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2 Evaluacion de cinco protocolos estandar para la obtencién de plasma rico en plaquetas en caninos

Resumen

Introduccion: el uso de plasma rico en plaquetas (PRP) ha tomado gran importancia durante los Gltimos afios,
lo que ha demostrado su utilidad en el tratamiento de algunas patologias. Por otra parte, no se encuentra ade-
cuada informacion sobre los procesos mas eficientes de obtencion, que garanticen la concentracion minima
deseada para los propdsitos terapéuticos. Este estudio comparé cinco protocolos conocidos de obtencion
de PRP y estableci6 el mejor rendimiento para determinar qué protocolo de PRP ofrece el mayor nimero de

plaguetas con los implementos de uso corriente en la clinica.

Metodologia: se compararon cinco protocolos estandar clasicos recomendados por la literatura internacional,
por su capacidad de lograr altas concentraciones de plaquetas. Se utilizé sangre de caninos con un hemogra-

ma normal para evaluar cada protocolo, via conteo del PRP de cada uno de ellos.

Resultados: se realizé conteo plaquetario y se encontré en un 163 % para el protocolo C, seguido por protocolo
B,E,DyAconun96 %, 8,62 %, 6,38 %y 4,47 %, respectivamente.

Conclusiones: existe variabilidad de concentracion de plaquetas entre los diferentes protocolos, en este caso,
el protocolo C dio mejores resultados, siendo el que demanda un nimero menor de revoluciones y tiempo para
la obtencion de PRP.

Palabras clave: plasma rico en plaquetas, factores de crecimiento, protocolos de PRP, aplicaciones del PRP.

Abstract

Introduction: platelet rich plasma (PRP) usage has acquired great relevance within the last few years, which has
demonstrated its usefulness in the treatment of some pathologies. Up until now, there is not enough informa-
tion on efficient obtention processes that warrants a wished minimal concentration for therapeutical purposes.
This study compared five known protocols for PRP obtention and stablished the best performance to determine

which protocol offers the greatest number of platelets with common resources within the clinic.

Methodology: five standard protocols recommended by international literature were compared by its capacity
to accomplish larger amounts of platelets. Canine blood with a normal hemogram was used to evaluate each

protocol by counting each PRP number.

Results: a platelet count was carried out and it was found that 163% for protocol C, followed by protocol B, E, D
and A with 96%, 8.62%, 6.38% and 4.47%, respectively.

Conclusions: there is a great variability between platelet count within each protocol. In this case, protocol C
gave the best result, being the one that demands more revolutions and time for the obtention of PRP.

Keywords: platelet rich plasma, growth factor, PRP protocols, PRP applications.

Resumo

Introdugéo: o uso de plasma rico em plaquetas (PRP) vem ganhando importancia nos ultimos anos, o que
demonstra sua utilidade no tratamento de algumas patologias. Contudo, ndo se encontra adequada infor-
macgao sobre os processos mais eficientes para obté-lo que garantam a concentragdo minima desejada para
os fins terapéuticos. Este estudo comparou cinco protocolos conhecidos de obtencdo de PRP e estabeleceu
o melhor desempenho para determinar qual protocolo de PRP oferece o maior nimero de plaquetas com os

implementos de uso comum na clinica.

Metodologia: foram comparados cinco protocolos-padréo classicos recomendados pela literatura internacio-
nal, por sua capacidade de atingir altas concentragdes de plaquetas. Foi utilizado sangue de caninos com um

hemograma normal para avaliar cada protocolo, via contagem de PRP de cada um deles.
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Resultados: foi realizada contagem plaquetaria e foi verificado em 163 % para o protocolo C, seguido por pro-
tocolo B, E,D e Acom 96 %, 8,62 %, 6,38 % e 4,47 %, respectivamente.

Conclusdées: existe variabilidade de concentragao de plaquetas entre os diferentes protocolos, nesse caso,
o protocolo C apresentou melhores resultados, sendo o que demanda menor nimero de revolugdes e tempo

para obter PRP.

Palavras-chaves: plasma rico em plaquetas, fatores de crescimento, protocolos de PRP, aplicagdes do PRP.

