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1. RESUMEN

En la actualidad el uso del plasma rico en plaquetas (PRP) es usado en diferentes
ramas de la medicina por su actividad en la regeneracién y aceleracién de la cicatrizacion
de heridas ademas de disminuir la inflamacion. A pesar de su gran uso y demanda, no
existe un protocolo estandar que permita recolectar plaquetas. A la fecha, multiples
investigadores han evaluado diversos métodos, sin embargo, no se han evaluado aquellos
con mejor tasa de recuperacion. Para este proyecto, se seleccionaron aquellos con
evidencia de tener una mejor tasa de recuperacion. Objetivo: Evaluar el nimero de
plaquetas obtenidas de acuerdo al método A (450 g por 8 minutos) y el método B (método
A, seguido de una segunda centrifugacion a 600g por 15 minutos). Materiales y
Métodos: Se realizard un estudio analitico. Se seleccionara 61 muestras de donantes de
sangre y se cuantificara el nimero de plaguetas mediante dos métodos de centrifugacién
variando el tiempo y la fuerza gravitacional, existiendo asi un total de 122 analisis
pareados. El andlisis de dataos incluira la descripcion de variables y el analisis pareado

mediante pruebas estadisticas para evaluar diferencia de promedios.

Palabras claves: Plaquetas, Tiempo de centrifugacion, Fuerza gravitacional, PRP



ABSTRACT

Currently the use of Platelet-Rich Plasma (PRP) is used in different branches of medicine
for its activity in regeneration and acceleration of wound healing in addition to reducing
inflammation. Despite its great use and demand, there is no standard protocol for
collecting platelets. To date, multiple investigators have evaluated various methods,
however, those with the best recovery rate have not been evaluated. For this project, those
with evidence of having a better recovery rate were selected. Objective: To evaluate the
number of platelets obtained according to method (450 g for 8 minutes) and method B
(method A, followed by a second centrifugation at 600 g for 15 minutes). Materials and
Methods: An analytical study will be carried out. 61 samples from blood donors will be
selected and the number of platelets will be quantified by means of two centrifugation
methods varying the time and the gravitational force, thus giving a total of 122 paired
analyzes. The data analysis will include the description of variables and the paired

analysis using statistical tests to evaluate the difference of means.

Keywords: Platelets, Centrifugation time, Gravitational force, PRP



2. INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

El plasma rico en plaguetas (PRP) es obtenido por centrifugacion a partir de la misma
muestra del donante (1,2). En el mercado global, la produccion de PRP estuvo valorizado en
214.3 millones de dolares para el 2016 dado que su uso es amplio en multiples ramas médicas,
y tuvo una proyeccion al aumento de 13.3% cada afio (3). Es importante mencionar que existen
diferentes calidades de PRP, y que ello depende del método de obtencidn, uso de activadores o

de métodos de optimizacion (4).

La plaqueta es un fragmento celular anucleado y de forma discoide, y cumple funciones
importantes en la coagulacion y hemostasia (5,6). Asimismo, las plaquetas son capaces de
liberar factores de crecimiento (PDGF-AA, PDGF-BB y PDGF-AB), factores de crecimiento
transformantes (TGF-B1, y TGF-B2), factores de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y
factores de crecimiento del fibroblasto (EGF) (7). Del mismo modo, la plaqueta es capaz de
liberar citoquinas del tipo IL-2, L-8, TNF-a, IGF-1, y BMP, las cuales cumplen un rol clave en

la hemostasia, cicatrizacion, reparacion de cartilagos, entro otros (8).

El uso de activadores, y la velocidad y tiempo de centrifugacion son factores que
determinan la liberacion de factores de crecimiento y el nimero de plaquetas (9). Por tanto, el
preparado puede ser heterogéneo y no necesariamente comparable entre los diferentes métodos
dada la ausencia de un protocolo estandar. De forma global, el PRP es obtenido mediante
centrifugacion del plasma recolectado (10), y esta separacién esta dada por la sedimentacion de
las particulas, y esta relacionada también con el tamafio de los componentes y la fuerza de
centrifugacion (11). Dicho ello, la fuerza de centrifugacion aumenta la fuerza de sedimentacion,

la cual resulta en una mejor separacion de los componentes (12,13).

Los estudios acerca de los métodos de preparacion sugieren que, la velocidad y tiempo
de centrifugacion afectan de forma importante a la cantidad y calidad de plagquetas colectadas.
Yiny colaboradores demostraron que la centrifugacién a 160g por 10 minutos, seguido por una
adicional de 250g por 15 minutos genera mayor cantidad de plaquetas y mayor liberacién de
factores de crecimiento en comparacion a un tnico centrifugado (11). No obstante, un grupo de
investigadores no evidenciaron una mejora significativa al replicar los experimentos descritos

por Yin y colaboradores (12).



