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ABREVIATURAS 

	

CD: Centrifugación doble 

CS: Cetrifugación simple	

D0: Dilución sin gluconato de calcio en plasma rico en plaquetas 

D1: Dilución de gluconato de calcio en 1/5 (0.02 g/mL) en plasma rico en 

plaquetas 

D2: Dilución de gluconato de calcio en 1/10 (0.01 g/mL) en plasma rico en 

plaquetas 

D3: Dilución de gluconato de calcio en 1/20 (0.005 g/mL) en plasma rico en 

plaquetas 

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay 

FC: Factor de crecimieto 

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos 

GB: Globulos blancos 

GR: Globulos rojos 

GLU.CA: Gluconato de cálcio al 10 % 

IGF: Factor de crecimiento similar a la insulina 

PDGF: Factor de crecimiento derivado de las plaquetas 

PDGF A: Factor de crecimiento derivado de las plaquetas A  

PDGF B: Factor de crecimiento derivado de las plaquetas B 

PDGF C: Factor de crecimiento derivado de las plaquetas C 

PRP: Plasma rico en plaquetaas	

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular 



RESUMEN  

	

Introducción: Plasma rico en plaquetas (PRP) es un producto terapéutico, con una 

amplia aplicación en medicina regenerativa y cosmética, debido a que es importante 

reservorio de factores de crecimiento como el factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF), responsable de los procesos en angiogénesis y regeneración de 

tejidos dañados. Sin embargo, la obtención de PRP no presenta una estandarización 

actual, ni valoración de los diferentes factores de crecimiento, afectando la 

efectividad, tiempo y dinero en el tratamiento de los pacientes. Objetivo general: 

Comparar las cantidades liberadas de VEGF en PRP activado con diferentes 

diluciones Glu.Ca, en PRP obtenido por los métodos de Centrifugación simple (CS) 

y Centrifugación doble (CD).   Materiales y métodos: Fueron enrolados 20 

voluntarios sanos entre 18 a 40 años de edad. Las muestras de sangre fueron 

sometidos a dos métodos de centrifugación: CS y CD, el PRP obtenido fue activado 

con diferentes diluciones y concentraciones de Glu.Ca 10% 1/5 D1 (0.02 g/mL), 

1/10 D2 (0.01 g/mL) y 1/20 D3 (0.005 g/mL), el VEGF liberado fue cuantificado 

mediante ELISA directo a 450nm. Resultados: Las plaquetas concentradas 

mediante el método de CS y CD, mostraron una mediana y un rango intercuartil de: 

408.5 x 103 plaquetas/uL (382.75-473.0) y 532.5 x 103 plaquetas/uL (410.5-613.0) 

respectivamente, no se encontró diferencia significa entre ambos métodos. Con 

respecto a la cuantificación de VEGF, se encontró diferencia significativa entre el 

método de CS vs CD para la liberación de VEGF con un p<0.0001. Con respecto a 

las diluciones no se encontró diferencias significativas entre las diluciones D1, D2 

y D3 en los métodos de CS y CD con un p>0.05. Conclusiones: El método de CS, 



mostro mayor liberación de VEGF con respecto al método de CD. Las diluciones 

de Glu.Ca 1/5 D1 (0.02 g/mL) y 1/10 D2 (0.01 g/mL), fueron las que produjeron 

mayor liberación de VEGF en el método de CS.  

 

Palabras clave: ELISA, Factor de Crecimiento Endotelial Vascular, Plasma Rico 

en Plaquetas, Gluconato de Calcio. 

 

 

 

ABSTRACT  

 

Introduction: Platelet-rich plasma (PRP) is a therapeutic product, with a wide 

application in regenerative and cosmetic medicine, because it is an important 

reservoir of growth factors such as vascular endothelial growth factor (VEGF), 

responsible for the processes in angiogenesis and regeneration of damaged tissues. 

However, obtaining PRP does not present a current standardization, nor assessment 

of the different growth factors, affecting the effectiveness, time and money in the 

treatment of patients. General objective: To compare the amounts of VEGF released 

in activated PRP with different Glu.Ca dilutions, in PRP obtained by the Simple 

Centrifugation (CS) and Double Centrifugation (CD) methods. Materials and 

methods: 20 healthy volunteers between 18 and 40 years of age were enrolled. The 

blood samples were subjected to two centrifugation methods: CS and CD, the PRP 

obtained was activated with different dilutions and concentrations of Glu.Ca 10% 

1/5 D1 (0.02 g/mL), 1/10 D2 (0.01 g /mL) and 1/20 D3 (0.005 g/mL), the released 



VEGF was quantified by direct ELISA at 450nm. Results: Concentrated platelets 

using the CS and CD methods showed a median and interquartile range of: 408.5 x 

103 platelets/uL (382.75-473.0) and 532.5 x 103 platelets/uL (410.5-613.0), 

respectively. difference means between both methods. Regarding the VEGF 

quantification, a significant difference was found between the CS vs CD method 

for VEGF release with p<0.0001. Regarding the dilutions, no significant differences 

were found between the D1, D2 and D3 dilutions in the CS and CD methods with 

a p>0.05. Conclusions: The CS method showed a greater release of VEGF 

compared to the CD method. The Glu.Ca dilutions 1/5 D1 (0.02 g/mL) and 1/10 D2 

(0.01 g/mL), were the ones that produced the highest release of VEGF in the CS 

method. 

 

Keywords: ELISA, Vascular Endothelial Growth Factor, Platelet Rich Plasma, 

Calcium Gluconate. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

El plasma rico en plaquetas (PRP) es una porción de plasma autólogo, obtenido 

mediante centrifugación, usualmente enriquecido en plaquetas entre 3-5 veces más que 

los niveles basales en el plasma 1. Contiene altas concentraciones de factores de 

crecimiento (FC) autógenos como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, 

por sus siglas en inglés), el factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF, por sus 

siglas en inglés), el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF, por sus 

siglas en inglés) y algunas proteínas y péptidos como el fibrinógeno, fibronectina, 

osteonectina y citocinas 1.  

El PRP, al ser un biomaterial autólogo, no tiene posibilidad de rechazo; aparte, se 

obtiene de manera sencilla mediante centrifugación y su costo no es elevado. En el año 

1987 se realizó una de las primeras aplicaciones del PRP en una cirugía cardiovascular, 

esto con el objetivo de minimizar el uso de transfusiones sanguíneas 2. La razón de su 

uso y su potencial terapéutico radica en la alta concentración de plaquetas y la 

capacidad, de estos últimos, de liberar cantidades suprafisiológicas de FC esenciales 

que proveerían un estímulo regenerativo y de reparación de tejidos con bajo potencial 

de curación 3. 

El PRP se ha utilizado en diferentes campos de la medicina como; hematología, 

odontología, dermatología, estética, tricología y medicina del deporte, existiendo una 

gran cantidad de reportes y publicaciones, sin embargo, estos datos a menudo no son 

reproducibles, ya que existen muchas variables a considerar como; métodos de 
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preparación, administración, dosis, seguimiento y resultados esperados, existiendo una 

falta de consenso sobre la estandarización preparación basada selectivamente en la 

biofisiológica plaquetaria y la indicación de uso4. 

Un estudio de meta análisis, el cual aborda estas variables como protocolos de 

preparación de PRP y la composición del producto PRP final, fue realizado con la 

finalidad de brindar recomendaciones para su uso en medicina cosmética, menciona 

que existen muchos métodos de preparación PRP, todas utilizan la centrifugación 

diferencial, pero se pueden clasificar en dos métodos principales: Técnica abierta 

(método manual), implica la preparación de PRP al medio ambiente, tanto pipetas y 

tubos se esterilizan por separado, y la Técnica cerrada, este método implica el uso de 

kits comerciales, la sangre o PRP no se expone al medio ambiente durante el proceso 

de preparación4.  

Tanto los métodos manuales5,6 y kits comerciales6,7, para obtener PRP, han sido 

evaluados y comparados bajo diferentes parámetros como;  cantidad de sangre 

periférica utilizado, tiempo y fuerza centrifuga utilizado, conteo de plaquetas, conteo 

de glóbulos rojos y conteo de glóbulos blancos, dando resultados variados sin que 

exista hasta el momento una metodología consenso o estándar para obtener PRP. Con 

respecto a los kits comerciales, se encontró un estudio donde se comparó 4 diferentes 

kits comerciales; GPS III (Biomet), SmartPrep2 (Harvest), Magellan (Arteriocyte 

Medical) y ACP (Arthrex), se utilizo entre 15-52 mL de sangre periférica para la 

obtención PRP, encontrándose una concentración plaquetaria entre 3-6 veces con 

respecto al control o basal, así mismo se encontró también una concentración de 

glóbulos blancos entre 3-6 veces con respecto al basal, adicionalmente se comparo la 
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glucosa y esta también estuvo concentrada en 3-6 veces con respecto al basal,  estos 

resultados indican que existe grandes variaciones en la composición y concentración 

de plaquetas, aun utilizando kits comerciales, destacando la necesidad de estandarizar 

la extracción PRP para uso clínico7.  Con respecto a los métodos manuales,  Sabarish 

y colaboradores, compararon 3 métodos manuales de diferentes investigadores los 

cuales fueron replicados en el estudio; Marx R (método 1), Okuda K (método 2) y 

Landesberg R (método 3), en todos ellos se utilizó 2 mL de sangre total periférica, con 

respecto a las condiciones de tiempo y fuerza centrifuga todos realizaron doble 

centrifugado; método 1(1000 rpm x 4 min, seguido de 800 rpm x 9 min.), método 2 

(2400 rpm x 10 min, seguido de 3600 rpm x 10 min.) y método 3 (1400 rpm x 10 min, 

seguido de 1600 rpm x 10 min.). Los resultados de porcentaje enriquecimiento 

plaquetario fueron: método 1 (160.3%), método 2 (119.2%) y método 3 (125.5%), este 

estudio comparativo sugiere que	una velocidad y tiempo de centrifugación más bajos 

proporciona un mayor porcentaje de enriquecimiento de plaquetas, así mismo  la razón 

de la reducción en el recuento de plaquetas a mayor velocidad y tiempo de 

centrifugación se debe a la aglomeración o desintegración de plaquetas, cuando tal 

desintegración ocurre antes de la activación del PRP, los factores de crecimiento se 

liberan en un estado inactivo que puede influir en el proceso de cicatrización de 

heridas5. 

La comparación de los método manuales y kits comerciales por Gupta y colaboradores, 

también fueron evaluados, en cuanto a la producción de PRP, en vista que no existe un 

protocolo estándar. Para el método manual se utilizó 20 mL de sangre total periférica, 

doble centrifugado, primer golpe de centrifugado a 160 g x 10 min (cerca de 923 rpm) 
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y el segundo golpe de centrifugado 400 g x 10 min (cerca de 1460 rpm), con respecto 

al kit comercial (DrPRP-Kit®, REMI Laboratory Instruments), se utilizó 18 mL de 

sangre total periférica, fue centrifugado doblemente; primera centrifugada a 2700 rpm 

x 12 min y segunda centrifugada a 3200 rpm por 7 min. La concentración plaquetaria 

fue mayor en el método manual (4.17 veces) que con el kit comercial (2.65 veces) con 

respecto a sus basales, destacando que el método manual de doble centrifugado es más 

económico y con porcentaje de enriquecimiento mayor que el kit comercial  DrPRP-

Kit®, REMI Laboratory Instruments quien tiene aprobación	por	la	Administración de 

Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA)6 

La activación de PRP se refiere principalmente a dos procesos que son: liberación de 

factores de crecimiento (FC) de las plaquetas después de la degranulación y escisión 

de fibrinógeno para formar la matriz.  Por otro lado, la liberación del factor de 

crecimiento de las plaquetas se puede realizar por diferentes activadores como la 

trombina, cloruro de calcio4, gluconato de calcio, batroxobina o sus combinaciones8, 

con respectos a los efectos mecánicos en el PRP como congelación/descongelación 

permite un manejo del paciente más aplicable, pero se puede alterar la función 

plaquetaria, el patrón de liberación del factor de crecimiento, favorecer la acumulación 

de citocinas pirogénicas, y aumentar el riesgo de proliferación bacteriana, se prefiere 

la administración fresca de PRP en los pacientes. Hosny y colaboradores evaluaron la 

concentración de VEGF utilizando PRP fresco como PRP almacenado a −40°C por una 

semana y por 3 semanas, para la activación de PRP fue utilizado Gluconato de Calcio 

al 5% (0.05 g/mL) o Gluconato de Calcio al 5% (0.05 g/mL) + Trombina.  Los 
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resultados de VEGF obtenidos no encontraron diferencia significativa entre la cantidad 

de VEGF (pg/mL) obtenido de PRP fresco con respecto al congelado, y con respecto 

al uso de activador Glu.Ca (5%) vs Glu.Ca (5%) + trombina tampoco se encontró 

diferencia significativa8.  Sin embargo, otro estudio por Roh y colaboradores 

compararon la liberación de factores de crecimiento del PRP obtenido mediante dos 

métodos de centrifugado; Centrifugación Simple (CS) (900 g x 5 min) y Centrifugación 

