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RESUMEN

Una de las principales dificultades que se presenta en la practica quirtrgica es el resta-
blecimiento de la integridad de los tejidos afectados por la patologia o por la técnica
quirtrgica implementada para su resolucién. Actualmente se desarrollan técnicas y
tratamientos enfocados en mejorar los procesos cicatrizales y favorecer la regeneracién
de los tejidos; uno de ellos es el Concentrado Autdlogo de Plaquetas (CAP). El obje-
tivo del presente estudio fue evaluar la técnica de colecta y procesamiento de la sangre
para obtener CAP en un modelo experimental lagomorfo utilizando conejos machos
de la raza Nueva Zelanda (n = 10) con pesos comprendidos entre 3 y 3,8 kg. La sangre
de cada animal fue obtenida por puncién de la vena yugular, colectada en tubos con
citrato de sodio y centrifugada a 120 g durante 5 minutos. Después del proceso de
centrifugacién los niveles de eritrocitos, leucocitos y plaquetas presentaron diferencias
estadisticamente significativas (P < 0,05) en comparacién con la sangre completa. Los
resultados de este estudio, permiten concluir que es factible la elaboracién de un CAP
para la especie leporina, obteniendo plaquetas sin alteracion de la morfologia a partir
de un ciclo de centrifugacion.
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PROTOCOL FOR OBTAINING AUTOLOGOUS PLATELETS CONCENTRATE
IN RABBITS: A PILOT STUDY

ABSTRACT

One of the main difficulties presented in surgical practice, is the restoration of the integrity
of the tissues that are affected by the pathology or the surgical technique performed for
its resolution. Currently, techniques and treatments are developed focused to improve
scarring processes tissue and promote tissue regeneration; one of them is Autologous
Platelets Concentrate (APC). The aim of the present study was evaluate the blood collec-
tion and processing technique for obtaining APC in a lagomorph model. New Zealand
male rabbits (n=10), with weights ranging from 3 to 3.8 kg, were used as experimental
model. The blood sample of each animal was obtained by puncture of the jugular vein
into tubes with sodium citrate and centrifuged at 120 ¢ for 5 minutes. The levels of

erythrocytes, leukocytes and platelets after the centrifugation process presented statistically
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significant differences (P < 0.05) compared to whole blood. The results of this study

support the conclusion that the development of a APC for leporidae species is feasible,

obtaining platelets without morphology alterations after a single centrifugation cycle.

Keywords: Platelet-rich plasma, regenerative medicine, tissue regeneration.

INTRODUCCION

Los procedimientos quirtrgicos han tenido
gran avance en la medicina veterinaria con
resultados cada vez mds eficaces y mejores.
Sin embargo, una de las principales dificul-
tades que se presenta es el restablecimiento
de la integridad y funcién de los tejidos
afectados, indistintamente de cual sea
la patologia que se presente o la técnica
quirtrgica realizada para su resolucién. Lo
anterior es de especial interés, por cuanto
se cuenta con técnicas o tratamientos que
han demostrado mejorar el proceso de
regeneracion de los tejidos y cicatrizacion
de las heridas. Una de estas técnicas, es
el Concentrado Autdlogo de Plaquetas
(CAP) el cual permite disminuir el uso
de firmacos y antibidticos que pueden
conducir a mayores costos econémicos.

Concentrado Autologo de Plaquetas

El CAP es una porcién de la fraccién
de plasma sanguineo que presenta una
concentracién de plaquetas superior a
los valores basales: es pertinente recordar
que las plaquetas intervienen en la mo-
dulacién y aceleracién de los procesos de
cicatrizacién a través de los factores de
crecimiento (GE por su denominacién
en inglés, growth factors) presentes en
los grdnulos a, los cuales son capaces de
promover la regeneracién y reparacion de

tejidos (Wu ez al. 2016).

