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Abstract

Platelets are cells derived from the hematopoietic lineage and from its formation. through
the megakaryocyte originating in the bone marrow and according to recent studies in the lung.
This process allows platelets to perform functions such as: clots formation, secretion of platelet
granules, and formation of eicosanoids and prostaglandins (Holinstat M., 2017 & Roman L.,
2021). Therefore, it has been sought to determine the presence of platelets at different altitudes
and whether it is affected by altitude, with the aim of understanding the physiology of the animal
regarding its platelet formation.

The objective of this study is to know the platelet value of cats at the altitude of Bogota
city and thus determine if there is platelet variation. Additionally, to analyze whether differences
are found in the concentration of platelets at the altitude of Bogota city in healthy feline patients
at different centrifugation speeds by means of an experimental study, using samples of crossbred
felines (n = 60) with optimal health status. Blood from each animal was collected in EDTA tubes
and centrifuged at 1000, 2000 and 3000 revolutions for 10 minutes each. Following the
centrifugation process, the results of the platelet concentration evaluated by manual counting
presented statistically significant differences between them and several related articles. This
study concludes that it is feasible to perform the manual platelet count at different centrifugation
speeds, in order to obtain the results and determine whether the revolutions cause an impact on

them.

Keywords: Platelets, altitude, Bogotd D.C, platelet concentration, revolutions, centrifugation,

felines.



Resumen

Las plaquetas son cé¢lulas derivadas del linaje hematopoyético y a partir de su formacion
por medio del megacariocito se originan en la médula dsea y segun estudios recientes en el
pulmén. Este proceso permite que las plaquetas cumplan funciones como: formacion de
coagulos, secrecion de granulos plaquetarios y formacion de eicosanoides y prostaglandinas.
(Holinstat M., 2017 & Roman L., 2021). Por lo anterior, se ha buscado determinar la presencia
de plaquetas en diferentes alturas y si este se ve alterado por la misma, entendiendo la fisiologia
del animal en cuanto a lo relacionado con su formacién plaquetaria.

El objetivo de este estudio, es conocer el valor plaquetario de los felinos a la altura de la
ciudad de Bogota y asi determinar si hay variacion plaquetaria. Adicionalmente, analizar si se
encuentran diferencias en la concentracion de plaquetas a la altura de la ciudad de Bogota en
pacientes felinos sanos a diferentes velocidades de centrifugacion por medio de un estudio
experimental, utilizando muestras de felinos mestizos (n = 60) con estado de salud 6ptimo. La
sangre de cada animal fue recolectada en tubos con EDTA y centrifugada a 1000, 2000 y 3000
revoluciones durante 10 minutos cada una. Después del proceso de centrifugacion, los resultados
de la concentracion de plaquetas evaluados por conteo manual presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre ellas y varios articulos relacionados. Se concluye de este
estudio, que es factible realizar el conteo de plaquetas manual a diferentes velocidades de
centrifugacion, para asi, obtener los resultados y conocer si las revoluciones causan impacto en

ellos.

Palabras claves: Plaquetas, altura, Bogota D.C, concentracion plaquetaria, revoluciones,

centrifugacion, felinos.
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1. Planteamiento del Problema

Las variaciones altitudinales y latitudinales se han convertido en grandes fuentes para la
presentacion de variaciones hematoldgicas tanto en los animales como en los humanos, debido a
que, aumenta o disminuyen factores como la concentracion de oxigeno, radiaciones cosmicas o
incluso hasta la humedad atmosférica (Davila P. et al., 2019; Alvarado P., Patino J. & Palacios T.,
2018).

Los animales domésticos cuando se encuentran en grandes alturas como en la ciudad de
Bogota (2.600m s. n. m.), se produce una adaptacion del organismo a la hipoxia, ya que, por la
altura disminuye la presion atmosférica total y por ende, se presenta disminucion parcial del
oxigeno disponible en el medio, exigiendo al organismo una serie de ajustes que se ven
reflejados en un aumento de la frecuencia cardiaca y respiratoria, ademas, una mayor actividad
del sistema hematoldgico caracterizada por una elevacion de la hemoglobina sanguinea y por
ende un aumento en la cantidad de globulos rojos (Dévila P. et al., 2019; Bossa M. et. al., 2012).

Adicionalmente, el plasma rico en plaquetas se le conoce un uso poco comun en el sector
de la medicina veterinaria, ya que es una biotecnologia utilizada en especial por la medicina
humana y en el desarrollo dentro de los centros de medicina estética, los cuales, se enfocan como
promotores de colageno y potencial rejuvenecedor, también, en la reparacion de tendones,
ligamentos, musculos y cartilago (Martinez A. et al., 2018; Espinoza C., 2018). En la medicina
veterinaria, su uso se ve resaltado en lesiones de tendones y ligamentos, lesiones de tejidos
blandos, cojeras y hasta enfermedades articulares degenerativas (Espinoza C., 2018; Cuadros Y.,
Siabato J. & Roque A., 2021; Jaramillo X. et. al., 2022).