Doble (CD) (900 g x 5 min, seguido de 1500 g x 15 min), previamente activado el PRP 

con Gluconato de Calcio 10% (0.104 g/mL) o Gluconato de Calcio 10% (0.104 g/mL) 

+ trombina (50 UI/mL), los resultados obtenidos muestran que existe mayor liberación 

de VEGF en PRP activado con Gluconato de Calcio 10% + trombina que con 

Gluconato de Calcio 10% solo, probablemente debido al efecto quelante del Ca+2 por 

el ACD (Citrato dextrosa), así mismo las preparaciones de PRP mediante los métodos 

de Centrifugado Simple (CS) generalmente dan como resultado una concentración más 

baja de plaquetas y glóbulos blancos (PRP pobres en leucocitos), que los métodos de 

Centrifugado Doble (CD) que dan como resultado una mayor concentración de 

plaquetas y glóbulos blancos (PRP rico en leucocitos), obteniéndose una concentración 

de plaquetas de 2.1 veces (CS) y 7.8 veces (CD) más con respecto al control 

respectivamente8,9 

    

II.  PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACIÓN  

     

II.1. Marco teórico   
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II.1.1. Componentes básicos del PRP 

 

La sangre está conformada por una sustancia intercelular líquida denominada 

plasma, de color amarillento, en el que se hallan en suspensión los hematíes, 

leucocitos y plaquetas10,11. Para poder obtener el plasma, éste se puede separar del 

componente celular mediante el proceso de centrifugación, es decir, hacer girar la 

sangre completa anticoagulada dentro de una centrífuga; debido a que el plasma es 

más ligero, se forma una capa superior amarillenta, mientras que las células 

sanguíneas más densas se ubican en posición inferior del tubo (hematíes caen al 

fondo y los leucocitos se disponen entre los hematíes y el plasma)10,12. 

 

El plasma es una mezcla compleja que constituye el 55% del volumen de la misma 

sangre11. Contiene agua, sales inorgánicas (bicarbonato, cloruro, fosfato), 

compuestos orgánicos y más de 1000 proteínas, cada una de las cuales puede sufrir 

una activación, degradación o eliminación adicional durante el procesamiento, 

almacenamiento y preparación para uso en pacientes 11,13. 

 

Las plaquetas son células anucleadas, discoides, con un diámetro aproximado de 2-

3 µm y cuya función principal es regular la hemostasia11,14. Provienen de células 

nucleadas grandes (30-100 µm) llamadas megacariocitos, quienes residen 

principalmente en la médula ósea14. Un adulto sano produce al día un promedio de 

1x1011 plaquetas, con un tiempo de vida media de 7 a 10 días15.  Las plaquetas 

presentan una ultra estructura plaquetaria que está subdividida en tres áreas 
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topográficas: membrana plaquetaria (cuyo rol principal es mantener la integridad 

vascular y detener posibles sangrado), la región de gránulos y organelas 

intracitoplasmáticas (lugar donde predominan los gránulos α, gránulos delta, 

gránulos lambda y peroxisomas) y la tercera área es el citoesqueleto (formado por 

proteínas motoras)16,17.   

 

Los gránulos de las plaquetas desempeñan funciones muy importantes en la 

hemostasia (Figura 1). Los gránulos delta (también llamados gránulos densos) 

contienen calcio, fósforo inorgánico, serotonina, pirofosfatasa e histamina17,18 y 

tiene la función de facilitar la agregación y adherencia plaquetaria17. Los gránulos 

α  contienen factores de crecimiento, tromboplastina, fibronectina, factores de 

coagulación, entre otros, y son los responsables de la reparación del vaso sanguíneo 

de la agregación y adherencia plaquetaria17. Los gránulos lambda (también 

llamados lisosomas) contienen enzimas hidrolíticas y desempeñan la función de 

ayudar a la resorción del coágulo17. 

 

Las plaquetas también cumplen la función de participar en el proceso de la 

inflamación, el crecimiento de tejidos y la respuesta inmune; todo esto gracias a la 

liberación de compuestos procedentes de los gránulos α y delta, dentro de ellos se 

tienen a los factores de crecimiento y a componentes del sistema de complemento19. 

 

Las plaquetas son fundamentales para mediar los efectos anabólicos del PRP, ello 

debido a la liberación de factores de crecimiento almacenados en sus gránulos α3.  
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Durante las fases iniciales de la reparación de la herida, las plaquetas activadas 

atraen y fomentan la migración celular a la herida al agregarse y formar una matriz 

de fibrina 3.  Esta matriz luego sirve como un andamio tisular para la liberación 

sostenida de factores de crecimiento plaquetario y citocinas, que estimulan el 

reclutamiento, la diferenciación y la comunicación celular 3. 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Estructura de la plaqueta, en ella se pueden apreciar, mitocondrias, 

lisosomas, gránulos α y los gránulos densos 20. 

 

En relación a los leucocitos, se trata de células con núcleo y que entre sus funciones 

se encuentran el actuar como mediadores esenciales de la respuesta inflamatoria, la 

defensa del hospedero contra agentes infecciosos y la cicatrización de heridas 3. Un 

adulto sano presenta entre 6500 y 10 000 leucocitos/mm3 de sangre17. Se clasifican 

en granulocitos (neutrófilos, eosinófilos, basófilos) y agranulocitos (linfocitos y 

monocitos)17. Los neutrófilos son la mayor parte de leucocitos y sus funciones 

principales son fagocitar y destruir a las bacterias con el uso del contenido de sus 

diversos gránulos; los eosinófilos tienen la función de ayudar a eliminar los 

complejos antígeno-anticuerpo y también se encargan de destruir a los gusanos que 



9	
	

actúan como parásitos; los basófilos tienen la función de inducir el proceso 

inflamatorio; los linfocitos se encargan de la inmunidad humoral y celular; 

finalmente, los monocitos son los fagocitos por excelencia y se encargan de 

fagocitar las partículas indeseables y produce citoquinas para el desempeño de las 

reacciones inflamatorias17. 

 

Con todo lo descrito, se resumen que el contenido del PRP predominan las 

plaquetas y leucocitos. El contenido de glóbulos rojos (GR) suele estar ausente o 

muy reducido debido al proceso de centrifugación al que fue sometida la sangre3. 

 

II.1.2. Historia del PRP y factores de crecimiento en medicina regenerativa  

 

En la literatura se encuentra otras formas de mencionar al PRP, entre ellas como 

plasma rico en factores de crecimiento, plasma rico en fibrinógeno y concentrado 

de plaquetas. Los hematólogos crearon este término en 1970 y fue utilizado en el 

contexto de una transfusión para tratar pacientes con trombocitopenia21,22.  Con el 

paso del tiempo, el PRP empezó a usarse en otras ramas de la medicina como 

cirugía maxilofacial21,23, traumatología y deporte3,21,23, cirugía cardiaca21,24, cirugía 

pediátrica21,25, ginecología21,25–27, cirugía plástica21,25,28, oftalmología21,23,25, 

urología21,25,29, dermatología cosmética21,23,25,30, entre otras. 

 

El PRP es un concentrado rico en plaquetas, cuyos niveles son superiores a los 

niveles basales de plaquetas en sangre total31,32. Los valores referenciales normales 
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de plaquetas en sangre total se encuentran en el rango de 150 000 – 350 000 

plaquetas/µL, con un promedio de 200 000 ± 75 000 plaquetas/µL33,34. Se ha 

observado que concentraciones superiores a 1 millón de plaquetas/µL producen 

beneficios clínicos como la estimulación de la cicatrización de heridas, 

angiogénesis, entre otros31,33,34. 

 

Como ya se ha mencionado, las plaquetas contienen dos gránulos básicos: los 

gránulos α y los gránulos densos, los cuales presentan componentes que pueden 

estimular el proceso de cicatrización31,35. Los gránulos α tienen un diámetro de 200-

500 nm y existe un aproximado de 50 a 80 de estos gránulos por plaqueta34. Los 

gránulos densos presentan un diámetro de 200-300 nm y existe un aproximado de 

2 a 7 de estos por plaqueta16. Los gránulos α contienen un gran número de proteínas, 

dentro de las cuales sobresalen los factores de crecimiento plaquetarios (tabla 1) 

por su función de estimular la proliferación celular, ser angiogénicos y 

quimiotácticos16. Los gránulos densos también contienen factores bioactivos como 

la serotonina, histamina, dopamina, calcio y adenosina; quienes también participan 

en la curación de heridas al formar parte del proceso de la inflamación34,36. Las 

plaquetas también presentan un tercer tipo de gránulos (gránulos lisosomales) 

quienes juegan un rol importante en la degradación proteica37. Todos estos factores 

y proteínas de los diferentes gránulos serán usados a favor del PRP. 

 

Tabla 1. Factores de crecimiento y sus respectivas funciones 
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Factores de crecimiento Funciones 

Factor de crecimiento de origen plaquetario 

tipo A, B y C (PDGF A, PDGF B y PDGF C) 

- La función principal es promover la angiogénesis 

a través de los macrófagos. 

- Activa los macrófagos. 

- Facilita la formación de colágeno tipo 1. 

- Actividad mitógena en las células 

mesenquimales, neuronales y microglía.   

Factor de crecimiento de transformación β1 y 

β2 (TGF-β1 y TGF-β2) 

- La función principal es la quimiotaxis.  

- Proliferación y diferenciación de células 

mesenquimales. 

- Promueve síntesis de colágeno por osteoclastos. 

- Induce la diferenciación de células madre 

troncales neuronales. 

Factor de crecimiento fibroblástico (FGF) - Activa proliferación y diferenciación de 

osteoclastos, fibroblastos e inducción de 

fibronectina por estos y por células madres 

troncales neuronales. 

- Actividad proangiogénica. 

Factor de crecimiento insulínico tipo 1 y 2 

(IGF-1 e IGF-2) 

- Induce proliferación y diferenciación de células 

mesenquimales y de revestimiento. 

- Efecto mitótico en la celularidad progenitora 

troncal neuronal. 

- Facilita que los osteoblastos sinteticen fosfatasa 

alcalina, osteocalcina y colágeno tipo 1.  
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Familia del factor de crecimiento endotelial 

vascular (Familia VEGF) 

- Activa quimiotaxis y diferenciación de células 

endoteliales 

- Promueve permeabilidad de los vasos 

sanguíneos. 

Factor de crecimiento epitelial (EGF) - Capacidad pro-apoptótica, quimiotaxis y 

diferenciación de células epiteliales, renales, 

neuronales, gliales y fibroblastos. 

Factor neurotrófico derivado del cerebro 

(BDNF) 

- Proliferación, diferenciación y quimiotaxis de 

células neuronales, microgliales y 

oligodendrocitos.  Remielinización. 

Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) - Proliferación y diferenciación celular, 

quimiotaxis, angiogénesis y síntesis de matriz 

extracelular. 

Fuente: Alcaraz-Rubio J, et al.38; Lia H, et al.34; Marx RE, et al.33 

 

La activación de las plaquetas genera la degranulación de los gránulos α, proceso 

que involucra la fusión de estos gránulos con la membrana celular plaquetaria33,39. 

Posterior a ello, los factores de crecimiento completan su estado bioactivo con la 

adición de histonas y cadenas laterales de carbohidratos en su estructura 

molecular33. Este proceso de activación plaquetaria se ha podido evidenciar con el 

uso de microscopía electrónica39,40, procedimiento en el que se evidencia el cambio 

morfológico que presenta una plaqueta activada y el crecimiento de sus gránulos 

intracitoplasmáticos (Figura 2). Los factores de crecimiento secretados entran en 

contacto con los receptores de membrana de las células del tejido diana, los cuales 
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son proteínas que inducen la activación de señales intracelulares para la 

proliferación celular, formación de matriz, síntesis de colágeno, entre otros33. 

 

Figura 2. Microscopía electrónica de la morfología plaquetaria en reposo (2.1 y 2.2) 

y activada (2.3 y 2.4). Adaptado de Stein et al.40. 

 

Los factores de crecimiento son un grupo de polipéptidos biológicamente activos 

producidos por el cuerpo que pueden estimular la división, crecimiento, 

diferenciación celular, e incluso la apoptosis16.  En relación a las heridas y 

procedimientos quirúrgicos, los factores de crecimiento favorecen su cicatrización 

y reparación38. Estimulan a las células madre mesenquimales adultas, células 

epidérmicas, fibroblastos, osteoblastos y células endoteliales; todo esto debido a 

que todas estas células expresan receptores transmembrana que tienen afinidad a 

los factores de crecimiento del PRP33,41. 

