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 La investigación que presentamos en las siguientes páginas estudia cómo se 

mantiene estable el plasma rico en plaquetas activado con ozono, evaluando sus 

propiedades físico-químicas y biológicas en distintas condiciones y tiempos para 

asegurar su eficacia.
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 RESUMEN

Introducción: Los estudios de estabilidad 
farmacológica permiten conocer la capacidad que �ene 
un producto para mantener en el �empo la integridad de 
sus propiedades fisicoquímicas y biológicas, necesarias 
para cumplir el efecto deseado y las garan�as de calidad.

Obje�vo: Evaluar la estabilidad en vida de estante 

y condiciones de estrés del plasma rico en plaquetas 
ac�vado con ozono.

Métodos: Se diseñó un estudio de estabilidad 
según lo dispuesto en las normas del CECMED, para 
evaluar las principales propiedades fisicoquímicas y 
biológicas del plasma rico en plaquetas ac�vado con 
ozono. Las pruebas se realizaron con una frecuencia de 
ensayo a 37ºC, 4ºC y temperatura ambiente, en las horas 
0, 4, 8 y 12.

Resultados: Los valores de pH presentaron 
cambios no significa�vos sin rebasar los rangos de 
normalidad establecidos para esta variable (p ≥ 0,05). La 
concentración de plaquetas se mostró con tendencia a 
disminuir a medida que se incrementan las horas, a 
temperatura ambiente fue donde menos diferencia 
exis�ó; los valores p ≥ 0,05 permi�eron afirmar que la 
concentración de plaquetas en los lotes no tuvo una 
variación estadís�camente significa�va. Exis�eron 
variaciones no significa�vas en cuanto al crecimiento en 
las muestras respecto a la temperatura (p=0,174). No 
exis�eron modificaciones en las caracterís�cas 
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organolép�cas y el volumen.
Conclusiones: El estudio de estabilidad del 

plasma rico en plaquetas ac�vado con ozono recomienda 
su uso en estudios de intervención clínica sobre todo en 
las primeras cuatro horas de la combinación.
Palabras clave: plasma rico en plaquetas; ozono; 
estabilidad

 INTRODUCCIÓN

La estabilidad farmacológica es la capacidad que 
�ene un producto farmacéu�co para conservar sus 
propiedades químicas, �sicas, microbiológicas y 
biofarmacéu�cas dentro de límites especificados, a lo 
largo de su �empo de conservación.(1) Los estudios de 
estabilidad de los medicamentos en la prác�ca clínica 
repercuten en la organización de los Servicios de 
Farmacia y en los aspectos económicos de la polí�ca de 
salud, además de mejorar la calidad asistencial.(2) 
Permiten analizar la capacidad que �ene un producto 
para mantener en un período la integridad de sus 
propiedades �sicas, organolép�cas, químicas y 
microbiológicas necesarias para cumplir el efecto 
deseado. (3)

Estos estudios documentan los posibles cambios 
del producto durante la exposición a la luz, la humedad, la 
vibración u otros factores ambientales. (2,3) El 
m a nte n i m i e nto  d e  e st r i c ta s  co n d i c i o n e s  d e 
almacenamiento es necesario para preservar la ac�vidad 
biológica y la degradación del producto. (3)

El término plasma rico en plaquetas (PRP) fue 
descrito por los hematólogos, en la década de 1970, 
como la sustancia con un recuento de plaquetas superior 
al de la sangre normal, originalmente u�lizados en 
medicina transfusional en el tratamiento o prevención de 
hemorragias a causa de una trombocitopenia grave. Su 
aplicación se ha extendido a numerosos campos de la 
medicina, fundamentalmente en las especialidades 
quirúrgicas.(4,5)

Los elementos fundamentales presentes en el 
PRP que favorecen su acción son las proteínas de 
señalización celular que incluyen interleuquinas y los 
factores de crecimiento, que intervienen en la migración 
y proliferación celular.(6) La variabilidad de las 
concentraciones de plaquetas dependen del protocolo 
u�lizado para su obtención, es necesario que la 

>>>



20

nomenclatura de productos de PRP referencien las 
diferentes formulaciones según el método u�lizado. (3)