Sin embargo, de acuerdo a lo anterior, los cambios hematoldgicos en los animales pueden
verse afectados con la altitud, ya que el organismo se trata de adaptar pero, las necesidades o
requerimientos del organismo son mayores por la falta de oxigeno en la altura; la cantidad de
plaquetas puede variar por altitud y velocidad de centrifugacion por lo que, es importante

realizar un adecuado anélisis y registro de plaquetas presentes en estes caso.



2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Evaluar la concentraciéon de plaquetas en pacientes felinos sanos a 3 velocidades

diferentes de centrifugacion teniendo en cuenta la altura de la ciudad de Bogota, Colombia.

2.2 Objetivos Especificos

e Identificar la cantidad de plaquetas obtenidas a causa de la centrifugacion en distintas
revoluciones.

e Comparar los niveles plaquetarios de los felinos posterior a cada centrifugacion.

e Analizar los resultados obtenidos por el recuento de plaquetas manual a diferentes

velocidades de centrifugacion en la ciudad de Bogota D.C.



3. Justificacion

El recuento de la concentracion de plaquetas se ha registrado en documentos como el
proyecto “Evaluacion del método del tubo para concentrar plaquetas felinas: estudio celular”
realizado por Silva R., Rezende C., Paes F. y Carmona J. en 2011, con datos que a la fecha no se
encuentran actualizados respecto a la cantidad de plaquetas encontradas en estudios de felinos;
de la misma manera, esto se asocia a que la concentracion de plaquetas varia a la altura de
Bogoté, en donde también deberia alterarse la totalidad del plasma rico en plaquetas. (Silva R. et.
al., 2011).

El plasma rico en plaquetas (PRP) es un hemocomponente con fines terapéuticos cada
vez mas utilizado en diversas patologias musculoesqueléticas, debido a su potencial para reparar
tejidos con baja capacidad curativa (Martinez A. et al., 2018; Carrillo P. et. al., 2013). Existen
protocolos tipicos que incluyen 1 o 2 pasos de centrifugacion para separar la sangre completa en
3 capas: una capa superior de plasma, una capa intermedia de leucocitos y una capa inferior de
globulos rojos (RBC), para recolectar un concentrado de plaquetas en plasma. (Wu K. et al.,
2016) donde es necesario tener en cuenta sus valores a diario. Este a su vez, es el volumen de
plasma autélogo, el cual contiene una concentracion de plaquetas superior al nivel basal,
obtenido tras una centrifugacion (Irarrazabal C., Bizama A. & Monroy J., 2018).

Desde 1980, se realizd la primera aplicaciéon del PRP en la medicina humana con el
tratamiento de tulceras cutdneas, que ha permitido ampliar su uso en Oftalmologia,
Otorrinolaringologia, Cirugia Maxilofacial y Estética, para el tratamiento de: heridas quirurgicas,
patologias musculoesqueléticas, quemaduras, reparacion de nervios periféricos, con resultados

positivos o prometedores (Carrillo P. et al., 2013). También, en la medicina veterinaria se ha



utilizado en alteraciones articulares degenerativas, artrosis, problemas de tendones,
trombocitopenia, trombocitopatias, y ha estimulado el aumento de inmunoglobulinas en
enfermedades virales, aporta albuminas, entre otras. (Pérez A., 2009).

De acuerdo con lo mencionado anteriormente, se conoce que la efectividad del PRP como
uso potencial terapéutico de una alta concentracién de plaquetas se basa en la capacidad para
suministrar y liberar cantidades suprafisiologicas de factores de crecimiento esenciales y
citoquinas de sus granulos alfa para proporcionar un estimulo regenerativo que aumenta la
cicatrizacion y promueve la reparacion en tejidos que tienen bajo potencial de cicatrizacion (Wu
K. et al,, 2016), por ello es interesante e importante realizar un recuento en la concentracion de
plaquetas en felinos sanos para presentar una revision mas actualizada, teniendo en cuenta, los
datos analizados y recolectados del protocolo de separacion de la sangre, reiterando que en la

altura de la ciudad de Bogoté, no se conocen estudios de este tipo en felinos.



4. Marco Tedrico

El plasma rico en plaquetas (PRP) es un concentrado autdlogo de plaquetas en un
pequefio volumen, es una fuente rica de factores de crecimiento. Actualmente representa una
biotecnologia emergente en la ingenieria de tejidos y la terapia celular (Nguyen T., 2011).

Las plaquetas con sus factores de crecimiento (FC) son importantes en el proceso de
reparacion de las heridas, llegando al sitio de la herida en el menor tiempo posible comenzando
un proceso de coagulacidon y regeneracion tisular e influyendo en procesos de angiogénesis,
procesos inflamatorios y respuesta inmune (Cuadros Y., Siabato J. & Roque A., 2021). Son
componentes clave en la hemostasia, estimulan la construcciéon de nuevo tejido conectivo y
revascularizacion. Pueden ser transfundidas a los pacientes con trombocitopenia grave o
disfuncién plaquetaria y también para evitar hemorragias o inducir hemostasia (Sashwati R.,
2010).

