo de todo el procedimiento.'®**

La elaboracion de productos biolégicos y hemoderivados en Cuba, se rigen por
las buenas practicas (BP) de productos biolégicos y buenas préacticas de
fabricacion (BPF) de productos farmacéuticos en bancos de sangre y medicina
transfusional.*> De modo similar los requisitos de calidad necesarios para la
sangre humana obtenida por donacidn manual o automatica y para los
componentes que se fabrican a partir de esta estan regulados por el centro de
Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médicos de Cuba
(Cecmed).’

Publicaciones en Cuba muestran poca evidencia de procedimientos para la
obtencién de PRP autélogo en técnica abierta ambulatoria, en el Congreso de
Hematologia 2023, del programa de Medicina Regenerativa se abordaron
algunos temas sobre la obtencién del PRP aut6logo en centros asistenciales
del nivel secundario de salud, en los que avalan dicho proceder, los que son
poco operativo para el nivel primario.**

En la provincia de Camaguey, se observa la aplicabilidad del PRP autélogo en
diversas especialidades médicas como en la Dermatologia, Ortopedia y
Traumatologia Anestesiologia, Cirugia Plastica y Caumatologia en la atencién
secundaria de salud,’® para tratamiento de diferentes enfermedades que
representan un problema de salud para la poblacion, sin embargo, se evidencia
en la atencion primaria de salud la inexistencia de procedimientos de obtencion
del PRP autdlogo que garantice la seguridad del producto.

El PRP autdlogo desde décadas se desarrollan nuevos meétodos para su

obtencién con mayor eficacia y precision.® Estos métodos incluyen el uso de



sistemas simple y doble centrifugacion, que permiten separar las capas de la
sangre con mayor precision y obtener una concentracion mas alta de plaquetas
y factores de crecimiento.”’

Anitua, *® explica el proceso de obtencién del PRP de forma ambulatoria con
una centrifuga estandar de laboratorio, sin necesidad de utilizar instalaciones
complicadas ni gran volumen de sangre con obtencién de plaquetas con
factores de crecimiento posterior a la centrifugacién. En este sentido Bos et al.,
19 refieren que el PRP se realiza mediante una técnica que se acepta y se
prescribe desde hace muchos afios, aunque carece de ficha técnica el
procedimiento como herramienta de calidad y seguridad del producto.

Como resultados de la investigacidbn una vez identificada la necesidad de
obtencién del PRP autdlogo de forma ambulatoria, se disefia un proyecto de
investigacion que se encamina a la obtencién del PRR aut6logo en oOptimas
condiciones y simple de preparacién con los recursos disponibles.

El Centro de Inmunologia y Productos Bioldgicos (Cenipbi), desarrolla un
procedimiento que garantiza la preparacion del PRP autélogo a partir de la
modificacién descrita por Anitua,’® en técnica abierta ambulatoria reproducible,
estandarizada y con cumplimiento de los requisitos de BPF que avalan la
calidad del producto en los centros asistenciales del nivel primario del salud.
1.2. Justificacion del estudio

El PRP presenta caracteristicas y factores de crecimiento que promueven la
neoformacion de componentes intercelulares. El proceso de obtencion se
realiza mediantes procesos de centrifugacion, separacion y posterior formacion,

estos procesos son sensibles a la manipulacion e intervienen en la viabilidad de



2021 nor lo que la acumulacién de estos elementos afectan la

las plaquetas,
cantidad de factores de crecimiento después del proceso.?

Se reportan protocolos complejos y costosos en estudios clinicos de
preparacion de PRP,% que emplean diversos métodos en los que se utilizan
diferentes fuerzas centrifugas y numero de giros, con métodos estandar para
evaluar la calidad del PRP con fines de reproducibilidad, recoleccién y
preparacion del concentrado, pero estos no brindan informacion suficiente que
permita la repetitividad de la técnica de obtencién.?*?

La optimizacion del procedimiento de obtencion del PRP, se establece por
técnicas cerradas que usan materiales desechables, equipos especificos para
la obtencién, procesamiento de la muestra con elevados costos y resulta no
funcional en todos los centros asistenciales. Por otra parte, esta la técnica
abierta que se utiliza en diferentes escenarios clinicos con equipos y materiales
econémicos lo que permite la extraccion de una cantidad significativa de
plaquetas del propio paciente.?

En Camagliey son insuficientes las publicaciones que describen el
procedimiento de obtencion del PRP autbélogo en técnica abierta ambulatoria,
no obstante, la tendencia es de aplicarla por los beneficios de sus propiedades
en diferentes enfermedades en la Atencién Secundaria de Salud (ASS).?” Por
consiguiente es necesario investigar y desarrollar nuevos métodos que mejoren
la seguridad y eficiencia de este procedimiento, para evaluar los riesgos y
beneficios asociados y garantizar la seguridad de los pacientes.

Todo lo expuesto confirma que para obtener el PRP autdlogo de manera

efectiva y segura, es necesario seguir un procedimiento que garantice la

calidad y la concentracion adecuada de plaquetas en el producto final. Por lo



tanto, es importante evaluar un procedimiento de obtencién del PRP autélogo
ambulatoria en técnica abierta que sea facil de seguir, reproducible y que
permita obtener un producto con las caracteristicas requeridas.
En consecuencia, se requiere de un procedimiento para la obtencion de PRP
autologo en técnica abierta ambulatoria que valide el proceso de forma segura,
viable, ordenada y econdémica para su contribuciébn a la reproducibilidad y
generalizacion en entornos asistenciales de la Atencion Primaria de Salud.
1.3. Problema de investigacion
¢,Como evaluar un procedimiento para la obtencion del plasma rico en
plaguetas autdlogo en técnica abierta ambulatoria, que contribuya al
perfeccionamiento de las buenas practicas de fabricacidon en la Atencion
Primaria de Salud?
1.4. Objetivo general
Evaluar el procedimiento para la obtencién del plasma rico en plaguetas
autologo en técnica abierta ambulatoria.
1.4.1. Objetivos especificos

1. Fundamentar el soporte teo6rico de obtencién del plasma rico en

plaguetas aut6logo en técnica abierta ambulatoria.
2. Elaborar el procedimiento para la obtencion del plasma rico en plaquetas
autologo en técnica abierta ambulatoria.
3. Validar el procedimiento para la obtencion del plasma rico en plaquetas

autologo en técnica abierta ambulatoria.



1.5. Hipotesis de la investigacion

La evaluacion del procedimiento para la obtencion del plasma rico en plaguetas
autologo en técnica abierta ambulatoria contribuir4 en la Atencion Primaria de
Salud al establecimiento de las buenas practicas de fabricacion.

1.6. Disefio metodologico de la investigacion

Estructura general de la investigacion: Se estructurd en tres etapas.

Primera etapa

La revision de la literatura permitié establecer el marco teérico, se realizé una
estrategia de busqueda para precisar la contextualizacion del tema y marcarlo
como novedad, el contenido fue indizado a través del DeCS, se encuentran los
siguientes términos: plasma rico en plaguetas, plasma y Cuba y como
alternativos se utilizaron plasma fresco congelado y plasma sanguineo.

Asi como Cumed la cual mostré seis pantallas con 10 registros para un total de
60 documentos. Por lo que, se manipulé el Google avanzado de donde se
sacaron los documentos a texto completo. De modo similar en SciIELO Cuba se
localizaron 30 pantallas con 10 documentos a texto completo, lo que enmarco
un total de 3 060 registros; la informacion fue tratada, de manera reflexiva
mediante el andlisis critico en su contenido. (Objetivo 1).

Segunda etapa

Se efectué una investigacion de innovacién desarrollo con un estudio cuasi
experimental en un grupo de sujetos sanos. Se disefo el procedimiento para la
obtencion del PRP autdlogo en técnica abierta ambulatoria y se realiza un
analisis econdémico-social, a través del calculo de costos del procedimiento

para la obtencion del PRP autdlogo en técnica abierta ambulatoria (Objetivo 2).



Tercera etapa

Se desarroll6 la validacion del procedimiento de obtencion del PRP aut6logo en
técnica abierta ambulatoria se establecio a través de la opinion de los expertos
con las exigencias necesarias para la evaluacion del producto y métodos
analiticos (estudios de estabilidad y agregabilidad plaquetaria) (Objetivo 3).

Los analisis estadisticos se realizaron en SPSS v26.0 (del inglés Statitical
Package for the Social Sciences, Inc., Chicago, EE.UU.).

Los distintos métodos y técnicas empleados estan descritos en detalle en los
capitulos correspondientes.

1.7. Novedad cientifica

Se optimizé la eficiencia del proceso de obtencion de concentrados
plaquetarios con la modificacion en la elaboracion del producto en cuanto a la
estandarizacion del tiempo y la fuerza de centrifugacion.

Las pruebas de estabilidad que incluy6é los estudios de las caracteristicas
fisico-quimicas, microbiolégicas y de funcionabilidad, contribuyeron a la
obtencién de un producto seguro e idéneo para el uso. El estudio de costos
demostro la factibilidad econémica del procediendo.

La herramienta describe de forma detallada el proceso para la obtencion del
plasma rico en plaguetas autélogo en técnica abierta ambulatoria, con el fin de
garantizar el cumplimento de los estandares de la calidad, ademas de
desempefiar su funcion como instrumento de control del proceso, en la

Atencién Primaria de Salud.



1.8. Beneficios esperados

Conocimiento cientifico: establecimiento de un procedimiento de obtencién
estandar con calidad y seguridad en el proceso, que aseguren las buenas
practicas en las diferentes aplicaciones terapéuticas.

Social: genera un impacto positivo al permitir la generalizacion de un
procedimiento basado en terapia regenerativas personalizadas, con
disminucién del costo en la obtencibn del producto que garantiza su
rentabilidad.

Econdmico: la obtencion del plasma rico en plaguetas autélogo por técnica
abierta ambulatoria de bajo costo, lo que reduce los gastos por concepto de
tratamiento, lo cual permite la factibilidad, reproducibilidad y generalizacion en
las instituciones de salud.

1.9. Limites del alcance de la investigacién

En un primer momento la obtencién del PRP aut6logo en técnica abierta
ambulatoria se desarrollé en los laboratorios del Cenipbi con los recursos
disponibles y para la generalizacion del procedimiento se tendran en cuenta la
disponibilidad de recursos materiales de cada unidad asistencial en la Atencién

Primaria de Salud.
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2. DESARROLLO

2.1. CAPITULO 1. Fundamento del soporte teérico de la investigacion
acerca de la obtencién del plasmarico en plaguetas autélogo.

En este capitulo se muestra el soporte tedrico de la investigacion acerca del
método de obtencion del PRP autélogo. Ademas, se fundamenta sobre las
buenas practicas de fabricaciéon del PRP, normas, requisitos y regulaciones,

estudios de estabilidad de igual manera los diferentes protocolos de obtencion.
2.1.2. Objetivos del capitulo

Objetivo general

Fundamentar el soporte tedrico de obtencion del plasma rico en plaguetas
autélogo.

Obijetivos especificos

1. Describir las caracteristicas y diferentes protocolos para la obtencion de
plasma rico en plaquetas.

2. Referir las buenas préacticas de fabricacién para el plasma rico en plaquetas,
requisitos y estudios de estabilidad.

3. Reseniar sobre los estudios de costos y prefactibilidad econémica
2.2.1. Plaquetas. Plasma rico en plaquetas.

Las plaquetas tienen forma discoidea de tamafio heterogéneo y tienen la menor
densidad y menor tamafio que el resto de las células sanguineas, unas dos
micras de diametro frente a los leucocitos que tiene unas 20 micras, los mas
pequefios son los linfocitos con unas nueve micras de diametro. Son
anucleadas y se originan en la médula ésea, a partir del megacariocito. Las
llamadas pro-plagquetas se fragmentan en plagquetas individuales y son

liberadas en el torrente sanguineo donde viajan entre siete a diez dias.?
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Del mismo modo las plaguetas son consideradas por su funcion como agentes
hemostaticos, porque impiden el sangrado. Sin embargo, a medida que
avanzan las investigaciones y el conocimiento sobre la biologia plaquetaria, se
identifican como pequefias particulas inertes, con una extraordinaria
complejidad estructural y bioguimica que se expresa en la gran variedad de
funciones. Se utilizan como modelos para el funcionamiento de neuronas,
debido a su capacidad de liberar y captar serotonina y otros
neurotransmisores.?

Se sustenta que las plaquetas presentan en su morfologia elementos discoides
biconvexos de forma elipsoide con un diametro 2,9 a 4,2 ym y grosor de 0,6 a
1,2 um, la produccién media de plaquetas es de alrededor 1x10''plaquetas
diarias, que contiene un alto nivel de plaquetas y distintos tipos de granulos los
densos y alfa; los primeros contienen variedad de moléculas pequefias
mientras que los granulos alfa almacenan las proteinas de sefializacion y
factores de crecimiento.?®

La autora hace referencia a lo que sustenta la literatura sobre la importancia de
la vida media de las plaquetas, asi como la funcién de las plaquetas en la
hemostasia primaria, coagulacion y fibrindlisis, su participacion en la respuesta
inflamatoria e inmunitaria, en el mantenimiento de la integridad vascular y la
cicatrizacion de heridas, ademas que se reconoce su capacidad de sintesis
proteica, a pesar de la ausencia de ncleo.?

En el caso de la membrana plasmatica en la plaqueta, median las interacciones
con el medio externo y ocupa un papel central en su fisiologia con un contenido
particular en determinados fosfolipidos y glicoproteinas. Los fosfolipidos son

ricos en acido araquidonico, el acido graso precursor de la sintesis de
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eicosanoides y sustancias implicadas en la transmision de las sefiales recibidas
en la membrana.®

En este sentido los fosfolipidos son asimétricos y se distribuyen en la bicapa,
por consiguiente, los que poseen carga negativa, tales como el fosfatidilinositol,
fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina se localizan en la capa interna. Esta
distribucion tiene, un significado funcional, sirven como sustratos para enzimas
intracelulares durante la activacién plaquetaria, de igual modo, algunos
fosfolipidos tienen propiedades agregantes con el factor activador de plaquetas
(PAF) y procoagulante como el factor plaquetario 3 (PF3).%°

También las glicoproteinas estan presentes en gran medida en la membrana
plaguetaria, contiene cadenas ramificadas de polisacaridos, que forman una
cubierta exterior o glicocalix, que le confiere una carga negativa a la superficie
de la plaqueta. Por otro lado, en el interior plaquetario se encuentra el organelo
y el citoesqueleto que mantiene la forma e integridad plaquetaria.?®

Las plaqueta en su contenido interior presentan: mitocondrias, un namero
escaso de ribosomas, pocos reticulos endoplasmético rugoso, vesiculas de
Golgi y un nimero de granulos, dentro de estos los alfa que constituyen la
mayoria de estas estructuras, los que tienen presente en su contenido las
quimiocinas, interleucina 1, interleucina 8, inmunoglobulinas, factores de la
coagulacion (V y VIII), inhibidores del activador de plasminégeno y P-selectina,
factores de von Willerbrand y los factores de crecimientos.>*

En relacion a los factores de crecimiento Varela, * describe los diferentes
factores en el PRP, como el factor de crecimiento derivado de las plaguetas
(PDGF), estos factores promueven la angiogénesis a traves de los macroéfagos.

Gonzélez et al., *® hacen referencia al factor de crecimiento transformante
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(TGF-B) encargado de la quimiotaxis, sintesis de colageno por los osteoblastos,
proliferacion y diferenciacion de las células mesenquimales.

También el factor de crecimiento epidérmico (EGF) es descrito por Hernandez
et al., ** los que mencionan el efecto mitogénico, quimiotéctico en fibroblastos,
células epiteliales, proosteoblastos y precondrocitos, asimismo destacan el
factor de crecimiento fibroblastico (FCF) con la funcién de la estimulacion y
coordinacion de la mitogénesis de células mesenquimales como los
fibroblastos, los osteoblastos, condrocitos, células musculares lisas y
mioblastos esqueléticos.*

En este sentido Cuadros et al.,*® sefialan al factor de crecimiento insulina-like
(IGF) en funcién de la proliferacion y diferenciacion de células mesenquimales
y de revestimiento, asi como describen al factor de crecimiento vascular
endotelial (FCEV) los cuales inducen la quimiotaxis y proliferacion de las
células endoteliales, lo que provoca una hiperpermeabilidad de los vasos
sanguineos.

De este modo, se considera enfatizar la contribucion de las plaquetas en
funcion del restablecimiento y regeneracion de los tejidos de forma general por
las propiedades y factores de crecimiento contenidas en las plaquetas, *" sin
embargo, la calidad en su obtencién depende de métodos que garanticen sus
caracteristicas en el producto final, por lo que se debe tener en cuenta
procedimientos de obtencion que avalen su seguridad y eficacia.

En este sentido, investigaciones en el area del PRP como lo es la biotecnologia
terapéutica, Fernandez et al.,> reconocen la importancia del PRP como
producto biolégico autdlogo en la angiogénesis y restauracion en distintos

tejidos musculo esqueléticos y 6rganos lesionados, que esta en dependencia
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en la muestra de sangre, centrifugacion y separacién de los componentes de la
sangre.

Por lo que respecta a la precision de lo qué es PRP, en la literatura consultada
son diversas las definiciones. La AEMPS, ® define el PRP como un volumen de
plasma autélogo que contiene una concentracion de plaquetas superior al nivel
basal (150.000-350.000/uL). A juicio de Fernandez et al., ? refieren que el PRP
es la fraccidon con concentraciones en plaguetas de tres a ocho veces superior
al nivel normal y de acuerdo con Conde et al., > lo caracteriza como una
fraccion de plasma obtenido de sangre autdloga que tiene una concentracion
de plaquetas superior a la del plasma en condiciones basales (150-400x10°L)
después de la centrifugacion.

La autora coincide con lo referido en la literatura, y asume la definiciéon de
Fernandez et al., ? los que plantean que el PRP es un volumen biolégico
autologo que se deriva de la sangre y se obtiene después de la centrifugacion,

con niveles de concentraciones de plaquetas superiores al basal.
2.2.2. Nomenclaturay clasificacién del plasmarico en plaquetas.

