EVALUACION DE UN NUEVO PROTOCOLO PARA CONCENTRAR PLAQUETAS
EQUINAS, EN EL LABORATORIO CLINICO

EVALUATION OF A NEW PROTOCOL TO CONCETRATE EQUINE PLATELET IN
THE CLINICAL LABORATORY

Diego Lenin Espinoza Mejia y Alvaro Sanchez Espafia

Carrera de Pecuaria, Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi Manuel Félix
Lopez, Campus Politécnico El Limén, ubicado en el km 2.7 via Calceta-El Morro-El limén,
sector El Gramal

Contacto:alvarosanz69@yahoo.com
RESUMEN

El objetivo de esta investigacidon consistid en evaluar un nuevo protocolo para obtener Con-
centrados Autologos de Plaquetas Equinas (APCs) por el método del tubo de doble centrifu-
gacion. Se utilizaron caballos criollos colombianos, clinicamente normales. Los APCs fueron
obtenidos a partir de sangre venosa depositada en tubos con solucion anticoagulante de citrato
de trisodio, 4cido citrico y dextrosa que fueron centrifugados durante 10 minutos a 900 rpm
(128 g) para aspirar el 50 % de la fraccion plasmatica mas cercana a la capa leucocitaria, esta
porcién fue centrifugada nuevamente por 10 minutos a 1200 rpm (227 g), obteniendo un 50
% en la parte inferior del contenido del tubo. Los recuentos celulares en la sangre entera y los
APCs presentaron diferencias estadisticas significativas respecto a los valores de plaquetas (P
< 0.01) y leucocitos (P < 0.05) Se encontr6 correlacion positiva de Pearson (p = 0.9133) entre
el recuento de leucocitos y de plaquetas presentes en los APCs. La eficiencia de coleccion de
plaquetas fue de 67%, con un incremento de 238% y una concentracién de 338%. Se calculo
el costo econdmico del nuevo protocolo en 10.28 dolares. En conclusion, el nuevo protocolo de
centrifugacion doble en tubo evaluado es eficiente, simple y de bajo costo para la produccion
APCs y puede ser usado como terapia regenerativa de heridas y lesiones en equinos.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate a new protocol for equine autologous platelet
concentrates (APCs) by the method of double centrifugation tube. Colombian Creole horses
were used, clinically normal. APCs were obtained from venous blood deposited in tubes with
anticoagulant solution of trisodium citrate, citric acid and dextrose, centrifuged for 10 minutes
at 900 rpm (128 g) to draw 50% of the plasma fraction to the nearest blood differential coat, this
portion was centrifuged again for 10 minutes at 1200 rpm (227 g) to obtain 50% in the bottom
of the tube contents. Cell counts in blood and APCs show significant statistical differences
regarding platelet values (P < 0.01) and leukocytes (P < 0.05). Positive correlation of Pearson
was found (p = 0.9133) between the leukocyte count and APCs present in platelets. The platelet
collection efficiency was 67 %, with an increase of 238 % and a concentration of 338 %. The
economic cost was calculated of the new protocol at 10.28 dollars. In conclusion, the new dou-
ble centrifugation tube protocol evaluated is efficient, simple and inexpensive to produce APCs
and it can be used as regenerative therapy of wounds and injuries in horses.
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INTRODUCCION

El Plasma Rico en Plaquetas (PRP) es
un producto autoélogo, atdoxico y no inmuno-
rreactivo que se obtiene de la sangre. Existen
estudios acerca de los factores de crecimien-
to contenidos en las plaquetas que inducen la
formacion de hueso al aumentar su concen-
tracion en el lugar de aplicacion, confiriendo
una habilidad plural al PRP para acelerar fe-
noémenos regenerativos, basandose en el alto
potencial mitogeno del producto (Beca et al.,
2007).