Roh y colaboradores compararon la centrifugacion simple y doble, obteniendo 3 veces
maés de plaquetas a doble centrifugacion, la cual ademas se acompafid de mayor cantidad de
leucocitos (14). Multiples investigadores sugieren que la cantidad de leucocitos puede
influenciar en la cicatrizacion de heridas por la degradacion del colageno, afectando
negativamente la matriz de los tendones (15,16). No obstante, dichas observaciones son
discrepantes con lo observado por otro grupo que sugiere que los leucocitos pueden ser

beneficiosos para aumentar los factores de crecimiento (17).

Jo y colaboradores examinaron el efecto del tiempo y la fuerza gravitacional sobre el
conteo plaquetario usando dos etapas de centrifugado; de 500g a 900g incrementando 100g
durante 5 minutos, y de 100g a 1300g incrementando 200g durante 10 minutos. La mayor tasa
de recuperacion se logré en la primera etapa obteniendo una tasa de recuperacion del 92% (18).
Tamini y colaboradores compararon un método simple y otro doble para obtener PRP. Para la
primera centrifugacion se usé 1300 rpm a 10 minutos y la segunda 2000 rpm por 10 minutos.
Los resultados sugieren que existe una mayor tasa de recuperacion en la segunda
centrifugacion; 352% del valor basal (187.230+57.650) (19).

Kececi y colaboradores evaluaron métodos de centrifugacion; uno a 250 g, y multiples
variaciones considerando las siguientes velocidades; 300, 500, 750, 1000, 1500 y 2000 g
durante 10 min. Los hallazgos de dicho estudio sugirieron que, a medida que la fuerza
centrifuga aumentaba, la concentracion de plaquetas aumentaba también a razon de 1.92, 2.16,
2.80, 3.48, 3.67 y 3.76 veces, respectivamente (20).

Por otro lado, Yin y colaboradores realizaron un estudio usando una centrifugacion
simple y una centrifugacion doble. La concentracion de plaquetas obtenida del PRP con
velocidades de centrifugacion de 160g por 10 minutos fue significativamente mayor que la de
PRP obtenida con 110g por 15 minutos (p <0.001), 130g por 10 minutos (p <0.001), 160g por
15 minutos (p <0.001) o 180g por 10 minutos (p <0.001), y comparable con el obtenido usando
130g por 15 minutos. La tasa de recuperacion de plaquetas fue mayor usando 160g por 10
minutos que con 110g por 15minutos (p<0.001), 130g por 15minutos (p <0.001), 160g por 15
minutos (p <0.001), y 180g por 10 minutos (p <0.001). Los autores concluyen que, la
centrifugacion doble a 160g por 10 minutos permitiria una mayor concentracion de plaquetas
(12).



El plasma rico en plaquetas es un tratamiento novedoso y en el Per0 se utiliza en muchas
ramas de la medicina dada su actividad en la regeneracion y aceleracion de la cicatrizacion de
heridas, ademas de disminuir la inflamacion. Dentro de los factores que pueden influenciar el
namero de plaquetas estan la aceleracion, la fuerza gravitacional, el uso de activadores, y el
tiempo de centrifugacion, los cuales son factores ampliamente estudiados. Por lo tanto, una
preparacion adecuada permitira obtener mayor nimero de plaquetas y liberar mayor cantidad

de factores de crecimiento dado que estos son los que ejercen el efecto regenerativo.

No obstante, la existencia de una gran amplia variabilidad de protocolos en la
preparacion del PRP, hace que los productos no puedan ser comparables entre los laboratorios,
y que cada uno de ellos trabaje bajo condiciones no estdndares. Por lo cual, es de suma
importancia evaluar de forma controlada aquellos pardmetros con mejor rendimiento
demostrado por otros autores con el proposito de proponer un protocolo de trabajo estandar y
reproducible (21-24).

En tal sentido, se propone la siguiente pregunta de investigacion: ;Existe diferencia para
el nimero de plaquetas obtenidas por el método A (450 g por 8 minutos) o por el método B
(método A, seguido de una segunda centrifugacion a 600g por 15 minutos) utilizando plaquetas
a partir del plasma rico en plaquetas en el Hospital de alta Complejidad Virgen de la Puerta?



