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RESUMEN

Introduccion: Para proteger la actividad bioldgica y evitar la degradacion de un producto se
deben mantener estrictas condiciones de obtencién y almacenamiento. La informacion que
avala el tiempo y las condiciones de almacenamiento debe partir de estudios de estabilidad
realizados a largo plazo, en tiempo y condiciones de almacenamiento reales.

Objetivo: Evaluar la estabilidad en vida de estante y condiciones de estrés del plasma rico
en plaquetas obtenido en sistema abierto.

Métodos: Se diseno un estudio de estabilidad siguiendo las normas descritas por el Centro
para el Control Estatal de los Medicamentos. Se evaluaron las principales propiedades
fisicoquimicas y biolégicas del plasma rico en plaquetas. Las pruebas para demostrar
estabilidad del producto se realizaron con una duracién de tres dias y una frecuencia de
ensayo en las horas 0, 4, 8,12, 24,48y 72.

Resultados: Los ensayos de pH mostraron que se mantiene estable con independencia del
tiempo y la temperatura con un 95 % de confiabilidad. El 100 % de las muestras estudiadas
no presentd variacion en relacion con las caracteristicas organolépticas y el volumen. La

esterilidad tampoco mostré variaciones. Las concentraciones del plasma rico en plaquetas
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segun tiempo y temperaturas arrojaron una significaciéon mayor de 0,05 con variacion en
funcion del tiempo y las temperaturas con una confiabilidad del 95 %.

Conclusiones: Se demostré que el proceso de elaboracién del plasma rico en plaquetas se
lleva a cabo de forma controlada y segura. El plasma rico en plaquetas obtenido mantiene
sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas tras someterlo a diferentes tiempos y
temperaturas de almacenamiento.

Palabras clave: estabilidad; plasma rico en plaquetas; estabilidad acelerada.

ABSTRACT

Introduction: To maintain biological activity and avoid degradation of a product, strict
conditions of collection and storage must be maintained, the information that supports the
time and storage conditions must be based on long-term stability studies carried out in real
time and storage conditions.

Objective: To evaluate the shelf life stability and stress conditions of the platelet rich plasm
obtained in an open system.

Methods: A stability study was designed following the standards described by the Center for
State Control of Medicines, where the main physicochemical and biological properties of
platelet rich plasm were evaluated, the tests to demonstrate product stability were carried
out with a duration of three days. and a test frequency at 0, 4, 8, 12, 24, 48 and 72 hours.
Results: The pH tests showed that it remains stable regardless of time and temperature with
95% reliability, 100% reliability. The samples studied did not present variation in relation to
the organoleptic characteristics and volume, sterility in general did not show variations either,
platelet rich plasm concentrations according to time and temperatures showed a
significance greater than 0.05 with variation depending on time and temperatures with a
reliability of 95%.

Conclusions: The present work shows that the platelet rich plasm elaboration process is
carried out in a controlled and safe way, the platelet rich plasm obtained maintains its
physical, chemical and biological properties after subjecting it to different storage times and
temperatures.

Keywords: stability; platelet-rich plasma; accelerated stability.
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Introduccion

Los estudios de estabilidad permiten conocer la capacidad que tiene un medicamento para
conservar a lo largo del tiempo la integridad de sus propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas necesarias para ejercer en el organismo el efecto para el cual ha sido
disefiado.('2)

Para proteger la actividad bioldgica y evitar la degradacion se deben mantener estrictas
condiciones de almacenamiento. Por ejemplo, el plasma rico en plaquetas (PRP) es la
fraccion del plasma derivado de la sangre periférica que en general se utiliza de forma
autéloga (preparado a partir de la sangre del propio paciente) y se caracteriza por contener
concentracion de plaquetas (10° plaquetas y en dependencia de como se formule, puede o
no contener leucocitos.®

Aunque la presencia agregada de todos los elementos presentes en el PRP favorece su
accion, los elementos fundamentales son las proteinas de sefializacion celular que incluyen
factores de crecimiento, interleuquinas y otras citoquinas implicadas en procesos bioldgicos
claves para la cicatrizacién como son la migracion y proliferacion celular, asi como la
sintesis de matriz extracelular.*56)

Las concentraciones de plaquetas y por tanto de factores de crecimiento, varian segun el
protocolo utilizado en la preparacion. Como resultado de esta variabilidad, la nomenclatura
de productos PRP debera hacer referencia a las diferentes formulaciones que pueden
obtener segun el método de preparacion utilizado.)

