Arch Med Vet 47, 341-346 (2015) DOI: 10.4067/s0301-732x2015000300011

ARTICULO ORIGINAL

Efectos de dos anticoagulantes sobre el recuento celular y parametros de activacion
plaquetaria de plasma rico en plaquetas de equinos

Effect of two anticoagulants on the cell count and platelet activation parameters
from equine platelet-rich plasma
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SUMMARY

The aims of the study were 1) to compare the effect of the anticoagulants, sodium citrate (CS) and acid-citrate-dextrose (ACD) solution A (ACD-
A) on counts of platelets (PLTs) and leukocytes and on the activation platelet-related variables, mean platelet volume (MPV) and platelet distribution
width (PDW) in whole blood, platelet-rich plasma (PRP) and platelet-poor plasma (PPP) from equines; 2) To set the collection efficiencies for PLT and
leukocytes in PRPs obtained with both anticoagulants and 3) to correlate PLT and leukocyte counts, MPV and PDW in every blood component. Whole
blood from18 horses was collected in both CS and ACD-A tubes, PRP and PPP were obtained by the tube method. Whole blood, PRP and PPP were
evaluated by automated haemogram. PLT and leukocyte counts in whole blood, PRP and PPP were not affected by anticoagulants. PLT counts were
significantly higher (P < 0.001) in PRP compared to whole blood and PPP. Leukocyte counts were similar between whole blood and PRP, but differed
significantly (P < 0.001) from PPP. No significant differences were observed for MPV and PDW between whole blood and PRP. Significant correlations
were observed between PLT and leukocyte counts (p: 0.73, P < 0.01), leukocyte and lymphocyte counts (p: 0.76, P < 0.01) and PLT and lymphocyte
counts (p: 0.60, P <0.01). A negative moderate correlation between leukocyte counts and PDW (p: -0.65, P < 0.01) was found. The anticoagulant
used for producing equine PRP had no effect on cell concentration and activation platelet-related parameters. Thus, cell parameters are no useful for
discriminating which of both anticoagulants could be better for producing equine PRP.
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RESUMEN

Los objetivos del estudio fueron 1) comparar el efecto de los anticoagulantes citrato de sodio (CS) y dcido-citrato-dextrosa (ACD), soluciéon A (ACD-
A), sobreconteos de plaquetas (PLTs), leucocitos y variables de activacion plaquetaria, volumen plaquetario medio (VPM) y ancho de distribucién del
tamafio de las plaquetas (ADTP) en sangre total, plasma rico en plaquetas (PRP) y plasma pobre en plaquetas (PPP) de equinos; 2) establecer eficiencias
de coleccién de PLT y leucocitos para PRP obtenidos con ambos anticoagulantes y 3) correlacionar recuentos de PLT, leucocitos, VPM y ADTP de cada
componente sanguineo. Se recolectd sangre de 18 caballos con tubos de CS y ACD-A, elaborando PRP y PPP por cada anticoagulante por el método
del tubo. Sangre total, PRP y PPP fueron evaluados mediante hemograma automatizado. Los conteos de PLT y leucocitos en sangre total, PRP y PPP no
fueron afectados por ambos anticoagulantes. Conteos de PLT fueron significativamente mayores (P < 0,001) en PRP comparados con sangre total y PPP.
Los conteos de leucocitos fueron similares entre sangre total y PRP, difiriendo significativamente (P < 0,001) del PPP. No hubo diferencias significativas
para VPM y ADTP entre sangre total y PRP. Se observaron correlaciones significativas entre conteos de PLT y leucocitos (p: 0,73, P < 0,01), conteos de
leucocitos y linfocitos (p: 0,76, P < 0,01), conteos de PLT y linfocitos (p: 0,60, P < 0,01), y correlacién negativa moderada entre conteos de leucocitos y
ADTP (p: -0,65, P < 0,01). Los anticoagulantes utilizados en la preparacién del PRP equino no influyeron sobre concentracién celular ni pardmetros de
activacion plaquetaria. Asi, los pardmetros celulares no son ttiles para discriminar cudl de los dos anticoagulantes es mejor para producir PRP equino.

Palabras clave: caballo, plasma rico en plaquetas, medicina regenerativa, citrato de sodio, ACD-A.