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

» Evaluar el nimero de plagquetas obtenidas de acuerdo al método A (450 g por 8 minutos)
y el método B (método A, seguido de una segunda centrifugacién a 600g por 15

minutos)
3.1. Objetivos especificos

e Determinar el numero de plaquetas del obtenido a partir de un PRP mediante el método
A de centrifugacion simple (450 g por 8 minutos)

e Determinar el nimero de plaquetas del obtenido a partir de un PRP mediante el método
B de centrifugacion (método A, seguido de una segunda centrifugacion a 600g por 15
minutos)

e Comparar los resultados obtenidos entre los métodos Ay B



4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Disefo del estudio
Estudio analitico transversal
4.2. Poblacion y lugar de estudio

PRP obtenidos de muestras de sangre recolectadas de donantes de sangre que acuden al
servicio de Hemoterapia y Banco de Sangre del Hospital de Alta Complejidad Virgen de la
Puerta durante enero del 2022. Dado que este es un estudio para evaluar diferencia de métodos
y las muestras seran trabajadas de forma pareada, no sera necesaria la representatividad de
muestras en términos poblacionales con el propésito de hacer inferencia a la poblacion de
donantes. La poblacion de donantes ha sido definida de acuerdo a los lineamientos propuestos
en el Programa Nacional de Hemoterapia y Banco de Sangre (PRONAHEBAS) (25).

4.2.1. Criterios de inclusion

e PRP procedentes de donantes calificados como aptos para donar sangre de acuerdo a los
lineamientos del PRONAHEBAS (25)
e PRP que cumpla con los criterios de calidad segin PRONAHEBAS (25)

4.2.1. Criterios de exclusion

e PRP obtenido de donantes con antecedente de fumador segun entrevista
e PRP obtenido de donantes con indice de masa corporal > 35 segun la entrevista
e PRP obtenido de donante con diagnéstico de diabetes o con reporte de consumo de

medicamento en los Gltimos 15 dias
4.3. Muestra y muestreo

De acuerdo al estudio de Mazzocca y colaboradores (12), el método A brinda un promedio de
44.8 millones de plaguetas con una desviacion estandar de 183.8, mientras que el método B
brinda un promedio de 378.3 millones con una desviacion estandar de 53.6. Dada la diferente

esperada, y con un intervalo de confianza del 95%, una potencia del 80%, y con una razon de
5



1 para los tamafios de los grupos en cada brazo, se estimé un total de 61 muestras para cada

grupo en evaluacion.

4.4. Operacionalizacion de variables

obtencién de
plaquetas

usado

Método B:
centrifugacion

Tipo de
Variable Definicion Deflnlglon Indicador variable y
conceptual operacional escala de
medicion
Afos de vida de una -
ersona segun | Edad en afos| , » N“”!e“co’
Edad P . . . ARoS continuo, de
cronologia en el |cumplidos estimado )
. razén
tiempo
Caracteristica
bioldgica 'y Caracteristica del . Categorica,
L . - Masculino, AN
Sexo genética que paciente obtenido . dicotémica,
e . Femenino .
clasifica a los de la ficha de datos nominal
humanos
Cantidad de
plaquetas obtenidas
antes de la
L aplicacion de los
e oy mitodse |\, N
Sntgs de la En g mm3 de centrifugacion laguetas continuo, de
separacion sanare determinado por el plag razon
b g analizador
automatizado de
hemograma Cell
dyn
Cantidad de
plaquetas obtenidas
después de la
Numero de Concentracion de ;péllgggsgede los NUmérico
plaquetas plaquetas calculada : . NUmero de : ’
. centrifugacion continuo, de
después de la |[en1mm3de . plagquetas .
. determinado por el razon
separacion sangre .
analizador
automatizado de
hemograma Cell
dyn
Método en el cual Método A:
se proceso el Método segun la|centrifugacién L
, . . . Categorico,
Método de plasma rico en fuerza y tiempo de |simple (4509 x dicotémico
centrifugacion | plaquetas para la centrifugacion 8 minutos). nominal '




doble (4509 x
8 minutos y
luego 600g x
15 minutos)

4.5. Procedimientos y técnicas

Este estudio seré ejecutado por una licenciada tecn6logo médico siguiendo lo estipulado
en el PRONAHEBAS (25). Es importante mencionar que este proyecto de investigacion no
propone cambios en los procesos regulares y normados para la captacion, entrevista, tamizaje
u otros relacionados al donante. Por tanto, su ejecucién Unicamente se limita a procesos

relacionados a la separacion de los hemocomponentes.

Las muestras seran obtenidas de donantes aptos que acudan rutinariamente al banco de
sangre aptos del Hospital alta Virgen de La Puerta durante el 2022. Los procedimientos estaran
alineados a lo sugerido por PRONAHEBAS (25). De forma adicional, se le invitara a participar
al estudio a aquellos donantes aptos, para lo cual primero se les dara una charla informativa y
posteriormente se les proporcionard un consentimiento informado (Anexo 1). Si el donante
acepta se procedera a firmar el consentimiento y se recopilara los datos consignados en su ficha
de postulacion para registro interno del estudio.