El concentrado de plaquetas es un volumen de plasma autdlogo, no toéxico, ni
inmunorreactivo, que contiene una cuenta plaquetaria cinco veces mayor (1,000,000 plag/uL en
5 mL), que la que se encuentra en la sangre normal (> 150,000 plag/uL) (Moreno L. et. al,
2004). Por eso, durante los ultimos afios, este producto ha aparecido de forma repetida en
publicaciones cientificas y en medios de comunicacidén generales como un producto que por sus
caracteristicas induce la curacion y regeneracion de los tejidos (Gonzélez J., 2006). Dichas
plaquetas son viables durante 7 dias y continuaran liberando factores de crecimiento en el tejido
durante este tiempo (Lopez S. et. al, 2019).

Los factores de crecimiento (FC) son mediadores bioldgicos naturales que regulan la

proliferacion, diferenciacion y quimiotaxis celular, asi como la sintesis de matriz extracelular



(Graves D., Kang Y. & Kose D., 1994). Estas propiedades, demostrables in vitro, han llevado a
proponer que tales factores desempefan un papel importante en la regeneracion de tejidos
blandos y duros (Lynch S. et. al., 1989). También, son esenciales en la migracion, diferenciacion
y proliferacion celular y se han descrito un gran numero de estas (Gonzalez J., 2006). Sin
embargo, la funcion principal es contribuir a la homeostasis a través de 3 procesos: adhesion,
activacion y agregacion y estos se desencadenan durante una lesion (Alves R. & Grimalt R.,

2017).

4.1 Factores de crecimiento en el PRP

Bioquimicamente, el PRP se compone de suero, leucocitos, plaquetas y factores de
crecimiento, pero aunque la presencia conjunta de todos estos elementos favorece la accion del
PRP, los elementos fundamentales son los factores de crecimiento, que ejercen la funcioén de
regeneracion, en lineas generales, son el factor de crecimiento de origen plaquetario (PDGF), el
factor de crecimiento de transformacion-beta (TGF-beta), el factor de crecimiento fibroblastico
(FGF), el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Beca T. et. al., 2007). Los cuales
son definidos e identificados por Beca T, Hernandez G, Morante S y Bascones A. en el
documento Plasma rico en plaquetas de la siguiente manera:

4.1.1 PDGF
e Promueve indirectamente la angiogénesis a través de los macrofagos, por un mecanismo
de quimiotaxis.

e Activador de macréfagos.

e Mitdgeno de células mesenquimales.



e Facilita la formacion de colageno tipo I.

4.1.2 TGF-BETA

e Quimiotaxis.

e Proliferacion y diferenciacion de las células mesenquimales.

e Sintesis de colageno por los osteoblastos.

e Pro-angiogénesis.

o Inhibe la formacion de osteoclastos.

e Inhibe la proliferacion de células epiteliales en presencia de otros factores.

4.1.3 FGF

e Proliferacion y diferenciacion de los osteoblastos.

o Inhiben los osteoclastos.

e Proliferacion de fibroblastos e induccion de la secrecion de fibronectina por estos.

e Pro-angiogénesis por accidon quimiotactica sobre células endoteliales.

4.1.4 IGF

e Proliferacion y diferenciacion de células mesenquimales y de revestimiento.

e Sintesis de osteocalcina, fosfatasa alcalina y colageno I por los osteoblastos.

4.1.5 VEGF

e (Quimiotaxis y proliferacion de células endoteliales.



e Hiperpermeabilidad de los vasos sanguineos.

e Mitodgeno, proapoptotico, quimiotaxis y diferenciacion de células epiteliales, renales,

gliales y fibroblastos.

A nivel de accion frente a las distintas estirpes celulares, todos estos efectos podrian resumirse

en la tabla (Beca T. et. al., 2007).

4.1.6 Tabla de factores de crecimiento

FACTORES DE Proliferacion | Proliferacion | Quimiotax | Sintesis | Vascularizacion
pre/ is de matriz
CRECIMIENTO | cteoblastos | fibroblastos extracelu
lar
PDGF ++ ++ + + *
TGFB +/- +/- + ++ %
EGF - ++ + * -
IGF ++ + ++ ++ -
VEGF + - - ++

++ Gran Aumento; + Aumento; - Sin Efecto; * Efecto Indirecto (Anitua E., 2000).

4.2 Obtencion del PRP

Es un proceso que utiliza el principio de la separacién celular por centrifugacion

diferencial, en el cual se extrae sangre se separan las distintas fases y se obtienen aquellas de

mayor interés segun sea el caso (Marx R., 1999).