INTRODUCCION

La aplicacién de concentrados autélogos de plaque-
tas (PLT) ha comenzado a ser un tratamiento comun en
equinos con afecciones locomotoras y heridas, entre otros
(Carmona y col 2009%, Carmona y col 2009°, Lépez y
col 2010, Carmona y Lépez 2011, Iacopetti y col 2012,
Carmona y col 2013%, Lépez y Carmona 2014). Estos
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concentrados, segtin la cantidad de PLT y leucocitos
contenidos, se denominan plasma rico en plaquetas puro
(PRP-P) y plasma rico en plaquetas y leucocitos (PRP-L)
(McCarrel y Fortier 2009, Dohan Ehrenfest y col 2012,
Carmona y col 2013P).

El PRP leucocitos-reducidos puede ser la preparacién
Optima para estimular la reparacidn tisular sin formacién
de tejido cicatricial (McCarrel y col 2012). La con-
centracién alta de leucocitos absolutos en PRP equino
contribuye a la expresion de citocinas inflamatorias que
pueden retardar la regeneracion celular y estimular la
formacién de tejido cicatricial (McCarrel y col 2012).
Por lo anterior, es importante buscar un anticoagulante
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apropiado para evitar la activacion plaquetaria espontdnea
durante la preparacion de PRP para utilizacion terapéutica
o experimental (Lei y col 2009), y ademads relacionar la
concentracién de plaquetas/uL. con la concentracién de
leucocitos/uL del PRP.

Las plaquetas presentes en el PRP son una fuente
particular de varios factores de crecimiento (FC) almace-
nados en sus granulos alfa. Estas incluyen el FC derivado
de plaquetas, FC transformante beta, FC endotelial
vascular, FC similar a insulina tipo I, FC epidérmico y
FC de hepatocitos, entre otros (Marx 2004, Sutter y col
2004, Carmona y col 2011). Las plaquetas concentradas
aparentemente proveen concentraciones suprafisioldgicas
de FC que aceleran la regeneracion celular y la reparacién
de tejidos lesionados (Marx 2004, Sutter y col 2004,
Carmona y col 2011).

Los anticoagulantes inhiben la coagulacion y agregacion
de las PLT durante la preparacién de un PRP con fines
terapéuticos (Araki y col 2012). Ellos permiten mantener
los PRP en estado liquido para su posterior aplicacién en
las lesiones. Sin embargo, son escasas las investigaciones
acerca del efecto de los anticoagulantes respecto de la con-
centracién de PLT y leucocitos y el efecto de los pardmetros
de activacién plaquetaria, como el volumen plaquetario
medio (VPM) y el ancho de distribucion del tamafio de
las plaquetas (ADTP) en PRP equino y de otras especies,
incluyendo la humana (Lei y col 2009). En caballos es atin
un tema de debate la seleccion del anticoagulante para la
preparacién de PRP. Segiin la literatura revisada, no se
encontraron reportes cientificos completos relativos al
efecto de los anticoagulantes en PRP obtenido mediante
métodos manuales, posiblemente por el alto costo que
tienen los materiales, las pruebas moleculares y, también,
por la falta de interés de los fabricantes de los aparatos
disponibles comercialmente para la preparacién de PRP
en caballos (Carmona y col 2013P).

Los anticoagulantes citrato de sodio (CS) y dcido citrato
dextrosa solucién A (ACD-A) son los mas cominmente
utilizados para la preparacion de PRP equino con fines
terapéuticos (Schnabel y col 2007, Lépez y col 2010,
Carmona y Lépez 2011, Castelijns y col 2011). Estos
producen una accién antiagregante y evitan la activacién
plaquetaria. Actualmente se reconoce que el efecto de los
anticoagulantes sobre la activacion plaquetaria es un area
de preocupacion; por ejemplo, si los anticoagulantes con
mecanismo de accién igual o diferente no pueden impedir
o atin pueden promover la activacién espontdnea de las
plaquetas ex vivo (Lei y col 2009).

