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RESUMEN

El objetivo principal de este estudio fue evaluar si existe una diferencia significativa
entre los métodos de centrifugacion simple y doble en la obtencion de plasma rico en
plaquetas (PRP) en perros (Canis lupus familiaris). Se trabajo con muestras de sangre
de diez caninos que presentaban valores hematolégicos dentro de parametros
normales. Se cuantifico la concentracion de plaquetas obtenida con cada técnica, y se
compararon los resultados estadisticamente. Para el anélisis se aplico la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk y la prueba t de Student para muestras relacionadas. Los
datos mostraron que la centrifugacion doble gener6 una media de 552,900
plaquetas/pL (£136,165.30), en contraste con 255,700 plaquetas/pL (x112,741.64)
alcanzadas mediante la centrifugacion unica. La diferencia media observada fue de
297,200 plaquetas/pL, con un valor t de 6.188 (gl = 9) y un valor de p < 0.001. El
intervalo de confianza al 95% para esta diferencia estuvo entre 188,558.45 y
405,841.55 plaquetas/uL. Estos resultados indican una diferencia estadisticamente
significativa entre los métodos evaluados, concluyéndose que la técnica de doble
centrifugacion es notablemente més eficiente para obtener PRP con alta concentracion

plaquetaria en caninos.

Palabras clave: Plasma rico en plaquetas (PRP), centrifugacidn unica, centrifugacion

doble, caninos.



ABSTRACT

The main objective of this study was to assess whether there is a significant difference
between single and double centrifugation methods in obtaining platelet-rich plasma
(PRP) in domestic dogs (Canis lupus familiaris). Blood samples were collected from
ten dogs with haematological values within normal ranges. Platelet concentrations
obtained through each method were quantified and compared statistically. The
Shapiro-Wilk test was used to assess normality, followed by the paired Student’s t-test
for statistical comparison. The results showed that double centrifugation yielded a
mean platelet count of 552,900/puL (£136,165.30), whereas single centrifugation
produced a mean of 255,700/uL (£112,741.64). The mean difference observed was
297,200 platelets/pL, with a t-value of 6.188 (df = 9) and a significance level of p <
0.001. The 95% confidence interval for the difference ranged from 188,558.45 to
405,841.55 platelets/uL. These findings indicate a statistically significant difference
between the two methods, leading to the conclusion that the double centrifugation
technique is considerably more effective in producing PRP with a higher platelet

concentration in dogs.

Keywords: Platelet-rich plasma (PRP), single centrifugation, double centrifugation,

canines.



INTRODUCCION

El Plasma Rico en Plaquetas (PRP) es un derivado autélogo obtenido a partir de la
sangre del propio paciente. Se caracteriza por contener una elevada concentracion de
proteinas bioactivas y factores de crecimiento, los cuales intervienen de manera crucial
en procesos como la regeneracion y reparacion de tejidos, asi como en mecanismos
celulares como la quimiotaxis, la angiogénesis, el metabolismo, la proliferacion y la
diferenciacion celular (1,2,3,4) por ello, su uso va creciendo en disciplinas médicas
como la ortopedia (5), la reumatologia, la cirugia plastica, la odontologia, la cirugia
facial (3),etc. Sin embargo, los métodos aplicados para la obtencion del PRP atin son
muy heterogéneos y no garantiza al médico veterinario un producto de calidad y con
consistencia para la atencion médica (23). Los diferentes procesos de obtencion de
PRP va desde formas manuales a automaticas, con centrifugacion simple o filtracion
selectiva de sangre y en todos los casos la concentracion de plaquetas es variable, sin
embargo, el método mas comun de obtencion de PRP sigue siendo la centrifugacion
(7,24). Actualmente, también existen innumerables métodos casero de preparacion del
PRP, pero carecen de caracteristicas definidas, lo que conlleva a riesgos en la salud,
por carecer de parametros de calidad y seguridad del proceso de obtencion (8).

Las plaquetas derivan de los megacariocitos, son de forma discoide y carentes de
nucleo, importantes en la coagulacion y la hemostasia (28,29). Poseen la propiedad de
liberar factores de crecimiento importantes en la regeneracion y cicatrizacion de
tejidos (30). Tanto la técnica de centrifugacion como la velocidad aplicada y la adicién
de activadores plaquetarios influyen directamente en la cantidad de plaquetas y en la
eficiencia con la que se liberan los factores de crecimiento. Estos pardmetros resultan

determinantes para obtener un producto final bioldgicamente funcional y con alto



potencial terapéutico (31). La fuerza de centrifugaciéon aumenta la sedimentacion
plaquetaria lo que resulta en una mejor separacion de los componentes en el plasma
(31,32). Por lo tanto, una preparacion adecuada permitird obtener una mayor
concentracion de plaquetas con la consiguiente liberacion de mayor cantidad de
factores de crecimiento. Segun lo reportado por Yin y colaboradores (2017), al aplicar
un protocolo que combina dos fases de centrifugacion —Ila primera a 160g durante 10
minutos, seguida por una segunda etapa a 250g por 15 minutos— se logra una mayor
concentracion de plaquetas, asi como una liberaciéon mas eficiente de los factores de
crecimiento en aplicaciones clinicas humanas (34). En el ambito de la medicina
veterinaria ain no hay muchos reportes en relacion al uso y obtencion del PRP en
caninos, mayoritariamente existe literatura sobre su uso en medicina equina; en tal
sentido, se desarrollo esta investigacion con la finalidad de evaluar dos métodos de
obtencién de PRP, utilizando centrifugacion tnica y doble; ademas de, contribuir a
mejorar la préctica clinica en la medicina veterinaria regenerativa, brindando evidencia
cientifica que permita al profesional médico seleccionar el método que garantice una
mayor concentracion de plaquetas y, por ende, una mayor eficacia terapéutica en el
tratamiento de diversas patologias en caninos.

La presente investigacion tuvo como objetivo principal, determinar si existe diferencia
significativa entre los métodos de centrifugacion unica y doble para la obtencion de
Plasma Rico en Plaquetas (PRP) en caninos (Canis lupus familiaris) considerando la

concentracion plaquetaria para determinar cual método es el mas efectivo.



CAPITULO1
MARCO TEORICO
1.1. Antecedentes de la investigacion
1.1.1. Internacionales

En el afo 2012, se hizo una investigacion para determinar si el PRP varia
segun el método de preparacion y la variabilidad humana. Se cuantificaron
plaquetas, factores de crecimiento, globulos rojos y blancos en sistemas de
separacion de un paso y de dos pasos, y se evalud el impacto de tres
extracciones de sangre separadas. Los hallazgos evidenciaron variaciones
estadisticamente significativas tanto en la cantidad como en la
concentracion de plaquetas, globulos blancos y factores de crecimiento
entre los métodos Todas las metodologias empleadas lograron incrementar
de manera significativa la concentracion plaquetaria en relacion con los
niveles presentes en la sangre sin procesar, concluyendo que los
procedimientos de un solo paso producen cantidades suficientes de
plaquetas para uso clinico (8).