Dependiendo del sistema empleado, las concentraciones de plaquetas, leucocitos,
eritrocitos y FC pueden variar, entre las que se encuentran el Preparado Rico en Factores de
Crecimiento (PRGF), el Plasma Rico en Plaquetas y Factores de Crecimiento (PRPGF), el
Plasma Rico en Plaquetas (PRP), el Plasma Pobre en Plaquetas (PPP), el Plasma Rico en
Plaquetas y Rico en Leucocitos (LR-PRP) y el Plasma Rico en Plaquetas y Pobre en Leucocitos
(LP-PRP) (Moreno R. et. al. 2015).

Los equipos utilizados consisten en micro centrifugadoras como son separador celular de
densidad gradiente Electromedics 500 (Medtronics), Compact Advanced Platelet Sequestration
System (CAPSS), Equipo PRGF para la centrifugacion y preparacion del plasma (GAC

Medicale-Espana), el sistema Curasan y el sistema PCCS (Beca T. et. al., 2007).

4.2.1 Manejo del paciente:
El paciente no debe estresarse durante este procedimiento. Sin embargo, si se requiere una
manipulacion constante, puede producir excitacion o miedo. (Rodriguez J., 2002). Se puede
reflejar en un aumento de la frecuencia cardiaca y de la frecuencia respiratoria, ademas,
provocara un aumento de la hemoglobina en la sangre, aumento del nimero de gldbulos

rojos y por ende resultados alterados. (Davila P. et al., 2019).

4.2.2 Toma de muestra y extraccion de sangre:
Se puede extraer sangre de la vena yugular, vena cefalica o vena safena (Morton D., et. al.,
1993), con el animal en dectbito lateral se rasura el cuello o el miembro anterior derecho, se
limpia la zona de forma aséptica, y se canula con la aguja. (Fragio C., Daza M. & Garcia E.,
2009). Esta se almacena en tubo tapa lila el cual contiene EDTA (anticoagulante) y se

agregan 2 ml de la muestra de sangre de todas las especies en el tubo. De 0.- 2 ml de muestra



es recomendado para cachorros, felinos y razas pequeias de otras especies. Se debe agitar
suavemente unas diez veces para mezclar la sangre con el anticoagulante y luego esta listo
para el proceso de centrifugacion. (Morton D., et. al., 1993; Ministerio de Salud del Salvador,
2013; Beca T, et. al., 2007).
4.2.3 Separacion Celular

La fase de centrifugacion debe ser realizada por un profesional para permitir la obtencion de
la maxima concentracion de las plaquetas por unidad de volumen, sin la ruptura de estas. Se
centrifuga el plasma con un equipo digital que nos va a garantizar que los parametros de
tiempos y velocidad son los adecuados. La velocidad de rotacion depende del protocolo de
obtenciéon y del volumen recogido. Cualquier alteracion en la estandarizacion del
centrifugado puede producir dafios estructurales en las c€lulas sanguineas (Beca T. et. al.,

2007; Cerquera M. & Riveros J., 2009).

4.3 Técnica de separacion celular con centrifugacion

4.3.1 Un solo centrifugado

Se puede realizar a una velocidad de 280 g (1.400 rpm) durante 7 minutos (Anitua E.,
1999), o bien a 160 g (1.200 rpm) durante 10 minutos, segun otros autores (Sonnleitner D.,
Huemer P. & Sullivan D., 2000; Lozada J. et. al., 2001; & Efeoglu C., Akcay Y. & Ertiirk S.,
2004). Con esta primera centrifugacion se consigue separar la sangre completa en una franja roja
inferior de hematies y otra amarillenta superior de plasma. Este plasma contiene una
concentracion relativamente baja de plaquetas (es lo que se denomina plasma bajo o pobre en

plaquetas, PPP) (Beca T. et. al., 2007).



Entre una franja y la otra se encuentra la mayor concentracidon de plaquetas, y recibe el
nombre de franja leucocitaria, y en la franja inferior roja se encuentran los componentes
celulares sanguineos. Se extrae el plasma amarillento (PPP) del tubo de sangre con una
jeringuilla y posteriormente se introduce en un nuevo tubo, se coloca el tapon del tubo de ensayo

y se realiza la segunda centrifugacion (Beca T. et al., 2007).

4.3.2 Doble Centrifugacion:

El objetivo de la segunda centrifugacion es separar y concentrar todavia mas las
plaquetas obteniendo como producto final el plasma rico en plaquetas. Esta segunda
centrifugacion se hara a una velocidad de 400 g (2000 rpm) (Rivera Z., 2020; Beca T. et al.,
2007 & Gonshor A., 2002). Con este ultimo proceso los tubos presentan una franja superior de
suero sobrenadante de color amarillo claro, que contiene fibrinégeno y una concentracion muy
baja de plaquetas, y una franja inferior generalmente de color rojizo formada por PRP muy

concentrado (Beca T. et. al., 2007).