Tradicionalmente, el PRP equino con propdsitos ex-
perimentales o clinicos se prepara con sangre recolectada
con citrato de sodio (CS) o ACD-A sin consideraciones
manifiestas que justifiquen la eleccién de uno u otro
anticoagulante. Los anticoagulantes se utilizan comun-
mente en métodos manuales con tubos de CS (tapén azul)
(Argiielles y col 2006, Maia y col 2009, Monteiro y col
2009, Alvarez y col 2011, Dunkel y col 2012, Vendruscolo

342

y col 2012), y con tubos ACD-A (tap6én amarillo) (Tablin
y col 2008, Textor y Tablin 2012, Giraldo y col 2013),
filtracién gravitacional con ACD (Castelijns y col 2011),
sistemas semiautomatizados o aparatos con CS (Sutter
y col 2004, Textor y col 2011) y con ACD-A (Schnabel
y col 2007), y aféresis con CS (Sutter y col 2004) y con
ACD-A (Carter y col 2003). Esta tltima técnica permite
separar los componentes de la sangre, seleccionar los
necesarios para su aplicacion terapéutica y devolver el
resto de componentes al torrente sanguineo.

Las PLT pierden su capacidad para agregarse cuando
se les priva de cationes divalentes como Ca®* (Zucker y
Grant 1978). También, el pH y la temperatura durante la
incubacioén influyen directamente en el grado de inhibi-
cién de agregacion de las PLT (Zucker y Grant 1978). El
cambio de pH del plasma dependiente del anticoagulante
utilizado podria afectar la adhesividad de las plaquetas
(Flatow y Freireich 1966). La activacién de plaquetas
exhibe un requerimiento bifasico de calcio: el incremento
transitorio inicial en concentracién de calcio intracelular
([Ca®*]i) proviene de depdsitos intracelulares, mientras que
el segundo paso de degranulacidn puede ser tinicamente si
hay Ca?* extracelular disponible (Davies y col 1989). Por
tanto, la concentracién de Ca?* total en el PRP puede afectar
el grado de activacion in vitro de las PLT. Los cambios en
concentracién de Ca?* extracelular afectan directamente
los resultados de las pruebas de la funcién plaquetaria
(Kingston y col 2001) y posiblemente podrian afectar la
concentracién celular y los pardmetros de activacién de
las PLT contenidas en el PRP.

Los objetivos del presente estudio fueron: 1) Comparar
el efecto de los anticoagulantes citrato de sodio (CS)
y 4cido-citrato-dextrosa, solucion A (ACD-A) sobre
los recuentos de PLT, leucocitos y sobre el VPM vy el
ADTP en sangre total, PRP y PPP de equinos obtenidos
mediante una técnica de doble centrifugacion en tubo. 2)
Correlacionar de manera general los recuentos de PLT,
leucocitos y los valores de activacion plaquetaria de cada
componente sanguineo. Nuestra hipétesis fue que los
anticoagulantes no podrian influir sobre la composicion
celular o los pardmetros de activacion plaquetaria en el
PRP equino.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio fue aprobado por el Comité de
Etica de la institucion de los autores.

CABALLOS

Fueron utilizados dieciocho caballos castrados de raza
Criollo Argentino, clinicamente normales y con condi-
ciones de alimentacién y manejo similares. Los animales
tenian una edad promedio de 12,5 (£ 6,3) afios de edad.
Unicamente se incluyeron caballos con recuentos plaque-
tarios superiores a 100 x 103 plaquetas/uL.
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ANTICOAGULANTES

Se emplearon tubos con los anticoagulantes citrato de
sodio (CS) (citrato de sodio 12,35 mg, 4cido citrico 2,21
mg (Equiv. 3,2% CS) (BD Vacutainer® glass plasma tube,
13 x 75 mm x 4,5 mL. Lt. Blue. NJ, USA), y 4cido citrato
dextrosa (ACD), solucion A (ACD-A) (citrato trisédico,
22,0 g/L, acido citrico, 8,0 g/L y dextrosa 24,5 g/L (BD
Vacutainer® glass whole blood tube, 16 x 100 mm x 8,5
mL. Yellow. NJ, USA).

