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COmunicacIón

Evaluación del método del tubo para concentrar plaquetas caninas: estudio celular

Evaluation of the tube method for concentrating canine platelets: cellular study
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate a manual method for concentrating canine platelets and consequently produce autologous platelet concentrates 
(APCs) for clinical and experimental proposals. The APCs were obtained by venous blood collection in tubes with ACD solution and were spun at 191 g 
for 6 minutes. The cell counts of whole blood and APCs, were statistically different (P < 0.01) between the values for platelets, leukocytes, granulocytes, 
monocytes, but not for lymphocytes. A strong negative correlation (ρ = -0.702 P = 0.011) between the number of lymphocytes and platelets in the APCs 
was found. The collection efficiency of platelets was 29.9% and the concentration of platelets was 49.4% higher in APCs when compared to the whole 
blood samples. The results indicated that this simple centrifugation method allows concentrating canine platelets.
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INTRODUCCIÓN

Los concentrados autólogos de plaquetas (APCs) son 
fuente de diversos factores de crecimiento (GFs), entre 
los que se destacan el GF transformante beta I (TGF-β1), 
GF insulínico tipo I (IGF-I), GF derivado de las plaquetas 
(PDGF) y otras moléculas que modulan la inflamación y la 
reparación tisular (Anitua y col 2004, Argüelles y col 2006). 
Los APCs han sido ampliamente usados en medicina 
humana en procedimientos tales como la reconstrucción 
alveolo-maxilar (Thor y col 2007), y su uso se ha extendido 
a la cirugía plástica, cirugía ortopédica, medicina deportiva 
(tratamiento de lesiones tendinosas en atletas), tratamiento 
de úlceras gástricas, úlceras cutáneas crónicas y úlceras 
corneales (Anitua y col 2007). En medicina veterinaria 
se ha reportado la utilización clínica de APCs en equinos 
para tratar afecciones locomotoras crónicas (Carmona y 
col 2009a, b) y heridas de las extremidades (Monteiro y 
col 2009), entre otras.

A pesar del uso creciente de APCs en medicina equina 
(Carmona y Prades 2009), existen escasos reportes sobre 
el uso clínico de APCs en caninos. Aunque esta especie ha 
sido ampliamente usada como modelo experimental para 
evaluar el efecto de esta sustancia como coadyuvante (único 
o combinado con biomateriales) en la regeneración ósea 

maxilar (Moreno y col 2004, Bonomi y col 2007, Dutra 
y col 2008) o apendicular (You y col 2007) y en pruebas 
de osteointegración (Casati y col 2007). Cabe resaltar que 
los resultados experimentales obtenidos en estos estudios 
no han sido muy satisfactorios. Esto debido a la gran disi-
militud metodológica y a la falta de una estandarización 
experimental para elegir el anticoagulante ideal y los 
parámetros de centrifugación que permitan concentrar un 
adecuado número de plaquetas en esa especie.

Hasta el momento se han descrito dos métodos para 
obtener APCs a partir de sangre canina, el método del 
tubo (manual) (Jensen y col 2004, Choi y col 2005) y el 
método semiatomatizado SmartPReP 2 system (Thoesen 
y col 2006). Los autores evaluaron el método descrito 
para concentrar plaquetas mediante el método del tubo 
(Jensen y col 2004, Choi y col 2005) y no encontraron 
reproducibilidad alguna (datos sin publicar) al seguir 
las recomendaciones de esos investigadores. Por otra 
parte, el uso de dispositivos semiatomatizados (Thoesen 
y col 2006) para concentrar plaquetas caninas son costo-
prohibitivos en la mayoría de los países del continente. 
El objetivo fundamental de la presente investigación fue 
estandarizar un método manual que permitiera concen-
trar plaquetas caninas de manera reproducible con la 
finalidad de poder usar APCs tanto en el campo clínico 
como experimental en caninos. La hipótesis del estudio 
fue que las plaquetas de perro podrían ser concentradas 
mediante la recolección de sangre entera en tubos con 
ácido cítrico-citrato de sodio-dextrosa (ACD) centrifu-
gados de manera única.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Este estudio fue aprobado por el comité de ética en 
experimentación animal de la Universidad Federal de Minas 
Gerais, Brasil, protocolo número 125/2009.