 

2.1	

2.2	

2.3	

2.4	
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La Familia VEGF (tabla 2) está formada por cinco factores de crecimiento de 

glicoproteínas secretada por los mamíferos: VEGF (VEGF-A), VEGF-B, VEGF-

C, VEGF-D y factor de crecimiento placentario (PLGF)42. El VEGF es el principal 

regulador de angiogénesis y actúa estimulando el desarrollo de los vasos 

sanguíneos42. El proceso de empalme alternativo identifica 7 isoformas del VEGF: 

VEGF-A121, VEGF-A145, VEGF-A165, VEGF-A165b, VEGF-A183, VEGF-A189 y 

VEGF-A20642. 

 

Tabla 2. Familia VEGF y sus respectivas características 

Familia VEGF Características 

VEGF (o VEGF-A)  - Miembro principal de la Familia VEGF	

- Codificado por 8 exones42	

- Glicoproteína homodímera de 45 kDa42.	

- Presenta distintas isoformas, siendo la más abundante el 

VEGF-A165
42. 

- Tiene la función de inducir la proliferación de células 

endoteliales, promover la migración celular e inhibir la 

apoptosis43,44. También estimular la permeabilidad vascular44,45 

y regula la vasculogénesis44,46. 

lVEGF-B - Codificado por 7 exones42	

-	Cumple un papel importante en captación de ácidos grasos en 

las células endoteliales, lo cual vital en órganos con alto estrés 

metabólico como el corazón47,48	
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- Presenta la isoforma VEGF-B167 y VEGF-B186
42. 

VEGF-C - Codificado por 7 exones42 

- Su forma inmadura es un dímero de 61 kDa, mientras que su 

forma madura es un homodímero de 21 kDa44. 

- Trabaja sinérgicamente con VEGF-A, aunque es 4-5 veces 

menos potente que este44,49. 

- Induce la angiogénesis e incrementa la permeabilidad 

vascular50,51. 

- Está muy ligado a la formación de endotelio linfático42,50,51. 

VEGF-D (o factor de crecimiento 

inducido por c-Fos [FIGF, por sus 

siglas en inglés]) 

- Codificado por 7 exones42 

- Péptido de 53 kDa 

- Compuesto linfangiogénico, pero de menor potencia que 

VEGF-C44,52.	

Induce la angiogénesis y aumentan permeabilidad vascular51,53. 

PLGF - Codificado por 7 exones del cromosoma 1454,55. 

- Potencia la acción del VEGF, mejorando así la capacidad de 

las células endoteliales a los estímulos angiogénicos42,56. 

- Recluta monocitos y macrófagos, los cuales desempeñan un 

papel esencial en la angiogénesis54,57. 

- Induce la secreción de VEGF desde los monocitos54,55. 

- Cuenta con 4 isoformas: PLGF1, PLGF2, PLGF3 y 

PLGF442,54.	

Fuente:  Holmes DIR, et al.42; D’Arcangelo D, et al.43; Partanen TA, et al.44; Roberts 

WG, et al45; Millauer B, et al.46; Koch S, et al.47; Hagberg CE, et al.48; Jouko V, et al.49; 
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Cao R, et al.50; Dvorak HF, et al.51;. Mäkinen T, et al.52; Rissanen TT, et al.53; Alcaine MJ, 

et al.54; Maglione D, et al.55; Autiero M, et al.56 y Fischer C, et al.57 

 

Por tanto, el VEGF juega un rol importante en la proliferación, migración y 

activación de las células endoteliales, así como en la promoción de la permeabilidad 

de los vasos sanguíneos.  El VEGF tiene una serie de receptores expresados en las 

células endoteliales para mediar la angiogénesis y vasculogénesis.  Este factor de 

crecimiento es regulado por varios factores, incluyendo factores de crecimiento y 

transcripción, hormonas y estímulos mecánicos 58.  VEGF es esencial para el 

desarrollo vascular así como regula la supervivencia de la célula endotelial, 

también es un potente inductor de la permeabilidad vascular y de inflamación 59. 

Por otro lado, la hipoxia es considerada como el mayor conductor de la expresión 

de VEGF, especialmente en tumores tisulares y huesos. Una serie de factores de 

crecimiento que juegan un rol crítico en el desarrollo óseo y reparación ósea 

posnatal también regulan la expresión de VEGF, particularmente en las células 

osteoblásticas.  Por otro lado, bajo estrés mecánico, los osteoblastos liberan VEGF 

y este VEGF estimula respuestas biológicas.  Todos estos factores reguladores de 

VEGF juegan roles críticos en el desarrollo óseo y homeostasis, sugiriendo que la 

modulación de los niveles de VEGF en osteoblastos puede proveer bases para 

estrategias con el objetivo de controlar la reparación y regeneración ósea.  También 

hay inductores eficientes de la expresión de VEGF en las células inflamatorias, así 

como osteoblásticos. VEGF es un factor quimiotáctico para macrófagos/monocitos.  

Dado que los macrófagos liberan factores angiogénicos, VEGF puede estimular la 
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angiogénesis tanto por vía indirecta mediante los macrófagos así como vía directa 

actuando en las células endoteliales 58.  

 

Con respecto a los mecanismos moleculares de la activación plaquetaria durante la 

hemostasis y la formación de trombos, es un mecanismo dinámico, que incluye 

receptores de membrana plaquetaria, señales intracelulares y extracelulares así 

como la liberación de proteínas.	Cuando se daña el endotelio de un vaso sanguíneo, 

la estimulación neural provoca una vasoconstricción transitoria del vaso afectado. 

Además, las células dañadas liberan endotelina, lo que promueve aún más la 

constricción de los vasos en un intento por limitar la pérdida de sangre. El colágeno 

subendotelial queda expuesto en el sitio de la lesión. La glicoproteína plasmática 

factor de von Willebrand (vWF), liberada de los cuerpos de las células endoteliales, 

se une al colágeno expuesto y sirve como sitio de adhesión de las plaquetas a la 

superficie del vaso dañado. Las plaquetas se unen al vWF utilizando su receptor 

GPIb. Esta unión da como resultado un cambio conformacional y la activación de 

las plaquetas, lo que provoca la liberación de mediadores hemostáticos de los 

gránulos de las plaquetas, incluido vWF que se encuentra en los gránulos alfa para 

potenciar la acumulación de plaquetas60. A medida que las plaquetas continúan 

degranulándose y su activación continúa a lo largo de un ciclo de retroalimentación 

positiva, el difosfato de adenosina (ADP) liberado de los gránulos densos se une a 

los receptores P2Y1 y P2Y12 ubicados en la membrana de las plaquetas, 

induciendo la expresión del receptor GPIIb/IIIa. Este receptor plaquetario es la 

integrina más abundante en la superficie plaquetaria que junto con el tromboxano 
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A2 (TXA2) producido por la enzima ciclooxigenasa plaquetaria, permite la 

agregación plaquetaria. Aunque actualmente se está investigando su papel en la 

hemostasia, la serotonina liberada a partir de gránulos densos parece funcionar 

como otro mediador de la agregación plaquetaria al mismo tiempo que promueve 

una mayor vasoconstricción. El fibrinógeno de los gránulos alfa actúa como enlace 

entre los receptores GPIIb/IIIa en diferentes plaquetas. Una vez que las plaquetas 

se han unido, se ha formado un tapón plaquetario temporal, que luego se fortalece 

mediante la cascada de coagulación de la hemostasia secundaria60. 

Con respecto al rol del Ca+2 en la activación de las plaquetas, GPIIbIIIa forma un 

complejo con el Ca+2 a su vez dependiente de la asociación con las subunidades 

de las integrinas α y β. Las señales de adentro hacia afuera en las plaquetas, pueden 

ser estimuladas por agonistas plaquetarios que incluyen a la adenosin difosfato 

(ADP), trombina, o proteínas de la matriz extracelular, que van desde los 

constituyentes principales hasta los secundarios como el colágeno y laminina, estos 

agonistas dirigen el flujo citosólico del Ca+2, resultando en cambios 

conformacionales de GPIIbIIIa de un estado de baja afinidad a uno de alta afinidad, 

requisito importante para ligar proteínas adhesivas incluyendo fibrinógeno y 

fibronectina.  Después de la unión de GPIIbIIIa a estas proteínas, se generan 

eventos de señalización celular de afuera hacia adentro, en el que intervienen 

proteínas G, metabolismo del fosfoinositol a IP3, para mantener y promover aun 

más la activación plaquetaria. En la fase de propagación de formación del tapón 

plaquetario, la movilización de Ca2+, secreción acompañada de ADP y 

tromboxano A2 forman una coalición mediada por receptores de prostanoides 
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P2Y1, P2Y12 y tromboxano para reclutar, activar y formar agregados con otras 

plaquetas61.  El incremento intracelular de los niveles de Ca2+ mediado por IP3, 

está directamente relacionado con la activación plaquetaria, dado que muchas de 

las enzimas comprometidas en los mecanismos de transducción de señales, tales 

como PLA2, PLC y la quinasa de la cadena liviana de la miosina son dependientes 

de Ca2+62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Importancia del Ca+2 en la activación plaquetaria orquestando las 

rutas de señales extracelulares e intracelulares durante la hemostasis. Para ello se 

requiere sinergia entre P2Y1 y P2Y12 para activar la integrina "IIbβ3 (GPIIbIIIa) 

de unión al fibrinógeno, mediado por PLC (Fosfolipasa C), Ca+2 y PI3K (Fosfatidil 

inositol 3 kinasa), luego de la unión de GPIIbIIIa al fibrinógeno se produce la 

polarización de GPIIbIIIa, mas integrinas se van uniendo con el fibrinógeno, 

activando la polimerización de la actina, para la formación de pseudópodos. Las 
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oleadas de Ca+2 dictan el grado de activación de GPIIbIIIa y su correspondiente 

unión al fibrinógeno. 61 

 

La liberación de los factores de crecimiento (FC), de los gránulos alfa, luego de la 

activación plaquetaria, pueden mejorar la reparación tisular mediante diversos 

mecanismos incluyendo la regulación de la inflamación, angiogénesis, síntesis y 

remodelación de nuevos tejidos, por estas razones, el PRP ha sido utilizado en 

diferentes áreas médicas como odontología, cirugía plástica, ortopedia, 

cicatrización de heridas y estética con resultados prometedores 63.   

Una vez que el PRP es mezclado con una sustancia de activación plaquetaria (por 

ejemplo, sales de calcio o trombina) o tiene contacto con el colágeno tisular, éste 

cambia a una forma en gel de fibrina que libera gradualmente los FC 64. 

 

En Latinoamérica, uno de los países que ha documentado referencias del tema es 

Argentina, siendo presentada la primera experiencia en 1990 con la “criolisis 

plaquetaria” y su aplicación en curación de heridas, ya que más adelante los 

estudios de investigación dieron un sustento a esta forma para obtener FC de origen 

plaquetario 65.  Más adelante, la FDA aprobó en 1998 una formulación basada en 

un isómero de un FC, en base a estudios en pacientes diabéticos, con todos estos 

fundamentos y publicaciones internacionales se inició el aval de las posibles 

indicaciones del PRP en curación de heridas en pacientes diabéticos.  Llegando a 

un consenso en el año 2008 por la Sociedad Argentina de Dermatología en el que 

se expresan los fundamentos para la indicación de PRP 65. 
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La reparación de heridas es un proceso dinámico y fisiológico para la regeneración 

de tejidos dañados (figura 3)66.  La cicatrización de heridas fisiológica puede ser 

interrumpida por factores locales (cuerpos extraños en el sitio de la herida, 

maceración del tejido, isquemia o infección) o factores intrínsecos (edad, 

enfermedades inflamatorias, drogas o malnutrición) resultandos en una serie de 

complicaciones clínicas, incluyendo cicatrización anormal, dolor, prurito, 

hemorragia, ulceración, infección y amputación 65. Estas complicaciones afectan la 

tasa de morbilidad y mortalidad, por lo tanto, la cicatrización de heridas en la 

actualidad es un desafío médico 67.  Dado este desafío, para poder ayudar a la 

regeneración de tejidos disminuyendo el periodo de cicatrización se buscó el uso 

de biomateriales regenerativos, en esta búsqueda se encontró el PRP como una 

alternativa 68. 