Pazzini et al. (2016) llevaron a cabo una investigacion en conejos para
evaluar un protocolo de obtenciéon de plasma rico en plaquetas (PRP)
utilizando el método de doble centrifugacion. El proposito del estudio fue
analizar el incremento en la concentracion plaquetaria, asi como
estandarizar la formacién del gel de PRP y mejorar la eficiencia del
procedimiento en términos de tiempo. Los resultados indicaron que la
doble centrifugacion permite una mayor concentracion de plaquetas en

comparacion con la sangre entera, permitiendo su uso en procedimientos



quirtrgicos. Ademas, el proceso se completa en 40 minutos y el gluconato
calcico favorece la activacion de las plaquetas (9)

En 2017, se realizé un estudio de correlacion sobre la obtencion de plasma
puro rico en plaquetas, con el fin de comparar su obtencion utilizando
diferentes condiciones de centrifugacién en un modelo de donante tnico.
El andlisis mostr6 que, al maximizar la concentracion plaquetaria y la
eficiencia de captura, se incrementaron los factores de crecimiento en P-
PRP (P<0,05). Ademas, el P-PRP obtenido en condiciones Optimas
promovié la proliferacion y migracion celular (P<0,05) sin afectar la
supervivencia celular (P>0,05). La centrifugacion a 160g durante 10 min
y 250 g durante 15 min, con eliminacién de la capa leucocitica, es el
método dptimo para preparar P-PRP para aplicaciones clinicas (34).
Moreno et al. (2015) desarrollaron un estudio enfocado en los distintos
métodos de obtencion del plasma rico en plaquetas (PRP) y su aplicacion
en tratamientos con capacidad osteoinductora. El PRP puede ser obtenido
mediante procedimientos manuales —conocidos como técnica abierta— o
a través de sistemas desechables —técnica cerrada—, estos ultimos
considerados dispositivos médicos de clase Ila. Gracias a su elevada
concentracion de factores de crecimiento, el PRP posee propiedades que
favorecen la consolidacion 6sea y la osteointegracion de implantes.
Aunque la mayoria de los pacientes presenta buena tolerancia a las
infiltraciones, se debe tener precaucion por su elevado potencial para
estimular la angiogénesis. Los autores concluyen que el uso del PRP debe

regularse como un farmaco sujeto a prescripcion médica, bajo la



1.1.2.

supervision de los servicios de farmacia hospitalaria durante su
preparacion y administracion (11).

En 2019, Silva et al. presentaron un método sencillo y de bajo costo para
obtener plasma rico en plaquetas (PRP) titulado "Bajar-subir". El objetivo
era describir y analizar este protocolo en comparacion con métodos
previamente utilizados. Realizaron cuatro protocolos de centrifugacion
con diferentes giros y fuerzas, obteniendo concentraciones de plaquetas
que eran 1,15, 2,07, 2,18 y 3,19 veces mayores que la concentracion
inicial, respectivamente. Con la técnica "bajar-subir", el recuento de
plaquetas fue 4,17 veces mayor que el inicial (IC 95%: 3,09 a 5,25), con
un costo total de menos de US$10 por individuo (10).

En 2020, Farina et al. evaluaron cinco protocolos estandar para la
obtencién de PRP en caninos, comparando su rendimiento. Utilizando
sangre de 5 caninos con hemograma normal, los resultados mostraron que
el protocolo C obtuvo un 163% de PRP, seguido por los protocolos B
(96%), E (8,62%), D (6,38%) y A (4,47%). Se concluyo6 que el protocolo
C requeria menos revoluciones y tiempo para obtener PRP de mejor
rendimiento (26).

Nacionales

En 2022, en el Hospital de Alta Complejidad Virgen de la Puerta, se evalud
dos métodos para la obtencion de plaquetas a partir del PRP; método A
(450 g por 8 minutos) y el método B (método A, seguido de una segunda
centrifugacion a 600g por 15minutos) basados en el tiempo y fuerza
gravitacional, obteniendo como resultado que el mayor porcentaje de

plaquetas obtenidas a partir del PRP, fue con el método B.



En 2024, se realizd una revision bibliografica sobre Protocolos de
elaboraciéon de Plasma Rico en Plaquetas en especies domésticas y
silvestres. El objetivo de esta revision fue identificar las principales
diferencias en los protocolos de preparacion de PRP para animales
domésticos y silvestres. Se analizaron 49 procedimientos, de los cuales 31
utilizaron citrato de sodio como anticoagulante. La mayoria de los estudios
se realizaron en equinos (21 estudios). Las concentraciones plaquetarias
en bovinos mostraron mayor variabilidad entre individuos, mientras que
en equinos la dispersion fue menor. El 67% de los protocolos emplearon
un doble centrifugado, con la segunda centrifugacion a mayor velocidad,
mientras que el tiempo de centrifugacion no varid significativamente entre
las dos etapas (36).
1.2. Bases Teoricas
1.2.1. Plasma Rico en Plaquetas (PRP)

El plasma rico en plaquetas constituye un componente sanguineo
procesado que presenta una concentracion plaquetaria superior a la del
plasma basal, que se obtiene mediante centrifugaciones sucesivas o
aféresis. Para que sea efectivo, debe tener entre 2,500 y 100,000 plaquetas
por microlitro, alcanzando niveles que superan entre dos y siete veces las
concentraciones plaquetarias habituales en sangre periférica (37). El
concentrado plaquetario puede activarse mediante agentes como la
trombina o el gluconato de calcio, lo cual induce la liberacion de una
mezcla compleja de factores de crecimiento, citoquinas y otras
biomoléculas. Una vez activado, el PRP puede ser administrado en forma

liquida o, tras un reposo aproximado de 10 minutos, adquirir una



consistencia de hidrogel. Esta forma gelatinosa permite su aplicacion
directa sobre tejidos lesionados o su combinacién con células para
potenciar los procesos regenerativos (38). Inicialmente, el uso del PRP se
centraba en el ambito quirurgico, principalmente para favorecer la
cicatrizacion de heridas complejas o inducidas por procedimientos
médicos. Con el tiempo, su uso se ha expandido hacia multiples disciplinas
médicas, superando su rol inicial en la reparacion tisular quirurgica (39).
Cabe resaltar que, al ser un derivado plasmatico, el PRP presenta una
marcada variabilidad en su composicion, especialmente en cuanto al tipo y
concentracion de factores bioactivos presentes. Esta variabilidad depende
de factores como el donante, su estado de salud, y las técnicas utilizadas
para su obtencion y procesamiento (40,41). Ademas, el PRP puede contener
diferentes cantidades de leucocitos y plaquetas. A pesar de su popularidad,
aun no existe un protocolo estandarizado para su preparacion, ya que las
précticas varian en aspectos como la inclusion de leucocitos y globulos
rojos, la velocidad y el tiempo de centrifugacion, y los métodos de
activacion (41).
1.2.2. Tipos de plasma y sus caracteristicas

Existen diferentes tipos de plasma rico en plaquetas (PRP), cada uno con
caracteristicas y aplicaciones especificas. El Puro (P-PRP) contiene pocos
o ningln leucocito y es rico en factores de crecimiento, lo que lo hace ideal
para la regeneracion celular y la cicatrizacion (44). El Leucocitario (L-
PRP), por su parte, incluye una capa residual de células rojas y contiene
metaloproteinasas de matriz y hierro, que pueden dafar las plaquetas por

oxidacion. Aunque tiene mas factores quimiotacticos que el PRP puro, su



1.2.3.

presencia no asegura un efecto terapéutico superior (45). El tipo Fibrina
(P-PRF o PRFM) es el mas estudiado en la actualidad, ya que se activa y
se incuba, lo que permite obtener plaquetas suspendidas en una malla de
fibrina. Ha demostrado buenos resultados en el tratamiento de la alopecia
androgénica y el rejuvenecimiento de los pliegues naso labiales.
Finalmente, el Fibrina-leucocitos (L-PRF) no utiliza anticoagulantes en su
procesamiento, lo que da como resultado un coagulo o membrana estable,
siendo 1til en la cicatrizacion de ulceras y heridas cronicas. Cada tipo de
PRP tiene aplicaciones especificas, adaptindose a las necesidades
particulares de cada tratamiento (44). El uso del PRP se ha extendido en
diversas areas médicas, incluyendo odontologia, cirugia estética y otras
especialidades. Su aplicacion se ha ampliado a patologias como la
hemofilia A y B, ulceras en extremidades de pacientes con diabetes,
artrosis y otras enfermedades (47).