Introduccion

El uso de plasma rico en plaquetas (PRP) ha tomado gran importancia durante los ul-
timos afios, ya que ha demostrado ser Util para el tratamiento de distintas patologias.
Es asi como Mendieta et al. [1], Radice et al. [2] y Alanis et al. [3] sefialan su beneficio
utilizando distintos protocolos, sin embargo, muchos de estos trabajos no confirman
que la obtencion de este haya logrado la cantidad minima de plaquetas esperada. Es
por esto que es relevante evaluar distintos protocolos de obtencion.

Las plaquetas provienen de los megacariocitos, que proliferan y maduran en
la médula 6sea, bajo la accién de la trombopoyetina. Su citoplasma esta compuesto
por particulas de glucdgeno que constituyen su fuente energética y contiene muy
pocos ribosomas, lo que ratifica su escasa capacidad de sintesis proteica. Por otro
lado, su citoesqueleto corresponde a un gel viscoelastico que cumple las funciones
de regular el contorno y estabilidad de la membrana, mediar la distribucion espacial
de las glicoproteinas receptoras presentes en la membrana y constituir una barrera
para la exocitosis.

Los valores normales en sangre periférica de caninos oscilan entre 10-12 pla-
quetas por campo de inmersion (objetivo 100x) y los recuentos plaguetarios circulan-
tes son de 200.000 a 600.000 plaquetas/ul [4].

El PRP se define como un producto biolégico autélogo derivado de la sangre,
en el cual a través de un proceso de centrifugado se obtiene una fraccién plasmatica
con una concentracion de plaquetas por sobre la linea basal. Es una forma de coa-
gulo autélogo que contiene un numero favorable elevado de plaquetas y presenta
un pH aproximadamente de 6,6 [5]. Ademas, al provenir de la misma sangre del pa-
ciente, esta libre de enfermedades transmisibles y no causa reacciones adversas de
hipersensibilidad.

El PRP tiene abundantes factores de crecimiento, entre los mas importantes
encontramos factor de crecimiento derivado de las plaquetas, factor de crecimiento
transformante, factor de crecimiento endotelial vascular, factor de crecimiento insuli-
nico, factor de crecimiento epitelial y factor de crecimiento de fibroblastos.
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El PRP se ha utilizado en distintas areas de la medicina, tales como ciru-
gias orales, ortopédicas, en lesiones tendinosas, gastroenterologia y oftalmologia,
entre otras.

Plaguetas

Origen

Las plaquetas provienen de los megacariocitos, que proliferan y maduran en la mé-
dula dsea, bajo la accion de la trombopoyetina. La fragmentacion de su citoplasma
da origen a las plaquetas y estas, a su vez, corresponden a los elementos figurados
mas pequefios de la sangre. Su vida media es de 6 a 12 dias [6].

Morfologia

Las plaquetas de los mamiferos son pequefios fragmentos anucleares y discoides
de los megacariocitos. Como media miden 3-5 pm de didametro en la mayoria de las
especies y tienen finos granulos rojizos.

Las plaguetas tienen una membrana con una bicapa de fosfolipidos que con-
tienen glucoproteinas transmembrana y periféricas. Estas glucoproteinas sirven de
receptores para la activacion, adhesion y coagulacion.

La forma de las plaquetas se mantiene por la espiral de microtubulos submem-
branosos y un sistema contractil compuesto principalmente de filamentos de actina
y miosina [7].

Su citoplasma esta compuesto por particulas de glucégeno que constituyen su
fuente energética, contiene muy pocos ribosomas, lo que ratifica su escasa capacidad
de sintesis proteica. Por otro lado, su citoesqueleto corresponde a un gel viscoelastico
gue cumple las funciones de regular el contorno y estabilidad de la membrana, mediar
la distribucion espacial de las glicoproteinas receptoras presentes en la membrana 'y
constituir una barrera para la exocitosis [8].

Funcidn

Las plaquetas son las responsables de mantener la hemostasis normal y para ello
llevan a cabo cuatro funciones diferentes: mantener la integridad vascular al sellar
pequefias discontinuidades endoteliales, detener hemorragias por medio de la agrega-
cion plaquetaria tras la constriccion endotelial, contribuir a la actividad procoagulante
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de membrana lipidica, al facilitar la hemostasis secundaria y la formacion de fibrina,
y promover la reparacion vascular mediante el factor de crecimiento derivado de las
plaguetas [9].