 

Académicamente, se podrían explicar los términos durante la reparación tisular en 

regeneración tisular, la cual ocurre cuando se produce la sustitución del tejido 

dañado por un nuevo tejido celular; mientras que la reparación tisular o 

cicatrización se basa en el tejido formado en la fase anterior cuando es reemplazado 

por tejido fibroso, el cual da origen a una cicatriz que en muchos casos no es 

funcional (figura 4). 

 

Durante el proceso de cicatrización, una de las fases más importantes es la de 

proliferación, caracterizada por la formación de tejido de granulación y el inicio de 
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la angiogénesis 69. La angiogénesis es el crecimiento o expansión de la red capilar 

microvascular a partir de los vasos pre-existentes 70.  Este proceso tiene como 

mediador fundamental el VEGF 71.  El VEGF representa un FC con una actividad 

pro-angiogénica importante, teniendo un efecto mitótico y anti-apoptótico en las 

células endoteliales, incrementando la permeabilidad vascular y promoviendo la 

migración celular 72.		

 

Figura 4. Regeneración y reparación tisular.  En esta imagen se ejemplifica las fases 

de ambos procesos 73. 

 

El proceso de curación de heridas es complejo y está influenciado por una variedad 

de factores. Durante la cicatrización normal de las heridas, las fases de inflamación, 

proliferación y remodelación ocurren secuencialmente una a continuación de otra 

y en ocasiones se superponen.   
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La investigación referente a curación de heridas mediante los FC, siendo el VEGF 

unos de los FC más importantes por su capacidad angiogénica, ha recibido atención 

especial de las últimas décadas, por el impacto que puede tener, ya que según Han 

G y colaboradores 74, cuando la curación de una herida no progresa normalmente, 

esto puede resultar en una herida crónica y esto se ve en pacientes especialmente 

diabéticos; que según estadísticas, se ha estimado en EE. UU. que una sola úlcera 

diabética puede conllevar un gasto aproximado de $50,000 y la úlceras crónicas en 

general en total ocasionan un gasto al sistema de salud por encima de $25 mil 

millones de dólares al año 74. 

 

En la actualidad, los principales usos y aplicaciones médicas del PRP se pueden 

resumir en la tabla 3.  

Tabla 3. Usos y aplicaciones del PRP en medicina 

Especialidad Aplicaciones 

Manejo de heridas Mejorar la cicatrización, reducir amputaciones, prevenir 

riesgo de infecciones y mejorar la calidad de vida) 75. 

Ortopedia y medicina 

del deporte 

Acelerar la cicatrización, mejorar la calidad tisular, evitar 

las recaídas, retomar el entrenamiento competitivo por 

completo, reducir el dolor, mejorar la funcionalidad y 

detener la progresión de condiciones degenerativas) 75. 

Dermatología Estimular el crecimiento del pelo, evitar cicatrices 
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fibróticas y recuperar sensibilidad) 75. 

Cirugía maxilofacial y 

oral 

Mejorar la calidad y cantidad de hueso regenerado, mejorar 

la densidad ósea, prevenir pérdida sanguínea y reducir el 

dolor post-operatorio) 75. 

Cirugía plástica Mejorar la supervivencia de los injertos de grasa, reducir 

complicaciones y reducir el número de intervenciones) 75. 

Ginecología Mejorar el grosor endometrial mediante inyecciones 

endometriales y mejorar la función ovárica mediante 

inyecciones intra ováricas) 75. 

Otorrinolaringología Cicatrización de la membrana timpánica) 76. 

Urología Función eréctil) 77. 

 

Oftalmología Mejorar la lubricación mediante aplicación tópica, evitar 

cicatrices fibróticas y reducir complicaciones 75. 

 

  

II.1.3. Métodos de obtención y cuantificación de factores de crecimiento 

 

En la literatura se encuentran una gran variedad de conceptos en cuanto a la 

cantidad de plaquetas requeridas para calificar como PRP, existen diferentes 

protocolos para la obtención de PRP, de acuerdo a cada sistema y cada autor, 

así mismo existen, incluso, kits para este propósito. Algunos autores presentan 
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metodologías que implican dos centrifugados en su procesamiento, otros 

simplemente uno, y existe una amplia variación en cuanto a los tiempos de 

centrifugado, como lo expresan diferentes investigaciones 78. 

 

A pesar de la creciente popularidad de los tratamientos con PRP, en la 

actualidad, existe una gran variedad de opciones tanto de kits comerciales, así 

como de preparaciones manuales, sin embargo, al comparar los resultados 

obtenidos, como conteo plaquetario o liberación de factores de crecimiento son 

variables, siendo hasta la fecha un reto indicar cuál es la metodología óptima 

para su preparación 6.   

 

La variabilidad en la composición celular en las preparaciones del PRP puede 

crear un desafío metodológico para los investigadores, dado que los resultados 

obtenidos en los estudios previos pueden ser difíciles de interpretar si las 

preparaciones del PRP son inconsistentes 21,79. 

 

Por lo tanto, la preparación adecuada del PRP puede ayudar a que este secrete 

muchos FC en concentraciones altas, por este motivo, la estandarización de la 

preparación del PRP es muy importante, ya que variaciones en la 

concentración de PRP usualmente conlleva a una disminución y poca 

sostenibilidad en el efecto reparador en la regeneración tisular.  
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En esta orientación la investigación tiene como propósito brindar información 

y comparar la liberación del Factor de VEGF del PRP según diferentes 

concentraciones de Gluconato de Calcio al 10 % (Glu.Ca) variando el tiempo 

y fuerza gravitacional de centrifugación ya que el desconocimiento del proceso 

de obtención o la falta de información puede conllevar a equívocos sobre la 

cantidad de VEGF obtenido para los diferentes procedimientos médicos. 

 

Finalmente, para lograr la cuantificación del factor de crecimiento VEGF un 

método utilizado es el “Enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA), que 

por estudios previos, tanto los autores Kobayashi et al. como Qiao et al. 

concuerdan que los valores de VEGF de PRP cuantificados mediante ELISA 

se ha identificado que pueden encontrarse en rangos de 31.20-2,000 

pg/mL.80,81  

 

II.2. Justificación del estudio  

 

La existencia de muchos métodos de obtención de PRP y su activación con Ca+2 para 

la liberación de factores de crecimiento es muy variable, no existe un método 

estandarizado, demanda tiempo y trabajo, el estudio busca comparar la liberación del 

VEGF del PRP según diferentes concentraciones de Glu.Ca variando el tiempo y fuerza 

gravitacional de centrifugación, con la finalidad de buscar una estandarización del 

método de obtención PRP y liberación de VEGF, permitiendo así el uso correcto del 

preparado. Así mismo los resultados encontrados sumarán a las bases teóricas 
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existentes respecto al PRP y la liberación VEGF, de utilidad en medicina regenerativa 

y cosmética. Cabe señalar que en el Perú no existe un protocolo estandarizado, ni 

mucho menos se controla y se mide los FC, liberados a partir de PRP, generando 

incertidumbre en los tratamientos regenerativos aplicados, afectando directamente al 

paciente en cuanto a tiempo y dinero, durante el tratamiento.  A pesar de ello, ya esta 

aceptado el uso de Plasma Rico en Plaquetas por el Ministerio de Salud del Perú, 

mediante la Resolución Directoral N° 208 2016-SA-DG-INR mediante el Ministerio 

de Gestión de Servicios de Salud y el Instituto Nacional de Rehabilitación.82  A nivel 

mundial se están proponiendo posibles estandarización, aún así hasta la fecha de 

emisión de este informe no hay un protocolo oficial estandarizado.4 

 

Por estas razones, se tomó como referencia los tiempos y fuerza gravitacional del 

estudio por Roh y colaboradores para la obtención del Plasma Rico en Plaquetas (PRP), 

mediante dos métodos de centrifugado; Centrifugación Simple (CS) (900 g x 5 min) y 

Centrifugación Doble (CD) (900 g x 5 min, seguido de 1500 g x 15 min).  En relación 

a la activación de PRP, se tomó como referencia al Gluconato de Calcio (Glu.Ca) al 

10%, en dilución que se ha sido propuesta por Roh et al. así como Gkini et al. y Giraldo 

et al. a una dilución 1/10 de Glu.Ca (0.01 g/mL) en PRP.9,83,84 Para optimizar la 

liberación de VEGF, mediante la activación de Glu.Ca sobre PRP, se planteo evaluar 

las siguientes diluciones de Glu.Ca: 1/5 (0.02 g/mL), 1/10 (0.01 g/mL y 1/20 (0.005 

g/mL) en PRP obtenido mediante CS y CD. 
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II.3. Hipótesis 

El tratamiento de PRP con Glu.Ca 10% (peso/volumen) a diferentes diluciones y 

concentraciones; 1/5 (0.02 g/mL), 1/10 (0.01 g/mL y 1/20 (0.005 g/mL) permitirá 

optimizar la liberación del VEGF en PRP obtenido por los métodos de Centrifugación 

Simple (CS) y Centrifugación Doble (CD).	

          

II.4. Objetivos                   

II.4.1. Objetivo general  

Comparar las cantidades liberadas de VEGF en PRP activado con diferentes 

diluciones Glu.Ca, en PRP obtenido por los métodos de Centrifugación simple (CS) 

y Centrifugación doble (CD).    

             

II.4.2. Objetivos específicos  

• Obtener PRP mediante dos métodos diferentes de centrifugado; 

Centrifugación Simple (CS) y Centrifugación Doble (CD). 	

• Cuantificar el VEGF en PRP, liberado mediante activación con diferentes 

diluciones y concentraciones de Glu.Ca. 10%; 1/5 (0.02 g/mL), 1/10 (0.01 

g/mL y 1/20 (0.005 g/mL).	

• Evaluar y comparar estadísticamente la cantidad liberada del VEGF, en PRP 

obtenido en la etapa pre-centrífuga, CS y CD, y sometido a la activación 

respectiva con diferentes diluciones y concentraciones de Glu.Ca 10%; 1/5 

(0.02 g/mL), 1/10 (0.01 g/mL y 1/20 (0.005 g/mL). 



29	
	

              

III. METODOLOGÍA         

          

III.1. Diseño del estudio  

Se trata de un estudio con enfoque cuantitativo porque la realidad estudiada es una 

situación independiente a la realidad del investigador y no está modificada por las 

observaciones realizadas, se busca ser lo más objetivo posible, se aplica la lógica 

deductiva, la posición del investigador es neutral al fenómeno estudiado, los 

antecedentes son cruciales para las etapas del proceso de la investigación, porque se 

realizó una búsqueda sistemática de la literatura que permitió encontrar variables 

susceptibles a ser medidas, las hipótesis planteadas fueron antes de ejecutar el estudio 

y porque los datos recolectados se presentan en forma de números es que son analizados 

estadísticamente85. 

 

Es de tipo experimental porque se realizó una acción determinada sobre los 

participantes y se esperó observar las consecuencias de dicha acción, en otras palabras, 

existe manipulación intencional de las variables independientes para analizar las 

consecuencias sobre la variable dependiente85. La técnica de experimentación es ex-

vivo dado que se ha extraído de los organismos vivos sustancias que serán incluidas en 

el proceso de investigación86; para el caso del presente estudios, la sustancia extraída 

es el plasma sanguíneo. Realizar un estudio experimental implica realizar un análisis 

comparativo con el objetivo de buscar diferencias entre grupos o momentos de 

experimentación. 
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El protocolo de la presente investigación fue aprobado por el Comité de Ética de la 

Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH) (anexo 1) (CONSTANCIA 2070-07-

17; código de inscripción: 100568), así como su respectiva enmienda (anexo 2). Se 

garantizó la confidencialidad de los datos recolectados, los cuales se encuentran 

codificados imposibilitando el futuro reconocimiento de los participantes de quienes se 

obtuvo la muestra; de esta forma se cumple con las pautas éticas estipuladas en la 

Declaración de Helsinki. Todos los participantes fueron voluntarios que aceptaron 

participar mediante la firma del consentimiento informado (anexo 3). 

 

III.2. Población de estudio y muestra  

El tamaño de muestra se obtuvo con el uso del programa estadístico Epidat versión 4.2. 