Posteriormente se pipetea el suero sobrenadante y se queda un remanente de PRP de 0,5
mm aproximadamente en cada tubo, dependiendo de la cantidad inicial recogida. La
concentracion normal de las plaquetas en el hematocrito es de 33-40% de plaquetas, pero tras el
proceso de doble centrifugado se puede obtener una concentracion de plaquetas de 330%
aproximadamente (Rivera Z., 2020; Beca T. et al., 2007)

Estudios realizados anteriormente por la universidad San Sebastian, sefialan que con la
velocidad de 800 rpm por 15 minutos y en 1300 rpm por 10 minutos, se registrd un aumento
considerable en la cantidad de plaquetas en comparacion a la medicion basal en sangre entera,

pero, al realizar la centrifugacion a 1600 rpm por 10 minutos se evidencio una disminucién a



comparacion de los resultados obtenidos con la primera velocidad registrada (Irarrazabal C.,
Bizama A. & Monroy J., 2018).

Desde los comienzos de la investigaciéon con PRP se han publicado numerosos trabajos
de investigacion que arrojan Optimos resultados en la aplicacion de este plasma, estudios que en
general son realizados con diferentes velocidades y tiempos de centrifugacion, ya sean a través
de sistemas automatizados, o sistemas manuales por medio de tubo con centrifugacion (Gonzalez
M. et al., 2012), pero hay pocos reportes realizados con centrifugacion simple, esto se podria
atribuir principalmente a que si bien existe un aumento en la concentracion de las plaquetas, este
aumento no sobrepasa la media descrita en las diferentes investigaciones. (Irarrazabal C., Bizama
A. & Monroy J., 2018).

Beca T., et al, (2007) postula que en promedio tras el proceso de doble centrifugado se
puede obtener una concentracion de plaquetas de aproximadamente un 330% sobre el nivel de
plaquetas en sangre entera. (Rivera Z., 2020). Sin embargo, otros autores describen un método de
centrifugacion simple en donde se obtendria un aumento de un 670% de plaquetas a 4000

rpm(Jensen T, et. al., 2004).



5. Marco metodologico

El trabajo de investigacion se realizara con las muestras tomadas en la Clinica Veterinaria Cat
Medical Care en la ciudad de Bogota, Colombia., con un grupo de 60 felinos que seran
seleccionados para dicho estudio teniendo en cuenta los factores de inclusion y se realizara el

conteo manual de las plaquetas por Reacvet S.A.S.

5.1 Unidad Experimental y Ambiente:

Se seleccionaran a 60 pacientes felinos que deberan cumplir las siguientes caracteristicas:

5.1.1 Factores de Inclusion:

e Felino doméstico.

e Sin antecedentes de enfermedad.

e Sin lesiones cutaneas o alteraciones morfoldgicas.

e Constantes fisiologicas dentro de la normalidad.

o Raza mestiza.

e Rango de edad de 0 a 2 aios.

o (Cuadro hematico con normalidad.

e Felino dentro de los parametros establecidos sano.

5.1.2 Factores de Exclusion:

e Otra especie.

e Antecedentes de enfermedad.

e Lesiones cutdneas o alteraciones morfologicas.



e Constantes fisiologicas anormales.

e Mayor a 2 afnos.

e Felino con enfermedad que altere el sistema respiratorio y cardiaco.

e Felino dentro de los pardmetros establecidos enfermo.

5.2 Delineamiento experimental:
Este proyecto iniciara con la colocaciéon de un catéter de 22G en la vena cefalica del animal.

e [Luego con una jeringa de 3mL se le extraeran 2 mL de sangre dependiendo del paciente,
edad y raza y se depositara en un tubo de muestra tapa morada en tubo de 3 ml que
contiene 7,5 mg de anticoagulante EDTA.

e Seguido de esto, con la muestra de sangre de los 60 felinos del estudio se realiza
nuevamente el conteo plaquetario, homogeneizando 10 veces con oxalato de amonio y se
lleva inmediatamente al laboratorio.

e En el laboratorio, se realiza un protocolo de 1000 revoluciones por 10 minutos , 2000
revoluciones por 10 minutos y 3000 revoluciones por 10 minutos con una centrifugacion.

e Una vez obtenido el plasma después de la centrifugacion, se dividira en tres partes
iguales y de ésta se desechara las dos terceras partes superiores.

e Posteriormente, a la tercera parte se le afiaden 30 microlitros de azul de metileno y se
mezcla 5 veces con ayuda de una micropipeta. (Ramirez C., 2018).

e Luego de eso, se mediran 20 microlitro de la solucion total y se carga en un solo lado de
la cdmara de neubauer especificamente en el cuadrante B y se deja reposar en una placa

petri por 5 minutos para la sedimentacion de las plaquetas, garantizar que en la cdmara no



entren contaminantes y se encuentre apta para el trabajo aséptico en el
laboratorio(Ramirez C., 2018).

e Por ultimo, esta muestra se observara con el microscopio en objetivo 40X y se contaran
de manera aproximada los trombocitos presentes en varios campos de la muestra, con el
fin, de conocer cudl es el nimero de plaquetas en felinos sanos a la altura de la ciudad de
Bogoté, mediante el conteo manual.