En los productos biolégicos los métodos de ensayo influyen en los resultados.(®19 En el
caso de los productos de origen bioldgico, como es el plasma es sensible a los cambios de
temperatura.

Para dichos productos, la informacion que avala el tiempo y las condiciones de
almacenamiento debe partir de estudios de estabilidad realizados a largo plazo en tiempo y
condiciones de almacenamiento reales, (estudios de estabilidad de vida de estante).
También se deben considerar necesarios los estudios acelerados y de estrés pues permiten
tener un mejor conocimiento de las condiciones anormales de medicamento sometido a
almacenamiento. Estos estudios que aportan valiosa informacién sobre miultiples
elementos(1%1112) deberan tener, en algunos casos, seguimiento en los estudios a largo

plazo.
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Los estudios de estrés pueden aportar informacion sobre parametros de ensayos
especificos que constituyen indicadores de la estabilidad, sobre patrones de degradacion,
asi como del comportamiento del producto ante periodos cortos fuera de las condiciones
de almacenamiento establecidas, lo que ayuda en la prediccion de sus afectaciones ante
fallos durante el embarque o el almacenamiento.(11.13)

El objetivo del trabajo fue evaluar la estabilidad en vida de estante y condiciones de estrés

del plasma rico en plaquetas obtenido en sistema abierto.

Métodos

Obtencion del plasma rico en plaquetas
Para la obtencion del PRP se le realizé al paciente la toma de muestra de sangre periférica.('4
Se empled como material de trabajo torundas de algodén estéril (paquetes de tres torundas),
alcohol al 76 % (segun politica de bioseguridad), jeringuilla estéril (20 mL, 10 mL 'y 5 mL),
ligadura, guantes de examen, lapiz cristalografico (para identificacion de las muestras),
tubos de centrifuga graduados con tapa, con el contenido de 1 mL de citrato de sodio a la
1,29 mol/L, dilucién (1:10 para utilizarlo a la 0,129 mol/L).
El procesamiento de la muestra se realiz6 mediante la técnica abierta. Se garantizé que el
producto no se contaminara microbiolégicamente durante su manipulacién ya que queda
expuesto al ambiente de la zona de trabajo y entra en contacto con diferentes materiales
que es necesario utilizar para su obtencién como pipetas o tubos de recogida del producto.
Para evitar una contaminacion cruzada en el procesado de las muestras se siguié la premisa
de una unica muestra en el mismo espacio y al mismo tiempo.
Después que se deposito la sangre por las paredes del tubo de centrifuga graduada hasta la
marca de 10 mL (para evitar hemdlisis o formaciéon de espuma) se procedié a la
centrifugacion.
La centrifugacion se realizé en la centrifuga marca KUBOTA 2420. Se centrifugd a 1800 g
por 10 min. Al cumplirse el tiempo se retiraron los tubos de la centrifuga con mucho cuidado
para no mezclar el paquete de glébulos con el plasma.
Se separo6 el plasma pobre en plaquetas (PPP) y plasma rico en plaquetas (PRP) teniendo
siempre en consideracién la concentracion de plaquetas de cada fraccién y se empleo el

material necesario para el proceder.
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Estudio de estabilidad

Se disefid un estudio de estabilidad que evalué las principales propiedades fisicas, quimicas
y biologicas del PRP mediante un estudio de vida de estante y en condiciones de estrés
térmico, con el objetivo de obtener informacion sobre el comportamiento de su estabilidad
en el periodo de tiempo recomendado para su conservacion, segun los requerimientos del
Centro para el Control Estatal de los Medicamentos (CECMED)®'" para los estudios de
estabilidad.

Se disefio tres lotes en tres dias y cuatro determinaciones por lote, para un niumero total de
muestra n = 84.

Las pruebas para demostrar estabilidad del producto se realizaron teniendo en cuenta el
estudio a largo plazo o a tiempo real, con una duracién de tres dias y una frecuencia de
ensayoenlash0,4,8,12,24,48y 72.

Diseio de los estudios de estabilidad

Para el estudio de estabilidad se tuvo en cuenta los siguientes parametros:

—  Condiciones normales de almacenamiento (vida de estante): las muestras de cada
lote se almacenaron a temperatura controlada entre 37 y 4 °C. Los ensayos
considerados como tiempo cero fueron realizados como control de calidad para la
liberacion del lote durante un periodo de tres dias.