Se utilizó el módulo de contraste de hipótesis para la comparación de medias 

independientes y con varianzas distintas. Se usó como referencia el estudio de Kushida 

S et al, 201487 y se consideró los siguientes parámetros, los cuales fueron solicitados 

por el mismo programa estadístico: 

• Desviación estándar de la población 1: Se consideró como población 1 a 

aquella en la que se empleó el método de CD. El estudio de Kushida S et al. 

estudió 4 metodologías de CD para obtención de PRP. Se eligió las 

metodologías de Magellan® y Kyocera® como aquellas en quienes la 

fuerza y tiempo de centrifugación ([610 x g en 4 min + 1240 x g en 6 min] 

y [600 x g en 7 min + 2000 x g en 5 min], respectivamente) fueron similares 

a la fuerza y tiempo de centrifugación de la CD de la presente investigación: 
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900 x g en 5 min + 1500 x g en 15 min. La media del VEGF de Magellan® 

fue 48, mientras que la de Kyocera® fue de 43. Dado que los autores de 

Kushida, et al. no reportaron el valor de VEGF de cada sujeto de estudio 

por cada metodología, no fue posible obtener la desviación estándar de 

forma directa. Es así que se optó por considerar la media de cada 

metodología como si tratara del valor puntual de un solo sujeto de 

investigación; por lo tanto: la media obtenida a partir de 48 y 43 fue 45.5 y 

la desviación estándar fue 3.535. Esta desviación estándar se registró en la 

opción que el EPIDAT solicitaba como desviación estándar de la 

población 1. 

• Desviación estándar de la población 2: Se consideró como población 2 a 

aquella en la que se empleó el método de CS. El estudio de Kushida S et al. 

estudió 3 metodologías de CS para obtención de PRP (Selphyl®, 

MyCells®, Dr. Shin’s System®). Se eligió las metodologías de MyCells® 

y Dr. Shin’s System® como aquellas en quienes la fuerza y tiempo de 

centrifugación ([2054 x g en 7 min] y [1720 x g en 8 min], respectivamente) 

fueron similares a la fuerza y tiempo de centrifugación de la CS de la 

presente investigación: 900 x g en 5 min + 1500 x g en 15 min. La media 

del VEGF de MyCells® fue 39, mientras que la de Dr. Shin’s System® fue 

de 30. Dado que los autores de Kushida, et al. no reportaron el valor de 

VEGF de cada sujeto de estudio por cada metodología, no fue posible 

obtener la desviación estándar de forma directa. Es así que se optó por 

considerar la media de cada metodología como si tratara del valor puntual 
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de un solo sujeto de investigación; por lo tanto: la media obtenida a partir 

de 39 y 30 fue 34.5 y la desviación estándar fue 6.36. Esta desviación 

estándar se registró en la opción que el EPIDAT solicitaba como desviación 

estándar de la población 2. 

• Diferencia de medias: Calculado a partir de las medias descritas 

previamente: 45.5 y 34.5. El resultado ingresado en la opción que el 

EPIDAT solicitaba como diferencia de medias a detectar fue de 10. 

Se utilizó un nivel de confianza al 95 % y una razón de tamaños muéstrales igual a 1. 

Con todo ello, el tamaño de muestra calculado fue de 12 participantes (figura 4), a lo 

que se agregó un 66 % de penalización por pérdidas, por lo que el número objetivo a 

reclutar fue de 20 participantes. 

 

Figura 4. Cálculo del tamaño de muestra 

 

Los criterios de inclusión fueron el dar la aceptación de participación mediante la firma 
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del consentimiento informado y tener una edad entre los 18-40 años. Los criterios de 

exclusión fueron: presencia de antecedentes de trastornos sanguíneos (alteraciones en 

la coagulación), fumador, trastornos metabólicos (diabetes mellitus, obesidad), 

medicación concomitante de antiagregantes plaquetarios, proceso inflamatorio o 

infeccioso concomitante. Para garantizar que se cumplan los criterios de inclusión y 

exclusión, se revisó las fichas y registros de cada voluntario que participó en el estudio. 

 

III.3. Procedimientos 

El estudio se llevó a cabo en el Banco de Sangre del Hospital Cayetano Heredia (BS-

HCH), hospital ubicado en la ciudad de Lima (Perú). Este servicio, para el proceso de 

donación de sangre y de forma rutinaria, entrevista a todas las personas que tienen la 

intención de donar sangre y registra la información en una ficha para uso propio del 

servicio. El promedio de donaciones diarias es de 60 personas. 

 

El investigador principal del presente estudio, luego de solicitar los permisos 

pertinentes, acudió al BS-HCH y solicitó las fichas de los donantes que en dicho 

momento se encontraban en proceso de donación de sangre. Se seleccionó las fichas de 

los donantes que cumplieron con los criterios de elegibilidad del estudio, se les consultó 

si deseaban participar de la investigación y, los que aceptaron, se les hizo firmar el 

consentimiento informado. Es así que se logró reclutar a 20 voluntarios.  

 

Al personal del BS-HCH se le entregó 8 tubos de ensayo de marca VacutainerTM por 

cada uno de los 20 voluntarios reclutados, luego se les indicó que cada tubo lo llenen 



34	
	

con 3 mL de la sangre proveniente del capuchón anexo a la bolsa colectora durante el 

proceso de donación de sangre de cada uno de los donantes seleccionados (figura 5). 

Es así que el total de tubos de ensayo disponibles para el proceso de experimentación 

fueron de 160. Cada tubo de ensayo presentó citrato de sodio como anticoagulante. 

 

La recolección de sangre de los 20 voluntarios se realizó en un solo día (conforme iban 

llegando los donantes a BS-HCH). De manera inmediata (no más de 5 minutos) a la 

recolección de sangre de cada voluntario, se procedió a realizar el conteo basal de 

parámetros hematológicos (GR, GB y plaquetas) seleccionando uno de los 8 tubos de 

ensayo que le correspondió a cada voluntario que brindó la muestra de sangre. Se 

realizó este proceso con un total de 20 tubos (uno por cada voluntario) y se utilizó el 

analizador hematológico del hospital (figura 5), el cual fue manipulado por personal 

de BS-HCH que se encontraba en actividad laboral en dicho momento. Culminado este 

proceso, se rotuló los 160 tubos (figura 5) con los números del 1 al 20 y con las letras 

A o B de la siguiente forma: 

• A cada voluntario le correspondieron 8 tubos de ensayo, por lo que cuatro 

de ellos se rotuló con la letra A (lo cual significó que serían procesados con 

CS) y los cuatro restantes se rotuló con la letra B (lo cual significó que 

serían procesado con CD). 

• El total de voluntarios fueron 20 personas, por lo que los grupos de 8 tubos 

de cada voluntario se rotuló con el número de orden del voluntario 

seleccionado. 
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• Por ejemplo: El voluntario número 1 brindó muestras de sangre para 8 tubos 

de ensayo. Cuatro tubos fueron rotulados con la letra A y los cuatro restantes 

con la letra B. Los ocho tubos se rotularon con el número 1 dado que este 

era el número de orden del voluntario. 

 

Finalizado el conteo basal de parámetros hematológicos, en otro ambiente se realizó la 

centrifugación de los 160 tubos de ensayo (figura 5) de la siguiente forma: 

• Los 4 tubos rotulados con la letra A se sometió a CS con una fuerza de 900 

g en 5 minutos. 

• Los 4 tubos rotulados con la letra B se sometió a CD con una fuerza de 900 

g en 5 minutos y luego una fuerza de 1500 g los siguientes 15 minutos. 

El centrifugado fue realizado por el tecnólogo médico que se encontraba en actividad 

laboral en dicho momento. Finalizada la centrifugación, los tubos de ensayo se 

derivaron nuevamente a realizar el conteo de parámetros hematológicos, pero esta vez 

se los cuantificó en el PRP sobrenadante, es así que se obtuvo el registro del conteo 

plaquetario post CS y post CD (figura 5). Mayores detalles del conteo plaquetario pre 

y post centrifugación se detallan en el punto 5.4. de la presente investigación. 
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Figura 5. Etapas experimentales desde la recolección de sangre hasta el conteo de 

parámetros hematológicos (GR, GB y plaquetas) post centrifugación 

A: Centrifugación simple, B: Centrifugación doble 

 

Como última etapa, los tubos de ensayo se derivaron a un último ambiente en donde se 

procesó añadiendo Glu.Ca al 10 % (Laboratorios Unidos S.A. Cada ampolla de 10mL 

contiene: Gluconato de Calcio H2O - 0.993g.  Excipientes: Calcio sacarato, agua para 

inyección c.s.p. – Calcio: 0.465 mEq/mL)   sobre el PRP, obteniéndose las siguientes 

diluciones del Glu.Ca en el PRP: 1/5, 1/10 y 1/20; manteniendo un volumen final de 

250 uL. Esto se realizó de acuerdo a lo especificado a continuación para grupo de 8 

tubos (figura 6). 

Para la liberación del VEGF, todas las diluciones de Glu.Ca en PRP fueron incubadas 

por 30 min. a temperatura ambiente. 
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• A 2 tubos sólo se le añadió 250 uL de PRP: A estos tubos no se les 

añadió Glu.Ca. Un tubo estuvo previamente rotulado con la letra A (con 

PRP obtenido por CS) y el otro, con la letra B (con PRP obtenido por 

CD). Debido a que el PRP de estos tubos carecían de activación con 

dilución con Glu.Ca, se les agregó el rotulado de D0. 

• A 2 tubos se añadió 50 uL de Glu.Ca + 200 uL de PRP (dilución 1/5): 

A estos tubos sí se les añadió Glu.Ca. Un tubo estuvo previamente 

rotulado con la letra A (con PRP obtenido por CS) y el otro, con la letra 

B (con PRP obtenido por CD). Debido a que estos tubos sí presentaban 

activación con Glu.Ca, se les agregó a cada uno el rotulado de D1, lo 

cual significaba que presentaron una dilución 1/5 de Glu.Ca al 10 %, 

concentración de 0.02 g/mL de Glu.Ca en PRP. 

• A 2 tubos se añadió 25 uL de Glu.Ca + 225 uL de PRP (dilución 1/10): 

A estos tubos sí se les añadió Glu.Ca. Un tubo estuvo previamente 

rotulado con la letra A (con PRP obtenido por CS) y el otro, con la letra 

B (con PRP obtenido por CD). Debido a que el PRP de estos tubos sí 

presentaban activación con Glu.Ca, se les agregó a cada uno el rotulado 

de D2, lo cual significaba que presentaron una dilución 1/10 de Glu.Ca 

al 10 %, concentración de 0.01 g/mL de Glu.Ca en PRP. 

• A 2 tubos se añadió 12.5 uL de Glu.Ca + 237.5 uL de PRP (dilución 

1/20): A estos tubos sí se les añadió Glu.Ca. Un tubo estuvo 
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previamente rotulado con la letra A (con PRP obtenido por CS) y el 

otro, con la letra B (con PRP obtenido por CD). Debido a que el PRP de 

estos tubos sí presentaban activación con presentaba Glu.Ca, se les 

agregó el rotulado de D3, lo cual significaba que presentaron una 

dilución 1/20 de Glu.Ca al 10 %, concentración de 0.005 g/mL de 

Glu.Ca en PRP. 

 

Figura 6. Etapas experimentales post centrifugación 

A/CS: Centrifugación simple; B/CD: Centrifugación doble; D0: sin dilución de 

Glu.Ca al 10 % en PRP; D1: dilución de Glu.Ca al 10 % en 1/5 (0.02 g/mL); D2: 

dilución de Glu.Ca al 10 % en 1/10 (0.01 g/mL); D3: dilución de Glu.Ca al 10 % en 

1/20 (0.005 g/mL). 

 

Una vez cada obtenido los 8 tubos de ensayos con las diferentes diluciones de Glu.Ca 

al 10 % en PRP por cada voluntario, estas diluciones fueron incubadas por 30 minutos 
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a temperatura ambiente para la liberación de VEGF, paso siguiente fue realizar la 

cuantificación del VEGF a través del ensayo ELISA. En el punto 5.5 de la presente 

investigación se brindan mayores detalles de la estrategia en la placa de ELISA de 96 

pozos. 

 

En la figura 7 se presenta un flujograma del procedimiento de experimentación desde 

la toma de muestra hasta la cuantificación del VEGF. 

 

Figura 7. Flujograma donde se muestra las condiciones de centrifugación para obtener 

plasma rico en plaquetas, así como su activación con Glu.Ca al 10 % a diferentes 

diluciones. para la liberación del VEGF. 

Enrolamiento de 20 voluntarios 
sanos BS-HCH y obtención de 30 
mL/voluntario de sangre total, a 

partir de la bolsa satélite. 

Colección de  4 tubos tipo vacutainer, 
con citrato de sodio ( aprox. 3 mL). 
Para el método de Centrifugación 

Simple (900 g x 5 min).

Colección de  4 tubos tipo vacutainer, con 
citrato de sodio ( aprox. 3 mL). Para el método 
de Centrifugación Doble (900 g x 5 min. y 1500 

g x 15 min).