ANIMALES

Se utilizaron doce perros de raza Fila Brasilero, seis 
machos con edades entre 24 y 108 meses y seis hembras 
con edades entre 18 y 60 meses, clínicamente sanos al 
momento de la recolección de la sangre y serológicamente 
negativos a leishmaniosis y erliquiosis.

OBTENCIÓN DEL CONCENTRADO AUTÓLOGO 
DE PLAQUETAS

Se realizó extracción de sangre mediante punción de 
la vena safena con un catéter mariposa 21 G (Shandong 
Weigao Group, China). La sangre de cada animal fue de-
positada en un tubo de 10 mL con 1,5 mL de solución A de 
ACD, citrato de trisodio (22 g/L), ácido cítrico (8 g/L) y 
dextrosa (24,5 g/L) (BD, New Jersey, USA). Una muestra 
adicional de sangre fue depositada en un tubo de 5 mL 
con k3EDTA para realizar un hemograma. La sangre del 
tubo con ACD fue centrifugada (SIGMA 3K30, Alemania) 
a 191 g durante 6 minutos. Posteriormente, con la ayuda 
de una micropipeta de volumen fijo de 1000 µL se reco-
lectaron (aproximadamente) los primeros 100 µL de la 
porción roja y los primeros 900 µL de plasma, por debajo 
y por encima de la interfaz eritrocitos-plasma, respectiva-
mente. Los APCs obtenidos fueron analizados mediante 
hemograma automatizado por impedancia volumétrica 
(Abacus Junior Vet, Austria). Cada muestra fue analizada 
por triplicado. Los parámetros hematológicos evaluados 

incluyeron hematocrito (PCV), recuentos de plaquetas 
(PLT), leucocitos (WBC), valores relativos y absolutos de 
linfocitos (LYM), monocitos (MID), neutrófilos, eosinófilos 
y basófilos (GRA).

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Las variables hematológicas estudiadas presentaron 
distribución normal (prueba de Kolmogorov-Smirnov 
(P > 0,05)). Los valores de sangre entera y del APC 
fueron comparados mediante la prueba de Student (t) 
para muestras pareadas. Los factores sexo y edad fueron 
analizados mediante un análisis de varianza (ANOVA). 
Todos los resultados se presentaron como media y error 
estándar. Se empleó el coeficiente de correlación de 
Pearson (ρ) para determinar el grado de asociación entre 
los parámetros evaluados en el APC y en sangre entera. 
Finalmente, para estudiar la relación entre variables se 
realizó un análisis de regresión lineal simple. Se aceptó 
una diferencia estadísticamente significativa de P ≤ 0,01 
para t, y P ≤ 0,01 y P ≤ 0,05 para ρ. La eficiencia de co-
lección de plaquetas se determinó mediante la fórmula de 
Weibrich y col (2003): (volumen de APC x recuento de 
plaquetas en el APC/volumen de sangre entera x recuento 
de plaquetas en sangre entera) x 100.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los recuentos celulares de la sangre entera y de los 
APCs, presentaron diferencias estadísticamente signifi-
cativas (P < 0,01) respecto a los valores de PLT, WBC, 
valores relativos y absolutos de GRA, absolutos de MID, 
relativos de PCV y LYM, mas no en los valores absolutos 
de LYM y relativos de MID (cuadro 1). Tampoco se ha-
llaron diferencias entre el sexo y la edad de los animales 

Cuadro 1.	 Valores promedios (± error estándar) de las variables hematológicas en muestras de sangre entera y concentrado de 
plaquetas.
	 Mean (± standard error) values for the hematologic variables in the whole blood samples and the platelet concentrates.

Variable Sangre entera Concentrado de Plaquetas

PLT (fragmentos x 103 / µL) 	 345,3	(44,93)* 	 515,9	 (60,74)

PCV % 	 44,2	 (1,96)* 	 3,97	 (1,14)

WBC (células x 103 / µL) 	 16,6	 (2,08)* 	 6,9	 (0,48)

LYM (células x 103 / µL) 	 5,05	(1,45) 	 3,07	 (0,27)

LYM% 	 26,6	 (4,01)* 	 46,6	 (5,76)

MID (células x 103 / µL) 	 0,79	(0,22)* 	 0,275	(0,04)

MID% 	 4,2	 (0,58) 	 3,9	 (0,50)

GRA (células x 103 / µL) 	 10,7	 (0,93)* 	 3,6	 (0,54)

GRA% 	 69,3	 (4,19)* 	 49,2	 (5,53)

PLT: plaquetas; PCV: hematocrito; WBC: leucocitos; LYM: linfocitos; MID: monocitos; GRA: neutrófilos, eosinófilos y basófilos. 