5.3 Analisis Estadistico

e Se realizard una estadistica descriptiva con un analisis de varianza (ANOVA de medidas

repetidas) con el fin de observar el efecto de la altitud de la ciudad de Bogota sobre las

concentraciones de plaquetas en los felinos mediante el conteo manual.



6. Resultados

Los datos fueron registrados del 07 de julio al 18 de agosto del 2023 en Bogota D.C. tras las
muestras obtenidas en la clinica veterinaria Cat Medical Care y analizadas por el laboratorio
clinico veterinario Reacvet S.A.S. de Bogota. Se puede observar en la Tabla 1 los pacientes
incluidos segun, edad, raza, sexo, estado de salud y resultado del examen clinico, los cuales, se
encontraban dentro de los pardmetros para el estudio; posteriormente, en las Tablas 2, 3 y 4, se
pueden observar los resultados obtenidos poscentrifuacion y el respectivo analisis estadistico

ANOVA con su adecuado grafico.

6.1 Tabla 1:

Pacientes aptos e incluidos al estudio para obtener la concentracion de plaquetas

it Nombre del Edad Raza Sexo Estado
paciente
1. Baru 2 meses Mestizo Macho Sano
Di Kora 3 meses Mestizo Hembra Sano
3. Haku 3 meses Mestizo Macho Sano
4. Mishka 3 meses Mestizo Macho Sano
5. Hugo 3 meses Mestizo Macho Sano
6. Micifu 4 meses Mestizo Hembra Sano
7. Cuajada 4 meses Mestizo Hembra Sano
8. Cata 4 meses Mestizo Hembra Sano
9. Nio 4 meses Mestizo Macho Sano
10. Thiago 4 meses Mestizo Macho Sano
11. Mona 4 meses Mestizo Hembra Sano
12. Azulejo 4 meses Mestizo Macho Sano




13. Colibri 4 meses Mestizo Hembra Sano
14. Kity 4 meses Mestizo Hembra Sano
15. Pepino 4 meses Mestizo Macho Sano
16. Avena 4 meses Mestizo Hembra Sano
17. Mulan 4 meses Mestizo Macho Sano
18. Ghost 4 meses Mestizo Macho Sano
19. Emili 5 meses Mestizo Macho Sano
20. Leon 5 meses Mestizo Macho Sano
21. Horus 5 meses Mestizo Macho Sano
P45, Gato 6 meses Mestizo Macho Sano
23. Crispeta 6 meses Mestizo Hembra Sano
24, Gasper 6 meses Mestizo Macho Sano
25. Copito 6 meses Mestizo Macho Sano
26. Picasso 6 meses Mestizo Macho Sano
27. Julieta 6 meses Mestizo Hembra Sano
28. Shelby 6 meses Mestizo Macho Sano
29. Dali 6 meses Mestizo Macho Sano
30. Ronroneo 6 meses Mestizo Macho Sano
31. Fluffy 6 meses Mestizo Macho Sano
32. Filucho 7 meses Mestizo Macho Sano
33. Atenea 7 meses Mestizo Hembra Sano
34. Frida 7 meses Mestizo Hembra Sano
3s. Rio 7 meses Mestizo Macho Sano
36. Kikki 7 meses Mestizo Hembra Sano
37. Alaska 7 meses Mestizo Hembra Sano




38. Lupita 8 meses Mestizo Hembra Sano
39. Kira 8 meses Mestizo Hembra Sano
40. Matty 8 meses Mestizo Macho Sano
41. Mila 8 meses Mestizo Hembra Sano
42. Lulo 9 meses Mestizo Macho Sano
43. Calico 11 meses Mestizo Hembra Sano
44. Amarillo 1 ano Mestizo Macho Sano
45. Renata 1 afio Mestizo Hembra Sano
46. Avellana 1 afio Mestizo Hembra Sano
47. Suchi 1,5 afios Mestizo Macho Sano
48. Perseo 2 aflos Mestizo Macho Sano
49. Koki 2 afios Mestizo Hembra Sano
50. Julia 2 afios Mestizo Hembra Sano
51. Tomasa 2 aflos Mestizo Hembra Sano
52. Dalia 2 afios Mestizo Hembra Sano
53. Bin 2 afios Mestizo Macho Sano
54. Dante 2 afios Mestizo Macho Sano
5S. Kiral 2 afios Mestizo Hembra Sano
56. Lucky 2 afios Mestizo Hembra Sano
57. Pepa 2 afios Mestizo Hembra Sano
58. Rocky 2 afios Mestizo Macho Sano
59. Molly 2 afios Mestizo Hembra Sano
60. Milan 2 afios Mestizo Macho Sano

Nota: Esta tabla muestra los pacientes los cuales fueron incluidos al trabajo, los cuales fueron
examinados en la clinica Cat Medical Care por Médicos Veterinarios Profesionales que
autorizaron su participacion en el estudio y contaban con el previo consentimiento informado por
los propietarios.