Obtención de PRP, seguido 
de activación con Glu.Ca 

(10%)

Obtención de PRP, seguido 
de activación con Glu.Ca 

(10%)

PRP sin 
activar D0 

GluCa:PRP
D1 (1/5)

GluCa:PRP
D2 (1/10)

GluCa:PRP
D3 (1/20)

Cuantificación de VEGF mediante ensayo de Elisa directo tipo Sándwich 

Resultados y análisis estadístico

GluCa:PRP
D3 (1/20)

GluCa:PRP
D2 (1/10)

GluCa:PRP
D1 (1/5)

PRP sin 
activar D0 
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PRP: Plasma rico en plaquetas; D0: sin dilución de Glu.Ca al 10 % en PRP; D1: 

dilución de Glu.Ca al 10 % en 1/5 (0.02 g/mL); D2: dilución de Glu.Ca al 10 % en 

1/10 (0.01 g/mL); D3: dilución de Glu.Ca al 10 % en 1/20 (0.005 g/mL). 

 

 

III.4. Conteo de plaquetas y parámetros hematológicos 

Las muestras de sangre fueron analizadas para obtener los parámetros hematológicos 

celulares (recuento de plaquetas, GR y GB), mediante el uso del analizador 

hematológico CELL-DYN Emerald del Laboratorio Abbott. Estos parámetros fueron 

medidos en tres momentos: basal, post CS y post CD. 

La medición basal se realizó de manera indistinta eligiendo uno de los 8 tubos de cada 

uno de los 20 voluntarios. La medición post CS se realizó del PRP extraído de uno de 

los 4 tubos sometidos a CS de cada uno de los 20 voluntarios. La medición post CD se 

realizó del PRP extraído de uno de los 4 tubos sometidos a CD de cada uno de los 20 

voluntarios. 

Para garantizar el adecuado recuento de los componentes celulares de las muestras, el 

analizador hematológico se encontraba al día en su cronograma de calibración 

programado por el BS-HCH. 

Las mediciones de los parámetros hematológicos por cada voluntario fueron 

registradas en una hoja Excel, para ello, se clasificó estas mediciones en 3 momentos: 

pre-centrífuga, post CS y post CD. 

 

III.5. Ensayo de ELISA  



41	
	

La determinación de VEGF fue realizado con el “Human VEGF ELISA Kit” de la 

marca Invitrogen®, Thermo Fisher Scientific, número de referencia KHG0111 (ahora 

en adelante: kit ELISA).  El kit de ELISA presenta una sensibilidad analítica de < 5 

pg/mL y un rango de ensayo de 0 - 1500 pg/mL88. Además, según el proveedor en 

relación a la especificidad del Kit, analizando el VEGF, no presenta reacción cruzada 

como las siguientes moléculas: Human IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-15, 

EGF, FGF basic, FGF acidic, G-CSF, GM-CSF, IFN-γ, RANTES, SCF, TGF-α, and 

TNF-α; mouse IL-1β, IL-6, IL-10, G-CSF, GM-CSF, IFN-γ, y TNF-α; rat IL-1β, IL-6, 

IL-10, GM-CSF, IFN-γ, y TNF-α.88 

 

Este kit ELISA tiene como finalidad reconocer y cuantificar de la familia VEGF 

(VEGF-A, -B, -C, -D, -E, -F), solo al VEGF-A y sus seis principales isoformas (VEGF-

A121, 145, 165, 183, 189 y 206), para ello realiza una  captura tipo “sándwich” por intermedio 

de un anticuerpo monoclonal con especificidad para VEGF A,  fijado en la fase sólida 

de la placa de ELISA88. Esta interacción es revelada mediante un complejo formado 

por un anticuerpo secundario anti-VEGF biotinilado + la enzima Horseradish 

Peroxidase (HRP) unida a la proteína estreptavidina (SA); el sustrato cromógeno 

tetrametilbencidina (TMB) da una coloración azulada al ser oxidado por la enzima HRP 

y como paso final la adición de la solución de Stop en cada pocillo de la placa de 

ELISA, cambiando la coloración azulada a amarilla por ser analizada la placa 

finalmente a una absorbancia de 450nm.88 (figura 8).  
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Figura 8. Principio del método de cuantificación del VEGF con el kit ELISA. 

mAb: anticuerpo monoclonal de captura anti-VEGF; Analyte: VEGF; mAb-biotin: 

anticuerpo monoclonal anti-VEGF unido a biotina; Streptavidine-enzime: enzima 

HRP unida a SA; Susbtrate: TMB. Fuente: Imagen procedente de Mabtech89 

 

Para la cuantificación del VEGF, según las recomendaciones del fabricante (figura 9), 

se confeccionó una curva de estándar, para la cual se reconstituyó el vial conteniendo 

HuVEGF (Human VEGF) a una concentración de 10 000 pg/mL, luego mediante 

dilución seriada de logró obtener los siguientes puntos para la curva estándar:  

• Std1: 1,500 pg/mL 

• Std2: 750 pg/mL 

• Std3: 375 pg/mL 

• Std4: 188 pg/mL 

• Std5: 93.8 pg/mL 



43	
	

• Std6: 46.9 pg/mL 

• Std7: 23.4 pg/mL 

• Std0: 0 pg/mL,  

 

Figura 9. Elaboración de la curva estándar HuVEGF mediante dilución seriada. 

 

Todas las muestras fueron incubadas por 30 min, a temperatura ambiente luego del 

tratamiento con Glu.Ca al 10%.  

 

5.5.1. Experimentación con el kit ELISA para las muestras de la 1 a la 5 

Se utilizó una primera placa de ELISA para cuantificar la liberación del VEGF, a 

partir del PRP tratado con diferentes diluciones de Glu.Ca, de las 5 primeras muestras 

de sangre de los voluntarios (figura 10). Para cada muestra se estableció 2 columnas 

de la placa ELISA con el objetivo de realizar la medición de la absorbancia por 

duplicado. Las últimas 2 columnas de la placa de ELISA correspondieron al lugar de 

medición de la absorbancia para la curva estándar. 
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Figura 10. Diseño de la placa de ELISA de 96 pozos para las muestras de la 1 a la 5. 

A: método CS; B: método CD; D0: sin dilución de Glu.Ca al 10 % en PRP; D1: 

dilución de Glu.Ca al 10 % en 1/5 (0.02 g/mL); D2: dilución de Glu.Ca al 10 % en 

1/10 (0.01 g/mL); D3: dilución de Glu.Ca al 10 % en 1/20 (0.005 g/mL). 

 

El resultado de la absorbancia de cada uno de los pozos se restó con el resultado de 

absorbancia del pozo St0 (Abs. 0.072), el cual será utilizado como “ruido de fondo” 

(figura 11A). Es así que ahora se obtienen los resultados de absorbancias más reales 

(figura 11B), los cuales se procedieron a promediar con su respectivo duplicado 

obteniendo las absorbancias promedio para cada muestra (figura 11C). 

 

Figura 11A. Resultado crudo de absorbancias 

 

A 1AD0 1AD0 2AD0 2AD0 3AD0 3AD0 4AD0 4AD0 5AD0 5AD0 St1 St1

B 1AD1 1AD1 2AD1 2AD1 3AD1 3AD1 4AD1 4AD1 5AD1 5AD1 St2 St2

C 1AD2 1AD2 2AD2 2AD2 3AD2 3AD2 4AD2 4AD2 5AD2 5AD2 St3 St3

D 1AD3 1AD3 2AD3 2AD3 3AD3 3AD3 4AD3 4AD3 5AD3 5AD3 St4 St4

E 1BD0 1BD0 2BD0 2BD0 3BD0 3BD0 4BD0 4BD0 5BD0 5BD0 St5 St5

F 1BD1 1BD1 2BD1 2BD1 3BD1 3BD1 4BD1 4BD1 5BD1 5BD1 St6 St6

G 1BD2 1BD2 2BD2 2BD2 3BD2 3BD2 4BD2 4BD2 5BD2 5BD2 St7 St7

H 1BD3 1BD3 2BD3 2BD3 3BD3 3BD3 4BD3 4BD3 5BD3 5BD3 St0 Blk

Muestra 5 Curva EstandarMuestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0.071 0.074 0.067 0.065 0.081 0.077 0.065 0.066 0.067 0.071 1.245 1.204 450

B 0.111 0.112 0.086 0.081 0.132 0.134 0.078 0.083 0.074 0.075 0.878 0.862 450

C 0.126 0.126 0.085 0.090 0.162 0.163 0.094 0.099 0.076 0.074 0.576 0.571 450

D 0.090 0.095 0.069 0.075 0.100 0.095 0.072 0.078 0.071 0.067 0.332 0.342 450

E 0.066 0.068 0.065 0.064 0.075 0.075 0.068 0.068 0.067 0.068 0.213 0.213 450

F 0.069 0.071 0.068 0.069 0.084 0.079 0.070 0.073 0.074 0.071 0.151 0.157 450

G 0.071 0.074 0.068 0.068 0.083 0.081 0.070 0.070 0.077 0.074 0.115 0.114 450

H 0.074 0.071 0.070 0.069 0.083 0.084 0.072 0.079 0.076 0.075 0.072 0.048 450
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Figura 11B. Resultado ajustado de absorbancias 

 

 

Figura 11C. Promedio de absorbancias 

 

 

Figura 11. Estrategias para el análisis de absorbancias. Figura 11A: datos crudos de 

absorbancia a 450nm; Figura 11B: Absorbancias corregidas sin ruido de fondo; 

Figura 11C: Promedio de absorbancias de muestras del 1 al 5 y promedio de 

absorbancias de la curva estándar para VEGF. 

A: método centrifugación simple; B: método centrifugación doble 

 

Los resultados de absorbancia de cada muestra fueron analizados con el uso del 

programa GraphPad Prism Versión 5.01 mediante un análisis de regresión de lineal de 

4 parámetros (4PL), con el objetivo de lograr una curva (figura 12) con un mejor ajuste 

a través de los diferentes puntos90. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A -0.001 0.002 -0.005 -0.007 0.009 0.005 -0.007 -0.006 -0.005 -0.001 1.173 1.132 450

B 0.039 0.040 0.014 0.009 0.060 0.062 0.006 0.011 0.002 0.003 0.806 0.790 450

C 0.054 0.054 0.013 0.018 0.090 0.091 0.022 0.027 0.004 0.002 0.504 0.499 450

D 0.018 0.023 -0.003 0.003 0.028 0.023 0.000 0.006 -0.001 -0.005 0.260 0.270 450

E -0.006 -0.004 -0.007 -0.008 0.003 0.003 -0.004 -0.004 -0.005 -0.004 0.141 0.141 450

F -0.003 -0.001 -0.004 -0.003 0.012 0.007 -0.002 0.001 0.002 -0.001 0.079 0.085 450

G -0.001 0.002 -0.004 -0.004 0.011 0.009 -0.002 -0.002 0.005 0.002 0.043 0.042 450

H 0.002 -0.001 -0.002 -0.003 0.011 0.012 0.000 0.007 0.004 0.003 0.000 450

A 450

B 450

C 450

D 450

E 450

F 450

G 450

H 4500.001 -0.002 0.012 0.004 0.004 0.000
0.001 -0.004 0.010 -0.002 0.004 0.043
-0.002 -0.003 0.010 0.000 0.001 0.082

0.003 -0.003 0.265
-0.005 -0.007 0.003 -0.004 -0.004 0.141

0.798
0.054 0.016 0.091 0.025 0.003 0.502

0.001 -0.006 0.007 -0.006 -0.003 1.153
Muestra 5 Curva Estandar

0.040 0.012 0.061 0.009

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4

0.003

0.021 0.000 0.026
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Figura 12. Curva estándar 4PL, utilizada para la obtención del VEGF de las muestras 1 a 

la 5. 

 

A partir de la curva estándar se obtuvo los valores finales del VEGF en pg/mL, según 

cada muestra (figura 13A), los cuales se multiplicaron por 2 dado que el preparado 

inicial fue diluido 1/2 (figura 13B). 

 

Figura 13A. Resultado de VEGF 

 

Figura 13B. Resultado de VEGF ajustado por factor de dilución = 2 

A pg/mL

B pg/mL

C pg/mL

D pg/mL

E pg/mL

F pg/mL

G pg/mL

H pg/mL

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5 Curva Estandar
0.439
22.179
30.659
11.120
0.000
0.000
0.439
0.439

6.124
8.320

0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

3.453
34.987
54.129
13.972
1.405
5.045
5.045
6.124

4.510
13.398
1.405
0.000
0.000
0.000
1.907

1.405
1.405
0.000
0.000
0.439
1.907
1.907

0.0000.000

Plate 1 Curva estandard VEGF
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Figura 13. Resultados de VEGF (pg/mL); figura 13A: resultados de VEGF 

obtenidos luego de la extrapolación de los valores de absorbancia con la curva 

estándar obtenido mediante análisis de regresión de 4 parámetros; figura 13B 

resultados finales luego de multiplicar por 2 (factor de dilución de la muestra en el 

ensayo de ELISA). 