- Condiciones de estrés térmico: diferentes muestras de cada uno de los lotes en
estudio conservadas a temperaturas de 37 y 4°C fueron seleccionadas se incubaron
a-20° Cy 45 °C por tres dias.

— Ensayos fisicos y quimicos pH: se utilizé6 un medidor de pH (pH meter modelo PHS
25, Shanghai) y soluciones de referencia de pH 4.0 y 7.0 El ensayo se consider6
satisfactorio si la muestratuvounpH de 6,4a 7,4

— Caracteristicas organolépticas: se realizd la evaluacion sensorial de apariencia
(suspension), color (blanco opalescente) y olor (caracteristico al plasma). Dicha
evaluacion se realizé a cuatro tubos durante la ejecucion de la determinacion de pH.

- Volumen: se realizo la evaluacion de la cantidad del producto en mL, dicha evaluacion
se realiz6 en tubos durante la ejecucion de pH, variable cuantitativa continua, cantidad
de volumen del producto desde el inicio hasta el final del estudio.

—  Concentracién del PRP: concentraciones de tres veces el valor basal (150-450 x

10°/L) variable cuantitativa continua.
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— Esterilidad: se realizé siembra en medio liquido para cultivo microbiano en tioglicolato
de sodio. Variable cuantitativa continua, dada en los siguientes intervalos de UFC

(unidades formadoras de colonias)

Analisis estadistico

Se hizo un analisis de datos de las muestras en estudio. Se realiz6 el andlisis de varianza
(ANOVA) en bloques al azar para comparar los pardmetros cuantitativos entre los lotes en
estudio. Para el analisis se utilizaron los factores lote y tiempo. Los analisis se realizaron en
SPSS v 21.0 (SPSS Inc., Chicago, EE. UU.).

Resultados

El comportamiento de los parametros fisicos y quimicos correspondientes a cada uno de
los lotes a lo largo del estudio de estabilidad de vida de estante, en condiciones de estrés se
mantuvo dentro de los limites de aceptacion en correspondencia con el pH. Se mostré la
variacion del pH segun el tiempo y las diferentes temperaturas en el estudio acelerado. No
existio diferencias en la media del pH para las diferentes temperaturas y horarios y este
oscilé en el mayor numero de las observaciones entre 7,3 y 7,4 correspondiéndose con el
rango establecido como normal, solo a 37 °C después de las 24 h se constaté un ligero

incremento del pH a 7,5 (tabla 1).

Tabla 1 - Variacién del pH segun tiempo y temperaturas

pH en tiempo real o acelerado

pH 37 °C pH4°C pH 20 °C
horas - - -
Media DE Media DE Media DE
0 73 0,06 7.2 0,21 73 0,08
7.4 0,06 7.3 0,13 73 0,07
8 74 0,04 74 0,03 73 0,16
12 74 0,05 7.1 0,2 74 0.0
24 7,5 0,09 74 0,045 73 0,029
48 7,5 0,08 7.3 0,103 73 0,103
72 75 0,09 7.3 0,057 73 0,103
p=0,732

La totalidad de las muestras estudiadas no presenté variacién en relacion con las
caracteristicas organolépticas y el volumen. La esterilidad de forma general tampoco mostré

variaciones importantes. Solo se encontré contaminacion a 37 °C de temperatura a partir de
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las 8 h en una muestra y al aislar el germen encontrado se sefialo el resultado de bacilos
ambientales producto de una mala manipulacién. Se recomienda trabajar con temperatura
igual o inferior a 4 °C.

La prueba estadistica no se realizd por considerar un uso irreflexivo dado el resultado del
analisis. Se demostré la estabilidad en relacién con estos parametros.

Se observo en las variaciones de las concentraciones de PRP segun el tiempo y las
temperaturas que a medida que aumenta el tiempo disminuye la concentracion y aumenta
la dispersion de los datos. Esto ocurre similar en las tres temperaturas analizadas, aunque
a-20 °C se aprecioé menos variacion de la media de concentracion con menor dispersion de

los datos (tabla 2).