Plaquetas

Las plaquetas son pequenos fragmentos celulares sin nucleo derivadas de
los megacariocitos, con una forma de disco biconvexo y un didmetro
aproximado de 3 um. Aproximadamente dos tercios de ellas circulan en la
sangre, mientras que el resto se almacena en el bazo. Aunque antes se
consideraban inertes, hoy se reconoce su compleja estructura y funcion, e
incluso se han comparado con las neuronas debido a su capacidad de
liberar y captar neurotransmisores como la serotonina. Su funcion
principal es participar en la hemostasia, evitando la pérdida excesiva de
sangre tras una lesion vascular, especialmente en las arterias.

Normalmente, no se adhieren entre si ni al endotelio, gracias al equilibrio



entre factores pro y anti tromboticos. Sin embargo, cuando ocurre una
lesion, se adhieren a las estructuras expuestas, se activan y se agrupan,
formando el tampon hemostatico primario (47). Contienen diversos
orgéanulos citoplasmaticos que liberan su contenido al activarse, entre ellos
los cuerpos densos, granulos a y lisosomas. Los mas abundantes son los
granulos a, que almacenan proteinas como la B-tromboglobulina y el factor
plaquetario 4 (PF-4), ademas de otros compuestos como fibronectina,
trombospondina, inhibidores de la fibrinolisis, fibrindgeno y factor von
Willebrand. También secretan mediadores solubles, incluyendo citocinas
y factores de crecimiento (FCs), que pueden ser tanto pro- como
antiangiogénicos. Entre ellos se encuentran el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de
crecimiento fibroblastico (FGF), el factor de crecimiento del hepatocito
(HGF), el factor de crecimiento transformante beta (TGF-f) y el factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF), entre otros (47,48).

Los descubrimientos de Bizzozero fueron fundamentales para identificar
el papel de las plaquetas en la hemostasia, sentando las bases de los
conocimientos actuales. Ademas de su funcion principal en la coagulacion,
también participan en procesos como la inflamacion, la cicatrizacion, la

trombosis, la aterosclerosis y la diseminacion de células tumorales (46).
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Fig. 1. Esquema de las principales caracteristicas de la ultraestructura

plaquetaria (49).

GA: granulo alfa; GD: gréanulo denso; Glu: glucdgeno; GP:
glicoproteinas; Lis: lisosoma; M: mitocondria; MF: microfilamento; MT:
microtubulos; ME: membrana externa; Per: peroxisoma; SCA: sistema
canalicular abierto; STD: sistema tubular denso (49).

Factores de Crecimiento Plaquetario

Los factores de crecimiento (FC) son sustancias peptidicas que facilitan la
comunicacion entre las células a nivel molecular. Juegan un papel clave al
regular varias funciones celulares, como la migracién, proliferacion,
diferenciacion, metabolismo y hasta la apoptosis. Su principal funcién es
controlar el ciclo celular, ayudando a que las células pasen de un estado de
reposo (GO) a una fase activa (G1). Ademas, estimulan el aumento del
tamafio celular al promover la sintesis de proteinas en las células que
afectan (42). Los factores de crecimiento (FC) y las citoquinas se
almacenan principalmente en los granulos o de las plaquetas y son
fundamentales para activar respuestas bioldgicas en procesos como la

hemostasia y la regeneracion. Entre los factores mdas importantes se
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incluyen el factor de crecimiento transformante beta (TGF-), el factor de
crecimiento fibroblastico (b-FGF), varios tipos del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento similar a la
insulina tipo 1 (IGF-1), el factor de crecimiento epidermal (EGF) y el
factor de crecimiento hepatico (HGF). Ademas, las plaquetas contienen
altos niveles de ARN pequefio (siARN) y ARN mensajero (ARNm) que
codifican estos factores (43).

Las plaquetas contienen diversos organulos, entre ellos la membrana
plasmatica, el citoesqueleto, el sistema canalicular abierto, el sistema
tubular denso y los granulos. También poseen mitocondrias y granulos de
glucogeno (48). Ademas, tienen la capacidad de cambiar de forma,
pasando de una estructura discoide a una esférica, lo que les permite
desarrollar pseuddpodos para adherirse al endotelio, interactuar con otras
células y liberar el contenido de sus granulos. Su activacion se produce en
respuesta a diversos estimulos, como trombina, tripsina, coldgeno, ADP,
epinefrina, metabolitos del acido araquidonico y el factor activador de
plaquetas, desencadenando una serie de eventos funcionales (46, 47) (Ver
apéndice 1).

Activacion plaquetaria

Los agonistas fisioldgicos involucrados en la activacion plaquetaria
incluyen macromoléculas de la matriz subendotelial, como coldgeno y
factor de von Willebrand (vWF), hormonas circulantes como adrenalina y
vasopresina, y sustancias liberadas en el sitio de la lesion, como trombina.
También participan compuestos generados por plaquetas activadas, como

tromboxano A2, ADP y serotonina, ademas de factores de activacion
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plaquetaria producidos por otras células (46). La activacion se inicia
cuando las plaquetas entran en contacto con el coldgeno expuesto en la
matriz subendotelial, lo que permite su adhesion mediante la interaccion
con el factor de von Willebrand (vVWF) y receptores de colageno como
GPVI e integrinas. Posteriormente, agonistas como la trombina, el ADP, el
tromboxano A2 y la serotonina amplifican la activacién a través de
receptores acoplados a proteinas G, como P2Y12 para ADP y TP para
tromboxano A2 (50,51). La unién de estos agonistas a sus receptores
desencadena una cascada de sefializacion intracelular que incluye la
activacion de fosfolipasas, la generacion de segundos mensajeros como
inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), la movilizacion de calcio
intracelular y la activacion de proteinas quinasa, como la PKC. Estos
eventos provocan cambios en la morfologia plaquetaria, reorganizacion
del citoesqueleto y la exocitosis de los granulos plaquetarios, liberando
mediadores como ADP y tromboxano A2, que refuerzan la activacion y
amplifican la respuesta (52,53).

Una vez activadas, las plaquetas expresan en su superficie integrinas como
allbB3, esenciales para la adhesion al fibrindgeno y la formacion de
agregados plaquetarios. Esto estabiliza el tapén hemostatico primario y
facilita la generacion de trombina, que convierte el fibrindgeno en fibrina,
consolidando el codgulo (54).