Aplicaciones del CAP

El uso de CAP ha sido documentado con
antelacién en el sentido que los GF presentes
en las plaquetas resultan ser beneficiosos
por cuanto optimizan el proceso de cica-

trizacién del tejido conectivo, mejoran el
proceso de reparacién tisular e influyen en
la disminucién de la morbilidad. EI CAP
se ha utilizado ampliamente en diversas
especialidades médicas que incluyen la
odontologia, la ortopedia, la neurocirugfa,
la oftalmologfa, la cirugia maxilofacial y la
cirugfa cosmética (Carter ez l. 2003; Crane
y Everts 2008; Dohan ez /. 2005; Giirgen
2008; Bonete et 2/ 2009; Mishra ez al.
2009; Sommeling ez /. 2013). En medi-
cina veterinaria se han efectuado trabajos
principalmente en equinos con lesiones
de ligamentos, tendones y osteoartritis
(Carmona et al. 2009; Textor 2011), en
colgajos cutdneos y asociado a cerdmicas en
columna vertebral en ratas (Delgado ez al.
2009; Li et al. 2012), en ovejas con infarto
agudo de miocardio estimulando la forma-
cién de células y vasos sanguineos, y en la
regeneracion de cartilago (Carneiro 2013;
Gallo ez al. 2013), y en cerdos evaluando
la capacidad osteogénica en trepanaciones
mandibulares (Castafieda-Vega ez a/. 2010).
También en caninos se ha reportado su
uso clinico y en estudios experimentales
de regeneracién 6sea maxilar, apendicular
y en pruebas de osteointegracion (Casati
et al. 2007; Moreno et al. 2004; Silva et al.
2012; Silva et al. 2011a; Silva et al. 2007).
Se han descrito algunos protocolos para
la colecta de sangre y obtencién de CAP en
conejos (Batista ez al. 2011; Donatti ez al.
2013; Gonzélez et al. 2013). Algunos de
estos estudios no describen detalladamente
las técnicas o materiales usados, al igual que
las gravedades y tiempos de centrifugacion,
o los resultados no se han podido replicar
por parte de los autores de este reporte.
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El presente documento expone el es-
tudio piloto de un método para obtener
CAP, describiendo la técnica de colecta, el
material utilizado y demds herramientas
para la centrifugacién y obtencién del
CAP en un modelo experimental como
es el conejo, utilizado en diversos campos
de investigacién médica y con aplicacién
en humanos y otras especies animales.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron 10 conejos macho de la raza
Nueva Zelanda con pesos comprendidos
entre 3 y 3,8 kg procedentes de la granja
“Las Brisas”, propiedad de la Universidad
del Tolima. Los animales se encontraban
clinicamente sanos al momento de la
colecta y fueron alojados en jaulas indivi-
duales, con comida y agua ad libitum. La
utilizacién de los animales en el presente
estudio fue aprobada por el comité de
ética para experimentacion con animales
de la institucién de los autores.

Protocolo de obtencion de CAP

Previamente a la toma de la muestra
sanguinea los animales objeto de estudio
fueron premedicados con 0,2 mg/kg de
meloxicam (Melodol® 0,5%, Laboratorios
Chalver) via intramuscular y 25 mg/kg
de cefalexina (Rilexine® 150, Virbac) via
intramuscular. Para la anestesia se realiz6
inyeccién endovenosa de xilacina (Xila-
cina® 2%, Erma) 2 mg/kg y ketamina
(Ketamina® 50, Holliday) 6 mg/kg por
medio de catéter No. 22 (Safelet®) posi-
cionado en la vena marginal de la oreja.
Se realizé tricotomia y antisepsia del drea
ventral de la regidén cervical. Siguiendo
la técnica propuesta por Gonzélez ez al.
(2013), se realizé infiltracién de lidocai-

na (Lidocaina® 2%, Virbac) en el tejido
subcutdneo adyacente a la vena yugular
y posteriormente se realizé la venodisec-
cién de la misma. Una vez identificada
la vena, se procedié a la venopuncién de
esta, mediante un sistema de colecta de
sangre al vacio con aguja de 22G x 17
(BD®) el cual permitié almacenarla en
tubos de 3,5 ml con citrato de sodio al
3,2% (Vacuette®), garantizando con ello
la inocuidad de la muestra.

La sangre obtenida se analizé por medio
de hemograma automatizado median-
te impedancia eléctrica (FC-620 Vet®),
determinando los siguientes pardmetros
hematoldgicos: leucocitos (WBC), eritro-
citos (RBC), plaquetas (PLT), Volumen
Plaquetario Medio (MPV) y Volumen
de Distribucién Plaquetario (PDW).
Los tubos se mantuvieron a temperatura
ambiente y fueron centrifugados a 120 g
durante 5 minutos (centrifuga Hermle
Z 32 HK").