Las plaquetas son fundamentales para
la reparacion tisular de las heridas, ya que
secretan factores de crecimiento, los cua-
les inducen quimiotaxis, proliferacion y di-
ferenciacion celular, neovascularizacion y
produccion de la matriz extracelular. Se ha
propuesto el uso de Concentrados Autologos
de Plaquetas (APCs) para acelerar la cicatri-
zacion de heridas, disminuir la inflamacion,
estimular la capacidad regenerativa de los
tejidos lesionados, disminuir la actividad fi-
broblastica y la produccion de tejido cicatri-
cial no funcional (Carmona et al., 2011).

El mismo autor cita que los APCs pue-
den ser obtenidos mediante diferentes méto-
dos. Cada método produce APCs de diferente
calidad celular y molecular debido al manejo
del proceso. Recientemente, se ha generado
informacion basica y clinica que justifica el
uso de APCs en caballos con enfermedades
degenerativas del aparato musculo esquelé-
tico equino como la osteoartritis, tendinopa-
tias y desmopatias.

El uso clinico del Plasma Rico en Pla-
quetas (PRP) es muy variado y cada vez, sur-
gen nuevas e insospechadas aplicaciones en
las cuales este recurso autdlogo y econémi-
co, es una alternativa bioldgica que mejora
el bienestar animal, pero su eficacia depende
del método o proceso de obtencién, debido a
que distintas formas de preparacion del PRP
se obtienen productos con distintas propie-
dades biologicas y distinto potencial tera-
péutico (Beca et al., 2007).

En la actualidad el mejor protocolo es
descrito por Carmona et al. (2009) mediante
la técnica de doble centrifugacion (120 g por
5 min. y 240 g por 5 min.) en los que se ob-
tuvo un promedio de 5 mL de APC fue obte-
nido a partir de cada 75 ml de sangre entera.

El analisis de APC reveldé una baja
concentracion de 250 000 plaquetas y 8680
leucocitos por mililitro.

Esto no es un nivel aceptable ya que
segin Carmona et al. (2011) concluyen
mediante estudio de casos clinicos, que se
debe entender el término “concentrado de
plaquetas” como plasma con una suspen-
sion de plaquetas (viables) entre 400 a 600
mil plaquetas por microlitro o milimetro
cubico.

Es por eso que se plantea este trabajo
con el objetivo evaluar un nuevo protocolo
por el método manual o del tubo, de doble
centrifugacion, que permita obtener altos
niveles de concentrados autdlogos de pla-
quetas en el laboratorio clinico de la ES-
PAM MFL, abriendo una ventana para la
investigacion de aplicaciones clinicas de
este recurso autdlogo, que tiene un gran po-
tencial terapéutico.

MATERIALES Y METODOS

Animales.- Fueron utilizados cinco
equinos machos raza criollo colombiano,
con una edad promedio de cinco aios. Estu-
vieron clinicamente sanos al momento de la
recoleccion de la sangre. Estos fueron eva-
luados mediante examen fisico y hemogra-
ma. Los caballos se encontraban en condi-
ciones similares de alimentacion y manejo,
a convenio de la asociacion de caballistas
de Calceta, ubicados en la asociacion de ga-
naderos del canton Bolivar.

Obtencion del concentrado autdlo-
go de plaquetas.- Se procedié con una an-
tisepsia del sitio de venopuncién, luego se
realizé la extraccion de 30 mL de sangre
cada uno de los 5 equinos seleccionados,
mediante punciéon de la vena yugular con
un catéter mariposa 18 G (NIPRO. scal-
pvein set), acoplado con una jeringa de 10
mL (Vangerin).

Se obtuvo por cada equino 3 tubos,
del10 mL de sangre que fue centrifugada en
tubos de 15 mL (CORNING) con 1.5 mL de
anticoagulante solucion A de (ACD), citra-
to de trisodio (22 g/L), acido citrico (8 g/L)
y dextrosa (24.5 g/L) (HAEMONETICS),
luego se homogenizaron realizando 10 mo-
vimientos de giro suaves.

Volumen 4, Numero 1




Evaluacion de un nuevo protocolo para concentrar plaquetas equinas, en el laboratorio clinico

Preparacion de tubos
con anticoagulante

Il

1.5l de solucion A de
ACD x 10mL, de sangre

Il

Antisepsia del sitio de
puncion

1l

Colocacion y facon del
catéter
Extraccion de sangre
(feringa de 10 L)

!