*Variable significativamente diferente (P < 0,01) entre la sangre entera y el concentrado autólogo de plaquetas.
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y los recuentos celulares en el análisis hematológico. Se 
encontró correlación negativa (ρ = -0,702 P = 0,01) entre 
el recuento de linfocitos y de plaquetas presentes en los 
APCs. Las respectivas ecuaciones de regresión lineal son 
presentadas en el cuadro 2. La eficiencia en la colección 
de plaquetas fue de 29,9%. La concentración de plaquetas 
fue 49,4% superior en los APCs respecto a las muestras 
de sangre entera.

Jensen y col (2004) describieron un método manual 
para concentrar plaquetas de perros con EDTA, mediante 
centrifugación única. Ellos obtenían un incremento de 
plaquetas y leucocitos en el APC en relación a sangre 
entera de 670% (1.884.000 PLT/µL) y 720% (64.200 
WBC/µL), respectivamente. Sin embargo, el EDTA no es 
un anticoagulante ideal para concentrar plaquetas (White 
y Escolar 2000). Comparado a los resultados de Jensen y 
col (2004), el método descrito en este artículo concentra 
una menor cantidad de plaquetas, mientras que presenta 
una concentración de leucocitos 58% inferior. Por otra 
parte, el uso de APCs con EDTA podría provocar lesiones 
estructurales, bioquímicas y funcionales a las plaquetas 
(White y Escolar 2000) y ser irritante para los tejidos 
tratados.

Existen algunos reportes en los que se describe el uso 
del citrato de sodio como anticoagulante (Ferraz y col 2007, 
Bonomi y col 2007, Choi y col 2005, You y col 2007) 
para concentrar plaquetas caninas. En esos trabajos 
describen la concentración de plaquetas en esa especie 
mediante dos tiempos de centrifugación. Normalmente, 
el producto final de esos protocolos osciló entre 400.000 
a 1.300.000 PLT/µL. En esas investigaciones las plaquetas 
fueron contadas manualmente (microscopia óptica) y no 
se presentó otra información hematológica adicional de 
las características de los APCs obtenidos.

El método del tubo planteado en este estudio con una 
centrifugación única concentra plaquetas de una manera 
cercana al rango descrito para dos centrifugaciones. 
Lei y col  (2009) concluyeron que la calidad del APC 
está estrechamente relacionada con el anticoagulante 
empleado. El uso de ACD produce superior calidad del 

APC que cuando se emplea citrato de sodio o heparina. 
Lo anterior plantea una ventaja del método descrito en 
este artículo. Li y col (2009) usaron ACD como anticoa-
gulante y mediante doble centrifugación concentraron una 
media de 1.100.000 PLT/µL en el APC. Esto corresponde, 
aproximadamente, al doble de la cantidad de plaquetas 
concentradas con el método desarrollado por nuestro 
grupo. Sin embargo, desde el punto de vista clínico y tal 
como ha sido evaluado en caballos, no existe correlación 
alguna entre el número de plaquetas concentradas y la 
respuesta clínica de los caballos tratados (Carmona y 
col 2011).

La cantidad de plaquetas que se concentran con el 
método evaluado en este estudio podría ser suficiente 
para producir efectos biológicos (Weibrich y col 2004, 
Carmona y col 2011). Es necesario recordar que lo más 
importante de un método para concentrar plaquetas es que 
además de concentrar altos números de las mismas permita 
obtener plaquetas vivas e inactivas (Marx 2004, Carmona 
y col 2011). El método evaluado permitió concentrar 
plaquetas y disminuir de manera significativa los MID y 
GRA y porcentualmente los LYM. Es decir, la población 
celular concentrada fue en su totalidad diferente a la san-
guínea basal. Quizás esa modificación pueda tener alguna 
influencia en la utilización clínica de los APCs, debido 
al importante efecto regulador que tienen los neutrófilos, 
macrófagos y linfocitos sobre la reparación tisular (Park 
y col 2004). Cabe aclarar que hasta el momento el papel 
(perjudicial o benéfico) de los WBC no ha sido comple-
tamente esclarecido (Carmona y col 2011).