Las plaquetas mantienen una funcion fisioldgica fundamental con el inicio de
un tapon plaquetario y la preservacion de la integridad vascular, asi ayudan a prevenir
la pérdida de sangre en sitios de lesion vascular, para esto se adhieren y se agregan
formando una superficie procoagulante que conduce a la generacién de trombinay la
formacion de fibrina, gracias a que son portadoras de proteinas que participan en la
reparaciony regeneracion tisular de las heridas, puesto que son las encargadas de se-
cretar los factores de crecimiento, que a su vez producirdn quimiotaxis, proliferacion
y diferenciacion tisular, neovascularizacion y produccién de matriz extracelular [10].

Recuento normal

Los valores normales en caninos oscilan entre 10-12 plaquetas por campo de in-
mersion (objetivo 100x) y los recuentos plaquetarios circulantes son de 200.000 a
600.000 plaquetas/ul en sangre periférica [4].

Plasma rico en plaguetas

Caracteristicas generales
El PRP es un producto biolégico autélogo derivado de la sangre que se obtiene por
medio de centrifugaciones, una fraccion plasmatica con una concentracion de pla-
guetas por sobre la linea basal y presenta un pH aproximadamente de 6,6.

Ademas, al provenir de la misma sangre del paciente, esta libre de enfermeda-
des transmisibles y no causa reacciones adversas de hipersensibilidad [5].

Ferraz et al. [11] sefialan que para que el plasma rico en plaquetas sea funcio-
nal, lo recomendable es que contenga una concentracion que oscile entre 550.000 a
1.000.000 de plaquetas/pl. Sin embargo, Anitua et al. [9] destacan que una concen-
tracion de 300.000 plaquetas/pl seria suficiente para producir un efecto terapéutico
optimo.

El concentrado plaquetario contiene una gran cantidad de factores de creci-
miento, derivadas de las plaquetas activadas y estan involucrados en la mayoria de
los procesos de remodelacion del organismo [2].
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6 Evaluacion de cinco protocolos estandar para la obtencién de plasma rico en plaquetas en caninos

Principales factores de crecimiento

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)
Promueve indirectamente la angiogénesis a través de los macréfagos por un me-
canismo de quimiotaxis. Corresponde a un activador de los macréfagos, facilita la
formacion del colageno tipo |y, en injurias 6seas, es secretado por las plaquetas
durante las fases iniciales de curacion de una fractura [1].

Factor de crecimiento transformante (TGF)

El TGF-B interviene modulando la sintesis de la matriz 6sea por varios mecanismos,
incluyendo el incremento en el nimero de células capaces de expresar el genotipo
de los osteoblastos, asi como actuar directamente sobre los osteoblastos diferencia-
dos. También es capaz de disminuir la resorcion 6sea al inducir la apoptosis de los
osteoclastos [12].

Esta involucrado directa o indirectamente en procesos como la cicatrizacion,
angiogénesis, hematopoyesis, desarrollo de las glandulas mamarias, metabolismo
6seo y formacién de piel, asi como en multiples patologias como enfermedades in-
flamatorias y fibréticas y el desarrollo de tumores [13].

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

Aumenta la angiogénesis y permeabilidad vascular, estimulando la mitogénesis de
células endoteliales [3].

Se ha visto que el VEGF juega un papel importante en la osificacion endocon-
dral mediante el acoplamiento de la angiogénesis con la remodelacion hipertrofica del
cartilagoy formacién de hueso. En cultivos de cartilago se ha visto que los condrocitos
expresan VEGF y sus receptores, los cuales no se encuentran en el cartilago articular
maduro. Sin embargo, estas proteinas se han encontrado expresadas en el cartilago
articular artrésico humano, por lo que se ha sugerido una correlacion positiva entre
esta proteinay la destruccion del cartilago articular y desarrollo de la osteoartritis [14].

Factor de crecimiento insulinico (IGF)

La sintesis de IGF se realiza mayoritariamente en el higado, de donde se libera al
torrente sanguineo, y es capturado por las plaguetas mediante un mecanismo de
endocitosis, para ser posteriormente almacenado en los granulos alfa [15].
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En estudios con animales se ha demostrado que el IGF-I mejora la cicatriza-
cion de lesiones musculares. Este factor produce numerosos efectos estimulantes del
crecimiento, entre los que destacan efectos mitogénicos y la promocion de la sulfa-
tacion del cartilago. Asi mismo, actia como mediador de las acciones estimulantes
del crecimiento en el esqueleto y otros érganos desencadenados por la hormona de
crecimiento [16], [17].