Dentro de las dos formulaciones diferenciadas se establecen el plasma rico en
plaquetas con leucocitos y plasma rico en plaquetas sin leucocitos® La autora
coincide con Sharun et al.,*® los que abordan la nomenclatura PRP en relacién
a las diferentes fracciones que se obtienen en funcion del método empleado en
el preparado: plasma rico en factores de crecimiento (PRFC), plasma rico en
plaquetas y factores de crecimiento (PRPFC), plasma rico en plaguetas (PRP),
plasma pobre en plaquetas (PPP), plasma rico en plaquetas y rico en
leucocitos (PRP- RL) y plasma rico en plaqueta y pobre en leucocitos (PRP-

PL).

14



Con respecto a la clasificacién Lana et al.,** describen la clasificacion
MARSPILL, que tienen en cuenta el método de preparacion (M), el uso o la
falta de un activador exégeno (A), la presencia o ausencia de eritrocitos (R), la
velocidad de centrifugacion (S), la concentracion de plaquetas alcanzada con
respecto a la concentracién basal (P), la guia por imdgenes para la correcta
aplicacion del PRP, cuando corresponda (I), la presencia o ausencia de
leucocitos (L) y el uso de activacion de luz (L).

Sharun et al., *° describen diferentes clasificaciones de las soluciones de PRP
para su uso en medicina deportiva. En estas clasificaciones tienen en cuenta la
concentracion de plaquetas y de leucocitos junto con el uso de activacion. De
este modo, establecen cuatro tipos de PRP en dependencia de la presencia o
ausencia de leucocitos y la activacién o no de PRP.

39 clasifican las

En tal sentido Delong et al., citado por Sharun et al.,
preparaciones respecto a la concentracion basal de plaquetas, este concepto
se abandoné porque la concentracién depende del volumen de suero utilizado,
también refieren el sistema de clasificacion en el analisis de las preparaciones
en grupos homogéneos en cuanto a su composicién, clasificacion PAW
(acrénimo de plaquetas, activacion y glébulos blancos).

En consecuencia, Kon et al., ** para clasificar la obtencién del PRP, tienen en
cuenta aspecto como el andlisis celular y el protocolo de aplicacion. Ademas,
describen la codificacion que representa un avance en la informacion sobre la
composicion del producto. De igual forma muestra las caracteristicas del PRP

en los estudios in vitro, en animales y en ensayos clinicos, destacan la

complejidad de la clasificacion de un producto biolégico, e indica una
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descripcion en relacibn con el producto biolégico empleado, obtencion,
composicién y aplicacion.

Por otra parte, Magalon et al., % plantean la clasificacion DEPA (dosis de
plaguetas inyectadas, eficiencia de produccién, purificacion de PRP, activacion
del PRP). Tienen en cuenta la dosis inyectada de plaquetas (en numero
absoluto), la eficiencia de produccién porcentaje de plaquetas obtenidas de la
sangre periférica), la pureza del PRP (composicion relativa de plaquetas,
leucocitos y glébulos rojos), y la activacion (cloruro célcico vs trombina).
Aportan a cada término una letra en funcion de la cuantificacion del parametro
a determinar y obtienen una puntuacion final.

En relacién a la activacion del PRP Chen et al., *® describen el conocimiento de
la concentracion y el cociente de concentracion de plaquetas, la pureza del
PRP, la concentracién de leucocitos, si la activacion del PRP es enddgena o si
el PRP se activa antes. En este sentido, es criterio de la autora la no activacién
del PRP ya que la activacion plaquetaria es inducida debido a la exposicion al
colageno dérmico y trombina una vez que se inyecta.

Se considera que la necesidad de activacion exdgena afecta la forma fisica del
producto final y también influyen en los factores de crecimiento. Una de las
principales cuestiones que intervienen el resultado de los procesos de
elaboracion PRP es la proporcion relativa de plaquetas, leucocitos, glébulos
rojos y factores de crecimiento, cada uno de estos componentes juega un papel

fundamental en el resultado final, *

ademas las preparaciones PRP deben
estandarizarse en cuanto al método de obtencion para que el proceso de la
toma de muestra, centrifugacion y posterior separacion certifique la calidad y

seguridad del producto.
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2.2.3. Técnica de obtencidn. Activaciéon plaquetaria.

El procedimiento basico para la obtencion del PRP se caracteriza por la
extraccion de sangre periférica, la centrifugacion, la obtencion de la fraccién
rica en plaguetas y la activacién. Una vez centrifugada la sangre periférica se
obtienen tres capas en funcion de la densidad celular, capa superficial de
plasma, intermedia de leucocitos y profunda de glébulos rojos. Se selecciona la
capa superficial e intermedia segun el material de preparacion y se activa.*
Los métodos de preparacion se diferencian en la obtencion de la fraccion rica
en técnica abierta y cerrada, la velocidad de centrifugacion, la cantidad de
sangre requerida, la presencia o ausencia de leucocitos y la activacion
plaquetaria. Existen mas de 20 materiales comerciales diferentes que se
caracterizan por velocidades de centrifugacién y sistemas de activacion
especificos.’

En la técnica cerrada, se emplean materiales comerciales desechables que
incorporan todo el material que se requiere para la produccion del PRP. En
este caso, la muestra en ningln momento tiene contacto con el exterior, por lo
gue no es necesario que las autoridades competentes emitan un certificado de
las instalaciones y de los procedimientos efectuados, siempre y cuando se
sigan las instrucciones del sistema comercial empleado.’

En la técnica abierta, la muestra si tiene contacto con el exterior, el método
empleado es evaluado por las autoridades competentes. Estas se avalan en
instalaciones donde se desarrolle la actividad, se toma como referencia las
normas de correcta fabricacion de la Union Europea, el procedimiento utilizado
para la produccién del PRP y los controles de calidad establecidos.” La autora

coincide con lo expuesto en la literatura consultada sobre la necesidad de
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asumir los criterios técnicos de inspeccidon que cumplen las instalaciones en las
que se obtenga plasma autblogo y sus fracciones, componentes o derivados
mediante técnica abierta.

Por tanto, se considera que la introduccion de la técnica abierta ambulatoria
para la obtencion del PRP autélogo con un procedimiento que asegure su
aplicabilidad y eficacia, se puede realizar en diferentes escenarios clinicos sin
la necesidad de instalaciones complejas, asi como el uso de materiales
COSt0SO0s.

La técnica descrita por Villanova, * se basa desde la extraccién sanguinea, con
la sangre recolectada en tubos con citrato dextrosa (ACD) o &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), de la misma manera refiere que los
anticoagulantes mas utilizados para las preparaciones de PRP son los basados
en citrato, en los bancos de sangre el anticoagulante &cido citrico dextrosa
(ACD) es el mas usado por su contenido en dextrosa y el citrato.

En este sentido, se considera que no se encontraron evidencias en la literatura
consultada acerca de efectos negativos con el uso del citrato sédico, el mismo
en el PRP controla los niveles de pH del medio y garantiza la viabilidad
plaquetaria, sin embargo, el EDTA produce un aumento de volumen plaquetario
medio después de la centrifugacion, lo que es un indicador del cambio en la
morfologia de las plaquetas.

Como seflala Garcia,* en la sangre anticoagulada después de la
centrifugacion se forman tres capas determinadas: la capa inferior y superior
compuesta por plasma, en relacion a la fase plasmatica presentan tres
fracciones en funcion de la cantidad de plaquetas presentes, una fraccion

pobre en plaquetas, una concentracion media de plaquetas y la fraccion rica en
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plaquetas. Asi mismo, Croisé et al., *° hacen alusién que esta divisién de la fase
plasmatica no es detectable a simple vista por lo que se establece como 1/3
superior, inferior y medio del volumen obtenido.

En cuanto a la activacion plaquetaria Gémez et al., ¥’

comentan que se
sustenta en la presencia de las plaquetas en el torrente circulatorio no
activadas. Al recibir un estimulo fisico, quimico o combinacién de ambos
produce que las proteinas de membranas inicien su activacion. La interaccion
con otros tejidos y con otras plaquetas tiene lugar gracias a su cambio
morfologico producido por el citoesqueleto.

También tras desencadenarse la interaccion de las proteinas e iniciarse la
cascada de calcio Zaninetti et al., ?° refieren que los granulos alfa los granulos
densos y lisosomas se activan o degranulan, es decir, produce una fusion de
los granulos con la membrana, la exocitosis de su contenido y los factores de
crecimiento liberados inician y modulan los procesos de reparacion tisular.

Para la activacién plaquetaria Theofilis et al., %8

consideran que el uso del
cloruro calcico o la activacion enddgena de igual forma refiere el uso de
trombina como activador, dado el riesgo de la produccién de anticuerpos contra
los factores de coagulacion.

La autora, de acuerdo con lo referido en la literatura describen los factores que
activan a las plaquetas incluyen la trombina, colageno, fibronectina, epinefrina,
fibronectina, adenosina difosfato o contacto con superficies cargadas en
negativo, asi mismo refieren que la aplicacion de trombina de origen bovino
produce respuestas autoinmunes cruzadas con creacion de anticuerpos

reactivos contra la trombina autdloga, protombina y factor V acelerando ala

activacion de las plaquetas.*
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2.2.4. Protocolos de obtencion del plasmarico en plaquetas.

Existe una elevada variabilidad en los protocolos de centrifugacion de PRP,
algunos difieren en los tiempos de centrifugacion, las velocidades, las
temperaturas y los ciclos de centrifugacién, parametros que determinan el
contenido celular de las soluciones. La concentracion plaquetaria que se
obtiene durante el proceso varia desde cinco a nueve veces la concentracion
en sangre periférica lo que supone un rango >150-400x10%L. Los sistemas de
preparacion de PRP se dividen en soluciones de PRP de doble centrifugacion o
centrifugacion simple.>

En la relacién centrifugacion simple Machado et al., *° abordan objetivos de la
separacion de la fraccién hemética del plasma y las plaquetas, resefian que se
realiza a una velocidad baja para separar los componentes sanguineos en tres
capas: capa superior de plasma, capa intermedia que contiene los leucocitos y
capa inferior donde se encuentran las células rojas.

Caracterizan la doble centrifugacion con hiperconcentracion plaquetaria
mediante dos centrifugaciones, la primera parte del proceso es idéntica a la
centrifugacion simple, una vez finalizada se realiza una segunda centrifugacion
a alta velocidad que tiene como objetivo separar las plaquetas del plasma con

la fracciéon de PRP y PPP que se desecha.”® Gémez et al.,*’

reseflan que las
fuerzas de centrifugacion muy elevadas activan las plaguetas, se desgranulany
los factores de crecimiento se liberan en el sobrenadante.

En el mismo sentido se hace referencia a cual es el sistema de preparacion
ideal de PRP, ya que el aumento de la velocidad de rotaciéon permite el

aumento de concentracion plaquetaria, sin embargo, este aumento no siempre

asegura una alta concentracion de factores de crecimiento en el producto
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final.>> *" De ahi que, se justifique el creciente interés en la protocolizacién del
procedimiento de obtencion del PRP para determinar los resultados biol6gicos
mas favorables.

Por otro lado, Conde® describe que el tiempo, la velocidad y el nimero de
veces que se centrifuga dependen del método que se usa, de este modo, los
requisitos anteriores evitan la fragmentacion de las plaquetas con la
consiguiente liberacion precoz de las proteinas secretadas, por ende, se
recomiendan velocidades de centrifugacion bajas.

Pérez et al., *! refieren cuatro estudios comparativos en la obtencién de PRP, lo
que evidencia la existencia de varios protocolos por centrifugacién simple que
demuestran mejores resultados a bajas velocidades y por cortos periodos a
100 g / ocho minutos con el minimo de plaquetas requerido para considerarse
PRP.

De hecho, Valadez et al., > utilizaron tres protocolos para la obtencién de PRP
en el servicio de clinica del dolor, descritos en rpm: protocolo de 1 200 rpm con
dos ciclos de centrifugacion de ocho minutos cada uno; protocolo de 1 200 rpm
durante un ciclo de centrifugacion por 8 min y protocolo de 1 200 rpm un ciclo
de centrifugado por 10 minutos. Estos autores encontraron que se obtuvo una
ganancia del valor basal con el protocolo de 1 200 rpm, dos ciclos de
centrifugacion de 8 min cada uno.

Por otro lado, con respecto al rendimiento en el estudio se observo que con el
protocolo uno (1 200 rpm con dos ciclos de centrifugacion/ 8 min) se
incrementd 255.2 + 57.6 % respecto al valor basal. Con el protocolo dos (1 200

rpm durante un ciclo de centrifugado por 8 min) fue de 149.3 £ 24.6; y para el
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protocolo tres (1 200 rpm un ciclo de centrifugado por 10 min), el rendimiento
solo fue del 13.3 + 11.6 %.*2

Se considera que en los estudios analizados se llevaron a cabo dos métodos
de una sola centrifugacion, lo que mostré ser una técnica de obtencion de
plasma pobre en plaquetas (PPP), el método Optimo fue el de doble
centrifugado, no obstante, no se sugiere su uso por la inseguridad de excesiva
manipulacion, con riesgo de contaminacion del producto y activacion de las
plaguetas.

Garcia, >

describe cuatro protocolos de obtencion del PRP segun
centrifugacion descritos en rpm: el primero propuesto a 2 000 a 1 800 rpm / 8
min; el segundo a 600 rpm / 6 min; el tercero a 2 400 rpm durante 10 min,
seguido de otro centrifugado del plasma aislado de 3 600 rpm 15 minutos. El
mayor namero de plaquetas contabilizado estuvo en el tercer protocolo donde
utilizan un doble centrifugado, seguido por el primer protocolo de un simple
centrifugado con posterioridad los demas de doble centrifugacion.

En tal sentido, Farifia et al., >

realizaron la evaluacion de cinco protocolos
estandar para la obtencién de PRP en caninos. Estos se guiaron por diferentes
protocolos descritos rpm y la literatura internacional recomienda utilizacion de g
fuerza centrifuga: el protocolo A: 3 000 rpm / 4 min la primera centrifugacion y
la segunda centrifugacién a 3 000 rpm / 13 min. EIl protocolo B: 1 200 rpm / 8
min las dos centrifugaciones. El protocolo C: 1 000 rpm / 8 min solo una
centrifugacion. El protocolo D: 1 500 rpm / 10 min la primera centrifugacion y a

2 000 rpm / 20 minutos la segunda centrifugacion. El protocolo E: 2 000 rpm /

10 min las dos centrifugaciones.
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En este sentido, el mayor numero de plaguetas contabilizado se obtiene del
protocolo C con una sola centrifugacién, 496 200/ pl lo que representé un 63,3
%, seguido por el protocolo B 291 800/ pL, que logré un 3,9 % menos, luego el
protocolo D, E y A con un conteo promedio de 19 400/ L, 26400/uL y 17 000/
UL comparado con el conteo inicial. >

En lo referente a la centrifugacion la autora concuerda con lo referido en la
literatura en relacion directa con la fuerza de gravedad que reduce o aumenta
la concentracion de PRP, la fuerza de la centrifugacion tiene influencia sobre
las plaquetas, las destruyen o las favorecen y contribuye a la liberacion
temprana de los factores de crecimiento.?’ 3844

Por lo tanto, el procedimiento de obtencion del PRP aut6logo en técnica abierta
ambulatoria con estandarizacion en cuanto a centrifugacion y tiempo, a través
del cumplimiento de las BPF, BPL y las garantias de calidad, seguridad y
reproducibilidad hace que se obtenga un concentrado plaquetario apto para la
asistencia médica en la atencion primaria de salud.

La AEMPS publicé en mayo de 2013 un informe que establece un marco para
el uso del PRP en Espafa, las obligaciones de los fabricantes, asi como
consideraciones necesarias de la realizacion de la prueba de estabilidad,
esterilidad y rastreabilidad del producto, ademas del seguimiento al paciente.
Este mismo establece las garantias exigibles para la utilizacion de PRP en
Espafia y se cumplen por los facultativos prescriptores. Estas garantias son:
calidad, eficacia, trazabilidad, farmacovigilancia e informacién.*

En el método de obtencion PRP manual, se evalla la calidad por parte de las
autoridades competentes, desde la verificacion de las instalaciones, las

actividades de produccion y de control de calidad, se toman como referencia lo

23



establecido en las normas de correcta fabricacion de la Unién Europea.* Segin
lo establecido por las regulaciones internacionales la autora resefia que las
autoridades en Espafa y la AEMPS establecen criterios de cumplimiento de las
instalaciones en las que se obtiene plasma autélogo y sus fracciones,
componentes o derivados mediante técnica abierta.

La calidad de los concentrados plaquetarios en Cuba, se puede constatar que
esta se encuentra avalada por un conjunto de normas y principios que
garantizan la consistencia y reproducibilidad de los procesos que involucran, en
el caso de los establecimientos de sangre, la obtencién, procesamiento,
control, almacenamiento, distribucion y uso de los componentes sanguineos,
contribuye a minimizar los riesgos inherentes al uso de la sangre y sus
derivados, mediante la aplicacion de los principios de gestién de riesgos.*?

El Cecmed en Cuba hace referencia sobre la regulacion de requisitos de
calidad aceptables y necesarios para la sangre humana y para los
componentes elaborados a partir de ella, donde establece todos los procesos
de produccion y control para garantizar la calidad uniforme y satisfactoria de los
productos, dentro de los limites internacionales aceptados y vigentes para cada
uno de ellos.*

Se tienen en cuenta las directrices sobre las BPF con lineamientos y
actividades relacionadas entre si, destinadas a garantizar que los productos
bioldgicos elaborados, tengan y mantengan la identidad, pureza, concentracion,
potencia e inocuidad requerida para su uso.*?

En Cuba el organo regulador el Cecmed, dispone de regulaciones que se
encaminan a las BPF para productos bioldgicos en el nivel secundario de salud

en unidades de medicina transfusional, banco de sangre e instituciones
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avaladas para dicho proceder. Sin embargo, se considera que es limitada e
insuficiente la bibliografia y normas donde se resefien procederes de
preparacion en técnica abierta ambulatoria para nivel primario de salud en
relacion a la obtencion de concentrados plaquetarios para la terapia celular.

% asocian a la calidad del concentrado

A proposito, Kawase y Okuda,
plaquetario (CP): el calibre de la aguja estrecho y largo pues activan a las
plaguetas, el diametro, la longitud, el material, la distancia de retardo entre el
espacio de recogida de sangre y la centrifuga, centrifugacién giro o angulo del
rotor, protocolo de centrifugacion, cristaleria, técnica de pipeteado,
anticoagulante y la recogida de sangre.