Las correlaciones positivas encontradas entre la 
concentración de plaquetas en el APC con MID, GRA y 
cuya significancia tiende a disminuir con la totalidad de 
los WBC, podrían deberse a la baja velocidad y tiempo 
inherentes a la técnica de centrifugación y no necesaria-
mente a que la concentración de PLT-APC esté asociada 
con los valores basales de estas variables. La correlación 
negativa encontrada entre PLT y LYM en el APC sugiere 
que a medida que aumenta la cantidad de LYM la con-
centración de PLT-APC disminuye exponencialmente, 

Cuadro 2.	 Coeficientes de correlación de Pearson (ρ) y ecuaciones de regresión lineal para la variable dependiente (número de pla-
quetas en el APC).
	 Pearson correlation coefficient (ρ) and lineal regression equation for the response variable (numbers of platelets in APC).

Variable ρ P Ecuación de regresión lineal R2

PLT 0,946** 0,000 PLT-APC = 74.432,699 + 1,279 (PLT) 0,946

MID 0,819** 0,001 PLT-APC = 337.459,058 + 225,286 (MID) 0,671

GRA 0,797** 0,002 PLT-APC = 41.894,228 + 51,673 (GRA) 0,635

LYM-APC –0,702* 0,011 PLT-APC = 986.142,041 – 153,162 (LYM-APC) 0,493

WBC 0,602* 0,038 PLT-APC = 223.619,431 + 17,572 (WBC) 0,363

PLT: plaquetas; PCV: hematocrito; WBC: leucocitos; LYM: linfocitos; MID: monocitos; GRA: neutrófilos, eosinófilos y basófilos. 
PLT-APC, número de plaquetas en el concentrado de plaquetas. *P < 0,05. **P < 0,01.
PLT-APC, numbers of platelets in autologous platelet concentrate. *P < 0.05. ** P < 0.01.
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lo que podría indicar que el método concentra plaquetas 
asociadas a valores de LYM similares a los encontrados 
en sangre entera. La correlación altamente significativa 
entre las concentraciones basales de plaquetas y PLT-APC 
y la correspondiente ecuación de regresión lineal indican 
que para este método el pronóstico del valor de PLT-APC 
estaría basado en un incremento constante de 74.432,699 
más 1,279 veces el valor del número de plaquetas en sangre 
entera. Si bien la eficiencia de recolección de plaquetas se 
presenta aparentemente baja, esto podría deberse al hecho 
de que para efectos del presente estudio sólo se obtuvo 
1 mL de plasma por tubo.

Los resultados obtenidos permiten concluir que la 
metodología empleada para concentrar plaquetas podría 
ser aceptable para obtener efectos biológicos en la utili-
zación clínica de los APCs como terapia regenerativa en 
medicina y cirugía canina. El análisis de regresión linear 
podría permitir predecir el valor de PLT-APC a partir 
del conocimiento de las variables conocidas en sangre 
entera tales como PLT, MID, GRA, LYM y WBC. La 
relevancia del método descrito radica en que permite 
concentrar plaquetas mediante utilización de ACD como 
anticoagulante para incrementar la calidad de APC y que 
éste se obtiene mediante una única centrifugación a baja 
velocidad y corto tiempo. En el futuro se deberán evaluar 
las características bioquímicas y ultraestructurales del 
APC activado, para determinar su calidad biológica como 
biofármaco autólogo.

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar un método manual para 
concentrar plaquetas caninas y en consecuencia producir concentrados 
autólogos de plaquetas (APCs) para propósitos clínicos y experimentales. 
Los APCs fueron obtenidos a partir de sangre venosa depositada en tubos 
con solución ACD que fueron centrifugados a 191 g durante 6 minutos. 
Para los recuentos celulares de sangre entera y APCs, se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas (P < 0,01) entre los recuentos 
de las plaquetas, leucocitos, granulocitos, monocitos, pero no entre los 
valores de linfocitos. Se encontró una correlación negativa (ρ = -0,702 
P = 0,011) entre el número de linfocitos y plaquetas en los APCs. La 
eficiencia de recolección de plaquetas fue de 29,9% y la concentración 
de plaquetas fue de 49,4% mayor en los APCs, en comparación con las 
muestras de sangre entera. Los resultados indicaron que este método de 
centrifugación simple permite concentrar plaquetas caninas.
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