COLECCION DE LAS MUESTRAS DE SANGRE

Se extrajo sangre de la vena yugular mediante un ca-
téter mariposa 21G (Terumo, Leuven, Bélgica), la que fue
colectada en dos volimenes independientes en tubos con
anticoagulante en el siguiente orden: 112 mL en tubos de
4,5 mL con CS 3,2% (w/v) y 140 mL en tubos de 8,5 mL
con ACD-A, relacién sangre final: ACD-A 10:2. La sangre
anticoagulada fue transportada y mantenida en nevera con
hielo durante una hora hasta su procesamiento. Esto con
el prop6sito de controlar la activacién espontdnea de las
plaquetas ex vivo e inferir las potenciales diferencias de
los PRP al anticoagulante utilizado en la recoleccién de
la sangre total. La sangre de un tubo elegido al azar con
cada anticoagulante fue utilizada para hacer hemogramas
basales.

PREPARACION DE LOS CONCENTRADOS DE PLAQUETAS

La sangre de cada uno de los caballos fue procesada
mediante el método de doble centrifugado en tubo descrito
previamente (Argiielles y col 2006). Este protocolo de
preparacién manual de PRP-P ha sido evaluado previa-
mente por otros investigadores (Vendruscolo y col 2012).
Sangre total mezclada con cada uno de los anticoagulantes
fue centrifugada a 120 g durante 5 minutos. El 50% del
volumen plasmadtico adyacente a la capa leucocitaria fue
colectado en tubos de 10 mL siliconados sin aditivo. Estos
tubos fueron centrifugados a 240 g durante 5 minutos.
Luego se recogi6 el 25% inferior (Argiielles y col 2006)
de la fraccion plasmatica de la parte inferior de cada tubo.
Esta fraccién fue denominada PRP. La fraccién superior
restante (75%) fue considerada PPP (figura 1). E1 PRPy
PPP fueron evaluados inmediatamente.

ANALISIS HEMATOLOGICO

Un hemograma automatizado (Celltac-o0 MEK 6450,
Nihon Kodhen, Japén) fue realizado por duplicado a la
sangre total, PRP y PPP, con cada anticoagulante. Se reali-
zaron recuentos de plaquetas/uL. (PLT/uL) y determinacién
de VPM (volumen plaquetario medio) y ADTP (amplitud
de distribucién del tamafio de las plaquetas) para estimar
la activacién plaquetaria. Estos pardmetros plaquetarios
se correlacionan con la activaciéon de las plaquetas y
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Figura 1. Representacién esquemdtica de las fracciones de
plasma obtenidas con el protocolo del método de tubo. El tubo
de la izquierda (A) contiene primera fraccién de plasma (50%)
(PFP) obtenida por el método de centrifugacidn simple en tubo.
Tubo de la derecha (B) contiene plasma rico en plaquetas (PRP)
obtenido por segunda centrifugacién. BC: buffy coat. VGA:
volumen globular aglomerado.

Schematic representation of the plasma fractions obtained
with the tube method protocol. The tube on the left (A) contains the first
fraction of plasma (50%) (PFP) obtained by the single centrifugation tube
method. The right tube (B) contains platelet rich plasma (PRP) obtained
by second centrifugation. BC: buffy coat. VGA: packed cell volumen.

con la presencia de formas inmaduras y grandes en la
circulacién, respectivamente (Vasconcelos y col 2003).
Se efectud recuento de leucocitos/uL y recuento absoluto
(células/uL) y relativo (%) de linfocitos (LI), monocitos
(MO), eosinéfilos (EOS), neutrdfilos y baséfilos (GRA).
También se determin la concentracién de eritrocitos/pL.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados con el paquete estadistico
SPSS 18.0 (IBM, Chicago, IL, USA). Las variables con
distribucién normal (Kolmogorov-Smirnov, P > 0,05)
fueron evaluadas mediante pruebas paramétricas. Los
datos sin distribucién normal fueron transformados ma-
temdaticamente. Cuando no hubo distribuciéon normal las
variables fueron evaluadas con pruebas no paramétricas.

Las variables de respuesta fueron evaluadas para co-
nocer la influencia de los anticoagulantes, CS y ACD-A.
De manera general, cuando las variables normales fueron
comparadas entre dos componentes sanguineos se utilizé
la prueba #-Student para datos independientes. Cuando se
compararon mas de dos medias se utiliz6 un ANOVA de
una via y una prueba Tukey post hoc. Las variables no
paramétricas observadas entre dos grupos fueron analizadas
con una prueba U de Mann-Whitney (UM-W). Cuando se
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evaluaron mas de tres grupos con distribuciones no para-
métricas se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis seguida por
pruebas post hoc de UM-W. Se realizaron correlaciones
generales y especificas para las variables de cada compo-
nente hematolégico mediante la prueba de correlacién de
rangos de Spearman (r). Un valor de P < 0,05 fue aceptado
como significativo para todas las pruebas.