Métodos de Obtencion de PRP

La obtencion de plasma rico en plaquetas (PRP) puede realizarse mediante
dos enfoques principales: uno manual o abierto, y otro cerrado, basado en

el uso de kits desechables. La técnica seleccionada influye
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significativamente en los niveles de plaquetas, leucocitos, eritrocitos y
factores de crecimiento presentes en la muestra, generando distintas
formulaciones con aplicaciones especificas. Entre estas variantes se
encuentran el Preparado Rico en Factores de Crecimiento (PRGF), el
Plasma Rico en Plaquetas con Factores de Crecimiento (PRPGF), el PRP
convencional, el Plasma Pobre en Plaquetas (PPP), asi como el PRP
enriquecido con leucocitos (LRPRP) y el PRP con bajo contenido
leucocitario (LPPRP). Cada tipo posee propiedades particulares que lo
hacen adecuado para diversas intervenciones terapéuticas (55, 7, 24).
1.2.6.1. Método de doble centrifugacion
Este procedimiento consiste en una primera centrifugacion a baja
velocidad para separar la fraccion plasmatica de los hematies. A
continuacion, se lleva a cabo una segunda centrifugacion de mayor
intensidad con el fin de concentrar las plaquetas en la porcion mas
densa del componente plasmético. Este método permite obtener un
PRP con una alta concentracion plaquetaria y se considera uno de
los mas efectivos para terapias regenerativas (56)
1.2.6.2. Método de una sola centrifugacion
En este método, la sangre entera se centrifuga a una velocidad
intermedia, logrando una separacion directa del PRP sin necesidad
de una segunda centrifugacion. Si bien es un procedimiento mas
rapido, la concentracion de plaquetas puede ser inferior a la
obtenida con la doble centrifugacién. Se usa comunmente en
aplicaciones clinicas donde la rapidez del proceso es un factor

importante (56,57).
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1.2.6.3. Método con gradiente de densidad
Este método utiliza medios de separacion con gradientes de
densidad, como Ficoll o geles especiales, para aislar la fraccion rica
en plaquetas. Se basa en la diferencia de peso entre las células
sanguineas y permite una separacion mas precisa de las plaquetas,
evitando la contaminacidon con glébulos rojos y leucocitos. Se ha
utilizado ampliamente en investigaciones biomédicas (57).

1.2.6.4. Método de centrifugacion con control de temperatura
Algunas técnicas de centrifugacion incorporan un control de
temperatura para preservar la viabilidad plaquetaria y la integridad
de los factores de crecimiento. Se ha demostrado que el
mantenimiento de una temperatura adecuada durante el proceso
evita la activacion prematura de las plaquetas y mejora la calidad
del PRP obtenido (57,58,60).

1.2.6.5. Método automatizado con Kkits de sistema cerrado
Los dispositivos comerciales de sistema cerrado, como el
SmartPReP® o el Arthrex Angel®, emplean algoritmos
programados que ajustan la velocidad y duracion de la
centrifugacion para optimizar la concentracion plaquetaria. Este
método minimiza la variabilidad entre muestras y reduce el riesgo
de contaminacion, siendo ideal para aplicaciones clinicas donde se
requiere un PRP estandarizado (57,59).

1.2.7. Factores determinantes en la generacion de PRP
La obtencion del plasma rico en plaquetas (PRP) depende de varios

factores que influyen en su calidad y concentracion de factores de
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crecimiento. Uno de los aspectos clave es la velocidad y tiempo de
centrifugacion, que determinan la separacion eficiente de los
componentes sanguineos. La velocidad se mide en revoluciones por
minuto (RPM) o en fuerza relativa centrifuga (g), y tiempos de
centrifugacion entre 5 y 15 minutos suelen ser Optimos. Una baja
velocidad (~100-800 g) preserva las plaquetas intactas, evitando su
activacion prematura, mientras que una alta velocidad (>1000 g) puede
aumentar la concentracion plaquetaria, pero con riesgo de lisis celular
(61). Otro factor crucial es el tipo de anticoagulante utilizado para
prevenir la coagulacion de la sangre antes de la centrifugacion. Los mas
empleados son el citrato de sodio, que conserva la viabilidad plaquetaria
sin activacion prematura; el EDTA, que puede desestabilizar la
membrana plaquetaria; y la heparina, que puede alterar la activacion

plaquetaria (62).

La activacion del PRP es otro elemento determinante para la liberacion de
factores de crecimiento. Se utilizan activadores como el cloruro de calcio
(CaClz), que induce la degranulacion plaquetaria; la trombina autdloga,
que convierte el fibrindogeno en fibrina formando un gel; y el coldgeno tipo
I, que favorece la agregacion plaquetaria de manera fisiologica (63). En
cuanto a los métodos de centrifugacion, existen dos enfoques principales:
la centrifugacion simple, que es rapida y sencilla pero menos eficiente en
la concentracion plaquetaria, y la doble centrifugacion, que mejora la
pureza del PRP pero requiere mas tiempo y control (64). Por ultimo, la

variabilidad biologica del paciente también afecta la calidad del PRP.
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Factores como la edad, género, estado de salud y consumo de
medicamentos pueden influir en la cantidad y calidad de factores de
crecimiento. Pacientes con enfermedades cronicas pueden presentar menor
concentracion plaquetaria, mientras que la dieta y la hidratacion afectan la
viscosidad de la sangre y la eficiencia de la separacion de los componentes
(63,64).

Aplicaciones clinicas del PRP en caninos

El Plasma Rico en Plaquetas (PRP) se ha convertido en una herramienta
terapéutica prometedora en la medicina veterinaria, especialmente en el
tratamiento de diversas afecciones en caninos. Su capacidad para
promover la regeneracion tisular, modular la inflamaciéon y acelerar la
cicatrizacion lo ha posicionado como una opcién valiosa en multiples
especialidades. En el tratamiento de lesiones musculoesqueléticas, el PRP
ha sido utilizado con éxito en la regeneracion de tendones, ligamentos y
musculos en perros con lesiones deportivas o degenerativas. Su aplicacion
intraarticular en caninos con artrosis ha demostrado reducir la inflamacion
y mejorar la movilidad articular, favoreciendo la sintesis de colageno y
proteoglicanos en el cartilago (65). En el ambito quirtrgico, el PRP se
emplea para acelerar la consolidacion Osea en fracturas, osteotomias y
defectos 0Oseos. Su combinacion con injertos 6seos favorece la
proliferacion de osteoblastos y la formacion de tejido 6seo nuevo,
mejorando los tiempos de recuperacion postoperatoria en caninos con
patologias ortopédicas (66). En la medicina regenerativa y el tratamiento
de ulceras y heridas, el PRP ha mostrado gran efectividad en la

regeneracion de heridas crénicas y ulceras cutaneas, especialmente en
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aquellas asociadas con enfermedades metabolicas como la diabetes. Su
aplicacion topica o en forma de gel acelera la re epitelizacion, angiogénesis
y formacion de tejido de granulacion, mejorando la calidad de la
cicatrizacion (67). En la odontologia veterinaria, el PRP se ha utilizado en
procedimientos como extracciones dentales, cirugia periodontal y defectos
Oseos maxilofaciales. Su uso promueve la regeneracion de hueso alveolar
y tejidos blandos, reduciendo el tiempo de recuperacion y el riesgo de
infecciones postquirtrgicas (68). En el ambito de la dermatologia y
cicatrizacién de quemaduras, el PRP ha demostrado ser una terapia eficaz
en caninos con dermatitis cronica, alopecia y quemaduras, ya que estimula
la proliferacion celular y la regeneracion de la piel. Su aplicacién mejora
la calidad del pelo, reduce la inflamacién y acelera la recuperacion de
lesiones cutaneas graves (69). Las aplicaciones del PRP en caninos
continlan expandiéndose a diversas areas de la medicina veterinaria,
ofreciendo una alternativa terapéutica innovadora y eficaz para mejorar la
calidad de vida de los animales. Para lograr mayor eficacia y confiabilidad
del PRP, es necesario establecer protocolos uniformes tanto en su
obtencion como en su aplicacion.
1.3.Definicion de términos basicos
1.3.1. Plasma
Definicion segun el diccionario médico TEIDE (12):
Se trata de un liquido de tonalidad amarillenta donde se encuentran
suspendidas las células sanguineas. Su composicion incluye una mezcla