Asi mismo, Nicolae et al., *® hacen referencia sobre la obtencién del PRP a
diferentes pardmetros bioldgicos de calidad que se evallan para el andlisis
adecuado en las preparaciones de este como el volumen. Esto debe
especificarse ya que se afecta la concentracién y el factor de aumento de las
plaguetas. Estos investigadores se refieren al aumento de la CP en el producto
en comparacion con la sangre periférica nativa, y agregan que influyen en la
eficacia del PRP.

Se considera que en las elaboraciones de PRP se correlaciona el elevado
aumento de las plaquetas con mayor eficacia del producto. Una concentracion
de plaquetas en PRP menor que en la sangre periférica es ineficaz. No
obstante, las concentraciones de plaquetas altas es decir seis veces superior a
la linea de base inducen un efecto inhibidor sobre los osteoblastos y procesos
de curacion.

57

En cuanto, al factor de aumento de leucocitos referido por Bennardo et al.,

abordan el concepto de PRP rico en leucocitos. (PRP-LR), los ensayos
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sugieren que PRP-LR es eficaz para la cicatrizacién. Una revision sistematica
reciente®® y un meta-anélisis de los estudios sobre el tratamiento con
indicaciones LR-PRP refrieren que tienen més propiedades proinflamatorias
qgue el PRP pobre en leucocitos PRP —LP.

La composicion global y relativa del PRP se refiere a la caracterizacion de las
preparaciones por su concentracion de leucocitos y glébulos rojos. Collins et
al., *® resefian como una de las preocupaciones en la calidad del PRP la
recuperacion de todas las plaguetas de la sangre. Este parametro se refiere al
porcentaje de leucocitos en el PRP de sangre total inicial. No se correlaciona
con la eficacia clinica, pero indica el desempefio de la preparacién de PRP.

El proceso de activacién es necesario para la degranulacién plaquetaria y la
liberacién de moléculas bioactivas, *° en este sentido, se considera que antes
de inyectar PRP en el tejido diana se agregan activadores plaquetarios
exdgenos. Ademas, la activacion plaquetaria es inducida debido a la exposicién
al colageno dérmico y trombina una vez que se inyecta, por lo que la activacion
exogena afecta la forma fisica del PRP final e interviene en los factores de
crecimiento.

El Cecmed considera necesarios para la sangre y sus componentes en los
bancos de sangres y de medicina transfusional que se obtengan, procesen,
controlen, liberen, almacenen y distribuyan de acuerdo con los estandares de
calidad exigibles. Los estandares de calidad para la obtencion de componentes
sanguineos en bancos de sangre, centros de extraccion y centros de
plasmaféresis productiva para la obtencion de plasma para la industria
biofarmacéutica estan puntualizados en la regulacién de buenas practicas para

bancos de sangre.®

26



De igual modo la regulacion proporciona requisitos técnicos especificos sobre
aspectos relacionados con el empleo de la sangre humana como los requisitos
de seleccion de donantes de sangre, las especificaciones de calidad de la
sangre y los componentes sanguineos y su aplicacion en la hemoterapia y
medicina transfusional.*®

Se considera que el PRP para su elaboracion requiere de requisitos y
regulaciones necesarias para ofrecer un servicio de calidad, auditable en base
a normas establecidas. La obtencion del PRP depende de la calidad de sus
propiedades y de la observancia en la obtencién, el cumplimiento de las

especificaciones o requisitos que indican la idoneidad de este.

2.2.5. Buenas practicas de fabricacion del plasmarico en plaguetas como

producto bioldgico.

Las BPF, es la parte de garantia de la calidad que asegura que los
hemoderivados se producen y se controlan con las normas de calidad,
especificaciones predefinidas por la autorizacién de comercializacion, para los
establecimientos de sangre, describen el objetivo principal en la disminucion de
los riesgos inherentes a cualquier operacién en un centro de procesamiento de
sangre.®>%!

Las BPF en la union europea abarcan tanto la produccion como el control de la
calidad, los requisitos basicos describen a todos los procesos de fabricacion
definidos por politicas, estandares, procedimientos operativos, experiencia y
capacidad en la fabricacion de productos con la calidad requerida que cumplan
con sus especificaciones. Asi como la cuantificacion de equipos, reactivos,

validacion de procesos y los métodos que se realizan antes de su uso en la

fabricacion de productos destinado a transfusiones o fabricacion posterior.®*
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Se considera que las BPF en la obtencién de los productos biol6gicos seguros,
es la garantia de la calidad; las regulaciones para la produccién a nivel
internacional segun la norma europea amplian los principios de estas BP. Se
evidencia la introduccion en las normas regulatorias de los nuevos productos
biolégicos derivados de la terapia transgénica, la terapia celular somatica y
productos de plantas y animales transgénicos.

Haddock et al., ®® consideran que los productos de base celular deben
prepararse en instalaciones autorizadas de acuerdo con los procedimientos
operativos estandar basados en los conceptos de BPF. En este sentido Oeller,

et al.,

valoran que la determinacién de una estrategia especifica para la
creacion de una instalacion en BPF dependera en gran medida del método de
obtencién apropiado y del tipo de producto celular.

De la misma manera abordan, que el principal punto de atencion, es un lugar
de obtencién regional o un &rea de fabricacion centralizada, lo que se decide
en funcién de las necesidades de los pacientes, opciones de transporte y
almacenamiento, costo y flexibilidad del producto. Ademas, las instalaciones de
obtencién clinica, necesitan de infraestructura para llevar a cabo las BPF, lo
que garantizard la verificacion, validacion de productos y procesos, asi como la
simulacién del flujo de trabajo.®

Kawase et al, ®* hacen referencia de algunos indicadores de evaluacién para
concentrados plaquetarios (CP) autdlogo. Unos de los indicadores de calidad
comienzan a partir de muestras de sangre completa autdlogas de acuerdo con
los procedimientos operativos estandar autorizados. No obstante, la seguridad

de los CP autblogo esta respaldada por factores que describe que no

presentan peligro de alergia, hipersensibilidad o reacciones a cuerpos extrafos,
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asi como preocupaciones sobre la transmisién de enfermedades infecciosas,
células neoplasicas u otros factores desconocidos.

Los autores antes expuestos refieren que los CP independiente del origen, sus
principales componentes celulares son las plaquetas con alta estabilidad,
sujetas solo a un fraccionamiento y activacion basados en la gravedad, y con
manipulaciones minimas.

Los resultados de Kawase et al, %

recomiendan recuento de plaquetas en los
CP preparados como un punto de control minimo para garantizar la eficacia, al
igual que los recuentos bacterianos. Asimismo consideran que la garantia de
calidad de las preparaciones de CP clasifica por los tipos de protocolos de
preparacién con criterios al recuento y activacién de plaquetas, asi como, los
factores de crecimiento almacenados en las plaguetas como principales
factores de la capacidad regenerativa del PRP unido con los procesos de
obtencion en el laboratorio.

En este sentido el Cecmed en Cuba sefala que la fabricacion de los productos
biol6gicos requiere consideraciones especiales con la naturaleza de dichos
productos y de los procesos involucrados. Las regulaciones en el &mbito de las
BPF hacen referencia a las buenas practicas encaminadas a garantizar que
estos sean desarrollados, producidos, controlados y distribuidos de acuerdo
con estandares de calidad que permitan asegurarla.*

Como parte de la guia elaborada para las BPF, surgié el concepto de buenas
practicas de laboratorio (BPL). En un capitulo de la citada guia se establecen
los elementos que aseguran que los resultados se mantengan con la

confiabilidad en el laboratorio. Las BPL es un sistema de garantia de calidad,

relativo al modo de organizacion de los estudios de seguridad no clinicos
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referentes a la salud y al medio ambiente en materia de planificacion, se
ejecutan, se controlan, se registran, se archivan y se difunden. ®

La regulacion D 03-21 de las buenas préacticas de laboratorio clinico, describe
procedimientos e investigaciones para las actividades analiticas con el
proposito de certificar los resultados basados en el criterio de calidad.®® El
laboratorio clinico es una entidad especializada que monitoriza la calidad de los
procesos, resultados y se sustenta por la eficacia de sus servicios.®” %

Se considera que el laboratorio clinico juega un papel importante en la terapia
con PRP en el aporte de la seguridad del protocolo, los medios de proceso y
preparacion de la muestra, asi como la realizacién de pruebas para evaluar la
calidad del mismo a lo largo del procedimiento de obtencién.

Guevara et al, ® describen la realizacién de los estudios en el laboratorio en
relacion a los concentrados plaquetarios que facilitan la disminucién de errores
ya que cuenta con controles de calidad tanto internos como externos. Se
representa desde la correcta preparacién del paciente, los cuidados para la
toma de la muestra, el andlisis y la validacién de los resultados.

Suardiaz et al,%®

refiere la realizacion de estudios en la fase pre analitica (fase
menos automatizada), con la participacion de personal de la salud de diversas
areas, que, si no es consciente de los requisitos minimos que deben tener las
muestras, pueden influir en la toma de estas. Ademas, Guevara et al.® y
Pinto,® abordan sobre el aseguramiento de la calidad y competencia técnica en
el laboratorio clinico basado en las normas técnicas de certificacion que incluye
desde la revision de los resultados hasta su entrega.

Se considera que las BPL unidas con los requisitos de calidad en la obtencion

de los CP se sustentan en las fases pre analitica, analitica y post analitica, las
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cuales presentan componentes importantes en los procesos operacionales
realizados en los laboratorios clinicos. Se afirma que las BPL provistas de un
procedimiento para la obtencion de PRP autélogo en técnica abierta
ambulatoria garantiza el aseguramiento y la eficacia del producto obtenido

como producto biologico.
2.2.6. Estabilidad para los productos bioldgicos.

Los estudios de estabilidad para los productos biolégicos son fundamentales en
el proceso de investigacion y desarrollo previo a la obtencion del producto a
disposicion de la poblacién, para la determinacion del tiempo durante el cual
mantiene sus especificaciones de calidad. La norma cubana de dispositivos
médicos in vitro para la evaluacién de la estabilidad, exponen que el propdsito
de los estudios de estabilidad es proveer evidencia sobre la variacion en la
calidad de una sustancia o producto farmacéutico.’

Dentro de las variables a medir en el estudio de estabilidad esta la temperatura,
humedad e iluminacion. Entre los factores relacionados con el producto
sobresalen las propiedades fisico-quimicas del principio activo, la forma
farmacéutica, su composicion para el establecimiento del periodo de validez de
un producto y sus condiciones de almacenamiento.”

Se considera que los productos que estan sometidos a evaluaciones de
calidad, se les garanticen el perfil de estabilidad del producto sin cambios
significativos, seguridad y eficacia en relacion con el producto objeto que se
comercialice. Estos estudios son consistentes y evaluables durante las etapas.

La evaluacion del concentrado plaquetario en Cuba se realiza a nivel
secundario de salud en bancos de sangre en las diferentes producciones como

plasma aféresis y lisado plaquetario, Quesada et al, "? hacen referencia de la
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estabilidad del PRP en sistema abierto a diferentes temperaturas y tiempo,
donde sefialan las pautas de procesamiento y almacenamiento con el fin de
determinar la calidad del PRP aut6logo y seguridad del procedimiento de
obtencion.

El Cecmed regulaciéon M 116- 23, sobre los estudios de estabilidad aborda la
seguridad de los productos influenciada no sélo por sus propiedades
intrinsecas sino por la estabilidad que presentan. Sobre estas premisas los
fabricantes y la autoridad reguladora trabajan de manera mancomunada para
que todo producto farmacéutico puesto a circular en el mercado disponga del
estudio de estabilidad mediante el cual se establezca su periodo de validez.

De igual forma en la NC ISO 23640:2018 sobre la evaluacion de la estabilidad
de los reactivos para diagnostico, se describe que es responsabilidad del
fabricante, como parte del desarrollo de un producto farmacéutico, el disefio y
la realizacion de estudios en la estabilidad que permitan la obtencion de
informacion segura y que demuestren la variacion de la calidad con la
formulacion, envase determinado durante el tiempo y bajo la influencia de las
condiciones de almacenamiento a que es sometido.”

El Cecmed, en los requerimientos de los estudios de estabilidad para el registro
de productos bioldgicos y biotecnoldgicos, describen distintos tipos de como: la
estabilidad acelerada disefiada desde el incremento de la velocidad de
degradacion quimica y los cambios fisicos de la sustancia mediante
condiciones de almacenamiento extremas o exageradas con el proposito de
monitorear las reacciones de degradacion y predecir el periodo de validez bajo

condiciones normales de almacenamiento.”®
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También se representa el estudio en tiempo real a largo plazo que se refiere a
las caracteristicas fisicas, quimicas, microbiolégicas y biofarmacéuticas de un
producto durante el periodo de validez propuesto y en las condiciones de
almacenamiento. Por otro lado, abordan estudios para aquellos productos que
se diluyen o reconstituyen antes de su utilizacién.”™

Dentro de los requerimientos aparecen el periodo de validez o vida util donde
se representa el periodo de tiempo durante el cual un medicamento, si se
almacena en correcto estado, cumple con las especificaciones establecidas y
se determina mediante el correspondiente estudio de estabilidad.’* ™

Se considera que los objetivos de los estudios de estabilidad se basan en la
determinacién del periodo de validez provisional y condiciones de
almacenamiento, para la confirmacion del periodo de validez provisional,
verificacion de la estabilidad por cambios mayores en la formulacion de envase.
La norma técnica numero 129 de la guia de estabilidad de productos

farmacéuticos en Chile, "®

explican los tipos de estabilidad, en los que se
encuentra la quimica basada en la degradacién, pérdida de eficacia
terapéutica, productos de degradacion; alteracion de propiedades mecéanicas y
aspecto de las formas de dosificacion; la biofarmacéutica con cambios en la
biodisponibilidad y la biol6gica con el desarrollo microbiano.

Se fundamenta lo antes expuesto en las condiciones de almacenamiento como
la temperatura, humedad y proteccion de la luz. Su descripcion e interpretacion
recomendadas, de acuerdo a la definicion de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), estd implicita la temperatura rotulada con la interpretacion

recomendada en -5 a -20 °C en congelacién, por debajo de - 18 °C congelacion

extrema.’*
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Esta implicita la refrigeracién de 2 a 8 °C, la no-congelacion por debajo de 8 °C.
El aire acondicionado por debajo de 25 °C, no almacenar por encima de 30 °C.
También la humedad rotulada con interpretacion recomendada desde no mas
de 60 % de humedad relativa. Ademas, se rotula la recomendacion de
proteccion de la luz en envase resistente.”

La autora considera que los estudios de estabilidad para los productos
biolégicos como el PRP autblogo, brindan bioseguridad en el proceso de

obtencion y validacion del producto, con informacion veraz y segura de las

caracteristicas de este.
2.2.7. Estudio de costos y factibilidad econémica.

El estudio de costos y factibilidad econémica es una tarea que suele estar
organizada y realizada por los investigadores. Estos consumen entre un 5 % y
un 10 % del costo estimado total del proyecto, y el periodo de elaboracion del
mismo varia en dependencia del tamafio y tipo de sistema a desarrollar. La
preparaciéon de proyectos permite establecer los estudios de viabilidad técnica,
econdmica, financiera, social, ambiental.”’

De igual manera comprende el analisis técnico - econdmico de las alternativas
de inversion que dan solucién al problema planteado. La factibilidad indica la
competencia y desempefio en los métodos, procedimientos y funciones
requeridas para el desarrollo e implantacion del proyecto. Ademas, indica la
disposicion del equipo y herramientas para llevarlo a cabo, con la posibilidad de
generarlos o crearlos en el tiempo requerido por el proyecto.’’

Por otro lado, un estudio de costo permite con los procedimientos técnicos,

administrativos y contables determinar el costo de sus operaciones en sus

diversas fases, sectores, departamentos, actividades de manera de utilizarlo
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para fines de informacion contable; control de gestién y base para la toma de
decisiones.”

Machado et al., ’" abordan que més all4 de calcular la rentabilidad del estudio,
se sustenta la viabilidad en los diferentes @mbitos que se detallan con
anterioridad, se basa en informacion existente. Se efectia un bosquejo
investigativo y confiable en el aspecto financiero, solo se presentan
estimaciones globales de las inversiones, ingresos, costos y gastos.

En este sentido la autora sefiala que para los estudios de la prefactibilidad la
clasificacion, andlisis, acumulacion, control y asignacion de los costos a los
procesos y actividades se llevan a cabo en salud y refiere que no se trata solo
de la determinacién de cuanto cuesta algo, sino de una comprension de los
factores que generan costos como son el de calidad, el ciclo de vida de los
productos. El analisis de costo es la base para la toma de decisiones en la
obtencién, aplicacién y generalizacion de la investigacion.’®

Machado et al.,”” presentan al costo de la producciéon como uno de los
indicadores cualitativos de la investigacion. Al no estar contemplado este
indicador en los parametros de la economia planificada su importancia no se
reduce, en primer lugar expresa de forma considerable los resultados de toda
la actividad productiva y economica del servicio, en segundo lugar, forma la
base del precio de cualquier tipo de mercancia, en tercer lugar, sirve de
elementos fundamental que determina la magnitud de la ganancia y el nivel de
la rentabilidad de la produccion. En la evaluacion de este indicador la autora
considera que es determinante el estudio de factibilidad y la estimacion del

costo en toda la investigacion.
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Los costos en la investigacion permiten la comparaciéon de los resultados
obtenidos en distintos periodos y facilita el uso racional y 6ptimo de los
recursos productivos, de una forma planificada y encaminada a garantizar la
reproduccion ampliada ,condicionada por la necesidad de dar cumplimiento a la
ley economica fundamental que expresa: el aseguramiento del completo
bienestar y libre desarrollo universal de todos los miembros de la sociedad por
la via del crecimiento y perfeccionamiento constante de la produccién social.”
Se coincide con la literatura en lo referente a los recursos empleados en las
investigaciones de Cardoso et al., ® que hacen referencia a la cuantia a invertir
y su financiamiento, asi como, analiza los principales indicadores de
rentabilidad y la importancia que representa en cuanto a su impacto social.