El plasma obtenido de la centrifuga-
cién se dividié arbitrariamente en partes
iguales. Se extrajo un volumen de 2 ml
del 50% del plasma que se encontraba
en el nivel inmediatamente superior a la
interface leuco-plaquetaria (buffy coar) y
fue analizado nuevamente por duplicado
utilizando el hemograma automatizado.

Analisis estadistico

Por medio del soffware estadistico Gra-
phPad Prism® versién 6 (GraphPad Soft-
ware, San Diego, CA, USA) se realizé la
prueba de Shapiro Wilk a fin de conocer
la normalidad de las variables estudiadas.
Estas se analizaron por medio del test de
Wilcoxon y sus resultados se presentan
como media y desviacién estindar. Se
determing la eficiencia de colecciéon de

plaquetas por medio de la siguiente ecua-
cién (Weibrich et 2/ 2003):

26
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X100

Elficiencia de Colecta de Plaguetas =

volumen de sangre entera x recuento de plaguetas en sangre entera

Se realizé correlacién de Spearman
para evaluar el grado de asociacién entre
las variables del CAP obtenido.

RESULTADOS

En el andlisis hematoldgico los resultados
que presentaron diferencias estadistica-
mente significativas (P < 0,05) fueron las

variables WBC (10*/1), RBC (10*'2/])

y PLT (10*/1) (Tabla 1). Se encontré
correlacién positiva moderada entre el
MPV y el PDW, al igual que entre el
conteo de células rojas y el conteo de
células blancas (Tabla 2). La eficiencia en
la coleccién de plaquetas fue de 51,06%.
El porcentaje de plaquetas concentradas
en el CAP fue de 153% con respecto a
la media de plaquetas obtenidas en los
resultados basales.

TABLA 1. Comparacion de resultados hematoldgicos en los niveles basal y CAP.

Parametro Basal CAP
WBC X 10%%/I 4,370 (1,072) 2,080 (0,963)*
RBC X 10 3,204 (0,625) 0,955 (0,480)*
PLT X 10%¢/1 163,7 (53,92) 250,8 (65,84)*
MPV 1/l 6,910 (0,284) 6,750 (0,380)
PDW % 14,37 (20,96) 7,450 (0,6819)

Las variables se muestran como Media y (SD).

* Denota diferencia estadisticamente significativa (P < 0,05).

TABLA 2. Correlacion de Spearman para resultados de variables en CAP.

Parametro WBC RBC PLT MPV

RBC X 10%'% 0,7530*

PLT X 10%¢/1 0,3140 0,05488

MPV f/I -0,1380 0,1104 —0,08282

PDW % -0,3704 -0,09877 -0,06791 0,7826*

* Correlacion significativa al nivel 0,01 (dos colas).

WBC: leucocitos, RBC: eritrocitos, PLT: plaguetas, MPV: Volumen Plaguetario Medio , PDW: Volumen de Distribucion

Plaquetario.
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DISCUSION

A pesar de que se conocen diversas pu-
blicaciones sobre la obtencién de CAP
en conejos, la escasa estandarizacién y la
disimilitud entre los diferentes métodos
para su obtencién dificulta la eleccién del
protocolo més apropiado, razén por la cual
a criterio de cada investigador se establece
la metodologia conforme a las condiciones
de trabajo existentes (Aleixo ez 2/ 2011).
Entre los métodos reportados se presentan
diferencias notorias principalmente en la
obtencidn de la sangre, la centrifugacién,
el anticoagulante usado y la cantidad de
plaquetas concentradas.

La obtenci6n de la sangre se realizé por
medio de venodiseccién de la vena yugular
usando el método descrito por Gonzélez
etal. 2013. A consideracién de los autores
fue el procedimiento mds seguro y eficaz,
después de realizar pruebas colectando de
la vena femoral, la vena safena y las venas
marginales de la oreja, descritas en otros
estudios (Batista ez @/ 2011; Donatti et
al. 2013; Gonzilez et al. 2013). En un
estudio reciente publicado por Pazzini ez
al. (2016), lograron colectar sangre de la
vena yugular sin diseccién de los tejidos
adyacentes; sin embargo, segun la expe-
riencia de los autores, no es posible una
adecuada visualizacién de la vena, lo que
podria provocar la presentacion de mayores
traumatismos vasculares en los conejos y
la formacién de trombos en las muestras.