6.2 Tabla 2:

Resultados de la concentracion de plaquetas después de la centrifugacion a 1.000 x 10 min

Paciente Resultados/Plaquetas Valor de Referencia
Frida 163 300-900
Mishka 182 300-900
Atenea 195 300-900
Matty 213 300-900
Amarillo 300 300-900
Renata 316 300-900
Filucho 325 300-900
Picasso 330 300-900
Gato 491 300-900
Thiago 503 300-900
Lulo 560 300-900
Pepa 625 300-900
Bin 715 300-900
Copito 750 300-900
Calico 805 300-900
Kira 975 300-900
Dante 1.075 300-900
Nio 1.085 300-900
Kira 1.100 300-900
Gasper 1.300 300-900

Nota: Esta tabla indica la cantidad de plaquetas presente en cada paciente de acuerdo con el valor

de referencia analizada por el laboratorio clinico veterinario Reacvet S.A.S., 2023.



6.3 Tabla 3:

Resultados de la concentracion de plaquetas después de la centrifugacion a 2.000 x 10 min

Paciente Resultados/Plaquetas Valor de Referencia
Tomasa 30 300-900
Kora 50 300-900
Julia 54 300-900
Haku 125 300-900
Lucky 145 300-900
Rocky 150 300-900
Mulan 160 300-900
Mila 200 300-900
Molly 210 300-900
Suchi 240 300-900
Rio 252 300-900
Avellana 289 300-900
Julieta 306 300-900
Kikki 315 300-900
Shelby 380 300-900
Dalia 426,3 300-900
Micifu 472 300-900
Dali 488 300-900
Milan 489 300-900
Alaska 520 300-900

Nota: Esta tabla indica la cantidad de plaquetas presente en cada paciente de acuerdo con el valor

de referencia analizada por el laboratorio clinico veterinario Reacvet S.A.S., 2023.



6.4 Tabla 4:

Resultados de la concentracion de plaquetas después de la centrifugacion a 3.000 x 10 min

Paciente Resultados/Plaquetas Valor de Referencia
Cata 49 300-900
Lupita 52 300-900
Mona 58 300-900
Colibri 90 300-900
Cuajada 100 300-900
Avena 104 300-900
Kity 125 300-900
Emili 150 300-900
Pepino 163 300-900
Perseo 214 300-900
Ledn 230 300-900
Azulejo 305 300-900
Ronroneo 370 300-900
Ghost 405 300-900
Hugo 450 300-900
Fluffy 454 300-900
Horus 458 300-900
Koki 469 300-900
Crispeta 485 300-900
Baru 834 300-900

Nota: Esta tabla indica la cantidad de plaquetas presente en cada paciente de acuerdo con el valor

de referencia analizada por el laboratorio clinico veterinario Reacvet S.A.S., 2023.



6.5 Analisis estadistico:

Los datos fueron analizados por el software SPSS (IBM®). Se realizé un anélisis de Normalidad

por la prueba de Shapiro Wilk. La variable respuesta mostré distribucion anormal, por lo tanto,

se realizd transformacion por logaritmo. Analisis de varianza (ANOVA) fue realizado a un nivel

de significancia de 0,05.

6.5.1 Tabla 5:

Media y su desviacion con cada centrifugacion

1000R 2000R 3000R
Media 600,4 265,065 278,25
Desviacion 358,4619777 | 156,2797097 | 207,1594542

Nota: Esta tabla indica la media y la desviacion de los
centrifugacion 1000R, 2000R y 3000R.

6.5.1 Grafico 1:

resultados obtenidos en cada

Grdfico representativo de la desviacion estandar entre resuktados
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750

500 S

250 S

MEDIA/DESVIACION ESTANDAR
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ESTADISTICA ANOVA
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ANOVA (P<0,001) Prueba Bonferroni

Nota: Este grafico representa la media y su desviacion estandar de los resultados obtenidos en
cada centrifugacion, teniendo en cuenta la diferencia entre si.



7. Discusion

En la actualidad existen diversos protocolos con procesos e instrucciones diferentes para
la obtencién de plasma rico en plaquetas en diferentes animales, la mayoria en caninos y
humanos, principalmente en la extraccion de sangre, la velocidad de centrifugacion, en el uso de
diferentes anticoagulantes y el resultado en la cantidad de plaquetas concentradas, sin embargo,
los protocolos utilizados no se encuentran estandarizados, ni son similares, razon por la cual los
métodos utilizados a la fecha, se determinan en criterio del investigador en base a las

investigaciones existentes. (Aleixo G. et. al., 2011).