Los estudios de costos son importantes porque permiten evaluar la viabilidad
econdmica, obtener valores cuantitativos de los costos en que se incurre,
determinar el comportamiento de los mismos, clasificarlos, proyectar vias de
minimizacion para la implementacion de un procedimiento en un centro
determinado, con ello la ampliacion de la cobertura en el servicio de la

poblacion.
2.2.8. Conclusiones del capitulo

- Al valorar los fundamentos tedricos de la investigacién en la obtencién
del PRP autdlogo, se evidenci6 la importancia de la proporcion relativa
de los CP en el resultado final, y se define la estandarizacion de un
meétodo de obtencidn que certifique la calidad y seguridad del producto.

- En el andlisis de los diferentes protocolos de obtencion de PRP se

demuestra la necesidad de un procedimiento para la determinacién de la
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seguridad y eficiencia en los laboratorios clinicos en la atencion primaria
de salud.

Los estudios de estabilidad para los productos biolégicos se especifican
con la validacion del proceso que garantiza la implementacion y
reproducibilidad.

La evaluacion de los costos validan la implementacion del procedimiento
y su sustentabilidad, asi como la eficiencia y factibilidad de las

investigaciones.
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2.3. CAPITULO Il. Elaboracion del procedimiento de obtencion del plasma
rico en plaquetas autdlogo en técnica abierta ambulatoria

En este capitulo se disefia el procedimiento para la obtencién del PRP autélogo
en técnica abierta ambulatoria en el Cenipbi, de la Universidad de Ciencias

Médicas.
2.3.1. Objetivos del capitulo

Objetivos general

Elaborar el procedimiento de obtencion del plasma rico en plaguetas autélogo
en técnica abierta ambulatoria.

Obijetivo especifico

1. Demostrar la factibilidad del PRP autélogo en el procedimiento de obtencion.
Diversos protocolos de obtencion del PRP se describen a partir de sangre del
propio paciente con anticoagulante, en el cual se procesan de manera usual
como maximo una hora antes de ser administrados, los pasos mas comunes es
la centrifugacién inicial de la sangre, cuyo objetivo es obtener diferentes
fracciones.?

Por otra parte, para la preparacion de PRP mediante dispositivos médicos, se
caracteriza por la categoria de riesgo, debido a la heterogeneidad de las
instrucciones de fabricacion, operacion y montaje, por lo tanto, requieren de
aprobacion y vias regulatorias para su utilizacién.?#?

En resultados preliminares en la preparacién del PRP Anitua,'® describe los

pasos de (velocidad y tiempo) segun lo propuesto por las normas del

proveedor, refiere que toda la manipulacion de los dispositivos se realiza segun
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los protocolos de operacién aséptica de cada centro de trabajo, para minimizar
las posibilidades de contaminar las fracciones de plasma, de la misma forma
sugiere la utilidad de una cabina de flujo laminar, por la disminucién del riesgo
de contaminacion microbioldgica.

De este modo, el PRP se obtiene de forma manual mediante técnica abierta o
cerrada, en el caso de la obtencién por técnica cerrada, el método debe seguir
las instrucciones descritas en cada sistema comercial, citar como ejemplos los
sistemas de extraccion de plaquetas GPS I1I®, de BIOMET®, y de BTI®, aunque
con pequefias variaciones los pasos son los siguientes: extraer la sangre del
paciente y disponerla en tubos aptos para una centrifugacion; la sangre se
centrifuga sin refrigeracion.®®

8 parte de menores volimenes de

La técnica abierta descrita por Anitua,
sangre y un equipamiento sencillo, con una pipeta de 500 pL, el tubo se divide
en tres fracciones la mas cerca de la linea leucocitaria es la fraccion del plasma
rico en factor de crecimiento se aspira la fraccién con cuidado, cada fraccién se
traslada a tubos estériles y etiquetado, el proceso se repite con todos los tubos
procedentes de la centrifugacion.

Por consiguiente, el proceso final contiene un plasma con una concentracion de
plaguetas similar a sangre periférica, una fraccion de plasma rico en factor de
crecimiento y el resto plasma pobre con factor de crecimiento.®

El uso de los preparados de PRP, varian en su eficacia clinica y depende de
variables como: concentracion de plaquetas, técnica de elaboracion de PRP,
manejo de las muestras y aplicacién practica.’® Existen multiples sistemas

comercializados para obtener PRP, basado en dos procedimientos fisicos:

aféresis o filtracion y separacion gravitacional o centrifugacion, en tal sentido
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los dispositivos existentes en el mercado también pueden clasificarse en
semiautomaéticos, o en totalidad automaticos, en funcion de si todo el proceso
puede ser realizado o no por la maquina.®

Uno de los problemas asociados a cualquier procedimiento de separacion es
prevenir la lisis plaquetaria esto podria conllevar a la liberacion temprana de los
factores de crecimiento y citoquinas por lo que compromete la actividad
biolégica del PRP. Los diferentes métodos de obtenciéon del PRP se valora por
su capacidad de enriquecimiento plaquetario, como la proporcion de plaquetas
concentradas en el preparado respecto a su concentracibn en sangre
periférica.®*

Dentro de los estdndares de calidad del PRP se considera como se obtienen
los componentes sanguineos, el procesamiento, los equipos empleados, la
capacitacion del personal involucrado y el almacenamiento de los productos,
para garantizar confiabilidad del producto biolégico que se elabora.®

Las plaquetas autélogas, por tratarse de un producto del propio paciente, no
tienen efectos secundarios, reacciones inmunoalérgicas, ni transmision de
enfermedades. La extraccion de sangre es proporcional a la cantidad necesaria
de plasma rico en plaquetas, no se afecta la volemia del paciente. La toma de
muestra y la obtencion del producto final depende de la practica y experiencia
del personal que realice el procedimiento.®

La realizacion de todo el procedimiento en el laboratorio implica un conjunto de
medidas encaminadas a lograr una adecuada confiabilidad de los resultados,®
asimismo la garantia de calidad del producto establece el control y

especificaciones del proceso.*?
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Se analiza que todo el procedimiento para la elaboracion del PRP debe estar
descrito de manera detallada, para garantizar el cumplimento de los estdndares
de calidad del producto, asi como, permite utilizar sus funciones como una
herramienta de control para el desempefio normativo del proceso de
fabricacion.

El analisis de los costos permite medir el comportamiento de los gastos de una
produccion o realizacion de un servicio determinado, mediante el andlisis de las
series histéricas y el aprovechamiento de las capacidades productivas. La
obtencién del PRP es un proceso eficiente que no se limita a fabricar un

producto o generar un servicio.
2.3.2. Disefio del estudio

Se realiz6 un estudio cuasi experimental para un grupo de sujetos sanos de la
Universidad de Ciencias Médicas de Camagley en el periodo de enero de
2020 a diciembre de 2022.

La poblacién objeto de estudio se constituyé por 156 sujetos que participaron
por voluntad a la convocatoria de la investigacién, que cumplieron el criterio de
inclusién de sujetos sanos de 19 afios y mas con rango normal de plaqueta.

2.3.3. Operacionalizacién de las variables

Variables Tipo Escala Descripcion Indicador

Conteo inicial | Cuantitativa | (150-450 x | Valores que se | Media
de plaquetas continua 10°%/L) corresponda con | Desviacion
los parametros | Estandar

normales
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Concentracion | Cuantitativa | > (150-450 | Valores que se | Media y
de PRP continua x 10°/L) corresponda tres | Desviacion
veces por | Estandar
encima del valor
basal
Gastos directos | Cuantitativa | $ CUP La suma de los | Total de la suma
continua costos de la
categoria
recursos
materiales y
gastos en
salarios
Gastos Cuantitativa | $ CUP La suma de los | Total de la suma
indirectos continua costos de
materiales y

recursos que se
utilizan de forma
indirecta en la

produccion.

Consideraciones éticas: se cumplieron los principios estipulados en el Cédigo

de Nuremberg (1947) y la Declaracion de Helsinki (1964, 1975, 1983,

1989,1996, 2000, 2002, 2004, 2008 y 2013).%® Su contenido en distintas

versiones hasta la fecha actual abarca las recomendaciones a los médicos en

la Investigacion Biomédica en seres humanos y al cumplir con los principios de
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la ética médica, el protocolo fue aprobado por los Comités Cientifico y de Etica
de la investigacion del Centro de Inmunologia y Productos Biolégicos y de la
Universidad de Ciencias Médicas de Camaguey.

A todos los sujetos se les solicitd un consentimiento informado (anexo 1),
después de explicarsele las caracteristicas del estudio, asi como se les
comunico la posibilidad de retirarse del estudio en cualquier momento que lo
consideraran oportuno sin consecuencias.

Cada sujeto recibié la informacion adecuada sobre los objetivos, métodos,
fuentes de financiamiento, posible conflictos de intereses, afiliaciones
institucionales del investigador, beneficios calculados. Se les explicé en
detalles el procedimiento y el mecanismo establecido en la investigacion para
formar parte de esta.

Se garantizé en todo momento la integridad de los sujetos y la confidencialidad
de la informacion, pues no se dieron a conocer datos personales involucrados
en el estudio. Estos datos fueron de uso exclusivo del equipo de
investigadores.

Técnicas y procedimientos de obtencién de lainformacion

Se realiza la modificacién de la técnica de obtencién de Anitua, ** se aplica el
protocolo de una centrifugacion, se establece una comparacion en diferentes
fuerzas y tiempo, para determinar el procedimiento con mejores resultados en
relacion al porciento de CP al inicio y final del proceso. Se incluyeron fuerza
centrifuga de 160 g, 500 g, 726 g, 950 g y en tiempos de 6 y 10 min para todas

las velocidades.
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2.3.4. Métodos

Procedimiento de obtencién del PRP aut6logo

Un procedimiento es un método para estructurar de manera ordenadas
acciones. Segun la 1SO 15189, ® se define como un procedimiento
normalizado operacional a un conjunto de instrucciones enfocados a la
seguridad y calidad, incluyen instrucciones paso a paso de las técnicas
utilizadas para completar las tareas de manera segura y desarrollar acciones,
para cumplir con un objetivo a través del cual se llevan a cabo ciertas funciones
determinadas que forman parte de un mismo proceso.

Teniendo en cuenta lo referido se sigue durante toda la investigacion la
utilizacion del término: procedimiento para la obtencion del PRP autélogo en
técnica abierta ambulatoria.

El procedimiento para la obtencion del PRP autélogo en técnica abierta
ambulatoria, implica diferentes pasos (anexo 2).

Toma de la muestra

Se realiza una toma de muestra de sangre periférica para la medicion de
concentracion de plaquetas.** El nimero de plaquetas se mide en sangre total
anticoagulada. Se utilizan como anticoagulantes: sal disddica, dipotasica o
tripotasica del acido etilendiamino tetraacético (EDTA) a una concentracion de
1,5 mg/mL de sangre.®®

El conteo se realiza con una camara contadora de células con rayado de
Neubauer modificado en un microscopio, previa dilucion de la sangre 1/100 en
oxalato de amonio al 1 %. Se llena la camara y después de un tiempo en

reposo, se realiza el recuento de las células en los cuadrados centrales de
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ambos lados de la camara. El numero total de células contadas se divide entre
dos y el resultado es el nimero de plaquetas multiplicado por 10%L.%
Procesamiento de la muestra:

En el procesado de la sangre para obtener PRP mediante la técnica abierta se
debe evitar la contaminacion del producto durante su manipulacion, por estar
expuesto al ambiente de la zona de trabajo y entrar en contacto con diferentes
materiales necesario para la obtencion como son: pipetas o tubos de recogida
del producto. Asi mismo, a fin de evitar una contaminacion cruzada en el
proceso de las muestras se debe seguir la premisa de una Unica muestra en el
mismo espacio y tiempo.

Existen diferentes métodos que garantizan que el producto se obtenga con la
asepsia requerida, disponibles para instituciones y niveles avalados para
dichos proceder, el procedimiento que se describe proporciona una método
para obtener un producto con las especificidades segun los requerimientos de
BPL, se realiza fuera de la cabina de seguridad donde se cumplieron con las
medidas de bioseguridad y asi se garantiz6 la reproducibilidad del
procedimiento al nivel primario de salud, ya que disponer de estos recursos
requieren de equipamiento sofisticados y cotosos.

Después de depositada la sangre por las paredes del tubo de centrifuga
graduado hasta 10mL (para evitar hemolisis o formacion de espuma) se
procede a la centrifugacion.

Separacion del PRP autologo:

1. Coloque los tubos de centrifuga graduados con sangre dentro de la

centrifuga, calibrados uno frente al otro.
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2. Tape la centrifuga y proceda a la centrifugacién 726 g (1 800 rpm) ® por 10

min.

3. Retire los tubos de la centrifuga con cuidado de no mezclar el paquete de

globulos con el plasma.

4. Separacion del plasma pobre en plaquetas (PPP) y del PRP.

5. Identifica con un marcador los tubos de ensayo de 12x75 mm, uno con PRP
y el otro con PPP.

6. Coloca el pipeto en la pipeta Pasteur.

7. Destapa los tubos de centrifuga graduados.

8. Extrae la primera porcion del plasma que corresponde al PPP con un
aproximado de 2-3 mL.

9. Tapa el tubo de centrifuga graduado con la muestra.

10.Deposita lo extraido en el tubo de ensayo de 12x75 mm identificado como
PPP.

11.Tapa el tubo de ensayo de 12x75 mm con el PPP extraido.

12.Extrae el plasma restante (mas préximo a la capa de leucocitos) que
corresponde al PRP con un aproximado de 2-3 mL. Deposita en el tubo de
ensayo de 12x75 mm identificado como PRP.

13.Tapa el tubo de ensayo de 12x75 mm con el PRP extraido. Asi queda de
esa forma aislado el PRP (plasma autologo con concentracion >150-450 x
10/ L).

Factibilidad de obtencion del PRP aut6logo

Factibilidad se refiere a la disponibilidad de los recursos necesarios para llevar

a cabo los objetivos 0 metas sefialadas, se toma en cuenta los recursos con los

que se cuenta para su realizacion, asi como dispone de los conocimientos y
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habilidades en el manejo de métodos, procedimientos y funciones requeridas
para el desarrollo e implantacion del proyecto, también incluyen analisis de
costos y beneficios asociados con cada alternativa de la investigacion.®

Por consiguiente, los gastos directos en la investigacion intervienen de forma
directa en la actividad y estdn constituidos por los gastos del personal y
suministros, en el caso de gastos del personal se encuentran involucrado
técnicos, tecndlogos y profesionales, mediante el cual el costo corresponde al
valor de la fraccién o cantidad empleada en la prestacion que incluyen cargo,
contratacion, el tiempo dedicado a la actividad y la remuneracién.®

Los suministros comprenden:
1. Pipetas Pasteur de vidrio.
2. Bomba de pipeta de laboratorio.
3. Tubos de ensayo 12x75 mm.
4. Lapiz cristalografico.
5. Pipeta seroldgica.
6. Citrato de sodio 1,29 mol/l.
7. Solucion salina 0,9 %.
8. Ligadura de latex.
9. Torundas de algodon.
10.Alcohol isopropilico.
11.Guantes de procedimiento.
12.Tubos d/centrifuga 25 ml.

13.Jeringuilla aguja multiple vacutainer 21 G.
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14.Hipoclorito 0,5 %.
Los costos indirectos contribuyen de forma indirecta al logro de la produccion
entre los cuales se encuentran los equipos, el agua, la electricidad y otros
recursos. Se debe tener en cuenta la depreciacidén, por su significado en la
distribucion sistemética del importe depreciable de un activo a lo largo de su
vida atil.** %2
Dentro de los costos indirectos en la investigacion se presenta la depreciacion
de la autocable y miscroscopio olympus, ambos equipos con entrada en el afio
(1985 precio $485,00 CUP con c6digo16860 y 2006 precio $866,33 CUP con
codigo 29886), el método escogido es de linea recta (anexo 3), en este se
dividié el precio de compra del equipo entre el tiempo estimado de vida, lo que
disminuyen el valor por el uso, al paso del tiempo o a la obsolescencia.
Estos equipos son activos de manera total depreciados, pero aln se encuentra
en uso, por lo que se reconoce el estado de uso por razones de materialidad y
costo-beneficio, por consiguiente, debe argumentarse este hecho segun la
norma cubana de contabilidad Ne 7 activos fijos tangibles armonizada en la
norma internacional NIC 16 en el parrafo 79(b).*%
Por otro lado, en relacién a la centrifuga Kubota con entrada en el afio 2018
precio $7686,67 CUP con cddigo 18017, presenta una depreciacion anual del
15 % con un valor de $115, 30 CUP, por consiguiente, la estimacion de su uso
diario es de $ 0, 31 CUP, (anexo 3).
Para la estimacion del costo se realiz6 el procesamiento de la muestra en un
dia de trabajo por hora del salario del profesional multiplicado por el tiempo

consumido en minutos.
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La investigacion utilizé los precios referentes a los recursos materiales a través
de la lista de precios del organismo del Ministerio de Salud Publica (Minsap),
mediante la empresa de suministros médicos de Camaguey para la medicion
del costo en la obtencién del PRP autélogo (anexo 4).
Técnicas de andlisis y procesamiento
Estadisticos:
Se empleo la prueba t de Student para muestras pareadas donde se compard
la media para la obtencién de la probabilidad asociada menor de 0,05 con
confiabilidad del 95 %.
Los analisis estadisticos se realizaron en SPSS v 26.0 (del inglés Statistical
Package for the Social Sciences, Inc., Chicago, EE.UU.).
Mateméticos:
La formula de calculo del costo
Costos directos = gastos de materiales + gasto en salario

Costo total = costos directos + costos indirectos

2.3.5. Resultados y discusion

2.3.5.1. Procedimiento de obtencién del PRP autdlogo en técnica abierta

ambulatoria.

La concentracion inicial y final segun fuerza centrifuga y tiempo del CP en el
procedimiento de obtencion del PRP autélogo en técnica abierta ambulatoria se
muestra en la tabla 1, se observa mayor concentracion de plaquetas con una
media de 610,7 y 603, 7 x 10%L a los 10 y 6 min a 726 g, se obtienen
concentraciones finales de plaquetas mayores que el recuento de plaquetas de
la muestra de sangre inicial y se evidencia la velocidad y tiempo con mejores

resultados en la investigacion.
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Tabla 1 Media y desviacion estandar de la fuerza centrifuga relativa por
minutos del procedimiento de obtencion del plasma rico en plaquetas autélogo

acorde al recuento plaquetario.