Asi mismo, se han descrito métodos
de doble centrifugacion: sin embargo,
estos podrian provocar una activacidn
prematura de las plaquetas con la respec-
tiva liberacién de los GF (Gonzilez ez al.
2013; Nagata ez al. 2010). La eficiencia
de coleccién de plaquetas fue de 51,06%,
mayor a la obtenida en otra investigacion
en la misma especie en la que reportaron
eficacias de 20,6% y 18,27% (Gonzdlez

etal. 2013). Igual sucede en otras especies
donde encontraron eficacias de 50% en
felinos, de 29,9% en caninos, y de 7,5%
y 19,1% en equinos y bovinos respecti-
vamente: en los dos tltimos reportes se
usaron métodos de doble centrifugacién
(Argtielles ez al. 2006; Lopez et al. 2012;
Silva et al. 2011a; Silva et al. 2011D).

Algunos autores han descrito el uso
de diversos anticoagulantes como la he-
parina, el EDTA, el citrato de sodio, el
dcido citrico y la dextrosa en solucién
para colectar sangre para obtener CAP. La
eleccién del citrato de sodio se debi6 a su
consecucion estéril en los tubos vacutainer,
lo que reduce el riesgo de contaminacién.
En comparacién con otros anticoagulantes,
el citrato de sodio tiene la capacidad de
conservar la estructura y la homogeneidad
de las plaquetas (Carmona et al. 2014;
White 2000).

La cantidad de plaquetas colectadas en
nuestro estudio es menor en comparacién
con los métodos de doble centrifugacion
realizados por Nagata et al. (2010) y Pa-
zzini et al. (2016), en los que obtuvieron
1.986 x 10° PLT/ul y 1.176 x 10° PLT/
pl, respectivamente. No obstante, los
métodos de doble centrifugacién causan
alteracién en la morfologia de las pla-
quetas y son mds sensibles a errores en el
proceso (Nagata et al. 2010). Se puede
considerar que la cantidad de plaquetas
obtenida en el presente estudio podria ser
suficiente para producir su efecto, ya que
se ha observado que la respuesta clinica no
tiene correlacién con la concentracién de
plaquetas sino con su integridad (Lépez
etal. 2012). Las caracteristicas de MPV'Y
PDW, como indicadores de la integridad
de las plaquetas, no tuvieron diferencias
significativas en los valores basales y el CAP.

La cantidad de células de linea blanca
en el CAP fue 2.080 x 10**/1, menor a

28]
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la obtenida por Gonzdlez ez al. (2013),
quienes a pesar de colectar mayor niimero
de plaquetas, obtuvieron 7.060 x 10*%/1
leucocitos. Algunos autores consideran
que la concentracién de un gran niimero
de leucocitos en los CAP podria ser perju-
dicial para los tejidos tratados (Chizzolini
et al. 2011; Zimmermann ez al. 2003) y
aunque se ha estudiado su efecto en dife-
rentes circunstancias, como la reduccién
del crecimiento bacteriano, su presencia y
cantidad en los CAP es atn controversial
(Carmona et al. 2011; Lopez et al. 2015).

Aunque se evidencié una diferencia
estadistica significativa en la cantidad
de células de la linea roja entre la sangre
enteray el CAP obtenido, esto no supone
ningln efecto, pues la concentracién es
minima y atin se desconoce su incidencia
en los efectos del CAP. Las correlaciones
positivas moderadas entre WBC y RBC,
y entre MPV y PDW, permiten suponer
que a mayor cantidad de hematies mayor
serfa la cantidad de leucocitos que se
concentrardn en el CAP. A pesar de la
cantidad limitada de animales usados, los
resultados permiten inferir que el proto-
colo descrito es viable para la obtencién

de CAP en conejos.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio piloto per-
miten concluir que es factible la elabora-
cién de un CAP para la especie leporina,
mediante un protocolo con centrifugacién
a 120 g durante 5 minutos, obteniendo
153% mads plaquetas que los niveles basa-
les, y niveles menores de leucocitos a los
reportados en otras investigaciones. Los
resultados obtenidos son aplicables en los
centros veterinarios para tratar lesiones en
conejos: sin embargo, se hace necesaria
la realizacién de mds investigaciones con

una mayor poblacién para determinar de
manera més confiable los resultados aqui
expresados.
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