A: método centrifugación simple; B: método centrifugación doble 

 

La cantidad de PRP utilizado en los tubos con D0 fue de 250 µL, sin embargo, en el 

resto de tubos se utilizó una menor cantidad de PRP (D1: 200 µL, D2:225 µL, D3: 

237.5 µL). Por lo tanto, fue necesario aplicar un factor de corrección a los tubos 

diluidos con Glu.Ca con el objetivo de semejarlo las proporciones de liberación de 

VEGF. Se consideró que la cantidad de PRP de los tubos con D0 fue como 1, por lo 

que la cantidad de VEGF obtenido en los tubos con D1 se ajustaron a 1.20, el VEGF 

obtenidos de los tubos con D2 se ajustaron a 1.10 y el VEGF obtenidos en los tubos 

con D3 se ajustaron a 1.05. 

 

5.5.2. Experimentación con el kit ELISA para las muestras de la 6 a la 9 

Se utilizó una segunda placa de ELISA para cuantificar la liberación del VEGF, a 

partir del PRP tratado con diferentes diluciones de Glu.Ca, de las muestras de sangre 

A pg/mL

B pg/mL

C pg/mL

D pg/mL

E pg/mL

F pg/mL

G pg/mL

H pg/mL0.877 0.000 12.249 3.813 3.813
0.877 0.000 10.089 0.000 3.813
0.000 0.000 10.089 0.000 0.877
0.000 0.000 2.810 0.000 0.000
22.240 0.000 27.943 2.810 0.000
61.317 16.639 108.259 26.795 2.810
44.359 12.249 69.973 9.020 2.810
0.877 0.000 6.906 0.000 0.000

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5 Curva Estandar
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de los voluntarios del 6 al 9 (figura 14). Para cada muestra se estableció 2 columnas 

de la placa ELISA con el objetivo de realizar la medición de la absorbancia por 

duplicado. Las últimas 2 columnas de la placa de ELISA correspondieron al lugar de 

medición de la absorbancia para la curva estándar. 

 

Figura 14. Diseño de la placa de ELISA de 96 pozos para las muestras de la 6 a la 9 

(los espacios en blanco no se colocaron las tiras de ELISA, por falta de muestras en el 

ensayo). 

A: método CS; B: método CD; D0: sin dilución de Glu.Ca al 10 % en PRP; D1: 

dilución de Glu.Ca al 10 % en 1/5 (0.02 g/mL); D2: dilución de Glu.Ca al 10 % en 

1/10 (0.01 g/mL); D3: dilución de Glu.Ca al 10 % en 1/20 (0.005 g/mL). 

 

El resultado de la absorbancia de cada uno de los pozos se restó con el resultado de 

absorbancia del pozo St0 (Abs. 0.076), el cual será utilizado como “ruido de fondo” 

(figura 15A). Es así que ahora se obtienen los resultados de absorbancias más reales 

(figura 15B), los cuales se procedieron a promediar con su respectivo duplicado de 

control obteniendo las absorbancias promedio para cada muestra (figura 15C). 

A 6AD0 6AD0 7AD0 7AD0 8AD0 8AD0 9AD0 9AD0 St1 St1

B 6AD1 6AD1 7AD1 7AD1 8AD1 8AD1 9AD1 9AD1 St2 St2

C 6AD2 6AD2 7AD2 7AD2 8AD2 8AD2 9AD2 9AD2 St3 St3

D 6AD3 6AD3 7AD3 7AD3 8AD3 8AD3 9AD3 9AD3 St4 St4

E 6BD0 6BD0 7BD0 7BD0 8BD0 8BD0 9BD0 9BD0 St5 St5

F 6BD1 6BD1 7BD1 7BD1 8BD1 8BD1 9BD1 9BD1 St6 St6

G 6BD2 6BD2 7BD2 7BD2 8BD2 8BD2 9BD2 9BD2 St7 St7

H 6BD3 6BD3 7BD3 7BD3 8BD3 8BD3 9BD3 9BD3 St0 Blk

Muestra 6 Muestra 7 Muestra 8 Muestra 9 Curva Estandar
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Figura 15A. Resultado crudo de absorbancias 

 

 

Figura 15B. Resultado ajustado de absorbancias 

 

 

Figura 15C. Promedio de absorbancias 

 

Figura 15. Estrategias para el análisis de absorbancias. Figura 15A: datos crudos de 

absorbancia a 450nm); Figura 15B: Absorbancias corregidas sin ruido de fondo; 

Figura 15C: Promedio de absorbancias de muestras del 6 al 9 y promedio de 

absorbancias de la curva estándar para VEGF. 

A: método centrifugación simple; B: método centrifugación doble 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0.076 0.08 0.081 0.078 0.077 0.077 0.083 0.084 1.277 1.305 450

B 0.096 0.088 0.076 0.08 0.081 0.081 0.109 0.112 0.931 0.921 450

C 0.092 0.09 0.082 0.081 0.088 0.084 0.107 0.118 0.575 0.591 450

D 0.089 0.088 0.074 0.076 0.084 0.085 0.117 0.115 0.347 0.353 450

E 0.073 0.074 0.074 0.072 0.073 0.072 0.083 0.084 0.222 0.221 450

F 0.075 0.077 0.074 0.074 0.074 0.076 0.084 0.086 0.157 0.158 450

G 0.074 0.077 0.072 0.076 0.074 0.074 0.083 0.085 0.113 0.112 450

H 0.078 0.075 0.077 0.08 0.078 0.076 0.088 0.088 0.076 0.049 450

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0.000 0.004 0.005 0.002 0.001 0.001 0.007 0.008 1.201 1.229 450

B 0.020 0.012 0.000 0.004 0.005 0.005 0.033 0.036 0.855 0.845 450

C 0.016 0.014 0.006 0.005 0.012 0.008 0.031 0.042 0.499 0.515 450

D 0.013 0.012 -0.002 0.000 0.008 0.009 0.041 0.039 0.271 0.277 450

E -0.003 -0.002 -0.002 -0.004 -0.003 -0.004 0.007 0.008 0.146 0.145 450

F -0.001 0.001 -0.002 -0.002 -0.002 0.000 0.008 0.01 0.081 0.082 450

G -0.002 0.001 -0.004 0.000 -0.002 -0.002 0.007 0.009 0.037 0.036 450

H 0.002 -0.001 0.001 0.004 0.002 0.000 0.012 0.012 0.000 450

A 450

B 450

C 450

D 450

E 450

F 450

G 450

H 4500.0005 0.0025 0.0010 0.0120 0.0000
-0.0005 -0.0020 -0.0020 0.0080 0.0365
0.0000 -0.0020 -0.0010 0.0090 0.0815
-0.0025 -0.0030 -0.0035 0.0075 0.1455
0.0125 -0.0010 0.0085 0.0400 0.2740
0.0150 0.0055 0.0100 0.0365 0.5070
0.0160 0.0020 0.0050 0.0345 0.8500
0.0020 0.0035 0.0010 0.0075 1.2150

Muestra 6 Muestra 7 Muestra 8 Muestra 9 Curva Estandar
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Los resultados de absorbancia de cada muestra fueron analizados con el uso del 

programa GraphPad Prism Versión 5.01 mediante un análisis de regresión de lineal de 

4 parámetros (4PL), con el objetivo de lograr una curva (figura 16) con un mejor ajuste 

a través de los diferentes puntos90. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Curva estándar 4PL, utilizada para la obtención del VEGF de las muestras 

6 a la 9. 

 

A partir de la curva estándar se obtuvo los valores finales del VEGF en pg/mL, según 

cada muestra (figura 17A), los cuales se multiplicaron por 2 dado que la muestra inicial 

fue diluido  1/2 en el ensayo (figura 17B). 

Figura 17A. Resultado de VEGF 

 

A pg/mL

B pg/mL

C pg/mL

D pg/mL

E pg/mL

F pg/mL

G pg/mL

H pg/mL

5.017
7.480

0.000
0.651

0.000
1.913

0.000
0.651

0.000 0.000 0.000 5.634
0.000 0.000 0.000 5.017
8.095 0.000 5.634 24.665
9.323 3.781 6.250 22.819
9.936 1.285 3.160 21.590
1.285 2.538 0.651 5.017

Muestra 6 Muestra 7 Muestra 8 Muestra 9 Curva Estandar
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Figura 17B. Resultado de VEGF ajustado por factor de dilución = 2 

 

Figura 17. Resultados de VEGF (pg/mL); figura 17A: resultados de VEGF 

obtenidos luego de la extrapolación de los valores de absorbancia con la curva 

estándar obtenido mediante análisis de regresión de 4 parámetros; figura 17B 

resultados finales luego de multiplicar por 2 (factor de dilución de la muestra en el 

ensayo de ELISA). 

A: método centrifugación simple; B: método centrifugación doble 

 

La cantidad de PRP utilizado en los tubos con D0 fue de 250 µL, sin embargo, en el 

resto de tubos se utilizó una menor cantidad de PRP (D1: 200 µL, D2:225 µL, D3: 

237.5 µL). Por lo tanto, fue necesario aplicar un factor de corrección a los tubos 

diluidos con Glu.Ca con el objetivo de semejarlo las proporciones de liberación de 

VEGF. Se consideró que la cantidad de PRP de los tubos con D0 fue como 1, por lo 

que la cantidad de VEGF obtenido en los tubos con D1 se ajustaron a 1.20, el VEGF 

obtenidos de los tubos con D2 se ajustaron a 1.10 y el VEGF obtenidos en los tubos 

con D3 se ajustaron a 1.05. 

 

5.5.3. Experimentación con el kit ELISA para las muestras de la 10 a la 14 

A pg/mL

B pg/mL

C pg/mL

D pg/mL

E pg/mL

F pg/mL

G pg/mL

H pg/mL

Muestra 6 Muestra 7 Muestra 8 Muestra 9 Curva Estandar

1.302 3.826 1.302 14.961
0.000 0.000 0.000 10.034
0.000 0.000 0.000 11.268
0.000 0.000 0.000 10.034
16.190 0.000 11.268 49.330
18.645 7.561 12.500 45.638
19.872 2.570 6.320 43.179
2.570 5.076 1.302 10.034
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Se utilizó una tercera placa de ELISA para cuantificar la liberación del VEGF, a partir 

del PRP tratado con diferentes diluciones de Glu.Ca, de las muestras de sangre de los 

voluntarios del 10 al 14 (figura 18). Para cada muestra se estableció 2 columnas de la 

placa ELISA con el objetivo de realizar la medición de la absorbancia por duplicado. 

Las últimas 2 columnas de la placa de ELISA correspondieron al lugar de medición de 

la absorbancia para la curva estándar. 

 

 

Figura 18. Diseño de la placa de ELISA de 96 pozos para las muestras de la 10 a la 

14. 

A: método CS; B: método CD; D0: sin dilución de Glu.Ca al 10 % en PRP; D1: 

dilución de Glu.Ca al 10 % en 1/5 (0.02 g/mL); D2: dilución de Glu.Ca al 10 % en 

1/10 (0.01 g/mL); D3: dilución de Glu.Ca al 10 % en 1/20 (0.005 g/mL). 

 

El resultado de la absorbancia de cada uno de los pozos se restó con el resultado de 

absorbancia del pozo St0 (Abs. 0.078), el cual será utilizado como “ruido de fondo”  

(figura 19A). Es así que ahora se obtienen los resultados de absorbancias más reales 

A 10AD0 10AD0 11AD0 11AD0 12AD0 12AD0 13AD0 13AD0 14AD0 14AD0 St1 St1

B 10AD1 10AD1 11AD1 11AD1 12AD1 12AD1 13AD1 13AD1 14AD1 14AD1 St2 St2

C 10AD2 10AD2 11AD2 11AD2 12AD2 12AD2 13AD2 13AD2 14AD2 14AD2 St3 St3

D 10AD3 10AD3 11AD3 11AD3 12AD3 12AD3 13AD3 13AD3 14AD3 14AD3 St4 St4

E 10BD0 10BD0 11BD0 11BD0 12BD0 12BD0 13BD0 13BD0 14BD0 14BD0 St5 St5

F 10BD1 10BD1 11BD1 11BD1 12BD1 12BD1 13BD1 13BD1 14BD1 14BD1 St6 St6

G 10BD2 10BD2 11BD2 11BD2 12BD2 12BD2 13BD2 13BD2 14BD2 14BD2 St7 St7

H 10BD3 10BD3 11BD3 11BD3 12BD3 12BD3 13BD3 13BD3 14BD3 14BD3 St0 Blk

Muestra 10 Muestra 11 Muestra 12 Muestra 13 Muestra 14 Curva Estandar
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(figura 19B), los cuales se procedieron a promediar con su respectivo duplicado de 

control obteniendo las absorbancias promedio para cada muestra (figura 19C). 