Rec. inicial 6 min 10 min
Fuerza
centrifuga X DE X DE X DE
160 g 293.,8 58,5 534,5 855 550,8 74, 6
500 g 276, 7 75,1 481,2 85,4 5279 82,4
726 g 385,7 59, 6 603,7 53,6 610,7 48,9
950 g 284, 9 68,9 487,8 859 4113 62,5

* |os recuentos se expresan como numero (150-450 x 10°/L) en cémara
contadora con rayado de Neubauer

Estos resultados se corresponden con lo descrito por Farifia et al., ** en la
evaluacion de cinco protocolos para la obtencion de PRP en caninos, en
diferentes centrifugaciones y minutos la concentracion final de las plaquetas fue
mayor que el recuento de plaguetas de la muestra de sangre inicial. Gomri et
al., ® resaltan que la preparacién de una sola centrifugacioén separa las capas
de plasma y aumenta la produccion de plaquetas, también la estimacion del
rendimiento de plaquetas es factible a partir de un recuento de plaquetas de
referencia para los métodos.

La autora coincide con lo referido por Gomri et al, ® hacen referencia que la
centrifugacion y recuento plaquetario como unos de los factores claves para

estandarizar los estudios de elaboracién de PRP. Ademas la velocidad y el
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tiempo, son pardmetros importantes que influyen en el rendimiento de
plaquetas por concepto de tiempo.*® Se constata que con el procedimiento de
obtencién del PRP autdlogo se logran fracciones del plasma con una CP
superior a la basal tras una centrifugacion, coinciden con Mota et al., ** que
describen un promedio de plaquetas 694,2 X 10% L tres veces por encima del
valor al conteo inicial.

Miguel et al., *° en la evaluacién de un protocolo estandarizado para obtener
plasma rico en factores de crecimiento, alcanzan CP superiores a la
centrifugacion basal en diferentes velocidades sin diferencias estadisticas entre
ellos. En correspondencia en el protocolo para obtener PRP con centrifugacion
280 g / 15 min Akhundov et al., ?° logran muestras con una correcta separacion
de los componentes sanguineos y CP superiores a la linea base, ademas
refieren que el volumen obtenido depende de la concentracién con un volumen
de2a4 mL.

De acuerdo con lo descrito por Anitua, '® se recomienda que los CP contenga
una concentracién que oscile entre 550.000 a 1.000.000 plaquetas/ul, destacan
que una concentracion de 300.000 plaquetas/ul seria suficiente para producir
un efecto terapéutico Optimo, en la investigacion con las diferentes
centrifugaciones y tiempo a 726 g a los 10 min se alcanza mejores resultados
en el aumento de CP al final del proceder y garantiza una fuente segura de CP
en la preparacion.

Los resultados obtenidos en relacion al recuento plaquetario después de la
centrifugacion coinciden con Bauset et al., °® a partir de la obtencién de 2,0 mL
de PRP con concentraciones de plaquetas de 3,47 veces superior al valor

inicial después de la centrifugacion de 8,5 mL de sangre total, hacen referencia
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a la centrifugacion de 130 g o 250 g durante 15 min para dos centrifugados la
cual fue éptima para el procedimiento de dos centrifugaciones.

Claudio et al.,  en la obtencién de PRP en el laboratorio de terapia celular
para uso como herramienta terapéutica en medicina regenerativa, las muestras
fueron sometidas a dos centrifugaciones a diferentes velocidades, el resultado
reveld que el procedimiento aumenté 6,4 £ 1.1 veces la CP comparado a la
concentracion en sangre periférica. Valadez et al., > en el método 6ptimo para
la obtencion del PRP utilizaron tres protocolos con diferentes ciclos de
centrifugacion, se observé que la doble centrifugacion presentd un incremento
respecto al valor basal.

Al margen de los resultados mostrados la autora refiere que el procedimiento
de obtencién del PRP autdlogo con centrifugacion a 726 g durante 10 min se
representa un aumento del CP final después de la centrifugacion, ademas la
simple centrifugacion de la sangre total con un régimen de revoluciones permite
capas en la que se pueden distinguir tres niveles, de este modo, se consigue
un maximo rendimiento en la obtencién y recuperacién de CP. He et al.,*®
analizaron dos pasos de centrifugacion con influencia de la aceleracion
centrifuga, se caracterizd con integridad y viabilidad plaquetaria en diferentes
tiempos y centrifugaciones.

Por otro lado, Malavolta et al., &

en el método para la obtencion de PRP
mediante centrifugacion y aféresis, obtienen un aproximado de 30 mL de PRP.
Estos resultados no se constataron en la investigacion por la diferencia en el
método de obtencion. La autora reconoce que la aféresis, aunque genera

concentraciones mas altas de plaguetas en comparacion con la centrifugacion,

tiene una alta repetibilidad con un menor riesgo de contaminacion, es costosa y
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poco practica para entornos clinicos ambulatorias, ya que requiere de equipo
especializado que dificulta la reproducibilidad de la técnica.

Muthu et al., *® en la estandarizacion y validacién de un protocolo convencional
de preparacion de plasma rico en plaquetas encontraron que el PRP producido
con un aumento en el tiempo de centrifugacion resultdé en una liberacion
representativa mayor de FC. Por otro lado, Apakupakul et al., ' resefian los
métodos convencionales que utilizan la preparacion de PRP con doble
centrifugacion aumentan el riesgo de contaminacién bacteriana ambiental,
durante la transferencia del producto entre los tubos en el primer paso de la
preparacion.

Al respecto la autora opina que el PRP autélogo cuando se obtiene con una
sola centrifugacion, este proceso elimina el paso de transferencia de varios
tubos; por lo tanto, el riesgo de contaminacién bacteriana se reduce, también
sefiala que el objetivo de todo el proceso es la obtencion del producto con
asepsia para garantizar su seguridad y alcanzar un volumen de CP sin la rotura
de estas, ya que cualquier alteraciéon en la centrifugacion puede producir dafios
estructurales en las células sanguineas.

En el recuento de CP en el estudio se corresponde con los resultados descrito
por Kivrak y Ulusoy, *** que hacen referencia a muestras con centrifugacion a
1800 rpm en 8 min a temperatura ambiente, que mostraron un recuento de
plaguetas de 2,5 veces mayor que el numero de plaquetas en la sangre
periférica, recuentos por encima de 3 00.000 plaquetas/uL. La autora considera
que el procedimiento de obtencion del PRP en técnica abierta ambulatoria con

los requerimientos de BPL, BPF y bioseguridad refleja su validez con el método
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de centrifugacién simple para la practica clinica, con una calidad comparable a

los materiales comerciales disponibles.

2.3.5.2. Andlisis de la factibilidad del procedimiento de obtenciéon plasma

rico en plaquetas autdlogo en técnica abierta ambulatoria.

El andlisis de la factibilidad en la investigacion se refiere a la disponibilidad de
los recursos y las posibilidades para llevar a cabo los objetivos a partir de la
evaluacion de sus aspectos técnicos y econémicos.

En este sentido, se muestra el establecimiento del gasto unitario de los
procesos directos en la obtencion del PRP autdlogo mediante la técnica abierta
ambulatoria con un gasto total de $ 691,75 CUP, incluyen la categoria recursos
humanos y recursos materiales en la (tabla 2).

Tabla 2 Costo unitario de los procesos directos.

Costos directos Unidad Cantidad Precio Importe
Lapiz cristalogréafico u 1 $0,68 $0,68
Pipeta serol6gica u 1 $0,30 $0,30
Citrato de sodio 1,29mol/L mL 1 $0,54 $0,54
Cloruro de sodio al 0.9%. Bolsas 1 $1,68 $1,68
Ligadura de latex mL 1 $1,00 $1,00
Torundas de algodén 1 1 $0,05 $0,10
Alcohol isopropilico, 1 4 $0,09 $0,18
Guantes de procedimiento par 2 $68,80 $137,60
Tubos d/centrifuga 25 mL par 2 $136,00 $272,00
Jeringuilla aguja  mudltiple U 2 $2,52 $5,04

vacutainer 21G
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Pipetas Pasteur de vidrio
Lamina porta objeto 25 X 76
Gradilla plastica. p/ tubo de
ensayos

Bomba de pipeta de
laboratorio

Tubos de ensayo 12x75mm
Recursos humanos

Costo total

U

HORAS

2
1 dias

Por paciente

$0,24
1,14

$1.56

$3,14

$21,96

$221,25

$0,48
$2,28

$1.56

$3,14

$43,92

$221,25

$691,75

Los costos unitarios de los procesos indirectos para la obtencion del PRP

autologo se comporto con un gasto total de $ 22,63 CUP, se tuvo en cuenta la

depreciacion de diferentes equipos y recursos materiales utilizados para la

ejecucion (tabla 3).

Tabla 3 Costos unitario de los procesos indirectos.

Costos indirectos Unidad  Cantidad Precio Importe

Agua por hora en Lt 4 hora $7,42 $7,42

el laboratorio

Electricidad KW KW/dia $1,38 $1,38

kw /hora por KW/H 220 KW $3,00 $6.60

centrifugacion

Centrifuga Kubota 15% a 24 Hora $115,30 $0,31
$768,66

Depreciacion Anual

Lapiz con gomas U 1 $5,00 $ 5,00

Libretas de nota U 1 $1,92 $1,92
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Costo total $ 22,63

Lo expuesto en la (tabla 2 y 3) permitié corroborar similares resultados Leite y

Renaud, 1%

en un estudio en Brasil sobre el costo de la produccion del gel de
plasma rico en plaquetas autélogo, donde abordan la evaluacién de costos de
la produccion en las categorias: recursos materiales, recursos humanos y
centrifugacion con un costo de obtencion de US $ 29,31. Por otro lado, sefialan
que los materiales para la preparacion del PRP en sistema cerrado con la
centrifuga y el material para la preparacion de hasta 100 PRP varia entre US $
811,35 a US $ 929,95 en el mercado.

La autora hace referencia que no se evidencian estudios a nivel nacional sobre
el costo del procedimiento de obtencion del PRP autélogo, lo que le permite a
la investigacion incorporar un aporte, la no existencia de un estudio
contextualizado.

El costo para la produccion del PRP se consider6 en un precio total de $
714,38 CUP (tabla 4).

Tabla 4 Costo total para la obtencién de PRP autélogo obtenido en técnica

abierta ambulatoria.

Costos Importe

Directos $691,75
Indirectos $22,63
Costo total $714,38

En consecuencia, existen pocos estudios en la literatura que reporten sobre el

costo de obtencion del PRP autdlogo en técnica abierta ambulatoria, el precio
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medio en el estudio fue de $ 714,38 CUP segun tasa de cambio en Cuba es de
$ 123,60, conversion US $ 5,77 que, es menos que los costos estimados
reportados en tres estudios previos que informé un precio por el uso de la
terapia PRP de $ 834 (rango, $ 500-1500) y $ 750 (rango, $ 500-1500).'%

En Malasia, Shariff, ** evalu6 la rentabilidad de la técnica de preparacion de
PRP para uso clinico, el costo total de los materiales que se utilizaron en el
proceso sin incluir los costos indirectos fue en ddélar malasio (MYR) 30,00 en
conversion US: $ 7,02, muestra un proceso econémico en comparacion con los
sistemas comerciales de PRP disponibles en Malasia,’® concuerdan con la
investigacion donde el costo del obtencion fue de $ 123,60, conversion US $
5,61 evidencian un procedimiento sencillo y a bajo costo.

Observaciones en diferentes estudios refieren la utilizacion del PRP con

materiales comerciales con un costo que depende del proveedor;**>!®

en
Malasia, un sistema PRP comercial cuesta entre MYR 500 y 2 000 (USD:
$116,95-$467,80; euro: €97,85—€391,40), por lo que hay que tener en cuenta
el método de preparacion en correspondencia de la utilidad clinica.®*

Chahla et al, '° describen otros sistemas cerrados basados en materiales de
PRP, disponibles a un precio que oscila entre 300,00 y 1 500,00 délares
americanos. En la investigacion se describe la técnica abierta asequible con la
disponibilidad en la atencién primaria de salud, con la ventaja de elaborarse en
un sistema abierto con menor costo y bajo riesgo de contaminacion.

Al corroborar lo expuesto, el control de costos es una funcion béasica para la
determinacion del servicio cientifico técnico para la obtencién del PRP autélogo

en técnica abierta ambulatoria, es una funcion que vale la pena integrar dentro

de las funciones operativas de la prestacion de servicio, la reduccion del precio
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de produccion es un objetivo de cada eslabdn de la produccion y la premisa
indispensable para la elevacion de su nivel de eficiencia; este objetivo implica
el establecimiento de un efectivo régimen de economias, dirigido al ahorro del
tiempo de trabajo, medios materiales y recursos monetarios.

El PRP constituye una innovacion tecnolégica basada en la obtencion de
procesos de produccion con mejoras sustanciales. De acuerdo con el manual
de Oslo, la innovacién de producto es la introduccion de un bien o servicio
nuevo o significativo y mejorado en sus caracteristicas o en usos posibles. Este
tipo de innovacidén incluye mejoras significativas en las especificaciones
técnicas, los componentes o materiales.*% 1%

Por consiguiente, el PRP implica la aparicion de un producto nuevo, por la
aplicacion de nuevos conocimientos, tecnologias, usos y combinacion de
nuevos y antiguos conocimientos y tecnologias. Estos originan bienes y
servicios que se diferencian de forma significativa de los existentes, bien por
sus caracteristicas y usos, con introduccion de mejoras en los existentes, con
cambios en sus especificaciones técnicas.

El procedimiento de obtencion del PRP adquiere una importancia significativa
en este tipo de innovacion de producto. De acuerdo con el manual de Oslo, la
innovacion de proceso es la introduccion de un método de produccion o de un
método de distribuciobn nuevo o significativo mejorado que incluye mejoras
técnicas.*®

Es aporte de la investigacion la innovacion en la obtencion del PRP autologo en
técnica abierta ambulatoria, que implica que los servicios de salud introduzcan
en la asistencia una nueva tecnologia con productos, procesos y metodos.

Para lo cual tienen la capacidad de adelantarse a las necesidades del propio
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sistema de salud y, por tanto, conlleva desde realizar una seleccion de
personal competente, actualizar los cambios tecnologicos y las técnicas
empleadas.

La autora refiere que el PRP autélogo, como innovacién de producto y del
proceso de obtencién, implica mejoras significativas tanto en los métodos,
equipo o conocimientos utilizados para optimizar la prestacién del servicio.**
Desde el punto de vista social la introduccién del procedimiento para la
obtencién del PRP autdlogo ambulatoria de bajo costo, sin peligro de
contaminacion, permitira la reproduccion de la técnica a unidades asistenciales

de la atencién primaria de salud.
2.3.6. Conclusiones del capitulo

- Se disefi6 un procedimiento para la obtencion de PRP autdélogo en
técnica abierta ambulatoria, factible, reproducible, mediante el método
de centrifugacion simple, a 726 g por 10 min. Se logré tres veces por
encima del recuento de plaquetas en comparacién con la cantidad inicial
de plaquetas en la sangre periférica, lo que aseguré la eficiencia de la
elaboracion.

- EIl proceso para la elaboracion del PRR autélogo en técnica abierta
ambulatoria se llevé a cabo de forma controlada, segura y a bajo costo,
de esta manera puede ser un producto factible para Atencion Primaria

de Salud.
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2.4. CAPITULO IIl. Validacién del procedimiento para la obtencién del
plasmarico en plaquetas autdlogo en técnica abierta ambulatoria

En esta etapa se realizé la validacién del procedimiento para la obtencion del
PRP autdlogo en técnica abierta ambulatoria, se utiliz6 la opinion de los
expertos y el método analitico, la misma se llevo a cabo en el Cenipbi de la
Universidad de Ciencias Médicas de Camaguiey.

2.4.1. Objetivos del capitulo

Objetivo general

Validar el procedimiento para la obtencion del PRP autdlogo en técnica abierta
ambulatoria.

Obijetivos especificos:

1. Evaluar el procedimiento de obtencion del PRP autélogo en técnica abierta
ambulatoria por método en consulta de experto y validacion analitica.

2. Comprobar la funcionalidad del PRP autélogo en técnica abierta ambulatoria
con el estudio de agregacion plaguetaria con epinefrina.

La técnica Delphi facilita el disefio y validacién de resultados tecnolégicos, son
utilizados en las investigaciones del area de la salud publica y permite
corroborar las ideas a las que ha arribado un investigador, por sus
indagaciones o0 investigaciones preliminares, con un grupo de expertos
seleccionados con anterioridad, asi como al asumir que su empleo contribuye a
reducir al minimo el riesgo de fracasar durante la puesta en practica de una
innovacion tecnolégica a la que se ha llegado como resultado cientifico.***

La investigacion se guia por la variante de Delphi en la evaluacion de criterios o

alternativas por parte de los expertos, la cual se sustenta en estudios que la
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utilizan para estos dos fines como un proceso iterativo, disefiado para combinar
la opinién de un grupo de expertos dentro de un consenso.'™* Se trata de una
metodologia estructurada para recolectar de manera sistemética juicios de
expertos acerca de un problema, procesar la informacion y construir un
acuerdo general de grupo.**?

Ademas, durante la evaluacién en los laboratorios clinicos, la demostracién de
la validacion y verificacion de los procedimientos analiticos requiere la
aplicacion de criterios técnicos uniformes y consistentes, debido que la
informacion que transmite le permite brindar servicios con la calidad y
confiabilidad. En consecuencia, validar un procedimiento de analisis es
demostrar que conduce a un grado de seguridad en la obtencion de resultados
conformes a los requisitos establecidos, para las aplicaciones analiticas
previstas.'?

Por otra parte, en el proceso de validacién se debe asignar a un responsable
para realizar dicha tarea, de manera que, se efectle en forma metddica,
ordenada, trazable y confiable. En cada laboratorio, antes de iniciar la
validacion, debe quedar claro los requerimientos del método para establecer el
alcance de la validacion, es esencial entonces, conocer el método a validar y
su aplicabilidad, es decir, la concentracién aproximada del analito a medir**
En un laboratorio se deben validar:

1. Métodos no normalizados: corresponden a métodos desarrollados por el
laboratorio como es el caso de la investigacion o método nuevo, (ejemplo:
publicado en revista cientifica), o bien, a métodos que de manera tradicional se
han utilizado en el laboratorio, pero no estan normalizados.