Factor de crecimiento epitelial (EGF)
Es mitégeno, proapoptdtico y quimiotaxico. También participa en la diferenciacién de
células epiteliales, renales, gliales y fibroblastos [18].

Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)
Contribuye a la angiogénesis en el tejido granulado, esto estimula la infiltracion y

proliferacion de células endoteliales [19]. Es capaz de promover la proliferacion y
diferenciacion de los condrocitos tanto in vitro como in vivo. En varios modelos ex-
perimentales de defectos de cartilago, la aplicacion de FGF acelerd la formacion de
cartilago sobre la superficie articular, lo que mejord las propiedades biomecanicas,
asi como la formacién de hueso [20], [21], [22].

Aplicaciones de PRP

Cirugia oral y maxilofacial

Uno de los objetivos de la terapia periodontal es la regeneracion de hueso, cemento
y ligamento periodontal. Estos procesos son regulados por proteinas de adherencia,
asi como por la accion de factores de crecimiento.

Se ha estudiado que, para facilitar la formacion e insercion de tejido conjuntivo,
se debe realizar raspado y alisado radicular durante la terapia, ya que se ha visto que
en la porcion radicular existen endotoxinas bacterianas, las cuales no permiten la
insercion o crecimiento de fibroblastos [23].

Cirugia ortopédica

El uso de PRP en cirugia ortopédica y traumatologia ha demostrado tener el efecto
clinico esperado. Este concentrado plaquetario se ha utilizado en cirugia protésica de
rodilla, fracturas de cadera y rodilla [24].
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Este potencial osteoinductor se ha empleado en pacientes sometidos a fusio-
nes vertebrales, y ha mostrado en su aplicacion una mayor capacidad de regeneracion
Osea alrededor de los implantes de titanio. Este efecto se debe a que la liberacion de
factores de crecimiento por las plaquetas tiene un efecto quimiotactico y mitogénico
sobre las células mesenquimales y osteoblastos, acelerando la cicatrizacién 6sea [25].

PRP en lesiones tendinosas

Ademas de la aplicacién en lesiones dseas, a lo largo de estos afios, se ha podido
comprobar su aplicacion en la restauracion de otros tejidos, como la regeneracion de
las roturas tendinosas; este es un proceso lento debido al poco aporte sanguineo de
las células. Con su accion se reduce el proceso inflamatorio y se acorta el periodo de
reparacion, por lo que se acorta el tiempo de inmovilizacion y se alcanza una funcio-
nalidad 6ptima mas temprana [26].

Gastroenterologia

Las plaquetas son una fuente rica de factores pro y antiangiogénicos, y son la primera
célula en acumularse en el sitio de la lesién. La aplicacion de PRP via oral acelera la
cicatrizacion de ulceras gastricas a través de la presencia del factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF), el cual induce la angiogénesis mediante la estimulacion
de la proliferacién endotelial y la migracion [27].

Oftalmologia

En esta area el uso de plasma rico en plaguetas da una mayor respuesta celular pro-
liferativa en la curacion de heridas retinianas [28].

En pacientes con queratoconjuntivitis seca, se observé que el uso de plasma
rico en plaquetas producia una mejoria significativa en la sintomatologia de esta pa-
tologia [29].

Es por esto que el principal objetivo de este trabajo fue comparar cinco proto-
colos de obtencion de PRP, para determinar cual es elegible para el hospital clinico
veterinario de la Universidad Santo Tomas Santiago de Chile.

Spei Domus e-ISSN 2382-4247 /Vol. 15, n°. 30-31 / enero-diciembre 2019 / Bogota D.C., Colombia
Universidad Cooperativa de Colombia



Pablo Antonio Farifia Sirandoni, MVZ, Rodrigo Ambrosio Pulgar Aguila, MVZ, Alejandro Ignacio Molina Cofré, MVZ ¢

Materiales y método

Se utilizaron cinco caninos de diferentes edades, raza y sexo, que presentaron un
hemograma dentro de parametros de normalidad, realizado en el hospital clinico ve-
terinario de la Universidad Santo Tomas de Santiago de Chile.