EFICIENCIA DE LA COLECCION DE PLAQUETAS EN PRP

La eficiencia de coleccién de plaquetas se determind
mediante la férmula de Weibrich y col (2003): (volumen
de PRP x recuento de plaquetas en PRP/volumen de sangre
total x recuento de plaquetas en sangre total) x 100.

RESULTADOS
RESULTADOS HEMATOLOGICOS

Los dos anticoagulantes produjeron PRP con leucocitos
reducidos y recuentos de PLT significativamente mayores
(P <0,001), comparados con sangre total y PPP, en todos
los casos. Los recuentos de PLT y leucocitos con CS y
ACD-A en los componentes hematolégicos homoélogos
fueron similares. Por un lado, las PLT fueron 2,7x en el
PRP obtenido con CS, y 2,9x en PRP obtenido con ACD-A,
comparadas con las PLT basales en sangre total. Adems,
los recuentos de leucocitos en PRP fueron ligeramente mas

altos que en sangre total, pero la concentracién de estas
células fue menor para el PRP obtenido con CS compa-
rado con el mismo componente hematolégico obtenido
con ACD-A. Los leucocitos fueron 1,1x y 1,2x en PRP
obtenido con CS y ACD-A, respectivamente, comparados
con sangre total. No se observaron diferencias significativas
para VPM y ADTP entre PRP y sangre total. Sin embargo,
si hubo diferencias (con significancias variables) entre
los PRP y PPP en todos los casos. El factor de dilucién
de cada anticoagulante no influyé significativamente
en los conteos celulares. Los recuentos celulares de los
componentes sanguineos homologos obtenidos con CS y
ACD-A se presentan en el cuadro 1.

EFICIENCIA DE RECOLECCION DE PLAQUETAS EN PRP

La eficiencia de recoleccion de plaquetas en PRP ob-
tenido con CS fue 19,7% y en PRP obtenido con ACD-A
fue 21,1%. Sin embargo, no difirieron estadisticamente.

CORRELACIONES

Se observaron correlaciones significativas moderadas
entre los conteos de PLT y leucocitos (p: 0,73, P <0,01),
conteos de leucocitos y LI (p: 0,76, P < 0,01), conteos de
PLT y LI (p: 0,60, P < 0,01) y una correlacién negativa
moderada entre conteos de leucocitos y ADTP (p: -0,65,
P <0,01).

Cuadro 1. Resultados de las variables hematoldgicas para cada uno de los anticoagulantes estudiados y sus respectivos componentes

sanguineos. Los datos son presentados como medias (+ d.s.).

Results of the hematological variables for every anticoagulant studied and their respective blood components. Data are presented as means

(£s.d.).
Componente hematoldgico
Variable Sangre total Plasma pobre en plaquetas Plasma rico en plaquetas puro
CS ACD-A CS ACDA CS ACD-A

PLT (10%/uL) 143,8 (19,4)* 137,0 (21,3)* 111,0 (22,6)° 112.6 (23.7)° 390,6 (57,6) 399,1 (62,8)
VPM (fL) 3,8(0,4) 3,8(0,4) 3,6 (0,3) 3,7(0,4) 4,1 (0,6)° 4,2 (0,6)°
ADTP (%) 16.5 (0.5)¢ 16,3 (0,5)° 17,8 (0,5) 17,6 (0,7) 16,8 (0,5)° 16,5 (0,6)°
Leucocitos (103/uL)* 8,4 (1,7)¢ 7,9 (2,0)¢ 0,1 (0,0) 0,1 (0,0) 9,5 (3,0)¢ 9,8 (5,0)¢
LI (10%/uL) 2,5 (0,5)¢4 2,3 (0,5)¢4 - - 3,8 (1,6) 4,3 (2,5)
LI % 31,5 (7,6)¢ 30,8 (7,2)¢ - - 35,7(11,7) 46,5 (6,1)
MO (10%/pL)* 0,1 (0,0) 0,1 (0,1) - - 0,2 (0,1) 0,2 (0,1)
MO % 1,6 (0,5) 1,9 (0,6) - - 2,3(0,7) 2,1 (1,0)
EOS (103/uL) 0,2 (0,1) 0,2 (0,1) - - 0,2 (0,1) 0,2 (0,1)
EOS % 2,6 (1,3) 322,1) - - 1,8 (1,4) 3,6 (1,9)
GRA (103/uL) 54 (1,4) 5,0(1,2) - - 6,7 (3,3) 4524
GRA % 64.0 (8,9) 63.9 (8,7) - - 61,0 (11,8) 49,4 (5,1)
Eritrocitos (10%/uL)* 6,9 (0,8)a 6,4 (0,7)a 0,0 (0,0)b 0,0 (0,0)b 0,2(0,1) 0,2(0,1)