2. Método normalizados con una modificacion significativa.
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La investigacion se acoge al documento que rige las buenas practicas para
laboratorio de control de medicamentos y validacién de métodos analiticos,***
este provee las pautas generales sobre cdmo disefiar y acometer la validacion
de un método analitico, por los requisitos para los estudios de estabilidad de
productos farmacéuticos terminados, nuevos, conocidos y con el complemento
de los requerimientos que se describen en la regulacion No. 25-2000,79 de los
estudios de estabilidad para el registro de productos biolégicos vy
biotecnolégicos, donde se analiza durante un periodo especifico en el cual se
demuestre la estabilidad aceptable de la muestra.'*

Esta regulacion establece los requisitos minimos, definidos en las guias
internacionales, como la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH), la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP) y la Administracion de
Medicamentos y Alimentos (FDA) que deben ser adoptados por los laboratorios
para el desarrollo de las validaciones de sus métodos analiticos. Es aplicable a
los laboratorios de control de medicamentos para métodos fisicos, quimicos,
biolégicos y microbioldgicos (los incluyen a laboratorios de control de proceso),
pero en términos generales es extensible a los laboratorios clinicos.™*?

Con respecto al método analitico presenta aspecto de interés en cuanto a las
categorias: '3

a) Meétodos oficiales: se consideran los métodos descritos en series de
informes técnicos y manuales de métodos de la organizacion mundial de la
salud (OMS), ademas de otras normas y manuales de métodos de aceptacion

internacional.

62



b) Métodos estandarizados: son derivados de estudios colaborativos
internacionales cuyos resultados son publicados y se encuentran en fase de
aceptacion por entidades reguladoras internacionales y nacionales.

c) Métodos modificados refieren a los métodos normalizados o estandarizados
con variaciones de mayor o menor relevancia (cambios en su ejecucion,
utilizacion fuera del alcance, y otros).

d) Métodos desarrollados en el laboratorio representan los métodos de ensayo
generados por el propio laboratorio como alternativa a los métodos
normalizados y estandarizados.

e) Métodos alternativos: categoria especial que solo incluye los métodos de
ensayo disefiados con el propésito de reemplazar, refinar o reducir la utilizacién
de animales de experimentacion en los ensayos.

f) Métodos para el control del producto en proceso: los ensayos que generan
informaciones adicionales, pero no son usados para apoyar una decision de
proceso por ejemplo electroforéticos, bioensayos, con los cuales no se
determinan especificaciones para los productos intermedios, requieren de la
estandarizacion para demostrar que los componentes de la muestra no
invalidan los resultados.

Por tanto, en el procedimiento normalizado operacional de la obtencién del
PRP se utiliza la evaluacion del método modificado basado en implementar el
procedimiento normalizado de operacion para verificar el desempefio analitico
en el procedimiento de obtencion del PRP autdlogo en técnica abierta
ambulatoria y medir los indicadores del desempefio analitico mediante los

estudios de estabilidad de las Buenas Practicas para Laboratorio de Control de
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Medicamentos del Ministerio de Salud Publica de Cuba, validacion de métodos
analiticos. 13

Para la evaluacién de la calidad del producto biolégico se establecen garantias
mediante los estudios de estabilidad. Los cuales determinan la capacidad que
tiene un producto de conservar sus propiedades biolégicas necesarias para
ejercer en el organismo el efecto para el cual se disefia. Los estudios de
estabilidad en condiciones de estrés aportan informacion sobre parametros de
ensayos especificos que constituyen indicadores de la estabilidad,
comportamiento del producto ante periodos cortos fuera de las condiciones de
almacenamiento establecidas. "%

Los productos biolégicos como el plasma son sensibles a los cambios de
temperatura, por consiguiente los CP cambian segun el protocolo utilizado en la
preparacién; asi como, la variabilidad en la nomenclatura de productos PRP,
por lo tanto, para la obtencion de PRP autélogo como producto biolégico se
necesitan condiciones para su conservacion.’*'* Desde los estudios que
sustentan la simulacién de transporte, debe fundamentarse a través de las
siguientes condiciones: la duracion, la temperatura y la humedad. Se tiene
especial cuidado con el control de las condiciones y verificar la estabilidad a lo
largo de la cadena de transportacion.”®

No obstante, se refiere a las pruebas de funcién plaguetaria, que simulan la
fisiologia de la adhesion y agregacion, de forma que permiten la cuantificacion
de la respuesta plaquetaria y la identificacion de una funciéon anormal. Una de
las pruebas utilizadas en la evaluacion de la funcion plaquetaria es la

agregometria por transmisién de luz. En 1962 Born et al., *® desarrollan un
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método turbidimétrico para la medicion de la agregacion, donde se simula las
condiciones fisiologicas.

En consecuencia, la técnica se basa en la medicidén por espectrofotometria del
cambio turbidimétrico que se produce a medida que las plaquetas se agregan
ante el estimulo de un agonista 0 sustancia proagregante, que promueve la
activacion de algunos factores de la coagulacion, que incluyen la protrombina y
el factor X, los cuales liberan inhibidores de la fibrindlisis y retrasan la
destruccién de las mallas de fibrina por las enzimas fibrinoliticas.**’

Cuando a una muestra de PRP se le adiciona un agonista, las plaquetas se
agregan y la muestra se vuelve menos turbia, lo que permite mayor paso de luz
y disminuye la densidad éptica, como resultado se obtienen las curvas de
agregacion en funcion del tiempo y la sefial es detectada por el
espectrofotémetro.**®

A través de la adhesion al endotelio vascular cuando sufre algun tipo de lesion,
para la formacién del tapén y de la liberacion de factores que participan en la
cascada de la coagulacién, asi como las plaquetas estan provistas de
glicoproteinas de superficie que favorecen la formacion del tap6n hemostético,
las cuales permiten la interaccion con otras plaquetas y con el endotelio
vascular.’*"® En concordancia la autora consideré que las plaquetas tienen
como funcién principal la participacion en la hemostasia.

2.4.2. Disefio del estudio

Se realizo la validacion del procedimiento de obtencion del PRP autdlogo en
técnica abierta ambulatoria, mediante la consulta de expertos y validacion
analitica de los parametros intrinsecos del ensayo con el estudio estabilidad en

tiempo real y agregabilidad plaquetaria en el Cenipbi de la Universidad de
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Ciencias Médicas de Camagiey en el periodo de enero de 2020 a diciembre de
2022.

2.4.2.1. Método de consulta a expertos

De los 40 expertos evaluados para establecer el criterio con respecto al
procedimiento para la obtencion del PRP autdlogo en técnica abierta
ambulatoria, el comité de consenso quedoé integrado por 30 expertos en total,

escogidos a través del método Delphi, ™

(anexo 5). Los que se contactaron
en el Congreso Internacional de Anestesiologia en la Reanimacién y Dolor que
se realiz6 en noviembre 2022 en La Habana. El intercambio de dos consultas

se establecié mediante la Red de Infomed.

Con el objetivo de aumentar la calidad en la evaluacion se seleccionaron
doctores en ciencias médicas, especialistas de segundo grado, profesores
auxiliares, consultantes y titulares. Profesionales con mas de 15 afios de
experiencia médica, relacionados con el tema a través de la especialidad de
hematologia, rehabilitacion fisica, inmunologia, anestesiologia y reanimacion,
en ejercicio activo de la profesioén, juicio autocritico, ética en la discusion,

creatividad y disposicion en la solucion del problema.

En el procedimiento para la obtencion del PRP autélogo en técnica abierta
ambulatoria, los pardmetros establecidos superaron los 0,9 con un nivel alto

para la evaluacion (anexo 6).

El andlisis del procedimiento para la obtencidon del PRP se utilizd para
prondéstico cualitativo; mientras que el analisis de la concordancia fue para la
valoracion de aspectos, se llevo a cabo a travées del coeficiente de Kendall.

Sobre la base de las sugerencias de los expertos con respecto a las fortalezas
e insuficiencias de técnicas de procedimientos utiles en la evaluacion para
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obtener PRP autélogo propuesto como técnica alternativa para las instituciones
de salud, se operacionalizaron las variables de la investigacion y se elabor6 el
procedimiento de obtencion del PRP aut6logo en técnica abierta ambulatoria.
2.4.2.2. Validacion analitica

En la validacion por método modificado, se analiza la precision en el
procedimiento de obtencidén del PRP autdlogo, se realizd por intraensayo en la
evaluacion de la repetibilidad.

La validacién de los pardmetros intrinsecos del ensayo de disolucién se realizo
por los estudios de estabilidad de las soluciones analiticas.

El estudio de estabilidad quedé disefiado para tres lotes en tres dias y cuatro
determinaciones por lote, para un namero total de muestra n=76. Donde la
estabilidad del producto se estudié a largo plazo bajo condiciones controladas
de almacenamiento y una frecuencia de ensayo en las horas 0, 4, 8, 12, 24, 48
y 72.

Las muestras fueron conservadas a temperaturas 37 °C temperatura ambiente,
4 °C refrigeracion y - 20 °C congelacién por tres dias. Se realiz6 el estudio de
estabilidad en transportacién, para el incremento de los cambios fisicos de la
sustancia, con predicciébn del periodo de validez bajo condiciones de
almacenamiento, se midieron el pH, -caracteristicas organolépticas,
concentracion y volumen en el cual se tuvo en cuenta la exigua literatura sobre
determinacion en preparacion PRP; para lo cual la autora utiliza un tubo de
ensayo graduado de 2 mL y establece 1,8 mL cuando la muestra se mantiene

constante.
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Para determinar la esterilidad: se realiz6 siembra en medio liquido para cultivo
microbiano en tioglicolato de sodio dada en los siguientes intervalos de
unidades formadoras de colonias (UFC).

En relacion con las condiciones ambientales establecidas para estudios de
estabilidad, aplicados a productos no refrigerados ni congelados, se considera
que el almacenamiento durante todo el ciclo de vida del PRP, incluido
transporte es 6ptimo si se produce en las condiciones ambientales para
ensayos de estabilidad a largo plazo.

El estudio de trasportacién verificd las condiciones de transporte detalladas que
no afectaron a la fecha de caducidad del producto. El estudio se realiz6 a una
temperatura de 4 °C y comprobado de no contaminacion en el tiempo de la
investigacion diseflado para la determinacion de los cambios fisicos de la
sustancia mediante diferentes movimientos en agitacién, reposo, posicion
normal e invertida, que predicen el periodo de validez bajo condiciones de
trasportacion.

El estudio de la agregacion plaquetaria se basé en la tecnologia del lector de
microplacas 2100-C con densidad 6ptica (DO) 530 nm, para la evaluacion de la
agregacion, se utilizé como agonista la epinefrina con concentracién 2,5 x 10
molar de manera cuantitativa. El propésito principal de este estudio fue evaluar
la funcionalidad de las plaquetas contenidas en preparaciones individuales de
PRP autdlogo.

Se realizo la lectura a través del lector de microplacas después de agregar la
epinefrina en los diferentes tiempos: 0, 1, 3 min y en diferentes temperaturas a

4°C, 37°Cy-20°C.
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2.4.3. Operacionalizacion de las variables

Variables Tipo Escala Descripcién Indicador
Concentracion Cuantitativa | (>150-450 x Concentraciones | Media y
de PRP continua 10°%/L) de tres veces el Desviacion

valor basal. Estandar
Eficacia del
proceso de
obtencion.
Esterilidad del | Cualitativa | NC: no | Intervalos UFC Frecuencias
producto nominal crecimiento (unidades absolutas vy
dicotdmica | C: crecimiento | formadoras de por ciento
colonias) siembra
en medio liquido
para cultivo
microbiano en
tioglicolato de
sodio.
Determinacién Cuantitativa | Bajo Medir el equilibrio | Media y
del pH continua optimo acido —base Desviacién
Alto Influencia del pH | Estandar

en la calidad del
PRP, grado de
acidezy

alcalinidad.
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Caracteristicas Cualitativa SV: sin | Evaluacion del Frecuencias

organolépticas | nominal variacion color se absolutas vy
dicotomica | CV: con | analizaran por ciento
variacion mediante la
evaluacion

sensorial de la

apariencia.
Medicion del | Cuantitativa | VC: volumen Cantidad de Media y
volumen continua constante volumen del Desviacion
V: variacion producto (mL), Estandar
nivel de

evaporizacion del

PRP.
Medicion de la | Cuantitativa | 37 °C Evaluacion de la | Media y
temperatura de | continua 4°C temperatura de Desviacién
almacenamiento -20 °C conservacion Estandar

temperatura ideal
para la

conservacion del

PRP.
Medicion en | Cuantitativa | Varia Simulacién de Medida
condiciones de | continua No varia trasporte (predice
movimiento el periodo de

validez bajo

condiciones de
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trasportacion).

Agregacion de | Cuantitativa | Disminuye Funcionalidad Media

las plaquetas continua No disminuye | plaguetaria segun | Desviacion
utilizacion del Estandar
agonista

(epinefrina).

y

Definiciones operacionales

Esterilidad del producto.

NC: no crecimiento de microorganismo (UFC) presentes en una muestra
sembrado en medio de cultivo.

C: crecimiento de microorganismo (UFC) presentes en una muestra sembrado
en medio de cultivo.

Determinacion del pH.

Bajo: pH menor de 6,2.

Optimo: pH en el rango normal (6,2 —7,4).

Alto: pH mayor de 7,4.

Caracteristicas organolépticas

SV: sin variacion (plasma de color amarillo transparente)

CV: con variacion (si no cumple con la condicién anterior)

Medicién del volumen

VC: volumen constante (no varia la muestra cuando se mantiene 1,8 mL).

V: variacion (el valor anterior disminuye).

Medicion de la temperatura de almacenamiento
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37 °C (temperatura ambiente)

4 °C (refrigeracion)

-20 °C (congelacioén)

Medicion en condiciones de movimiento

Varia: si existe modificacion en cuanto a las demas variables observadas.

No varia: si bajo la condicibn de movimiento, no se modifican las variables
anteriores.

Agregacion de las plaquetas

Disminuye: cuando varia la densidad 6ptica (530 nm) en tiempo y temperatura.
No disminuye: no varia la densidad 6ptica (530 nm) en tiempo y temperatura.
Técnicas de analisis y procesamiento

Estadisticos:

Se calcularon la media, desviacion estandar para determinar el coeficiente de
variacion, para las variables cuantitativas en la determinacion de la precision.
Se realiz6 el andlisis de varianza (ANOVA) en bloques al azar para comparar
los parametros cuantitativos entre los lotes en estudio. Para comparar las
medias de las muestras en los tres tiempos, en cada uno de los dias y para
cada temperatura se empleé el test no paramétrico de Friedman. Los analisis
se realizaron en SPSS v 26.0 (SPSS Inc., Chicago, EE.UU.).

2.5. Resultados y la discusién

2.5.1. Evaluacion por criterio de expertos

Se presenta la distribucion de criterio de experto segun los items sobre el
procedimiento de obtencion del PRP autdlogo en técnica abierta ambulatoria,
en la investigacion se utiliza el método Delphi desde un conjunto de opiniones

individuales de 30 expertos, lo que reduce el margen de error al 1 % con
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retroalimentacion controlada en dos vueltas y verificacién de la concordancia.

Se eliminaron las columnas en: desacuerdo definitivo, en desacuerdo y ni de

acuerdo, ni en desacuerdo ya que fue cero la respuesta de los expertos. La

totalidad de los expertos mostraron acuerdo definitivo en la generalidad del

procedimiento de obtencién (tabla 5).

Tabla 5 Distribucion del criterio de experto segun los items.

) De Acuerdo
ltem

acuerdo | definitivo
Toma de muestra conteo inicial (cifras normales de 24 4
plaquetas)
Asepsia y antisepsia 30
Toma de muestra por venopuncién de sangre 30
periférica
Obtener PRP mediante la técnica abierta 30
Técnica de una sola centrifugacion 1 29
Colocar los tubos de centrifuga graduados con sangre 30
dentro de la centrifuga, calibrados uno frente al otro
Centrifugacion 726 g (1 800 rpm) por 10 minutos) 2 28
Retirar los tubos de la centrifuga sin mezclar el 30
paquete de glébulos con el plasma
Premisa de una unica muestra en el mismo espacio y 1 29
al mismo tiempo
Identificar los tubos de ensayo con el plasma obtenido 30
Separacion del plasma pobre en plaquetas y plasma 30

rico en plaguetas
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Extrae la primera porcion del plasma pobre en 25 5

plaguetas

Extrae la segunda porcion(mas proximo a la capa de 2 28

leucocitos) plasma rico en plaquetas

Conteo final (>150 — 450 x 10°/L). 1 29

Medidas de bioseguridad 30

Caracterizan al método Delphi Cruz Ramirez y Rua Vasquez .,**° con sus

cuatro caracteristicas definitorias del método en su version clasica: el
anonimato de un panel de expertos, el suministro iterativo de test, la
retroalimentacion controlada, y la respuesta estadistica de grupo. Sin embargo,
con el decurso del tiempo, este método ha sido objeto de numerosas
modificaciones, tanto estructurales como funcionales, como util, flexible que
permite que se alcance el consenso en un area de incertidumbre, lo que
sugiere que las fortalezas exceden a las limitaciones.

El coeficiente de concordancia de Kendall obtenido del analisis de los 15 items
por los 30 expertos fue 0,731 con una significacion de 0,000. Un valor de
Kendall alto, es decir préximo a 1, indica consenso en el proceso de
clasificacion de puntajes entre los expertos. La significacion inferior a 0,05
concluye que el resultado obtenido es significativo, hay concordancia entre los

rangos asignados por los jueces (tabla 6).
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Tabla 6 Distribucion del coeficiente de concordancia de Kendall obtenido del

analisis de los 15 items por los 30 expertos.