de sales inorganicas —como sodio, potasio y calcio— disueltas en agua,
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junto con una alta concentracion de proteinas (cerca de 70 g/l) y una
variedad de compuestos en menor proporcion.
Tortora y Derrickson — 13“ edicion (2006) (13):
Fluido amarillento que carece de los elementos formes de la sangre,
constituido principalmente por agua (alrededor del 91.5%) y por una
fraccion de solutos (8.5%), entre los cuales predominan las proteinas
plasmaticas.
1.3.2. Plasma Rico en Plaquetas (PRP)
Tortora y Derrickson — 13“ edicion (2006) (13):
Derivado de la sangre, donde se concentran trombocitos, obtenidos por
variedad de métodos como la centrifugacion.
1.3.3. Plaqueta (trombocito)
Definicion segun el diccionario médico TEIDE (12):
Estructura en forma de disco, de 1-2 micras de didmetro, presente en la
sangre, aparecen como fragmentos de citoplasma, existen normalmente
de 150-400 x10° plaquetas/litro de sangre.
Instituto Nacional del Cancer (NIH) — EE. UU (14):
Son fragmentos celulares de forma discoide presentes en la sangre y el
bazo. Su funcion principal es participar en la formacion del coagulo,
contribuyendo a detener o reducir el sangrado y promoviendo el proceso
de cicatrizacion. Estas estructuras también se conocen como trombocitos.
1.3.4. Regeneracion
Real Academia Nacional de Medicina de Esparia (15):
Serie de mecanismos biologicos encargados de restaurar la estructura y

funcién de células, tejidos u 6rganos que han sufrido dafio o lesion.
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Instituto Nacional del Cancer (NIH) — EE. UU (14):
En el &mbito bioldgico, se refiere a la capacidad de un organismo para
regenerar un tejido o una estructura corporal que ha sido danada o
eliminada.
1.3.5. Quimiotaxis

Diccionario médico — Biologico, historico y etimologico de Espana (16):

Es la inclinacion que presentan ciertas células u 6rganos a desplazarse
siguiendo una direccion especifica, guiada por la presencia de sefiales

guimicas en su entorno.

1.3.6. Proliferacion
Real Academia Nacional de Medicina de Espania (15):
Aumentar el nimero de células o de microbios en un tejido, un 6rgano,
un cultivo o un tumor, por métodos reproductivos.
Diccionario de la RAE (Real Academia Espariola) (17):
Reproducirse en formas similares.
1.3.7. Angiogénesis
Instituto Nacional del Cancer (NIH) — EE. UU (14):
Formacion de vasos sanguineos.

Real Academia Nacional de Medicina de Esparia (15):

Proceso mediante el cual se generan vasos sanguineos o linfaticos, ya sea
durante el desarrollo embrionario o como parte de los mecanismos de
reparacion y regeneracion tisular. También se le conoce como

vascularizacion o vasculogénesis.
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1.3.8. Centrifugacion
Diccionario médico — Bioldgico, historico y etimoldgico de Espafia (16):

Es un procedimiento que utiliza la fuerza centrifuga con el fin de separar
los componentes de una mezcla o sustancia, basandose en las diferencias
de densidad entre ellos; también puede emplearse para secar materiales

especificos.
Real Academia Nacional de Medicina de Espania (15):

Es una técnica mecanica que permite separar los componentes de una
mezcla con densidades distintas mediante el uso de una centrifugadora.
Se utiliza comUnmente para sedimentar los elementos celulares presentes

en liquidos organicos, ya sean fisioldgicos o patolégicos.



CAPITULO 11
MARCO METODOLOGICO
2.1. Ubicacion geografica
El estudio se realizé en el Laboratorio de Ciencias Naturales ubicado en las
instalaciones del Centro de Educacion Particular Albert Einstein, en Celendin,
Cajamarca. La provincia limita con San Marcos, Cajamarca, Chota, Amazonas
y Hualgayoc, y ocupa 2,658.52 km? (8.06 % de Cajamarca). Su capital es
Celendin y tiene 79,084 habitantes, con una densidad de 33.48 Hab/km? (INEI

2022) (18).

2.1.1. Caracteristicas geogréaficas y meteoroldgicas de la provincia de

Celendin?!
- Altitud :2650ms. n. m.
- Latitud :6°51'00" S
- Longitud : 78°14'00" O
- Temperatura maxima promedio :22°C
- Temperatura minima promedio :8°C
- Precipitacion pluvial anual : 800 — 1200 mm

- Clima: El clima de Celendin es templado de montafia. En zonas altas
(+3,000 m's. n. m.), es frio con temperaturas de hasta 0 °C; en la zona media
(2,000-3,000 m s. n. m.), templado entre 8 °C y 22 °C; y en zonas bajas (-

2,000 ms. n. m.), calido con mas de 25 °C.

! FUENTE: DATOS CONVENIO SENAMHI CAJAMARCA - 2024
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2.2. Diseiio de la Investigacion

Se empled un disefio cuasi experimental descriptivo para alcanzar los objetivos

planteados, dado su minimo grado de control sobre las variables.

Se implement6 el procedimiento segln la siguiente metodologia:

2.2.1. Obtencion de la muestra sanguinea
Cada canino fue sedado con xilazina (0.5 — 1 mg/kg de peso vivo, via
intramuscular), siguiendo las directrices del Plumb’s Veterinary Drug
Handbook (70) para facilitar su manipulacion y dependiendo del grado de
sedacion deseado. Posteriormente, se realizd la tricotomia en la region
craneo-medial del antebrazo utilizando una cortadora eléctrica (Oster AS
Golden®), seguida de la antisepsia con gluconato de clorhexidina al 4%
(Hibiclen®).
La extraccion sanguinea se llevd a cabo mediante puncion en la vena
cefalica, recolectando 10 ml de sangre en una jeringa de 10 ml con aguja
N°21G x %2 (America Farma®). La muestra se distribuy6 en tres tubos al
vacio; dos con citrato de sodio al 3.2% (Golden Vac®) y uno con EDTA
K2 (ALMED®) debidamente rotulados, depositando 3 ml de sangre en
cada uno. Los tubos con citrato de sodio fueron sometidos a
centrifugacion, mientras que el tubo con EDTA K2 se destin6 al andlisis
hematologico con el proposito de evaluar la idoneidad de los caninos para

ser incluidos en el estudio (Apéndice 2).
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2.2.2. Métodos de centrifugacion
2.2.2.1. Método de Centrifugacion unica
Una vez recolectada la muestra sanguinea, se realizd de forma
inmediata el proceso de centrifugacion utilizando una centrifuga
de seis tubos (Boeco Germany 800 D®), conforme al protocolo
descrito por Saez et al. (2007) (26). El primer tubo al vacio con
citrato de sodio al 3.2 % conteniendo 3 ml de sangre fue sometida
a centrifugacion a 1200 rpm durante 10 minutos. Posteriormente,
se colectd exclusivamente el plasma rico en plaquetas (PRP),
descartando el plasma pobre en plaquetas. El PRP obtenido fue
transferido a viales para plasma (Green Med®) en un volumen de
1 ml, utilizando una jeringa tuberculina. La muestra fue
trasladada al laboratorio de hematologia para la determinacién de
la concentracion plaquetaria. El recuento celular de las muestras
de sangre total y de PRP se llevo a cabo de forma automética
usando el Analizador Hematologico Beckman Coulter AC. T5
(Ver apéndice 3). El tiempo total transcurrido desde la extraccion
de la muestra hasta la lectura de los resultados fue de 20 a 25
minutos. Los valores obtenidos fueron registrados en la hoja de
control del laboratorio.
2.2.2.2. Método de Centrifugacion doble