ACD-A, 4cido citrato dextrosa (Solucién A); CS, citrato de sodio; LI, linfocitos; MO, monocitos; EOS, eosinéfilos; GRA, granulocitos (neutréfilos y
baséfilos); PLT, plaquetas; VPM, volumen plaquetario medio; ADTP, amplitud de distribucién del tamafio de las plaquetas. >4 Significativamente diferente
con a: PRP y PPP (P< 0,001). b: PRP (P< 0,001). c: PPP (P< 0,05). d: PPP (P< 0,001). *Datos presentados como mediana (rangos intercuartilicos).

ACD-A, acid citrate dextrose (Solution A); CS, sodium citrate; LI, lymphocytes; MO, monocytes; EOS, eosinophils; GRA, granulocytes (neutrophils and basophils); PLT,
platelets; MPV, mean platelet volume; PDW, platelet distribution width. >4 Significantly different with a: PRP and PPP (P <0.001). b: PRP (P <0.001). c: PPP (P <0.05). d:

PPP (P <0.001). * Data are presented as medians (interquartile ranges).
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DISCUSION

En el presente estudio fueron evaluados el CS y ACD-A,
que son los anticoagulantes mas comtinmente utilizados
para la preparacién de PRP equino con fines terapéuticos
(Schnabel y col 2007, Lopez y col 2010, Carmona y
Lépez 2011, Castelijns y col 2011). El efecto de ambos
anticoagulantes fue estadisticamente similar en relacién
con la composicion celular resultante en el PRP (cuadro 1).
De acuerdo con estos hallazgos, los recuentos de PLT y
leucocitos no tienen utilidad como indicadores para la
eleccion del anticoagulante mas idoneo al momento de
preparar PRP en caballos.

Los recuentos de PLT (2,7-2,9x comparados con
sangre total) y leucocitos (1,1-1,3x comparados con
sangre total) observados en PRP obtenido con ambos
anticoagulantes coincidieron con los rangos esperados
para PRP con leucocitos reducidos, también conocido
como PRP-P (PLT 1,3-4x y leucocitos 0,5-2x) (Dohan
Ehrenfest y col 2012, Carmona y col 2013P), comparados
con sangre total. Ademds se observd estabilidad en los
pardmetros plaquetarios VPM y ADTP en sangre total y
PRP, independientemente del anticoagulante utilizado,
lo que sugiere estabilidad en tamafio plaquetario, baja
activacion espontdnea e integridad durante la manipu-
lacién (Vasconcelos y col 2003).

Aunque desde el puro concepto de la hematologia se
ha comprobado que el ACD-A produce una mejor esta-
bilidad de los pardmetros de activacion plaquetaria en el
tiempo, en comparacioén con el CS (Macey y col 2002),
desde el punto de vista de la medicina regenerativa y segtin
los resultados del presente estudio, se podria pensar que
el uso de uno u otro de los anticoagulantes evaluados no
representa una ventaja clinica aparente. Esto porque el PRP
se emplea como una terapia autéloga, esta normalmente
deberia ser preparada en el mismo lugar que se encuentre
el paciente. Por lo demds, no se puede desconocer un
estudio realizado en PRP humanos (Lei y col 2009) en el
que se hall6 que el PRP obtenido con ACD-A producia
una mayor liberacién de TGF-f3, y mayor proliferacién
in vitro de células estromales de médula 6sea humana en
comparacién con CS. Sin embargo, es necesario realizar
estudios adicionales para constatar si algo parecido podria
ocurrir con el PRP equino.