A cada paciente se le instalo un catéter de 22G en la vena cefalica y luego con
una jeringa de 3 ml se le extrajeron 2 ml de sangre, la cual fue depositada en tubos
con citrato de sodio al 3,8 % y se realizo el recuento plaquetario inicial.

Posteriormente, previo a cada toma de muestra para los distintos protocolos,
se realizd un lavado de catéter (flushing) utilizando 2 ml de solucion salina al 4,5 %,
para dejar la via permeable. Luego se extrajeron 3 ml de sangre los cuales fueron des-
echados (para evitar la hemodilucion). Finalmente se extrajeron otros 2 ml de sangre
a cada canino, a los cuales se le realizé el recuento plaquetario para cada protocolo
(total 5 extracciones por ejemplar: protocolos A, B, C, D y E).

Una vez obtenida la muestra, se homogenizd 10 veces y se llevo inmediatamen-
te al laboratorio para aplicar cada protocolo, los cuales fueron elegidos por ser los mas
eficientes segun la revision bibliogréafica realizada.

El protocolo A: 3000 rpm/4 minutos la primera centrifugacion y la segunda
centrifugacion a 3000 rpm/13 minutos [30].

El protocolo B: 1200 rpm/8 minutos las dos centrifugaciones [31].

El protocolo C: 1000 rpm/8 minutos solo una centrifugacion [32].

El protocolo D: 1500 rpm/10 minutos la primera centrifugaciony a 2000 rpm/20
minutos la segunda centrifugacion [33].

El protocolo E: 2000 rpm/10 minutos las dos centrifugaciones [34].

Una vez obtenidos los plasmas resultantes de cada protocolo, fueron divididos
en tres partes equivalentes, donde se eliminaron las dos terceras partes superiores.
El tercio restante fue analizado para el conteo de plaquetas a través del equipo Mythic
18 vet®. Los valores se expresaron en nimero de plaguetas por micro litro (miles/uL).

Para el andlisis de los datos se calculd la media, la desviacién estandary el co-
eficiente de variacion. Ademas, se calculé el porcentaje de variacion de cada método
con relacién a la concentracion inicial de plaquetas.

Resultados y discusion

El mayor nimero de plaquetas contabilizado fue obtenido con el protocolo C, 496200/
ul lo que representa un 63,3 % mas que el conteo promedio inicial, seqguido por el
protocolo B (291800/ul), que logro un 3,9 % menos, luego el protocolo E, D y A con un
conteo promedio de 26400/ul, 19400/ul y 17000/uL respectivamente (ver tabla 1).
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10 Evaluacion de cinco protocolos estandar para la obtencion de plasma rico en plaguetas en caninos

Tabla 1. Cantidad de plaquetas por ul, segun ejemplar y protocolo utilizado

PROTOCOLO
Paciente Conteo Inicial A B (o D E
Canino 1 214.000 * 386.000 441.000 59.000 12.000
Canino 2 203.000 25.000 159.000 350.000 16.000 6.000
Canino 3 336.000 11.000 497.000 504.000 1.000 52.000
Canino 4 428.000 19.000 250.000 780.000 11.000 42.000
Canino 5 338.000 13.000 167.000 406.000 10.000 20.000
Promedio 303.800 17.000 291.800 496.200 19.400 26.400
% de variacion 100% 95,5 3,9 63,3 93,6 91,3

* Muestra coagulada.

Fuente: elaboracion propia

Al comparar los protocolos en relacion con los valores promedios de las con-
centraciones de plaquetas, se muestra una similitud entre los protocolos A, D y E,
como a su vez una diferencia entre los protocolos Ay C, siendo este ultimo diferente
entre todos los protocolos, como también el protocolo B. Ademas, dentro de los proto-
colos, e

Unico que sobrepasa la concentracion deseada de 300.000/uL, segun Anitua
et al. [9], es el protocolo C.

180
160
140
120
100
80
60
40
20

0 —— | ]
A B C D E

Figura 1. Porcentaje de recuperacion de plaquetas segin protocolo utilizado
en el estudio.