Valacchi et al. (7) sugieren nuevas terapias 
basadas en el potencial regenera�vo y an�inflamatorio 
de los factores de crecimiento contenidos en las 
plaquetas y que estas liberan al ac�varse, resaltan 
además las propiedades que se ob�enen al emplear el 
ozono como ac�vador. El ozono es un gas incoloro 
formado por tres átomos de oxígeno a nivel molecular. 
Esta sustancia tendrá un efecto oxidante sobre los 
compuestos orgánicos debido a la carga posi�va que 
man�ene, aspecto que se aprovecha para neutralizar las 
células patógenas con carga nega�va. (8)

La información sobre el �empo y las condiciones 
de almacenamiento de los productos biológicos deben 
realizarse a par�r de estudios de estabilidad a largo plazo 
y en condiciones de almacenamiento reales.(9,10,11) Los 
estudios acelerados y de estrés informan además, de las 
condiciones anormales de un medicamento durante su 
almacenamiento, propician parámetros sobre ensayos 
específicos que sirven para establecer indicadores de la 
estabilidad en la degradación y en períodos breves en 
condiciones de almacenamiento diferente a las 
establecidas. (1,3)

El obje�vo de la presente inves�gación fue 
evaluar la estabilidad en vida de estante y condiciones de 
estrés del PRP ac�vado con ozono (PRP-O3) obtenido en 
sistema abierto, como parte del proceso de validación del 
uso de este producto en las enfermedades de la 
ar�culación temporomandibular.

 MÉTODOS

Se diseñó el estudio de estabilidad según la 
norma Regulación 25-00 CECMED, 2000. (12) La 
inves�gación se realizó en el Centro de Inmunología y 
Productos Biológicos (CENIPBI) de la Universidad de 
Ciencias Médicas de Camagüey, donde se evaluaron los 
parámetros de estabilidad en �empo real.

Obtención del PRP

1. Preparación de los tubos de centrífuga 
graduados con tapa y contenido de 1 mL de 
citrato de sodio a la 1,29 mol/L, dilución (1:10 
para u�lizarlo a la 0,129 mol/L).

2. Toma de muestra de sangre venosa periférica al 
paciente, para lo cual se coloca la ligadura con 
torniquete elás�co por �empo inferior a un 
minuto.

3. Inmediato a la extracción, se depositan 9 mL de 
sangre por las paredes del tubo y se procede a la 
doble centrifugación por técnica abierta, 

autóloga y ambulatoria.
4. Primera centrifugación gravitacional de 100 g 

durante 10 min.
5. El plasma resultante de la primera centrifugación 

se extrae con pipeta sin generar turbulencias y se 
somete a una segunda centrifugación a 100 g por 
15 min.

6. Obtención del plasma rico en plaquetas luego de 
descartar 0,5 mL del plasma de la fase superior.

7. Se procedió a ac�varlo con ozono, para ello se 
empleó una llave de tres vías a razón de 1 a 1 PRP-
ozono durante un minuto. (5)

Preparación de los lotes para el estudio de estabilidad

Con el suero procesado se conformaron dos 
lotes, según (Regulación 25-00 CECMED, 2000) 195

Diseño del experimento de estabilidad

Las pruebas para demostrar estabilidad del 
producto se realizaron teniendo en cuenta el estudio de 
estabilidad en condiciones reales y de laboratorio “a largo 
plazo vida de estante”, con una duración de 12 horas y una 
frecuencia de ensayo en las horas 0h, 4 h, 8h y 12 h. (12) El 
estudio quedó diseñado para dos lotes y tres 
determinaciones por lote, para un número total de 
muestras del estudio (n= 88).

Se incluyó el estudio de trasportación diseñado 
para la determinación de los cambios �sicos de la 
sustancia mediante diferentes movimientos en agitación, 
reposo, posición normal e inver�da, que predicen el 
período de validez bajo condiciones de traslado. Se 
verificaron las condiciones detalladas para transporte 
que no afectaran la fecha de caducidad del producto. Las 
temperaturas probadas fueron 37ºC, 4ºC y temperatura 
ambiente (TA). (12)

Las variables estudiadas fueron estabilidad, pH, 
caracterís�cas organolép�cas, esterilidad, concentración 
de plaquetas, medición del volumen, medición en 
condiciones de movimiento, simulación de transporte y 
agregación de plaquetas. Se hizo un análisis de datos de 
las muestras en estudio. En el análisis estadís�co se 
emplearon los estadígrafos F de Fisher y Q de Cochran 
para comparar los lotes del estudio según los elementos 
cuan�ta�vos. Los análisis se realizaron en SPSS v 21.0.