Tabla 2 - Variaciones de las concentraciones del plasma rico en plaquetas segun tiempo y

temperaturas
Concentracion de plasma rico en plaquetas en tiempo real o
acelerado
horas 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
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 44,7 762,7 48,8
48 329,9 81,2 660,8 56,2 713,7 42,7
72 2554 101,1 665,2 62,1 708,8 73,8
p =0,065

No obstante, la prueba estadistica arrojo una significacion mayor de 0,05 lo que se traduce
en que no hay suficientes evidencias para plantear que la concentracion de PRP varia en

funcion del tiempo y las temperaturas con una confiabilidad del 95 %.

Discusion
La Agencia Espafnola de Medicamentos y Productos Sanitarios del Ministerio de Sanidad,
Consumo y Bienestar Social (AEMPS) en el afio 2013 establecié una resolucién por la que
instaurd la clasificacion del uso terapéutico no sustitutivo del plasma autélogo y sus
fracciones, componentes o derivados, como medicamentos de uso humano para atender
necesidades especiales, por lo que se regula por primera vez la utilizacion de PRP como

medicamento de uso humano.('516)
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Los resultados de la validacién galénica del colirio de plasma rico en factores de crecimiento
(PRGF-Endoret®) muestra que el proceso de obtencion del PRP es aséptico, tanto si se
realiza en campana de flujo laminar como fuera de esta.('® El pH del colirio de PRGF-
Endoret® almacenado a -20 °C durante tres meses y seis meses se mantuvo dentro de este
rango durante el periodo de estudio.

Los sistemas abiertos y cerrados en el procesamiento del PRP son importantes porque
dependen de la exposicion de la sangre al ambiente durante todo el procedimiento en cada
caso, este aspecto es critico para definir criterios de esterilidad, especialmente si se
considera el almacenamiento.

En el caso de la técnica abierta la calidad del método empleado debe ser evaluado por las
autoridades competentes que tendran que aprobar las instalaciones en las que se desarrolle
la actividad,("”) el procedimiento utilizado para la produccion del PRP y los controles de
calidad establecidos.

En la técnica cerrada se emplean kits comerciales desechables, que incorporan todo el
material requerido para la produccion del PRP. En este caso, la muestra en ningin momento
tiene contacto con el exterior, por o que 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.

Los resultados del ensayo de estabilidad del PRP coincide con la validacién galénica del
colirio de plasma rico en factores de crecimiento, siendo del 100 % en los lotes ensayados.
La prueba estadistica muestra 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 variacion en estos parametros o sea el pH se mantiene estable
independientemente del tiempo y la temperatura.

Con respecto a las garantias de calidad, al igual que ocurre con cualquier otro
medicamento('® es necesario establecer unas garantias minimas durante el proceso de
elaboracion.

En cuanto a la estabilidad, el informe de la AEMPS y la Guia Espafiola de Buenas Practicas
para la Preparacion de Medicamentos en los Servicios de Farmacia Hospitalaria establecen
que se debe conocer la estabilidad de un farmaco para que se puedan cumplir las garantias
de calidad.('® También se debe tener en cuenta la estabilidad microbioldgica.

Los resultados del estudio de Hauschild G y otros,("®) en la investigaciéon de estabilidad de
almacenamiento a corto plazo a temperatura ambiente de dos preparaciones diferentes de

plasma rico en plaquetas de donantes equinos y posible impacto en las concentraciones de

Esta obra esté bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




€CIMED Revista Cubana de Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia. 2023;39:e1795

/AP EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

factor de crecimiento, son aplicables durante un periodo de al menos seis horas a temperatura
ambiente sin pérdida de concentracion del PRP, lo que coincide con el estudio en el que la
esterilidad y concentracion del PRP de forma general no varia a 37 °C de temperatura antes las
8 h de almacenamiento.

En la investigacion del colirio de PRGF - Endoret® mostré estabilidad bioldgica durante al
menos seis meses congelado a-20 °C y mantenido, posteriormente, durante 72 h refrigerado
0 a temperatura ambiente('>1820) coincidiendo con el estudio en que no se observa
diferencias significativas en el PRP en funcion del tiempo y las temperaturas con una
confiabilidad del 95 %.

Se concluye que el presente trabajo demostro que el proceso de elaboracion del PRR se lleva
a cabo de forma controlada y segura. El PRP obtenido mantiene sus propiedades fisicos,
quimicas y bioldgicas tras someterlo a diferentes tiempos y temperaturas de
almacenamiento. Por lo que se considera que estos resultados aportan la informacion

requerida sobre la estabilidad de PRP.
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