El procedimiento de centrifugacion doble se llevd a cabo
siguiendo la metodologia descrita por Séez et al. (2007) (26). Los
3 ml de sangre contenida en el segundo tubo al vacio con citrato

de sodio al 3.2% (Almer®) fue sometida a una primera
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centrifugacion a 1200 rpm durante 10 minutos. Posteriormente,
terminada la primera centrifugacion, inmediatamente, se realizo
una segunda a 3000 rpm durante 15 minutos, lo que permiti6 la
separacion de la fraccion de plasma pobre en plaquetas (PPP). El
plasma rico en plaquetas (PRP) obtenido fue transferido a viales
para plasma (Green Med®) en la cantidad de 1 ml para su
posterior andlisis de recuento plaquetario. Por ultimo, los datos
obtenidos fueron anotados en la hoja de control correspondiente

del laboratorio (Ver apéndice 4).

2.3. Métodos de Investigacion

— Cuasi experimental
— Descriptivo
2.4. Poblacion, muestra y unidad de analisis

2.4.1. Poblacion

La unidad de analisis en esta investigacion fue el plasma sanguineo

extraido de los caninos seleccionados para el muestreo.

Criterios de Inclusion:
- Caninos domésticos clinicamente sanos.
- Edad entre 1 y 8 afios.
- Peso superior a 5 kg.
- Caninos procedentes de la zona urbana de Celendin con previa
autorizacion (Apéndice 5).
Criterios de Exclusion:

- Caninos con enfermedades hematoldgicas o infecciosas.
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- Tratamiento reciente con AINEs, corticosteroides o anticoagulantes.
- Hembras en gestacion o lactancia.

2.4.2. Muestra
La eleccidon de 10 caninos en este estudio se justificd por la necesidad de
un tamafio muestral que permitiera obtener datos estadisticamente
representativos, sin comprometer el bienestar animal. Segin Cochran
(1977), un tamafio muestral de este orden es suficiente cuando la
variabilidad es baja y las condiciones experimentales son homogéneas
(71). Ademas, se sigui6 el principio de las "3R" (Russell y Burch, 1959)
(72), que busca minimizar el nimero de sujetos experimentales. Estudios
previos en veterinaria utilizaron tamafios muestrales similares,
demostrando la fiabilidad de este enfoque.

2.4.3. Unidad de analisis
La unidad de andlisis para el presente estudio de investigacion fue el
“Plasma Sanguineo” obtenido de los caninos muestreados.

2.5. Técnicas e instrumentos de recopilacion de la informacion
Técnicas:
- Observacion directa
Instrumentos:
- Hojas de registro de laboratorio
2.6. Técnicas para el procesamiento y analisis de la informacion
Para llevar a cabo el tratamiento y andlisis de los datos recolectados de las
concentraciones plaquetarias en los dos métodos de centrifugacion (Unica y

doble), se aplicaron dos pruebas estadisticas:



26

A. Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk: Esta prueba se usé para

determinar si los datos de cada grupo (centrifugacion unica y doble)
seguian una distribucion normal.

Prueba 7 de Student para muestras dependientes: Una vez verificada la
normalidad, se uso6 esta prueba para muestras emparejadas o dependientes,
porque eran los mismos individuos los que son sometidos a dos métodos
diferentes.

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el software estadistico

SPSS (Statistical Package for the Social Sciences).

2.7. Equipos y materiales

2.7.1.

2.7.2.

2.7.3.

Materiales para extraccion y procesamiento de muestras:
- Jeringas para extraccion sanguinea.

- Agujas N° 21 G x '2 para venopuncion.

- Tubos al vacio con citrato de sodio al 3.2%

- Tubos al vacio con EDTA K2 (ALMED®).

- Viales para plasma (Green Med®).

Equipos de laboratorio:

- Centrifuga clinica (BOECO Germany 800 D®).

- Analizador hematologico (Beckman Coulter AC. T5).
Materiales de escritorio y registro:

- Hojas de registro de laboratorio.

- Computadora

- Papel, lapicero, y otros suministros de oficina.



2.7.4. Antisépticos

- Gluconato de clorhexidina al 4% (Hibiclen®).

2.7.5. Equipos de proteccion personal (EPP):
- QGuantes de latex desechables.
- Mandil de laboratorio.

- Mascarillas.
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CAPITULO 11l

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Presentacion de resultados

3.1.1. Concentracion plaquetaria

Tabla 1. Concentracion plaquetaria en PRP obtenido mediante el método de

centrifugacion unica y doble en caninos (Canis lupus familiaris).

Método de Método de centrifugacion  Relacion
centrifugacion Unica Doble entre

Muestra (Plaquetas/pL) (Plaquetas/pL) métodos
Rufo 374000 452000 1.21
Kalessy 168000 460000 2.74
Feridé 488000 605000 1.24
Polar 243000 775000 3.19
Max 158000 453000 2.87
Chamaco 147000 465000 3.16
Princesa 335000 650000 1.94
Estrella 225000 770000 3.42
Kith 263000 463000 1.76
Rolo 156000 436000 2.79

PROMEDIO 255700,00 (+112,741.64)

552900,00 (+136,165.30)
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Concentracion plaquetaria Media de PRP
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Grafico 1. Concentracion plaquetaria media de PRP obtenido mediante el método
de centrifugacion nica y doble en caninos (Canis lupus familiaris).
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Gréfico 2. Intervalos de confianza para la concentracion plaquetaria en el PRP
obtenido por método de centrifugacion Unico y doble en caninos (Canis lupus
familiaris).
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3.2. Andlisis, interpretacion y discusion de resultados.

En este estudio, se observa una diferencia estadisticamente significativa entre los
niveles de concentracién de plaquetas alcanzados mediante los métodos de
centrifugacion simple y doble. EI método de doble centrifugacion logré
concentraciones plaquetarias significativamente mayores que el método Unico,
como se observa en la Tabla 1 y el Grafico 1. Por ejemplo, en el caso del paciente
"Polar", la concentracion aument6 de 243,000 plaquetas/puL con una sola
centrifugacion a 775,000 plaquetas/uL con doble centrifugacién. Casos similares
se presentan en "Princesa” (de 335,000 a 650,000 plaquetas/pL) y "Estrella” (de
225,000 a 770,000 plaquetas/uL), lo que refuerza la consistencia de los resultados
a favor del método de doble centrifugacion. Este resultado es coherente con lo
descrito en otros estudios veterinarios y humanos, que resaltan la eficacia de este
método para concentrar mas plaquetas al reducir la mezcla con otros elementos

celulares (73, 74).