La inves�gación fue aprobada por el Consejo 
Cien�fico y el Comité de É�ca del Hospital Universitario 
Manuel  Ascunce Domenech y  la  Facul tad  de 
Estomatología de la Universidad de Ciencias Médicas de 
Camagüey. Se respetaron los principios promulgados en 
la Declaración de Helsinki. (13)
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 RESULTADOS

En la evaluación se pudo observar que todos los 
valores del pH en las muestras u�lizadas variaron, pero 
nunca rebasaron los rangos de normalidad establecidos 
para esta variable. El estudio mul�variado entre los lotes 
y dentro de los lotes arrojó valores de p del estadígrafo F 
de Fisher en 0.326, 0.633 y 0.651 para el pH en las 
temperaturas 37ºC, 4ºC y TA, respec�vamente. Estos 
valores mayores de 0.05 permi�eron afirmar que el pH en 
los lotes no tuvo una variación estadís�camente 
significa�va. Los valores de p en 0.880, 0.750 y 0.998 para 
e l  p H  e n  l a s  t e m p e ra t u ra s  3 7 º C ,  4 º C  y  TA , 
respec�vamente, permi�eron plantear que el pH en las 
muestras no tuvo una variación estadís�camente 
significa�va.

 Tabla 1. Evaluación del pH en lotes de plasma rico 
en plaquetas ac�vado con ozono

  En el análisis de las concentraciones de 
plaquetas, las horas de evolución y las temperaturas se 
pudo observar que la concentración de las plaquetas 
�ende a disminuir a medida que se incrementan las 
horas, pero nunca llega a valores insuficientes para su 
uso. A temperatura ambiente ocurrieron menos 
diferencia de concentración con el aumento de las horas.

Las medias de variabilidad (amplitudes y 
desviaciones estándar) se comportaron de igual forma en 
cada muestra según la temperatura, los mejores 
resultados se observaron a temperatura ambiente. Sin 
embargo, el estudio mul�variado entre los lotes y dentro 
de los lotes arrojó valores de p en 0.713, 0.816 y 0.941 
para las concentraciones de plaquetas en las 
temperaturas 37ºC, 4ºC y TA, respec�vamente. Estos 
valores mayores de 0.05 permi�eron afirmar que la 
concentración de plaquetas se comportó igual en los dos 
lotes, o sea, no tuvo una variación estadís�camente 
significa�va.
 
 Fig. 1. Evaluación de la concentración de 
plaquetas en lotes de plasma rico en plaquetas ac�vado 

con ozono.

Se obtuvieron valores de p en 0.997, 0.999 y 
0.993 para las concentraciones de plaquetas en las 
temperaturas 37oC, 4oC y TA, respec�vamente. Estos 
resultados mayores de 0.05 permi�eron concluir que las 
concentraciones de plaquetas en las muestras no 
mostraron una variación estadís�camente significa�va 
(se comportó igual en las seis muestras).

En e l  caso de la  ester i l idad ex is�eron 
modificaciones del crecimiento con respecto a la 
temperatura. A los 37ºC y a TA hubo crecimiento, pero 
inferior al 5 % a TA y al 9 % a temperatura de 37 ºC. En la 
muestra expuesta a 4ºC no hubo crecimiento. Sin 
embargo, valores del estadígrafo Q de Cochran con 
p=0.174 aseguran que estos crecimientos no son 
estadís�camente significa�vos, por lo que se afirma que 
esta variable se comporta sin variación entre los lotes, 
dentro de los lotes, entre las muestras y dentro de las 
muestras.

En cuanto al estudio de las caracterís�cas 
organolép�cas y medición del volumen se pudo observar 
en todas las muestras en cada hora y todas las 
temperaturas, que no hubo variación en el 100 % de las 
muestras lo que demuestra la estabilidad en relación a 
estos parámetros. La prueba estadís�ca no se realizó por 
considerar un uso irreflexivo dado el resultado del 
análisis.