En el articulo “Determinacion de parametros hematologicos normales en una poblacion
de caninos y felinos de una clinica veterinaria al norte de la ciudad de Bogota” realizado por
Fuentes Moreno Carolina, reporta los resultados obtenidos de los cuadros hematicos manuales
de 10 felinos, cuyo promedio de la concentracion de plaquetas fue de 340 x 1073/ul. En
comparacion con los resultados obtenidos en la investigacion del estudio, podemos resaltar que
el promedio de la concentracion de plaquetas con la velocidad de centrifugacion a 1.000
revoluciones fue de 400 x 10"3/ul, el cual, es mayor a comparacion, sin embargo, los promedios
comparados se encuentran dentro de los valores de referencia elegidos para el estudio tomado del

laboratorio REACVET S.A.S.

Varios autores describen el uso de diversos anticoagulantes como heparina, EDTA, citrato
de sodio, acido citrico y soluciones de glucosa para recolectar sangre y obtener plasma rico en
plaquetas. (Carmona J. et al., 2014; White J., 2000). Se eligi6 el anticoagulante EDTA porque, en
comparacion con otros anticoagulantes, inhibe el proceso de coagulacion al eliminar el calcio de

la sangre, reduce la activacion plaquetaria al proteger las plaquetas durante el contacto de la



sangre con la superficie de vidrio dentro del tubo vacutainer y previene la contaminacion.

(Goémez B., Rodriguez L. & Diaz J. 2018; Carmona J. et al. 2014; White J., 2000).

Por otro lado, la cantidad de plaquetas colectadas en nuestro estudio es mayor en
comparacion con los métodos de doble centrifugacion y conteo manual vs. automatizado en 10
felinos realizados por Fuentes C. (s.f.) en los que obtuvieron 340 x 10”3/ul como promedio y
como media 240 x 1073/ul. No obstante, los métodos de doble centrifugacion causan alteracion
en la morfologia de las plaquetas y son mas sensibles a errores en el proceso (Nagata M. et al.,
2010; Fuentes C., s.f.). Ademas, se destaca que dentro del analisis estadistico Anova se encuentra
una gran diferencia significativa entre los resultados de la centrifugacion 1000 con los resultados
de la centrifugacion 2000 y 3000, pero entre los resultados con mayor revolucién no hay

diferencia significativa, teniendo en cuenta el nivel de significancia de 0,05.

Se puede considerar que los resultados obtenidos son netamente informativos teniendo en
cuenta la concentracion de plaquetas de cada paciente y su recuento manual, ademés indica una
correlacion con el conteo de las plaquetas a distintas velocidades de centrifugacion a la altura de
Bogotd y no directamente una respuesta clinica con la concentracion de plaquetas (Lopez C,
Giraldo C & Carmona J., 2012). Ademas, el andlisis del conteo de plaquetas manual a diferentes
velocidades de centrifugacion nos permite obtener resultados netamente informativos con base
en como las revoluciones causan impacto en los resultados obtenidos y se encuentra una gran
diferencia entre los mismos, también, el promedio, los porcentajes difieren entre si consecuente

al limite de referencia y segtn los resultados con cada centrifugacion.



8. Conclusiones
Se evalué que la mayoria de las muestras a la velocidad de centrifugacion de 1000
revoluciones por 10 minutos a la altura de Bogotda D.C., tienen mayor certeza al rango de
referencia optado en el estudio, puesto que en comparacion con las otras velocidades de
centrifugacion hubo un mayor margen de error y diferencia significativa. Ademas, se encuentran
escasos articulos que permitan establecer un protocolo apropiado con la velocidad de
centrifugacion mds acertada para obtener un conteo manual de la concentracion de plaquetas en

el plasma.

La comparacion entre los resultados de las plaquetas obtenidas después de realizar la
centrifugacion con las tres velocidades de centrifugacion (1000 R, 2000 R, 3000 R), a la
observacion, se obtuvo diferencia significativa entre si; la media y su desviacion indicaron que a
mas revoluciones se encuentran menos concentracion de plaquetas, las cuales, fueron, 600,4 x

10"3/ul, 265*3/ul y 37173/ul respectivamente

El recuento de plaquetas mediante el uso de maquinas automatizadas es muy comun en la
actualidad debido a su simplicidad, el corto tiempo implementado en su uso y comodidad, sin
embargo, el recuento manual de plaquetas suele tener mayor validez y seguridad, pero, es
importante también, el manejo de las muestras para el recuento de plaquetas con un protocolo
adecuado para el procesamiento previo de la muestra de sangre, ya que, puede influir en
resultados erréneos factores como la manipulacion por varios profesionales, el transporte, el
ambiente y pueden afectar de manera indirecta generando un margen de error entre los resultados

obtenidos.



9. Recomendaciones
Aumentar la cantidad de pacientes para obtener una estructura del estudio con mas
resultados.
Promover el recuento manual de plaquetas para comprobacion de resultados en felinos.
Normalizar la técnica de recuento de plaquetas manual para analizar el estado de salud de
los pacientes.
Desarrollar més estudios y actualizaciones de la concentracion de plaquetas en pacientes
felinos sanos.
Crear un estudio comparativo entre el recuento manual de plaquetas y automatizado de

distintas especies para identificar los resultados en la actualidad.
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