Una ventaja técnica aparente al momento de preparar
PRP en caballos mediante el método descrito en este estudio,
podria ser la utilizacién de tubos con ACD-A, en lugar de
tubos con CS. Esto porque los tubos de ACD-A tienen mayor
capacidad (casi el doble) para la recoleccién de sangre en
comparacién con los de CS. Esto 16gicamente reduce la
cantidad de tiempo, material y riesgo de contaminacién
a la hora de preparar PRP con esta técnica (Alvarez y col
2010). Sin embargo, los autores prefieren emplear tubos
de CS para preparar PRP con finalidades clinicas, porque
aparentemente han obtenido mejores resultados (datos sin
publicar). Sin embargo, se recomienda el uso de cualquier

anticoagulante hasta que se hayan publicado resultados
clinicos o estudios in vitro de equinos mas convincentes.

Las correlaciones encontradas en el estudio para re-
cuentos de plaquetas y leucocitos apoyan la presuncién que
hasta el momento no se ha podido desarrollar un método,
técnica o aparato que pueda concentrar plaquetas sin con-
centrar cantidades apreciables de leucocitos (Carmona y
col 2013P). Se considera que el plasma rico en plaquetas
y leucocitos (PRP-L) (McCarrel y Fortier 2009, Dohan
Ehrenfest y col 2012, Carmona y col 2013P) es el que con-
centra plaquetas 5 veces 0 mas y leucocitos 2 veces 0 mas
los recuentos basales de plaquetas y leucocitos en sangre
total. En el caballo se ha reportado en la sangre circulante
en condiciones de normalidad recuentos (promedio + DS)
para plaquetas 167 + 26 x 103/uL, y para leucocitos 8,2 +
1,6 x 103/uL (Giraldo y col 2013).

Sin embargo, con el método manual evaluado en este
estudio y en otros (Giraldo y col 2013) normalmente
se produce un PRP-P con un predominio de leucocitos
mononucleares, particularmente LI. Algo muy diferente
a lo que sucede cuando se produce PRP-L con métodos
semiautomatizados, en los que se concentra una gran
cantidad de neutréfilos (Sutter y col 2004, Carmona y
col 2013%). Actualmente se sabe que un exceso de este
tipo de células podria ser nocivo para los tejidos tratados
con esta clase de PRP (McCarrel y col 2012). También,
un hallazgo importante de este estudio fue la correlacién
negativa moderada entre los conteos de leucocitos y ADTP
(p: -0,65), 1o que sugiere que a medida que se activan las
plaquetas durante el proceso de centrifugacién se disminuye
la concentracidn de leucocitos. Hasta el momento no se
tiene una explicacion bioldgica para este fenémeno, pero
se podria considerar que, como sucede en PRP bovino,
el pardmetro ADTP podria ser mas sensible para indicar
el grado de activacion plaquetaria que el VPM (Lopez y
col 2012).

En cuanto a la eficiencia de coleccion de PLT obteni-
das en este estudio, se pudo constatar que ninguno de los
anticoagulantes pudo influir en esta variable. Sin embargo,
los resultados obtenidos fueron mayores (20%) en compa-
racion con los resultados obtenidos en caballos Andaluces
(7%), con sangre citratada procesada mediante el método
del tubo (Argiielles y col 2006). Estas diferencias podrian
obedecer, por ejemplo, al hecho de que se han descrito
diferencias raciales al momento de preparar PRP mediante
el método del tubo (Giraldo y col 2013).

Para concluir, este estudio presenta nueva informacién
acerca del efecto de los anticoagulantes CS y ACD-A para
la elaboracion de PRP equino. Los resultados obtenidos
en el estudio confirman la hipétesis inicial que tanto CS
como ACD-A no influyen en la concentracién de PLT o
leucocitos, ni en el VPM o el ADTP en el PRP equino.
Sin embargo, es necesario desarrollar investigaciones
adicionales que permitan conocer el efecto de ambos
anticoagulantes relativos a la liberacién de factores de
crecimiento o su efecto clinico o biolégico en el caballo.
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