Lienado oé tubo con
ACD y homogenizar

!

Transporte refrigerado
(#C)

||

Recepcion en laboraton

\

Figura 1. Proceso de la extraccion de sangre

Se realiz6 el protocolo de centrifuga-
cion, controlando pardmetros de tiempo y
revoluciones por minuto (RPM) con doble
centrifugado. El protocolo consiste en 900
rpm (128 fuerza g) por 10 minutos y segun-
da centrifugacion 1200 (227 fuerza g) por
10 minutos, en la centrifuga (C-28A BOECO
GERMANY). La fuerza (g) fue convertida a
(RPM) con un radio de centrifugacion de 141
mm en la calculadora de RCF.

Se obtuvo una separacion con 4.5 mL de
volumen del paquete vascular (Porcion roja)
y 7 mL de plasma aproximadamente en todos
los tubos centrifugados y posteriormente se
efectud la aspiracion del plasma en la cdmara
de flujo laminar con una aguja espinal (NI-
PRO Medical Corporation, Quito, Ecuador)
25 G 0.50 mm de 9 centimetros, acoplada a
una jeringa de plastico de 10 mL. Se debe as-
pirar siempre desde arriba hacia abajo.

Se obtuvieron dos fracciones diferen-
tes del plasma, las cuales fueron introducidas
en tubos de 10 mL sin aditivo (VACUTECH,
China) clasificadas arbitrariamente como
Plasma Pobre en Plaquetas (PPP) con 3.5 mL
y PRP con 3.5 mL aproximadamente.

Espinoza y Sanchez

El PPP clasificado como el 50% de la
fraccion plasmatica inmediatamente superior
al PRP. El PRP considerado como el 50% de
la fraccion plasmatica mas cercana a la capa
leucocitaria (buffycoat), en esta porcion se
presenta un punto critico del proceso y se rea-
liz6 aspirando gradualmente en descenso cada
vez mas profundo a la capa leucocitaria en
cada una de las muestras.

Esto se debe hacer sin aspirar células
de la porcion roja ya que luego de la segunda
centrifugacion, se presenta un exceso de glo-
bulos rojos en el fondo del tubo.

El PPP fue descartado y el PRP fue nue-
vamente centrifugado 1200 rpm. (227 g) por
10 minutos, luego se realiz6 una nueva sepa-
racion, obteniendo el 50% de la porcidn infe-
rior del tubo, clasificado como APC.

Recepcion en laborato
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Figura 1. Proceso de la centrifugacion y separa-
cion del plasma.

Se obtuvo aproximadamente 2 mL de
APC por cada 10 mL de sangre, que fue-
ron colocados en un tubo sin aditivo para el
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analisis por impedancia volumétrica para he-
mograma en el laboratorio de andlisis clinico
“VitaLab” ubicado en Calceta. Los pardmetros
hematologicos evaluados fueron: conteo de
plaquetas/uL (PLT/mm?®), conteo de globulos
blancos (WBC/mm?).

El valor promedio de los datos hemato-
logicos fue usado en el andlisis estadistico. Se
aplico una cadena de frio para el traslado de las
muestras de sangre y de los APCs en una hiele-
ra pequenia (COLEMAN) a 4°C para mantener
las muestras en buenas condiciones.

Se analizaron por duplicado mediante
hemograma automatizado. Los parametros he-
matoldgicos evaluados incluyeron: hematocri-
to (PCV), recuentos de plaquetas (PLT), leuco-
citos (WBC).

Analisis estadistico.- Los valores de
sangre entera y del concentrado autdélogo de
plaquetas (APC), se compararon mediante la
prueba de Student (t) para muestras pareadas.

Se empleo el coeficiente de correlacion
de Pearson (p) para determinar el grado de aso-
ciacion entre los valores de leucocitos y pla-
quetas en los APCs obtenidos.

Los resultados del hemograma se presen-
taron descriptivamente, con promedios y ran-
gos de sangre entera y APCs mediante cuadros
y figuras de barras.