En el Grafico 1 se puede observar la diferencia de medias entre ambos métodos
de centrifugacién, las barras correspondientes al método doble (color naranja)
presentan valores superiores a las del método unico (color azul), reflejando de
forma visual la superioridad del primero. Esta mayor concentracion plaguetaria
tiene implicancias clinicas importantes. Segun Andia y Maffulli, un mayor
contenido de plaquetas se traduce en una mayor liberacion de factores de
crecimiento, favoreciendo procesos regenerativos, sobre todo en cartilago y hueso
en humanos (75), y en tendinopatias, heridas y patologias degenerativas en
animales (76). En linea con nuestros hallazgos, estudios como el de Castillo et al.

(2021) también reportan que la doble centrifugacion es el método mas eficiente
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para obtener PRP con altas concentraciones plaquetarias en perros (77).
Asimismo, Torres et al. (2020) destacan que esta técnica resulta més efectiva para
terapias regenerativas en tejidos blandos, lo cual confirma la relevancia clinica de

elegir el procedimiento adecuado (78).

En cuanto a los promedios, el anélisis cuantitativo refleja que el método de
centrifugacion Unica produjo una media de 255,700 plaquetas/pL, mientras que el
doble alcanzé un promedio de 552,900 plaquetas/pL, como se aprecia en los
Anexos 3 y 4. La prueba t de Student reveld una diferencia estadisticamente
significativa entre ambos métodos de centrifugacion, respaldada por un valor de
p =0.001, el cual se encuentra por debajo del umbral convencional de p <0.05, lo
que refuerza la validez de los resultados obtenidos. Asimismo, la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk (ver Anexo 1) confirmé que los datos seguian una
distribucion normal, justificando asi el uso de andlisis estadisticos paramétricos.
El Gréfico 2 refuerza esta diferencia al mostrar que los intervalos de confianza
entre ambos métodos apenas se cruzan. Esto indica que, mas alla de las
variaciones fisioldgicas individuales entre los caninos, el método de doble
centrifugacion genera resultados més consistentes y eficaces. Aunque se observa
un ligero aumento en la desviacion estandar del grupo tratado con doble
centrifugacion (Anexo 5), esto no compromete la validez estadistica, dado que el

promedio continua siendo significativamente superior.

Estos hallazgos tienen un impacto practico notable, ya que, ademas de mejorar la
concentracion de plaguetas, la técnica de doble centrifugacion contribuye a la
pureza del producto final. Seguin Bausset et al. (2012), este tipo de PRP reduce la

presencia de leucocitos, lo que podria disminuir la inflamacion tras su
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administracion (80). De manera complementaria, Dohan Ehrenfest et al. (2010)
clasificaron las formulaciones de PRP en funcion de su contenido celular,
destacando que las variantes méas puras ofrecen mejores beneficios terapéuticos
dependiendo del caso clinico (81). El protocolo seguido en esta investigacion
coincide con dicha clasificacion, debido a que el proceso de doble centrifugacion
facilita una separacion mas definida y exacta de los distintos componentes

sanguineos.

En conjunto, los resultados evidencian que optar por el método de doble
centrifugacion no solo incrementa de forma significativa la concentracion
plaquetaria, sino que también puede optimizar la calidad del PRP aplicado en

pacientes caninos.



CAPITULO IV

CONCLUSIONES

El método de doble centrifugacion alcanz6 una mayor concentracion
plaquetaria (552,900 plaquetas/puL) que el método de centrifugacion unica
(255,700 plaquetas/puL), con una diferencia estadisticamente significativa y
con un valor de

p=0.001, el cual se encuentra por debajo del umbral convencional de p <0.05.
La técnica basada en doble centrifugacion demostréd ser mas eficiente para la
obtenciéon de plasma rico en plaquetas (PRP) en caninos (Canis lupus
familiaris), al permitir una mayor acumulacion de plaquetas en el concentrado

final.



CAPITULO V

SUGERENCIAS

Se recomienda implementar el método de doble centrifugaciébn como protocolo
estandar para la obtencién de PRP en medicina veterinaria, debido a su eficacia para
lograr una mayor concentracion plaquetaria. Este método consiste en una primera
centrifugacion a 1200 rpm durante 10 minutos, seguida de una segunda centrifugacion
a 3000 rpm durante 15 minutos, lo cual permite separar mejor los componentes
sanguineos y obtener un PRP mas puro y concentrado. Ademas, se sugiere estandarizar
estos protocolos en las clinicas veterinarias de la region Cajamarca, considerando los
recursos técnicos y economicos disponibles. Es importante capacitar al personal
técnico en la correcta aplicacion del método de doble centrifugacion, ya que requiere
precision en tiempos y velocidades. Asimismo, se recomienda implementar controles
béasicos de calidad durante el proceso, como el adecuado manejo del material biologico
y la reduccién de leucocitos en el PRP, lo cual podria minimizar respuestas
inflamatorias en los pacientes. Dado que muchas clinicas en Cajamarca trabajan con
recursos limitados, es fundamental evaluar el costo beneficio de cada método de
obtencion de PRP. A pesar de requerir una segunda centrifugacion, el método doble
continua siendo viable por su mayor eficacia y por el acceso a equipos basicos como
centrifugas, viales y jeringas tuberculinas. Finalmente, se alienta a realizar estudios
clinicos locales que validen su aplicacién en el tratamiento de patologias frecuentes en
la regién, como heridas, tendinopatias, terapia regenerativa y afecciones articulares en

animales de compafiia y de trabajo.
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Anexos

Anexo 1. Prueba de Normalidad para las diferencias entre los enfoques utilizados

para la separacion y concentracion de (Canis lupus familiaris).

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
0,908 10 0,268

Anexo 2. Andlisis de los pardmetros estadisticos descriptivos para determinar la
variabilidad entre el método de centrifugacion unico y método de centrifugacion

doble para la obtencion de PRP en caninos (Canis lupus familiaris).

Desviacion  Media de error

Tipo de Método Media N ; .
estandar estandar
Método de, C(_entrlfugacmn 255700.00 10 112741 642 35652,037
anico
Metodo de centrifugacion o050 09 19 136165300  43059,249

doble
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Anexo 3. Evaluacion de la significancia estadistica de la diferencia entre el
método de centrifugacion Unico y meétodo de centrifugacion doble para la

obtencion de PRP en caninos (Canis lupus familiaris).

Sig.

Diferencias emparejadas . g

(bilateral)
) 95% de intervalo de
. .. Mediade . . .
) Desviacion confianza de la diferencia
Media ) error
estandar )
estandar

Inferior Superior

Métodos de
centrifugacion 297200 151870,41 48025,64 188558,45 405841,54 6,188 9 0,001*

Unico/doble

(*) El valor de p es menor a 0,05 (Si existe diferencia en las medias de ambos métodos)

Anexo 4. Evaluacion descriptiva de la variabilidad y distribucion entre el método
de centrifugacién Gnico y método de centrifugacion doble para la obtencion de

PRP en caninos (Canis lupus familiaris).

N Minimo  Méximo Media Desviacion
estandar
Error
estandar
Método de
centrifugacion 10 147000 488000  255700,00 35652,03 112741,642
Unico
Método de
centrifugacion 10 436000 775000  552900,00 43059,24 136165,300

doble
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A. Preparacion para extraccion de
sangre a canino mediante puncion
en vena cefalica, con el animal
debidamente contenido.

B. Muestras  obtenidas  para
proceso de centrifugacion.

C. Proceso de Centrifugacion de
muestras sanguineas.

D. Extracciéon de PRP con ayuda
de una jeringa tuberculina y
aguja hipodérmica 25 G x 5/8.

Pyl

E. Muestra plasmatica obtenida y
contenida en vial para lectura.

F. Maquina de lectura para

concentracion plaquetaria 5diff.
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APENDICE

Apéndice 1: Principales factores de crecimiento plaquetarios y su actividad

biolodgica.