N 30
W de Kendall* 0,731
Grados de libertad 14
Significacion asintotica 0,000

* Coeficiente de concordancia de Kendall

Entre las limitaciones del procedimiento de obtencion del PRP autdlogo
seleccionadas por los expertos se destaca la exigua bibliografia en el contexto
que trate sobre este procedimiento para nivel primario de salud, por lo que la
investigaciéon apoyada en el criterio de los expertos tiene como novedad el
disefio de un procedimiento de obtencion de PRP aut6logo en técnica abierta
ambulatoria en el contexto.

El procedimiento descrito permite obtener CP viables y seguros con
concentraciones superiores a la linea base, ademas es un proceder sencillo, de
bajo costo efectivo y reproducible para la practica médica. A través del método
Delphi se unifica el criterio con respecto al procedimiento de obtencion del PRP
autdlogo en técnica abierta ambulatoria.

2.5.2. Validacion analitica

La validacion analitica del procedimiento de obtencién del PRP autdlogo se
presenta mediante la precision a través del estudio de la repetibilidad de las
determinaciones de una mezcla homogénea del producto, en las mismas
condiciones, sobre la misma muestra, por un mismo analista, en el mismo

laboratorio con los mismos equipos y reactivos; en un corto intervalo de tiempo,
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en el cual se evalud la variabilidad intrinseca del proceso, por consiguiente la
muestra se percibié homogénea a partir de los resultados de la variacion de
sus medias con respectos a sus desviaciones estandares de la fuerza de
centrifugacion y tiempo de los cuales se obtuvieron (24,2; 17,6 y 15,2 %), los
cuales alcanzaron coeficientes de variacion menor de 30 %.

En este particular se refieren estudios similares donde se evaluaron parametros
de repetibilidad en el método de valoracion biolégica de gonadotrofina coridnica
humana, en la evaluacién se alcanzaron coeficientes de variacion menor del 50
%, lo cual demuestra la buena precisién del método segun el limite para
ensayos biologicos, concuerdan con la investigacion en relacién a la validacién
analitica con respecto a la precision en funcion de la repetibilidad, donde el
coeficiente de variacion presenta un valor menor al 30 %.

Por consiguiente, el resultado proporciona un alto grado de confianza y
seguridad del método analitico, asi como también en la calidad, esto se traduce
en la disminucion de nimero de fallos y repeticiones con el consiguiente ahorro
de los costos asociados y en la mejora del método para su practicabilidad y
asegurar que el procedimiento analitico seleccionado dara resultados
reproducibles y confiables que sean adecuados para el propdsito previsto.

El estudio a largo plazo bajo condiciones controladas muestra las variaciones
de las concentraciones de PRP autélogo segun tiempo y temperaturas, la
prueba estadistica arrojoé una significacion mayor de 0,05, lo que se traduce
gue la concentracion de PRP no varia en funcion del tiempo y las temperaturas
con una confiabilidad del 95 %, tabla 7.

Tabla 7 Variaciones de las concentraciones de Plasma Rico Plaquetas

autologo segun tiempo y temperaturas.
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Horas Concentracion PRP en tiempo real acelerado

37°C 4°C -20°C

Media DE Media DE Media DE
0 809,0 50,8 775,0 44,0 735,0 52,2
4 767,0 53,0 755,0 31,3 798,0 60,1
8 653,0 25,0 796,0 46,9 761,0 54,6
12 305,2 33,6 725,5 23,6 761,8 59,9
24 309,1 80,2 710,3 447 762,7 48,8
48 329,9 81,2 660,8 56,2 713,7 42,7
72 2554 101,21 665,2 62,1 708,8 73,8

p=0,065
* |Los recuentos se expresan como numero (150-450 x 10%L) en cémara
contadora con rayado de Neubauer
* Cuatro determinaciones por lote, para un niumero total de muestra n=76.

.,*%%en la

Sobre la base de los resultados del estudio referido por Hauschild et a
estabilidad de almacenamiento a corto plazo a temperatura ambiente de dos
preparaciones diferentes de PRP de donantes equinos, son aplicables durante
un periodo de al menos seis horas a temperatura ambiente sin pérdida del
contenido en concentracion del PRP, estos resultados se corresponden con el
estudio la concentracién de forma general no varia a 37 °C de temperatura
antes las ocho horas de almacenamiento con una confiabilidad del 95 % y
coincide con la estabilidad biolégica del colirio de PRGF-Endoret® durante 72
horas refrigerado y a temperatura ambiente.*??

El comportamiento del 100 % de las muestras estudiadas no presento6 variacion

en relacion a las caracteristicas organolépticas, esterilidad y el volumen. La
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prueba estadistica no se realiza por considerar un uso irreflexivo dado el
resultado del andlisis. Se demuestra la estabilidad en relacion a estos
parametros.

Al respecto la autora opina que los parametros estudiados en la investigacion
mantienen estabilidad de las propiedades fisicoquimicas y biolégicas después
de tres dias de almacenamiento, coincide con los resultados de la validacion
galénica del colirio de plasma rico en factores de crecimiento (PRGF-Endoret®)
que muestra que el proceso de obtencion del PRP es aséptico, tanto si se
realiza en campana de flujo laminar como si se ejecuta fuera de ésta.*??

El comportamiento de los parametros fisico quimicos correspondientes a cada
uno de los lotes a lo largo del analisis estadistico dentro de los limites de
aceptacion, como se observa en la tabla 8 en correspondencia con el pH, se
muestra la variaciébn segun el tiempo y las diferentes temperaturas en el
estudio.

Como se observo no existié diferencias en la media del pH para las diferentes
temperaturas y horarios, este oscil6 en la mayor parte de las observaciones
entre 7,3y 7,4 con el rango establecido como normal, solo a 37°C después de
las 24 horas se constatdé un ligero incremento del pH a 7,5. Se analizaron
mediante analisis de varianza (ANOVA) en bloques al azar para comparar la
diferencias entre medias de pH. Se utiliz6 un valor de p <0,05 como punto de
corte para la significacion estadistica.

Tabla 8 Variacion del pH segun tiempo y temperaturas.

Horas

37°C 4°C -20°C

Media DE Media DE Media DE
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0 horas 7,3 0,06 7,2 0,21 7,3 0,08

4 7.4 0,06 7.3 0,13 7.3 0,07

12 7.4 0,05 7,1 0,20 7.4 0

24 7,5 0,09 7.4 0,04 7.3 0,02

48 7,5 0,08 7.3 0,10 7.3 0,10

72 7,5 0,09 7.3 0,05 7.3 0,10
p=0,73

pH =rango normal (6,4 a 7,4)

* Cuatro determinaciones por lote, para un namero total de muestra n=76.

En el 100 % en los lotes ensayados se le aplicé un analisis de varianza en el
gue la determinacion de la probabilidad asociada al estadigrafo T de Student es
mayor que el nivel de significacion 0,05, por tanto se acepta la hipotesis nula de
gue no existen diferencias significativas en las muestras analizadas, 1o que
permite plantear con un 95 % de confiabilidad que el pH se mantiene estable
pese al tiempo y la temperatura.

El comportamiento del pH en la investigacién se corresponde con lo descrito

por Anitua et al.,**

gue hace referencia a la estabilidad del pH del colirio PRGF-
Endoret® almacenado a -20°C durante tres meses y seis meses, de igual modo
se mantuvo estable a las 72 horas en refrigeracidén y temperatura ambiente, en
el gue mostro la estabilidad biolégica durante el periodo evidencian los valores
de pH en el rango establecido.

En los estudios de movimientos y horas en la simulacion de transporte se
observé en la tabla 9, en la variacion del pH no existié diferencias en la media

del pH, este oscil6 en el mayor parte de las observaciones entre 7 y 7,4

correspondiéndose con el rango establecido como normal. La prueba
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estadistica de la varianza Anova para comparar medias en la variacion del pH,
expresoO una probabilidad asociada al estadigrafo mayor de 0,05 lo que permite
plantear con un 95 % de confiabilidad que no existen suficientes evidencias que
demuestren variaciones en estos parametros o sea el pH se mantiene estable
pese al tipo de movimiento y el tiempo.

Tabla 9 Media de los valores del pH segun tipo de movimiento y horas a 4 °C.

Movimientos Horas p

0 4 8

Media Media Media
Agitacion 7,4 7,1 7,2 0,367
Reposo 7,0 7,0 7,0 0,378
Posicion Normal 7,0 7,0 7,0 0,368
Posicion invertida 7,0 7,0 7,0 0,387

pH =rango normal (6.4 a 7.4)

*la desviacion estandar no fue calculada dado que la dispersion esta en rango
de normalidad.

* Tres determinaciones por lote, para un nimero total de muestra n=27.

La autora considera que la modelacion o simulacién del transporte permite
estimar y predecir un fendémeno o proceso con la finalidad de su
comportamiento y concuerda con Sykes,'?® quien refiere que los productos
sensibles a las condiciones de transporte necesitan un cuidado especial para
garantizar la calidad en las operaciones de transportacion. El fabricante se vera
obligado a utilizar condiciones de transporte y distribucion protectoras para el
producto o cualquier otra condicién en la que se haya demostrado la estabilidad

durante el periodo de tiempo necesario.
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La autora refiere que la estabilidad en simulacion de transporte en cuanto al pH
estan en funcién de los cambios que pueda alterar la composicién del PRP
autologo, como cambios en la acidez o alcalinidad del producto lo cual pueda
afectar su estabilidad y propiedades.

Por consiguiente, el 100 % de las muestras en el estudio, no presento variacion
en relacion a las caracteristicas organolépticas, volumen y la esterilidad segun
el tipo de movimiento y las horas para el estudio de simulacion de transporte, la
prueba estadistica no se realiza dado el resultado del andlisis. Se demuestra la
estabilidad en relacion a estos parametros.

Se muestra las variaciones de las concentraciones de PRP segun el tipo de
movimiento y las diferentes horas se tuvo en cuenta en el estudio de simulacién
de transporte (tabla 10).

Se observo que la concentracidn tiende a mantenerse estable a las diferentes
horas para cada tipo de movimiento, en relacion a la media las probabilidades
asociadas al estadigrafo de prueba para cada tipo de movimiento en relacion al
tiempo muestran valores superiores a 0,05, lo que se traduce en que no hay
suficientes evidencias para plantear que la concentracién de PRP se modificd
en funcién del tipo de movimiento y el tiempo con una confiabilidad del 95 %.
Tabla 10 Variaciones de las concentraciones de plasma rico en plaquetas

segun tipo de movimientos y horas.

Movimientos Horas p

0 4 8

Media DE Media DE Media DE
Agitacion 736,3 126,3 774 855 759,7 117,5 0,368
Reposo 772,3 65,7 765,3 70 764 107,6 0,368
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Posicion Normal 666,3 63,1 6953 41,1 697,7 47 0,368

Posicion invertida 735 88,4 749,7 54,2 756,33 94,1 0,368

* |os recuentos se expresan como numero (150-450 x 10%/L) en camara
contadora con rayado de Neubauer

* Tres lotes y tres determinaciones por lote, para un namero total de muestra
n=27.

La determinacion del tiempo y la temperatura de almacenamiento 6ptimos para
realizar ensayos de funcién plaquetaria y ensayos de coagulacion global,
Denessen et al.,'** demuestran que las muestras de los recuentos de
plaquetarios se almacenaron a temperaturas a 4°C y 37°C en tiempo en horas
1, 3, 6 y 24, coinciden con algunos parametros del estudio relacionado con el
tiempo de almacenamiento y hora.

El almacenamiento de las muestras a lo largo del tiempo mostré diferencias
significativas entre la mediana del porcentaje de agregacion del valor de
referencia en comparacion con la mediana del porcentaje de agregaciéon de 24
horas de almacenamiento tanto para 4 °C como a 37°C. El almacenamiento a 4
°C dio como resultado que una muestra excediera el valor de referencia inferior
después de 3 y 6 horas de almacenamiento y dos muestras excedieran el valor
de referencia inferior después de 24 horas de almacenamiento.?*

En relacién al tiempo de almacenamiento para los CP Hauschild et al., ***
hacen referencias que varia segun la funcién de los ensayos. Por otro lado, se
hace necesario crear protocolos estandarizados que pueda usarse y tengan en
cuenta las variables preanaliticas y que faciliten el muestreo del transporte de

muestras de sangre para los ensayos de funcioén plaquetaria. *2*
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Los resultados del estudio realizado por la autora permiten referir al transporte
simulado como una técnica apreciable para la determinacion de la estabilidad
fisica del producto, incluidas vacunas, anticuerpos monoclonales, conjugados
de anticuerpos, farmacos y terapias génicas, estos estudios de simulaciéon de
transporte en tiempo real permite la exposicion simultdnea del producto a la
temperatura, presion, impacto, humedad y vibracién a medida que ocurren en
el suministro de la cadena de trasporte.*??

La autora, en lo referente al recuento plaquetario, esta de acuerdo con Mukti y
Tambuna ,'*® cuando consideran la no existencia de cambios significativos en
el recuento de plaquetas en el dia uno, tres y cinco dias con aumento
significativo en el volumen plaquetario medio, los parametros de estabilidad
estudiados en relacion a los CP se mantienen estables durante las 72 horas de
almacenamiento y concuerdan con la investigacion de Mukti y Tambuna los
cuales brindan como resultado un almacenamiento del CP durante cinco dias
que no provocé una disminucién en el nimero de plaquetas. *?°

Al margen de los resultados mostrados en esta serie, la autora considera que
los estudios de almacenamiento a diferentes temperaturas en el PPR aut6logo
brindan ventajas ya que permite identificar las condiciones ideales para
conservar el producto sin que se vea comprometida su calidad y al aumento de
la capacidad de respuesta de las plaquetas.

La agregacion plaquetaria inducida por la epinefrina como agonista se observa
en la tabla 11 con las muestras con y sin el agonista en tres tiempos y para tres
temperaturas. Las probabilidades asociadas al estadigrafo de Friedman para
comparar las medias de la densidad Optica arrojaron diferencias significativas

para las muestras donde se empled el agonista plaquetario, no asi en aquellas
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donde no se empled. En el caso especifico del dia dos no se conté con
suficiente evidencia para probar diferencias entre las medias de la densidad
Optica a -20 °C de temperatura con el uso del agonista

En las investigaciones realizadas por Mesa et al.,*?

reseflan que existen
diversos factores que afectan la agregacion plaquetaria como la temperatura, la
lipemia, la toma de la muestra, el intervalo desde la venopuncién y la
preparacion del plasma rico en plaquetas. Gémez et al.,*” describen que una
vez que se le agrega un agonista plaquetario, como epinefrina, ADP, colagena,
acido araquidonico, trombina y ristocetina estimulan la agregacion y registra
como una funcién de tiempo posterior a la adicion del agonista.

Por lo cual abordan que, a mayor agregacion plaguetaria, mayor trasmision de
la luz y viceversa. Estos cambios de luminiscencia o turbidez son el reflejo de la

47 Ia

formacién de agregados plaquetarios, derivados de microagregados,
autora resume que estos resultados concuerdan con la presente investigacion
donde la agregacion plaquetaria en el PRP con epinefrina permite el paso de

la luz con una significacion de 0,02 - 0,05.

84



Tabla 11 Densidad oOptica con el uso o no de epinefrina como agonista para cada temperatura en tres tiempos en muestras de

plasma rico en plaquetas autélogo.

Temperaturas
37°C 4°C -20°C
Dias Agonista Tiempo Tiempo Tiempo
(P)* (p)* P *
0 min 1 min 3 min 0 min 1 min 3 min 0 min 1 min 3 min
X DE X DE X DE X DE X DE X DE X DE X DE X DE

No 06 0,11 06 0,12 0,6 0,14|0,06 0,6 0,27 0,6 0,18 0,6 0,16 | 0,09 |O,6 0,16 0,6 0,17 0,5 0,17 | 0,08

1
Si 0,5 0,02 05 0,01 0,4 0,02|0,03|0,5 0,06 04 0,06 0,3 0,05 |0,05|0,4 0,01 0,4 0,02 0,3 0,02 | 0,05
No 05 0,11 05 0,11 05 0,21|0,72|0,5 0,20 0,5 0,20 05 0,12 | 0,44 0,5 0,21 0,5 0,11 0,5 0,11 | 0,49
2
Si 0,5 0,03 0,5 0,03 0,4 0,03|0,02|0,6 0,02 0,5 0,03 0,5 0,02 |0,05|0,6 0,02 0,6 0,02 0,5 0,02 | 0,06
No 0,7 0,02 o,7 0,03 0,7 0,02(0,37|0,7 0,03 0,7 0,02 0,7 0,02 | 0,26 |0,7 0,04 0,7 0,04 0,7 0,05 0,15
3

Si 0,5 0,07 0,5 0,06 0,4 0,06|0,04/06 0,02 0,5 0,02 0,5 0,01 |0,04|0,6 0,03 0,6 0,03 0,5 0,02 | 0,05

* Significacion estadistica de la prueba de Friedman para comparar las muestras con uso o no de epinefrina para cada temperatura

y en los tres tiempos.
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De acuerdo con lo referido por Gémez Gémez et al, *’ se considera que la
agregabilidad inducida por agonistas in vitro con epinefrina en diferentes
condiciones de almacenamiento, provoca una respuesta en la funcion
plaguetaria e inducen la agregacion, estos resultados sugieren que las
plaguetas mantienen su forma discoide y lo suficiente estable como para
reaccionar con los agonistas.

Por otra parte, Sachs et al.,**’

abordan en el estudio sobre agregagometria de
transmision de luz automatizada con y sin PPP, una comparacion de métodos,
en relacion a los agonistas en el estudio del uso de la epinefrina presenta la
distribuciéon normal, los resultados de la investigacion difieren de los descrito ya
que la epinefrina tuvo una distribucién no homogénea.

Platton et al., %8

en el estudio multicéntrico para evaluar la agregacion de
plaquetas automatizada en los analizadores de coagulacion de la serie CS de
Sysmex, establecen rangos de referencia y un régimen de prueba ideal, utilizan
como agonistas ADP, &cido araquiddnico, colageno, ristocetina, epinefrina y
salino, la agregacibn maxima se alcanz6 a los cinco minutos con ADP,
colageno, ristocetina, los demas agonistas requirieron 10 minutos.