Una vez que el donante sea calificado como apto y cumpla criterios de seleccion se
procedera a trabajar con la bolsa satélite. Esta bolsa no contiene ningln preservante y es de
donde se obtendra las muestras para este estudio. Se extraera dos 2 tubos (Citrato de Sodio 3,2%
- Tapa celeste) de 3.5 ml cada uno de cada donante de sangre y se realizara el conteo de
plaquetas mediante el Analizador Hematoldgico CELL-DYN Emerald/Abbott. Los resultados
seran anotados en la ficha de recoleccion de datos.

Posteriormente se usard un tubo como control (sangre total citratada) y el segundo tubo
sera usado para los dos métodos a utilizar, de este obtendremos 1,5 ml de plasma del cual 0.5
ml corresponden al PRP. Este Gltimo tubo pasara a centrifugacion por el método A: 450 g por
8 minutos y luego una segunda centrifugacion B: a 600g por 15 minutos. Por lo tanto, se dividira

de la siguiente forma:



a) Nudmero de plaquetas sin ningin método
b)  Numero de plaquetas por el Método A
c) Numero de plaquetas por el Método B

Atodas las pruebas se le realizaran al menos 3 repeticiones. Posteriormente seran analizados
luego de la aplicacion de cada método nuevamente por el analizador hematolGgico para obtener

el conteo de plaquetas y seran anotados en una base de datos.
4.6. Aspectos éticos

Este protocolo serd registrado en el Sistema Descentralizado de Informacion y
Seguimiento a la Investigacion (SIDISI) — Direccién Universitaria de Investigacion, Ciencia y
Tecnologia (DUICT), y sera evaluado por la Facultad de Medicina y el Comité de Etica de la
UPCH (CIE-UPCH) previo a su ejecucién. Durante la implementacion del estudio se respetaran
los principios éticos delineados en la Declaracion de Helsinki, y se seguiran estrictamente las

recomendaciones realizadas por el CIE-UPCH.

Al ser un estudio que utilizard muestras sanguineas, se solicitara un consentimiento
informado (anexo 1). Los riesgos adicionales a la extraccion de las muestras de sangre para el
estudio son nulos ya que provienen de la bolsa satélite del donante cuando esta ya fue retirada.

La informacion obtenida sera codificada para guardar la confidencialidad del participante.
4.7. Analisis de datos

Para el analisis univariado, el sexo serad resumidas usando frecuencias y proporciones.
La edad sera resumida mediante un promedio y desviacion estandar. Si la variable edad no tiene
una distribucion normal entonces serd resumida utilizando una mediana y rangos. La tasa de
recuperacion seré estimada mediante la resta del nimero de plaquetas tanto por el método A o
B menos el basal. Luego, se procedera a evaluar diferencia de promedios mediante una prueba
de T de Student pareada. Adicionalmente, se propone un analisis exploratorio mediante Bland-
Altman para evaluar diferencias y acuerdo entre ambos meétodos. Se considerara un p < 0.05
como significativo, y el reporte de intervalos de confianza. Los anlisis serdn realizados en
Stata v15.



5. PRESUPUESTO

Este proyecto sera autofinanciado por el investigador principal

MATERIAL DIDACTICO

CONCEPTO CANTIDAD PRECIO/U SUBTOTAL
Papel Bond 80 gr 2 millares 25 50.00
Copias 200 0.10 30.00
Plumon indeleble 2 4 8.00
Lapiceros de tinta liquida 3 6 18.00

Sub total: S/106.00
MATERIAL DE LABORATORIO
Algodon 1 bolsa 30.00 30.00
Alcohol 1Lt 10.00 10.00
Agujas vacuetteiner 1cjs 25.00 25.00
Tubos con citrato de Toma de | 25 30.00 30.00
muestra al vacio con gel
separador 200 uni 0.20 40.00
Tubos de vidrio 2 10.00 20.00
Ligadura 1 caja 25.00 25.00
Curitas 1
Centrifuga de 12 tubos i e
Analizador hematoldgico CELL
DYN

Sub total: S/.180.00
SERVICIOS
Tipeo de Proyecto 2 50 160.00
Asesoramiento estadistico 30h 10.00 300.00
Movilidad 30h 60.00 60.00
Internet 30h 1.00 30.00

Sub total: S/ 550.00

Total: S/. 830.00




6. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividades

Meses

10

11

12

1. Basqueda de bibliografia

2. Elaboracién del proyecto

3. Revisién y firma de asesores del proyecto aprobado.

4. Presentacion del proyecto a la FMAH de la UPCH,

para aprobacion

5. Presentacion del proyecto al CIE de la UPCH, al para

aprobacion

6. Presentacion del proyecto al comité de ética del

Hospital y oficinas correspondientes, para aprobacion

7. Ejecucidn del estudio

8. Andlisis estadistico de la informacion.

9. Elaboracion del informe final

10. Publicacién de trabajo

10
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