Molécula bioactiva

Funciones bioldgicas principales

Factor de Crecimiento
Derivado de Plaquetas

(PDGF)

- Promueve la division celular de fibroblastos, células
musculares lisas, cartilaginosas, epiteliales y endoteliales.
- Actla como una sefial de atraccion para células
hematopoyéticas, del tejido conectivo, musculares y
fibroblastos.

- Favorece la migracion y activacion de macréfagos.

- Induce la actividad del TGF-B, estimulando la respuesta
de macrofagos y neutrofilos.

- Estimula la produccién de colageno tipo I.

- Contribuye al desarrollo vascular de manera indirecta.

Factor de Crecimiento
Endotelial VVascular

(VEGF)

- Incentiva la multiplicacion de células del endotelio
vascular.

- Tiene un papel esencial en la creacion de nuevos vasos
sanguineos.

- Estimula enzimas que degradan el colageno, facilitando

la remodelacion tisular.

Factor de Crecimiento
Transformante Beta

(TGF-B)

- Aumenta la migracion y proliferacion de fibroblastos y
su produccion de colageno.

- Reduce la actividad osteocléastica y protege el hueso de
la reabsorcion.

- Disminuye la formacion de cicatrices dérmicas.
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- Inhibe el desarrollo celular de multiples tipos celulares,
incluyendo epiteliales y neuronales.

- Contrarresta los efectos de otros factores como el EGF,
PDGF y FGF.

- También potencia la formacion de vasos sanguineos.

Factores de
Crecimiento tipo
Insulina 'y Il (IGF-1y

IGF-I1)

- Fomentan el crecimiento de fibroblastos.

- Participan en la division y diferenciacion de células de
la mesénquima y del epitelio.

- Estimulan la produccion de coléageno y prostaglandina
E2.

- Regulan la actividad metabdlica del cartilago articular,

promoviendo la produccion de matriz dsea.

Factores de
Crecimiento
Fibroblastico Acido y

Basico (aFGF y bFGF)

aFGF:

- Estimula la proliferacién de osteoblastos y restringe la
actividad osteoclastica.

- Favorece la formacion de vasos y el movimiento
celular.

- Estimula el crecimiento de queratinocitos, fibroblastos
y células vasculares.

bFGF:

- Promueve el desarrollo de células musculares, dseas,
neuronales, vasculares y dérmicas.

- Aumenta la generacion de fibronectina.

- Participa activamente en la formacién de nuevos vasos,
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crecimiento celular y produccion de colageno.
- Contribuye a la cicatrizacion, produccion de factores de

crecimiento en la piel y cierre de heridas.

Factor de Crecimiento

Epidérmico (EGF)

- Estimula la multiplicacion de células de la piel,
epitelios, fibroblastos, embrionarias, de la mucosa nasal y
gliales.

- Facilita la migracion de fibroblastos y células
epiteliales.

- Interviene en la regeneracion del epitelio.

- Mejora la formacion de vasos nuevos.

- Participa en la sintesis y restauracién de la matriz
extracelular.

- Puede inducir procesos de muerte celular programada.
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Apeéndice 2: Resultados de los analisis hematoldgicos de los caninos muestrales

Canino Rufo Kalessy Feridé Polar Max Chamaco Princesa Estrella Kith Rolo
Hematocrito 45 43 46 44 47 42 45 48 46 44
(%)
Hemoglobina | 15.2 14.8 15.6 149 159 14.4 151 16 157 14.8
(9/dL)
Eritrocitos 6.8 6.5 7 6.7 7.2 6.4 6.8 7.3 7.1 6.6
(x10%uL)
Leucocitos 9.5 8.7 10.2 9.1 9.8 8.9 9.6 10 9.2 94
(x10°/uL)
Plaquetas 300 290 320 310 280 270 295 310 305 290
(x10%uL)




55

Apéndice 3. Fotografias y descripcion del equipo de Andlisis Hematoldgico Beckman

Coulter AC.T 5.

Vista frontal Vista lateral derecha

Vista lateral Izquierda Vista de especificaciones

El equipo fabricado por Beckman Coulter, con nimero de serie AV45132, cuenta con
certificacion CE y corresponde al modelo AC. T 5 diff. Su funcionamiento se adapta a
un rango de voltaje de 100 a 240 volts y una frecuencia de 50/60 hertz, operando en
una fase. En cuanto a sus dimensiones fisicas, mide 500 x 600 x 700 mm y tiene un
peso aproximado de 35 kilogramos, equivalentes a 19.69 x 23.62 x 27.56 pulgadas y
77.16 libras, respectivamente.
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Apeéndice 4. Modelo de hoja de laboratorio

Muestra Método de obtencion Concentracion plaquetaria por uL
Canino 1 UNICA
Canino 2 UNICA
Canino 3 UNICA
Canino 4 UNICA
Canino 5 UNICA
Canino 6 UNICA
Canino 7 UNICA
Canino 8 UNICA
Canino 9 UNICA
Canino 10 UNICA
Canino 1 DOBLE
Canino 2 DOBLE
Canino 3 DOBLE
Canino 4 DOBLE
Canino 5 DOBLE
Canino 6 DOBLE
Canino 7 DOBLE
Canino 8 DOBLE
Canino 9 DOBLE
Canino 10 DOBLE
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Apéndice 5. Formato de Consentimiento para los Propietarios
CONSENTIMIENTO INFORMADO
Investigacion en animales Menores

Titulo de la investigacion:

Evaluacién de dos métodos de centrifugacion para la obtencion de Plasma Rico en

Plaquetas (PRP) en caninos (Canis lupus familiaris).

Investigador responsable:

Carlomagno Zamora Escalante

Procedimiento

Su mascota serd sometida a una extraccion de sangre periférica (de hasta 10 ml), la
cual serd procesada en laboratorio mediante centrifugacion. No se aplicard ningln
tratamiento invasivo adicional. Todo el procedimiento sera realizado bajo supervision

profesional y cumpliendo normas bioéticas.

Riesgos y molestias
El Unico riesgo potencial esta asociado a la extraccion de sangre, que puede generar
una leve molestia o pequefio hematoma en la zona de puncién. No se prevén efectos

adversos graves.

Beneficios
Aunque este estudio no representa un beneficio directo para su mascota, contribuira al
avance del conocimiento en medicina veterinaria y el desarrollo de técnicas mas

eficaces en terapias regenerativas.
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Confidencialidad
Toda la informacion obtenida sera tratada con estricta confidencialidad. Los datos
personales y clinicos de su mascota seran utilizados exclusivamente con fines de

investigacion, sin revelar identidad alguna en publicaciones o presentaciones.

Participacion voluntaria
La participacion es completamente voluntaria. Usted puede decidir no participar o
retirar su consentimiento en cualquier momento, sin que esto afecte la atencién médica

o relacion con la institucion.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Yo,

(DNI: ), propietario(a) del canino identificado como:

Nombre del animal:

Raza: Edad: Sexo:

Declaro haber leido y comprendido la informacion contenida en este documento, y
doy mi consentimiento libre y voluntario para que mi mascota participe en la
presente investigacion. También declaro que se me ha brindado la oportunidad de
realizar preguntas y que estas fueron respondidas satisfactoriamente.

Firma del propietario:

Fecha: / [ 2025

Firma del investigador responsable:

Fecha: / /2025