Desde el punto de vista de la autora los resultados mostrados, difieren con lo
descrito ya que en la investigacion se obtuvo la méaxima agregacion a los tres
minutos con la epinefrina. Ademas, hace referencia que el resultado de la DO
de cada muestra que se analizO esta en dependencia del tiempo y
concentracion de plaguetas, aunque en las revisiones se sugiere tiempo de
agregacion de 10 minutos en dependencia del agonista.*?®

En los agonistas las concentraciones y valores normales de la agregometria

para la epinefrina es de 11 x 10° mol/L - 1.1 x 10® mol/L, son patrones de
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referencia para el diagnostico de multiples trastornos funcionales plaquetarios
primarios o adquiridos, se recomienda el uso de una concentracion inicial de
epinefrina de 5 yM y de una dosis mas alta en muestras alteradas. Se usan
dosis bajas de epinefrina para la deteccién de dosis minima que induce la
agregacion secundaria.*’

Al margen de los resultados descritos en la bibliografia la autora hace
referencia a la epinefrina como agonista en el comportamiento de la
agregacion, considera que permite investigar los mecanismos de accién
involucrados en este proceso, esto puede ayudar a comprender la fisiologia y la
regulacion de la agregacion plaquetaria, de esta se puede evaluar su
capacidad para formar agregados.

2.5.3. Conclusiones del capitulo

- En la validacion de los parametros intrinsecos del ensayo mediante los
estudios de estabilidad se determiné que el proceso de elaboracion del
procedimiento para el plasma rico en plaqueta autélogo en técnica abierta
ambulatoria se lleva a cabo de forma controlada, segura, a bajo costo sin
peligro de contaminacion, y evaluada por expertos.

- Del mismo modo se comprobd la funcionalidad del PRP autdlogo en técnica
abierta ambulatoria con estudio de agregacion plaquetaria, estos resultados

permiten tener una vision completa y general sobre la estabilidad del PRP.
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3. CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

En el procedimiento para la obtencibn de plasma rico en plaqueta
autologo en técnica abierta ambulatoria, con estandarizacion de la
centrifugacion y tiempo, asegura la eficiencia y factibilidad en la
elaboracion, del mismo modo, se obtengan concentrados plaquetarios
idoneos para la asistencia médica en la Atencion Primaria de Salud.

Los criterios de los expertos sobre el procedimiento para la obtencion del
plasma rico en plaqueta autélogo en técnica abierta ambulatoria,
mostraron consenso en relacién a que el método constituye un aporte en
la obtencion de concentraciones adecuadas de plaquetas en el producto
final estandarizado para la Atencién Primaria de Salud.

La validacién analitica del procedimiento de obtencion del plasma rico en
plaqueta aut6logo en técnica abierta ambulatoria, demostro estabilidad y
funcionalidad del proceso y evidencié la reproducibilidad.

El procedimiento para la obtencién del plasma rico en plagueta autélogo
en técnica abierta ambulatoria constituy6 una herramienta, que garantiza
el cumplimento de estandares de calidad y eficiencia, para el control de

la ejecucién del proceso en la Atencién Primaria de Salud.
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4. RECOMENDACIONES



RECONENDACIONES

Se recomienda la validacién clinica del plasma rico en plaquetas
autélogo, mediante el procedimiento descrito en la Atencion Primaria de
Salud.

Desarrollar estudios comparativos de la utilizacion del plasma pobre en
plaquetas y plasma rico en plaguetas autdlogo en diversas
enfermedades como tratamientos alternativos en la Atencion Primaria de

Salud.
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Anexo 1.
Consentimiento informado

El (La) que suscribe, y en uso de mis

facultades, libre y voluntad, declaro que he sido informado (a) por la
investigadora principal acerca del procedimiento a seguir en la investigacion. He
recibido informacion verbal durante la entrevista sobre la naturaleza, propdsitos,
beneficios y alternativas de esta investigacion, asi como de los medios con los
gue se cuenta para realizarla y otorgo mi consentimiento para formar parte de la

muestra de dicha investigacion.

Conozco mi derecho de revocar mi consentimiento en el momento que yo lo

considere.

Dado a los dias del mes de de 20 .

Nombre y Apellidos

Firma




Anexo 2

Procedimiento para la obtencién de PRP autélogo en técnica abierta

ambulatoria.

CENTRO DE INMUNOLOGIA Y PRODUCTOS
BIOLOGICOS

UNIVERSIDAD DE CIENCIAS MEDICAS

Cédigo: R.01.PE.SGC.10

Procedimiento para la obtencién del plasma
rico en plaquetas autdlogo en técnica abierta
ambulatoria.

Fecha: 12/2/2020 Ejemplares:
Pagina 1-7
Edicion: 1 Revision:

Procedimiento de obtencion del plasma rico en plaquetas autélogo en

técnica abierta ambulatoria.

1. OBJETIVO:

Obtener el plasma rico en plaguetas autdlogo en técnica abierta ambulatoria.

2. ALCANCE:
Sangre venosa.
3. RESPONSABILIDADES:

Implantacién: Jefa del proyecto

Ejecutor: Especialistas y técnicos del departamento de laboratorio clinico

Control: Jefe Sistema de Gestion de Calidad (SGC)

4. TERMINOS Y DEFINICIONES:

4.1 Términos.




PRP: Plasma rico en plaqueta

PPP: Plasma pobre en plaqueta

4.2 Definiciones.

El PRP se define como es un volumen biolégico autdlogo que tiene una
concentracion de plaquetas superior a la del plasma en condiciones basales
(plasma autélogo con concentracién >150 — 450 x 10%/ L).

El PPP se define como una fraccién de plasma con concentracién de plaquetas
en condiciones basales (150 — 450 x 10% L).

5 OPERACIONES PRELIMINARES:

5.1 Obtencidn y procesamiento de la muestra.

Se realiza una toma de muestra de sangre periférica para la medicion de
concentracion de plaquetas. El nimero de plaquetas se mide en sangre total
anticoagulada. Se utilizan como anticoagulantes: sal disodica, dipotasica o
tripotasica del acido etilendiamino tetraacético (EDTA) a una concentracién de
1,5 mg/mL de sangre.

El conteo se realiza con una camara contadora de células con rayado de
Neubauer modificado en un microscopio, previa dilucion de la sangre 1/100 en
oxalato de amonio al 1 %. Se llena la cAmara y después de un tiempo en reposo,
se realiza el recuento de las células en los cuadrados centrales de ambos lados
de la camara. El niumero total de células contadas se divide entre dos y el

resultado es el nimero de plaquetas multiplicado por 10%/L.



5.2 Equipamiento, locales, materiales y reactivos

1. Torundas de algoddn estéril (paquetes de tres torundas)

2. Alcohol al 76 % (segun politica de bioseguridad)

3. Jeringuilla estéril (20 mL, 10 mL y 5 mL)

4. Ligadura

5. Guantes de examen

6. Lapiz cristalogréfico (para identificacion de las muestras)

7. Tubos de centrifuga graduados (2) con tapa, con el contenido de 1 mL de
citrato de sodio al 1,29 mol/L (para depositar la sangre) Anticoagulante:
citrato de sodio al 0, 29 mol/L

Nota: diluir el anticoagulante 1:10 para utilizarlo al 0,129 mol/L

8 Recipientes de desechos (comun, biolégico y cortopunzante)

9 Recipiente con hipoclorito al 0,1 % (segun la politica de bioseguridad)
para desechar las jeringuillas que contengan restos de sangre.

5.3 Procesamiento de la muestra:

En el procesado de la sangre para obtener PRP mediante la técnica abierta se
debe garantizar que el producto no se contamine durante su manipulacién ya
gue en el proceso el producto queda expuesto al ambiente de la zona de trabajo
y entra en contacto con diferentes materiales que es necesario utilizar para su
obtencidon como son pipetas o tubos de recogida del producto. Asi mismo, a fin
de evitar una contaminacion cruzada en el procesado de las muestras para la
elaboracion del PRP, se debe seguir la premisa de una Unica muestra en el

mismo espacio y al mismo tiempo.



Después de depositada la sangre por las paredes del tubo de centrifuga
graduado hasta la marca de 10 mL (para evitar hemdlisis o formacion de
espuma) se procede a la centrifugacion.

5.4 Centrifugacién:

Material de trabajo: centrifuga que alcance la velocidad de 726 g (1 800 rpm)

La centrifugacion se basa en la fuerza g en lugar de la rpm. La fuerza g se
obtiene con el calculo del tamafio de los rotores de la centrifuga, con las
siguientes formulas: no obstante, en la investigacion la centrifuga esta regulada
en fuerza g.

Fuerza g (RCF) = (rpm)2 x 1.118 x 10-5 x r

RPM = v[RCF/(r x 1.118)] x 1 x 10°

5.5 Procedimiento:

1-Coloque los tubos de centrifuga graduados con sangre dentro de la centrifuga,
calibrados uno frente al otro.

2-Tape la centrifuga y proceda a la centrifugacion 726 g (1 800 rpm) por 10
minutos).

3-Cumplido el tiempo retire los tubos de la centrifuga con mucho cuidado de no
volver a mezclar el paquete de glébulos con el plasma.

5.6 Separacion del plasma pobre en plaquetas (PPP) y del plasma rico en
plaquetas (PRP)

Material de trabajo:

- Pipeta Pasteur

- Tubos de ensayo de 12x75 mm (2)
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Pipeto o pera de seguridad

Cristalogréfica

- Tubo de centrifuga graduado con la muestra centrifugada

Gradilla para tubos de ensayo.

Separacion del PRP autologo:

1

9.

. Identifica los tubos de ensayo de 12x75mm con el cristalografico uno con PRP
y el otro con PPP.

. Coloca el pipeto en la pipeta Pasteur.

. Destapa los tubos de centrifuga graduados.

. Extrae la primera porcion del plasma que corresponde al PPP con una
aproximacion de 2-3 mL.

. Tapa el tubo de centrifuga graduado con la muestra.

. Deposita lo extraido en el tubo de ensayo de 12x75 mm identificado como
PPP.

. Tapa el tubo de ensayo de 12x75 mm con el PPP extraido.

. Extrae el plasma restante (mas proximo a la capa de leucocitos) que

corresponde al PRP con una aproximacion de 2-3 mL. Deposita en el tubo de

ensayo de 12 x75 mm identificado como PRP.

Tapa el tubo de ensayo de 12 x7 5mm con el PRP extraido. Quedando de

esta forma aislado el PRP (plasma autélogo con concentracion >150 — 450 x

10% L).

10. Si es necesario, almacene el PRP autdlogo a temperatura de 4 °C hasta su

entrega por no mas de 72 horas.



6. Bioseguridad
Medidas de bioseguridad que el personal de salud debe cumplir.
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Anexo 3

Calculo de los gastos indirectos de la autocable, miscroscopio olympus y centrifuga
Kubota.

Método de linea recta

Depreciacion anula contable = Precio de compra

Tiempo estimado de vida

Autocable. Afio de compra 1985, codigo 16860

$485
_ —— | 48,5

Depreciacion anula contable

10

Miscroscopio Olympus. Afio de compra 2006, codigo 29886

$866,33

Depreciacion anula contable |= ——————= | 86,633

10
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La depreciacién se calcula sobre el valor inicial registrado en libros, excepto de los que
hayan llegado al término de su vida Util segun la norma Cubana de contabilidad Ne 7

activos fijos tangibles.

Centrifuga Kubota. Afio de compra 2018 cédigo 18017

$7686,67

Depreciacién anula contable |= —— = | 768,66

10

Al aplicarle el 15 % a $-768,66 anual segun la norma Cubana de
contabilidad Ne. 7 activos fijos tangibles el resultado es de $115,30 de

depreciacion anual, el costo diario fue de $ 0,31.
Referencia.
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Anexo 4. Precios referentes a los recursos materiales

Organismo :MINSAP

Fecha:
16/02/2022
Empresa : 24105912 Establecimiento Suministros Médicos Camagiey
Péagina: 1
Unidad : EST SUMINISTROS MEDICOS
Fecha de proc.: 17/02/2022
Existencias de productos en Almacén
Cddigo Descripcion UM Cantidad Precio Importe Cuenta
Almacén : 05 SECCION 5
747*211*8012 TUBO D/CULTIVO 12X75 F/IR uno 30310 0.7243987 $21,956.52
S/REBORDE MANUAL
747*211*8018 TUBO CULTIVO 18X100 Uno 2450 0.9918 $2,429.91

747*330*7611 Pipeta Pasteur Cja X 10 Uno 515 2.4279806  $1,250.41



747*330*7620 Pipeta Graduada 10ML Uno 10420 2.7689352  $28,852.33
747*350*6575 Petri Culture 10x100mm Uno 2300 0.4924651  $1,132.66
Caddigo Descripcién UM Cantidad Precio Importe Cuenta
747*390*0013 LAMINA PORTA OBJETO 25X 76 Uno 1 114.0282857 $114.02
747*390*0313 LAMINAS CUBRE OBJETO 22X22 Uno 691 3.6847592 $2,546.17
747*390*4730 Cubre Objeto 22 x 22mm Uno 2249 0.2723368 $612.50
747*390*6535 Placa Petry 90 x 15 mm Uno 240 0.422875 $101.49
748*114*9267 Pipetas de seguridad Uno 217 3.1351822 $680.33
748*201*0108 Pipeta Serologica 10ml Uno 241 0.3023235 $72.86
748*201*1441 PIPETA 1000 - 5000UL Uno 3 495.35 $1,486.05
748*201*2022 PUNTAS AZULES ESTERILES uno 259 104.6671307 $27,108.80
748*201*2044 Puntas Amarillas 20-200 UL ( Pgte X 1000 Pgte ) 952 59.1344611 $56,296.03
748*201*2045 Ptas Blancas 0.1-10ul (Pgte x 96) Pqte 589 1.5130221 $891.17
748*201*2079 PUNTAS C/FILTRO 20-200UL (CAJA) uUno 1692.886 $33,857.72
748*201*4147 PIPETA MULTICANAL ESPENDORF 10- uno 4510.86 $4,510.86
33756652260000 SLN CITRATO DE SODIO 1.29MOL/L,FCO P/120 DETERMINACIONES FCO $65,40



Anexo 5.

Luego de su consentimiento a participar en la investigacion, usted ha sido
considerado uno de los posibles expertos a integrar el Comité de Consenso
sobre procedimiento para la obtencion del PRP autélogo en técnica abierta
ambulatoria. Esperamos que usted responda los aspectos que deseamos
revise y analice de forma critica, con la solicitud de que lo regrese con la
mayor brevedad posible. Confiamos de antemano en su colaboracion y

esperamos su inestimable contribucion.

1. Nombre y Apellidos:
2. Institucion en la que labora:
3. Provincia:

4. Marque con una X su especialidad:
— Hematologia
— Rehabilitacion fisica
— Inmunologia
— Anestesiologia y reanimacion
5. En relaciéon a la Especialidad. Margue con una X su condicion:
— Especialista de Primer Grado.
— Especialista de Segundo Grado.
6. Marque con una X el Grado Cientifico que ostenta
— Master
— Doctor en Ciencias

7. En relacion a la Categoria Docente. Marque con una X su condicion:



_____ Profesor Instructor.
_____ Profesor Asistente.
_____ Profesor Auxiliar.
_____Profesor Titular.
_____ Profesor Consultante.

No posee categoria docente.

8. Marque en la casilla enumerada, segun su criterio acerca de la

capacidad que tiene sobre el tema evaluacion de la redaccién

cientifica, en una escala del 0 al 10. La evaluaciéon "0” indica que no

tiene ningun conocimiento de la problematica, mientras que la

evaluacion "10" significa que tiene pleno conocimiento del tema.

01 2 3 4 5 6 7

8 9

10

9. Evalle la influencia de las siguientes fuentes de argumentacion en los
criterios valorativos aportados por usted, marcandolos con una X en el

siguiente cuadro.

FUENTES DE ARGUMENTACION

Grado de Influencia de

cada wuna de las
fuentes en sus
criterios.

A M B
(alto) | (medio) | (bajo)

Analisis tedricos realizados por usted

Su experiencia obtenida

Trabajos de autores nacionales

Trabajos de autores extranjeros

Su propio conocimiento del estado del
problema en el extranjero

Su intuicion




Anexo 6

Experto
E-1
E-2
E-3
E-4
E-5
E-6
E-7
E-8
E-9
E-10
E-11
E-12
E-13
E-14
E-15
E-16
E-17
E-18
E-19
E-20
E-21
E-22

Coeficiente
Competencia

0,98 (alto)
0,95(alto)
0,90(alto)
0,95(alto)
0,92(alto)
0,95(alto)
0,97(alto)
0,96(alto)
0,92(alto)
0,92(alto)
0,95(alto)
0,95(alto)
0,93(alto)
0,90(alto)
0,90(alto)
0,90(alto)
0,93(alto)
0,93(alto)
0,90(alto)
0,92(alto)
0,96(alto)
0,98(alto)

Provincia
La Habana
La Habana
La Habana
La Habana
La Habana
Cienfuegos
La Habana
La Habana
La Habana
La Habana
La Habana
Villa Clara
Holguin

La Habana
La Habana
La Habana
La Habana
Matanzas
La Habana
La Habana
La Habana

La Habana

Créditos
cientificos,

académicos e
investigativos
a, b,c,d,ef,g
a,b,c,d,ef,g
b,c.d,e,f,g
b,c.d,e,f,g
b,c,d,ef,g
b,c.d,ef,g
a,b,c,d,ef,g
b,c,d,ef,g
b,c.d,ef,g
b,c.d.ef,g
b,c.d,ef,g
b,c.d,ef,g
c.ef,g
b,c,d,e,f,g
c.ef,g
b,c.d,ef,g
cefg
c,d,efg
c,d,ef,g
c,d,ef,g
c.ef,g

c.efg



E-23
E-24
E-25
E-26
E-27
E-28
E-29
E-30

b,c,d,e,g

0,90(alto)
0,91(alto)
0,93(alto)
0,95(alto)
0,94(alto)
0,92(alto)
0,90(alto)

La Habana cefg
La Habana c,d,efqg
La Habana cefg
La Habana c,d,efqg
Artemisa c.ef,g
Pinar del Rio c.ef,g
Pinar del Rio c,d,efg
0,90(alto) Camaguey

a- Fundador de la Medicina Regenerativa en Cuba.

b- Créditos cientificos.
c- Créditos académicos.

d- Créditos investigativos.

e-Categoria docente de profesor auxiliar o superior.

f- Especialista de segundo grado.

g-Més de 15 afios activo en la profesion