En la inves�gación de transportación se 
evidenció que el PRP-O3 se mantuvo sin variación a 
temperaturas refrigeradas (4oC), con esterilidad, pH, 
volumen y concentración que se man�enen estables en el 
rango establecido.
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ENFERMEDAD CELIACA Y OTROS DESÓRDENES ASOCIADOS

Diagnóstico 
de Laboratorio 
paso a paso

 DISCUSIÓN

En el año 2013 la Agencia Española de 
Medicamentos y Productos Sanitarios del Ministerio de 
Sanidad, Consumo y Bienestar Social (AEMPS) reguló la 
u�lización del PRP como medicamento de uso humano. 
(14)

El PRP es un hemoderivado con alto recuento de 
plaquetas, que se ob�ene a par�r de la centrifugación. Su 
definición señala al menos 2,5-1000 x103 plaquetas/μL 
suspendidas en plasma (de 2 a 7 veces el valor basal). Una 
menor concentración no tendrá efecto y mayor no 
incrementará la respuesta biológica, además podría 
tener efectos inhibitorios en la regeneración de heridas y 
disminuir la angiogénesis. (15)

S e g ú n  p l a nte a  S c h wa r t z  e t  a l . ,  ( 5 )  l a 
concentración de plaquetas, la técnica de obtención y la 
manipulación son algunas de las variables del uso de 
preparados de plaquetas que determinan su eficacia 
clínica. Se han reportado variaciones en la concentración 
de plaquetas que varían desde 2 a 8,5 veces el valor basal 
según los dis�ntos métodos de obtención. Agrega, 
además, que los valores que oscilan entre 3 a 5 veces la 

cifra basal son los requeridos para obtener los resultados 
óp�mos.

La ac�vación del PRP con ozono ac�va vías de 
señalización celular y síntesis de factores de crecimiento 
que estaban silentes, aumenta la capacidad de 
inmunomodulación de las señales an�inflamatorias (Il-
10) y proinflamatorias (Il-1, Il-2, Il-6 y TNF alfa) y 
endorfinas β de curación. Esta combinación permite la 
síntesis proteica cuando se modifica el microambiente y 
además, el PRP-O3 adquiere una capacidad regulatoria 
genómica y no genómica. Ambos ac�van por lo que 
actúan en la modulación de la inflamación y respuesta al 
daño �sular, además la producción y regeneración de 
matriz extracelular. (5,16)

Las disposiciones de las buenas prác�cas para 
laboratorio de control de medicamentos y validación de 
métodos analí�cos brindan los conocimientos generales 
para realizar la validación de un método analí�co, por los 
requisitos para los estudios de estabilidad de productos 
farmacéu�cos terminados, nuevos y conocidos. (17,18) 
La AEMPS y la Guía Española de Buenas Prác�cas para la 
Preparación de Medicamentos en los Servicios de 
Farmacia Hospitalaria establecen que se debe conocer la 
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estabilidad de un fármaco para que se cumplan los 
requerimientos de calidad. (14)

Anitua et al. (19) reportaron en la validación 
galénica del colirio de plasma rico en factores de 
crecimiento, que el proceso de obtención del PRP es 
asép�co, realizado o no en campana de flujo laminar. 
Concluyen que el pH de este colirio almacenado a 
temperaturas inferiores de 20°C durante tres y seis meses 
mantuvo valores de normalidad. En la presente 
inves�gación el pH se mantuvo dentro de los parámetros 
normales en todas las fases del estudio.

Un estudio de Quezada et al. (3) afirmó que el 
proceso de elaboración estabilidad del PRP se realiza de 
forma controlada y segura. Además de resaltar que se 
mantuvieron las propiedades �sicas, químicos y 
biológicas bajo diferentes condiciones de temperatura de 
almacenamiento y en dis�ntos �empos.

E n  l a  i nve s� ga c i ó n ,  e l  e st u d i o  d e  l a s 
caracterís�cas organolép�cas y medición del volumen se 
observó en todas las muestras, en cada hora y todas las 
temperaturas, que no hubo variación en el 100 % de las 
muestras, lo que demuestra la estabilidad en relación a 
estos parámetros.

La combinación propuesta de PRP y ozono se 
mantuvo estable en las condiciones reales donde fue 
formulada y en el laboratorio, conservó las propiedades 
farmacológicas que avalan su empleo, por lo que se 
jus�fica su uso en estudios de intervención clínica.

En síntesis, la estabilidad del PRP-O3, con un pH, 
caracterís�cas organolép�cas y concentración de 
plaquetas adecuados, unido a la esterilidad, previamente 
demostrada, permiten recomendar su uso en estudios de 
intervención clínica sobre todo en las primeras cuatro 
horas de la combinación.
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