La eficiencia de coleccién de plaquetas
se determind mediante la formula de Weibrich
et al. (2003) citado por Silva et al. (2011a):
(Volumen de APC x recuento de plaquetas en
el APC/volumen de sangre entera x recuento de
plaquetas en sangre entera) x 100.

Concentracion de plaquetas: (Recuento
de plaquetas en el APC/ Recuento de plaquetas
en sangre entera) x 100.

Porcentaje de incremento de plaquetas:
(Recuento de plaquetas en el APC — Recuento
de plaquetas en sangre entera/ Recuento de pla-
quetas en sangre entera) x 100.

Se acepto una diferencia estadisticamen-
te significativade P=0.01 yP=0.05 parat,y
P=0.05 para p.

RESULTADOS Y DISCUSION

Recuentos celulares en sangre ente-
ra y en concentrado autologo de plaquetas
equinas.- Los recuentos celulares de la san-
gre entera y los APCs presentaron diferencias

estadisticamente significativas respecto a los
valores de plaquetas (P < 0.01) y leucocitos
(P <0.05) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Los valores de sangre entera y del
APC.

Variantes Concentracion de Concentracion de
plaquetas/mm? leucocitos/mm?

Sangre entera 158 800 7780

APC 536 400 16 220

Oa 69.49 5625.7

Tc 5.42%%* 2.05*

*#(P<0.01), *(P<0.05) Estadisticamente significativas

Se obtuvo un promedio de 536 400 plaque-
tas/mm?®, que demuestra una alta concentra-
cién en comparacion con la técnica de do-
ble centrifugacion (120 g por S min. y 240 g
por 5 min.) que produjo una concentracion
de 250 000 plaquetas/mm?®, descrita por
Carmona et al. (2009), y se acerca a los va-
lores obtenidos mediante el método de afé-
resis descrito por Carter et al. (2003) quie-
nes obtuvieron 490 000 plaquetas/mm?. Es
inferior al descrito por Sutter et al. (2004)
(855 000 plaquetas/mm?®) por el método
semiautomatizado de buffycoat (1°472000
plaquetas/mm?) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Resultados del analisis hematolo-
gico, promedios y rangos.

APC

Plaquetas/ Leucocito/

Animales Sangre entera

Plaquetas/ Leucocito/

mm? mm?® mm?® mm?®

1 204000 9900 372000 1500
2 141000 7300 438000 9200
3 134000 7400 506000 12400
4 147000 6700 638000 16200
5 168000 7600 728000 41800
Prome- 158800 7780 536400 16220
dio
Rango 70.000 3200 356000 40300
min-max  (134000- (6700- (372000- (1500-

204000)  9900) 728000)  41000)
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Grafico 1. Recuento individual de plaquetas en
sangre entera y APC

En el Gréfico 2 se presenta el aumen-
to en recuentos de plaquetas que se obtuvo
mediante el nuevo protocolo y demuestran
un nivel aceptable, ya que segun Carmona et
al. (2011) se debe entender el término “con-
centrado de plaquetas” como plasma, con una
suspension de plaquetas (viables) entre 400 a
600 mil plaquetas por microlitro o milimetro
cubico.
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Grafico 2. Recuento individual de leucocitos en
sangre entera y APC

En el Grafico 3 se presentan un aumento gra-
dual en cada uno de los recuentos de leuco-
citos que se obtuvieron mediante el nuevo
protocolo, comparados con los recuentos en
sangre entera., debido al procedimiento de
aspiracion de la ultima porcion plasmatica
(PRP) lo cual demuestra que el mas adecua-
doesel 1y2,yaque segin Schnabel et al.
(2008) la concentracion de leucocitos deberia
minimizarse y, en cualquier caso, no sobrepa-
sar la concentracion o recuento presente en la
sangre venosa.