Fuente: elaboracién propia

La desviacion estandar muestra que los protocolos By C presentan las mayo-
res desviaciones con valores de 146.576 y 168.196, respectivamente; mientras que
el protocolo A presenta la menor desviacion con un valor de 6.324; siguiéndole los
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protocolos D y E, con valores de 22.788 y 19.768, respectivamente, lo que indicaria
una mayor variabilidad en By C (tabla 2). Sin embargo, el CV indica que, el protocolo
C presentd los datos mas homogéneos con un valor de 33,9 % a diferencia de los
protocolos A, B, D y E que presentan heterogeneidad, con valores de 46,5 %, 50,2 %,
1175 %y 74,9 %, respectivamente, siendo el protocolo D el mas heterogéneo (tabla 2).

Tabla 2. Desvio estandar (d.s) y coeficiente de variacion (C.V.) de los protocolos

evaluados
Inicio A B C D E
d.s 94.679 6.324 146.576 168.196 22.788 19.768
CV. 31,2 46,5 50,2 33,9 117,5 749

El recuento plaguetario deberia ser uno de los factores claves para estandarizar
los estudios que investigan la capacidad regenerativa de PRP [35].

Aungue desde el puro concepto de la hematologia se ha comprobado que el
acido citrato dextrosa produce una mejor estabilidad de los pardametros de activacion
plaguetaria en el tiempo, en comparacion con el citrato de sodio, desde el punto de
vista de la medicina regenerativa, se podria pensar que el uso de uno u otro de los
anticoagulantes evaluados no representa una ventaja clinica aparente [36].

Referente a la centrifugacion, es importante considerar la velocidad de centrifu-
gacion que va enrelacion directa con la fuerza de gravedad, ya que se ha visto que una
fuerza excesiva reduce drasticamente la concentracion de PRP. La fuerza de la cen-
trifugacion puede tener una influencia importante sobre las plaquetas, debido a que
dichas fuerzas centrifugas pueden destruir las plaquetas y favorecer su activacion
temprana, y asi se liberan los factores de crecimiento prematuramente, esto conlleva
una pérdida de plaquetas [37], [38], lo que explicaria el bajo recuento de plaquetas
obtenidos por los protocolos A, D y E mostrados en la figura 1.

El protocolo D fue uno de los que obtuvo un bajo rendimiento, el cual corres-
ponde a un protocolo para equinos, en donde se describe que para lograr una con-
centracion importante de plaguetas en caballos y vacas mediante métodos manuales
es necesario realizar dos centrifugaciones y una mayor fuerza de centrifugacion para
obtener un plasma rico en plaquetas [39], lo cual podria no ser igual, al menos en este
estudio para caninos, en donde con una centrifugacion simple se obtienen plaquetas
suficientes para tener un efecto terapéutico [40] como ocurrié en el protocolo C.

Wiethuchter et al. [41] menciona que la obtencidn de PRP en humanos es dis-
tinta a la de caninos, y utiliza las recomendaciones para el proceso en personas, por lo

Spei Domus e-ISSN 2382-4247 /Vol. 15, n°. 30-31 / enero-diciembre 2019 / Bogota D.C., Colombia
Universidad Cooperativa de Colombia



12 Evaluacion de cinco protocolos estandar para la obtencion de plasma rico en plaguetas en caninos

gue no se deberian extrapolar los protocolos, esto podria explicar que los protocolos
Ay Bno llegaran a los valores esperados.

Silos resultados obtenidos en las investigaciones son diferentes, es légico pen-
sar que esto puede estar influenciado por el uso de distintos dispositivos y equipos de
evaluacion, y de distintos protocolos de obtencion de PRP. Es necesario entender que
el verdadero PRP es obtenido con maquinas calificadas para tal fin; dispositivos en
mal estado pueden alterar las proporciones y la calidad del PRP y su beneficio no sera
el mismo, si se compara con el obtenido por una centrifuga certificada [42].

Conclusion

Existe variabilidad de concentracion de plaquetas entre los diferentes protocolos,
dado que en este caso el protocolo C dio mejores resultados, siendo el que demanda
un nimero menor de revoluciones y tiempo para la obtencion de PRP.

Serecomienda utilizar el protocolo C para obtener PRP con la centrifuga Mythic
18 vet® por lo que cada centro veterinario deberia elaborar su propio protocolo para la
obtencion de este hemoderivado.
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