Espinoza y Sanchez

Correlacion de pearson entre el re-
cuento de leucocitos y plaquetas presentes
en los APCs.- Se present6 una correlacion de
Pearson positiva (p = 0.9133, P< 0.05), (R*=
0.834) entre el recuento de plaquetas y leuco-
citos en los APCs obtenidos. No se encontra-
ron datos acerca de la correlacion de plaque-
tas y leucocitos en el APC descritos en sangre
equina. Sin embargo, existen investigaciones
realizadas mediante el método del tubo de do-
ble centrifugacion en bovinos, que determina-
ron una correlacion positiva entre plaquetas y
leucocitos (p =0.75,P=0.0001) (Lopez et al.,
2012) (Gréfico 4).

Correlacion de plaquetas y leucocitos en APCs.
R2=0.834
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Grifico 3. Correlacion entre los recuentos pla-
quetas y leucocitos en APCs obteni-
dos mediante el nuevo protocolo

Esta correlacion se debe al proceso de
separacion de la ultima porcidon que se reali-
z0, aspirando gradualmente en descenso cada
vez mas profundo a la capa leucocitaria en
cada una de las muestras, razén por la que se
obtuvo un recuento en la primera muestra de
1500/mm* WBC y 372 000/mm?® PLT y en la
ultima muestra 41 800/mm* WBC y 728 000/
mm?® PLT de esta manera se produjo un pro-
medio de 16 220/mm* WBC lo cual dismi-
nuye la calidad del APC, debido a que segin
Marx (2004) concentrar una gran cantidad de
plaquetas viables con un bajo numero de leu-
cocitos, es una condicion altamente deseable
en un PRP.

Es importante sefialar que la funcion
exacta de los leucocitos en los APCs no se
ha establecido. Sin embargo, se cree que la
concentracion de un gran nimero de globu-
los blancos en los APCs podria ser perjudicial

para los tejidos tratados (Zimmermann ef al.,
2003).
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Sobre este ultimo aspecto se debe consi-
derar la interrogante del papel (benéfico o per-
judicial) de los leucocitos presentes en el APC,
la cual, hasta el momento, aiin no ha sido re-
suelta (Carmona et al., 2011).

Eficiencia de coleccion de plaquetas
del nuevo protocolo.-Se determind la eficien-
cia de coleccion de plaquetas en 67%, un incre-
mento de 238% y una concentracion de 338%,
que determina en proporcion de 3.38 mas que
en el valor en sangre entera.

Esto demuestra que se obtuvo un proto-
colo eficiente. En otras investigaciones no se
encuentran datos del porcentaje de eficiencia
de coleccion de plaquetas por el método del
tubo de doble centrifugacion descritos en san-
gre equina, sin embargo existen investigaciones
realizadas por un equivalente método manual
en sangre bovina con eficiencia de coleccion
de plaquetas de 25.4% (Lopez et al., 2012), en
sangre canina fue de 29.9% (Silva et al., 2011a)
y en sangre felina de 50% (Silva et al., 2011b).

Costo economico del nuevo protoco-
lo para obtener concentrados autélogos de
plaquetas.- El costo econdmico del nuevo
protocolo para obtener concentrados autdlogos
de 10.28 dolares americanos por cada 6 mL de
APC, obtenidos a partir de 30 mL de sangre
equina en un tiempo de 30 minutos bajo condi-
ciones de laboratorio, y 15 minutos para la ex-
traccion de sangre, demuestra su simplicidad y
bajo costo, mientras que los métodos semiauto-
matizados son costo-limitantes, ya que requie-
ren kits y centrifugas especializadas (Carmona
et al., 2008).

CONCLUSIONES

La aplicacion del nuevo protocolo para
concentrar plaquetas en equinos por el método
manual o del tubo de doble centrifugacion lo-
gro aumentarla concentracion de plaquetas en
un 338% y leucocitos en un 208% mas que el
recuento en sangre entera respectivamente.

Se encontrd que existe una correlacion positi-
va entre la concentracion de plaquetas y leuco-
citos en los APC obtenidos.

El nuevo protocolo empleado para con-
centrar plaquetas es eficiente en un 67%.

El costo econdomico del nuevo protocolo
indica que es un método simple y barato, debi-
do a que el costo econdmico para obtener 6 mL
de APC a partir de 30 mL de sangre equina es
de 10.28 ddlares americanos.
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