Figura 19A. Resultado crudo de absorbancias 

 

 

Figura 19B. Resultado ajustado de absorbancias 

 

 

Figura 19C. Promedio de absorbancias 

 

 

Figura 19. Estrategias para el análisis de absorbancias. Figura 19A: datos crudos de 

absorbancia a 450nm); Figura 19B: Absorbancias corregidas sin ruido de fondo; 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0.076 0.076 0.081 0.082 0.073 0.076 0.074 0.075 0.084 0.086 1.307 1.303 450

B 0.179 0.179 0.098 0.098 0.086 0.085 0.075 0.074 0.125 0.124 0.943 0.87 450

C 0.174 0.158 0.095 0.099 0.084 0.09 0.076 0.077 0.137 0.137 0.586 0.599 450

D 0.077 0.078 0.081 0.083 0.075 0.078 0.075 0.075 0.097 0.102 0.354 0.353 450

E 0.077 0.075 0.078 0.078 0.069 0.071 0.076 0.075 0.081 0.081 0.231 0.224 450

F 0.077 0.076 0.081 0.079 0.071 0.072 0.077 0.083 0.087 0.086 0.158 0.162 450

G 0.081 0.081 0.081 0.082 0.071 0.075 0.077 0.08 0.085 0.089 0.122 0.123 450

H 0.082 0.085 0.082 0.084 0.075 0.074 0.084 0.082 0.089 0.087 0.078 0.05 450

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A -0.002 -0.002 0.003 0.004 -0.005 -0.002 -0.004 -0.003 0.006 0.008 1.229 1.225 450

B 0.101 0.101 0.02 0.02 0.008 0.007 -0.003 -0.004 0.047 0.046 0.865 0.792 450

C 0.096 0.08 0.017 0.021 0.006 0.012 -0.002 -0.001 0.059 0.059 0.508 0.521 450

D -0.001 0.000 0.003 0.005 -0.003 0.000 -0.003 -0.003 0.019 0.024 0.276 0.275 450

E -0.001 -0.003 0.000 0.000 -0.009 -0.007 -0.002 -0.003 0.003 0.003 0.153 0.146 450

F -0.001 -0.002 0.003 0.001 -0.007 -0.006 -0.001 0.005 0.009 0.008 0.08 0.084 450

G 0.003 0.003 0.003 0.004 -0.007 -0.003 -0.001 0.002 0.007 0.011 0.044 0.045 450

H 0.004 0.007 0.004 0.006 -0.003 -0.004 0.006 0.004 0.011 0.009 0.000 450

A 450

B 450

C 450

D 450

E 450

F 450

G 450

H 4500.0055 0.0050 -0.0035 0.0050 0.0100 0.0000
0.0030 0.0035 -0.0050 0.0005 0.0090 0.0445
-0.0015 0.0020 -0.0065 0.0020 0.0085 0.0820
-0.0020 0.0000 -0.0080 -0.0025 0.0030 0.1495
-0.0005 0.0040 -0.0015 -0.0030 0.0215 0.2755
0.0880 0.0190 0.0090 -0.0015 0.0590 0.5145
0.1010 0.0200 0.0075 -0.0035 0.0465 0.8285
-0.0020 0.0035 -0.0035 -0.0035 0.0070 1.2270

Muestra 10 Muestra 11 Muestra 12 Muestra 13 Muestra 14 Curva Estandar
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Figura 19C: Promedio de absorbancias de muestras del 10 al 14 y promedio de 

absorbancias de la curva estándar para VEGF. 

A: método centrifugación simple; B: método centrifugación doble 

 

Los resultados de absorbancia de cada muestra fueron analizados con el uso del 

programa GraphPad Prism Versión 5.01 mediante un análisis de regresión de lineal de 

4 parámetros (4PL), con el objetivo de lograr una curva (figura 20) con un mejor ajuste 

a través de los diferentes puntos90. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Curva estándar 4PL, utilizada para la obtención del VEGF de las muestras 

10 a la 14. 

 

A partir de la curva estándar se obtuvo los valores finales del VEGF en pg/mL, según 

cada muestra (figura 21A), los cuales se multiplicaron por 2 dado que en el preparado 

inicial fue diluido 1/2 en el ensayo (figura 21B). 

Figura 21A. Resultado de VEGF 
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Figura 21B. Resultado de VEGF ajustado por factor de dilución = 2 

 

Figura 21. Resultados de VEGF (pg/mL); figura 21A: resultados de VEGF 

obtenidos luego de la extrapolación de los valores de absorbancia con la curva 

estándar obtenido mediante análisis de regresión de 4 parámetros; figura 21B 

resultados finales luego de multiplicar por 2 (factor de dilución de la muestra en el 

ensayo de ELISA). 

A: método centrifugación simple; B: método centrifugación doble 

 

La cantidad de PRP utilizado en los tubos con D0 fue de 250 µL, sin embargo, en el 

resto de tubos se utilizó una menor cantidad de PRP (D1: 200 µL, D2:225 µL, D3: 

237.5 µL). Por lo tanto, fue necesario aplicar un factor de corrección a los tubos 

diluidos con Glu.Ca con el objetivo de semejarlo las proporciones de liberación de 

VEGF. Se consideró que la cantidad de PRP de los tubos con D0 fue como 1, por lo 

que la cantidad de VEGF obtenido en los tubos con D1 se ajustaron a 1.20, el VEGF 

obtenidos de los tubos con D2 se ajustaron a 1.10 y el VEGF obtenidos en los tubos 

A pg/mL

B pg/mL

C pg/mL

D pg/mL

E pg/mL

F pg/mL

G pg/mL

H pg/mL

1.330 1.808 0.000 0.412 4.300
2.787 2.294 0.000 2.294 4.812

0.000 0.000 0.000 0.000 1.330
0.000 0.863 0.000 0.863 3.791

50.349 9.572 4.300 0.000 32.517
0.000 1.808 0.000 0.000 11.203

Muestra 10 Muestra 11 Muestra 12 Muestra 13 Muestra 14 Curva Estandar
0.000 1.808 0.000 0.000 3.287
58.606 10.114 3.791 0.000 25.402

A pg/mL

B pg/mL

C pg/mL

D pg/mL

E pg/mL

F pg/mL

G pg/mL

H pg/mL

0.000 3.616 0.000 0.000 6.573
Muestra 10 Muestra 11 Muestra 12 Muestra 13 Muestra 14 Curva Estandar

5.575 4.588 0.000 4.588 9.625
2.660 3.616 0.000 0.824 8.599
0.000 1.726 0.000 1.726 7.582
0.000 0.000 0.000 0.000 2.660
0.000 3.616 0.000 0.000 22.407
100.699 19.144 8.599 0.000 65.035
117.212 20.227 7.582 0.000 50.805
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con D3 se ajustaron a 1.05. 

 

5.5.4. Experimentación con el kit ELISA para las muestras de la 15 a la 20 

Se utilizó una cuarta placa de ELISA para cuantificar la liberación del VEGF, a partir 

del PRP tratado con diferentes diluciones de Glu.Ca, de las muestras de sangre de los 

voluntarios del 15 al 20 (figura 22). Para cada muestra se estableció 2 columnas de la 

placa ELISA con el objetivo de realizar la medición de la absorbancia por duplicado. 

Las últimas 2 columnas de la placa de ELISA correspondieron al lugar de medición de 

la absorbancia para la curva estándar. 

 

Figura 22. Diseño de la placa de ELISA de 96 pozos para las muestras de la 15 a la 

19. La muestra 20 fue evaluada en paralelo utilizando un soporte adicional.  

A: método CS; B: método CD; D0: sin dilución de Glu.Ca al 10 % en PRP; D1: 

dilución de Glu.Ca al 10 % en 1/5 (0.02 g/mL); D2: dilución de Glu.Ca al 10 % en 

1/10 (0.01 g/mL); D3: dilución de Glu.Ca al 10 % en 1/20 (0.005 g/mL). 

 

El resultado de la absorbancia de cada uno de los pozos se restó con el resultado de 

absorbancia del pozo St0 (Abs. 0.078), el cual será utilizado como “ruido de fondo”  

A 15AD0 15AD0 16AD0 16AD0 17AD0 17AD0 18AD0 18AD0 19AD0 19AD0 St1 St1 20AD0 20AD0

B 15AD1 15AD1 16AD1 16AD1 17AD1 17AD1 18AD1 18AD1 19AD1 19AD1 St2 St2 20AD1 20AD1

C 15AD2 15AD2 16AD2 16AD2 17AD2 17AD2 18AD2 18AD2 19AD2 19AD2 St3 St3 20AD2 20AD2

D 15AD3 15AD3 16AD3 16AD3 17AD3 17AD3 18AD3 18AD3 19AD3 19AD3 St4 St4 20AD3 20AD3

E 15BD0 15BD0 16BD0 16BD0 17BD0 17BD0 18BD0 18BD0 19BD0 19BD0 St5 St5 20BD0 20BD0

F 15BD1 15BD1 16BD1 16BD1 17BD1 17BD1 18BD1 18BD1 19BD1 19BD1 St6 St6 20BD1 20BD1

G 15BD2 15BD2 16BD2 16BD2 17BD2 17BD2 18BD2 18BD2 19BD2 19BD2 St7 St7 20BD2 20BD2

H 15BD3 15BD3 16BD3 16BD3 17BD3 17BD3 18BD3 18BD3 19BD3 19BD3 St0 Blk 20BD3 20BD3

Muestra 15 Muestra 16 Muestra 17 Muestra 18 Muestra 20Curva EstandarMuestra 19
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(figura 23A). Es así que ahora se obtienen los resultados de absorbancias más reales 

(figura 23B), los cuales se procedieron a promediar con su respectivo duplicado de 

control obteniendo las absorbancias promedio para cada muestra (figura 23C). 

Figura 23A. Resultado crudo de absorbancias 

 

 

Figura 23B. Resultado ajustado de absorbancias 

 

 

Figura 23C. Promedio de absorbancias 

 

 

Figura 23. Estrategias para el análisis de absorbancias. Figura 23A: datos crudos de 

absorbancia a 450nm; Figura 23B: Absorbancias corregidas sin ruido de fondo; 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2
A 0.083 0.083 0.077 0.078 0.085 0.087 0.078 0.079 0.086 0.085 1.439 1.44 0.095 0.095 450

B 0.088 0.087 0.125 0.123 0.158 0.16 0.121 0.12 0.169 0.167 1.005 0.966 0.234 0.227 450

C 0.09 0.091 0.139 0.143 0.085 0.085 0.132 0.126 0.182 0.183 0.635 0.621 0.213 0.222 450

D 0.09 0.09 0.13 0.132 0.104 0.101 0.118 0.114 0.139 0.144 0.387 0.383 0.17 0.159 450

E 0.076 0.075 0.084 0.081 0.085 0.086 0.077 0.073 0.08 0.135 0.246 0.238 0.091 0.088 450

F 0.084 0.079 0.084 0.082 0.085 0.085 0.076 0.075 0.084 0.083 0.164 0.166 0.091 0.091 450

G 0.075 0.075 0.081 0.081 0.084 0.083 0.077 0.075 0.083 0.083 0.12 0.122 0.09 0.086 450

H 0.079 0.077 0.083 0.087 0.086 0.088 0.078 0.075 0.083 0.083 0.078 0.055 0.095 0.095 450

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2
A 0.005 0.005 -0.001 0 0.007 0.009 0 0.001 0.008 0.007 1.361 1.362 0.017 0.017 450

B 0.01 0.009 0.047 0.045 0.08 0.082 0.043 0.042 0.091 0.089 0.927 0.888 0.156 0.149 450

C 0.012 0.013 0.061 0.065 0.007 0.007 0.054 0.048 0.104 0.105 0.557 0.543 0.135 0.144 450

D 0.012 0.012 0.052 0.054 0.026 0.023 0.04 0.036 0.061 0.066 0.309 0.305 0.092 0.081 450

E -0.002 -0.003 0.006 0.003 0.007 0.008 -0.001 -0.005 0.002 0.057 0.168 0.16 0.013 0.01 450

F 0.006 0.001 0.006 0.004 0.007 0.007 -0.002 -0.003 0.006 0.005 0.086 0.088 0.013 0.013 450

G -0.003 -0.003 0.003 0.003 0.006 0.005 -0.001 -0.003 0.005 0.005 0.042 0.044 0.012 0.008 450

H 0.001 -0.001 0.005 0.009 0.008 0.01 0 -0.003 0.005 0.005 0 0.017 0.017 450

A 450

B 450

C 450

D 450

E 450

F 450

G 450

H 450

1.3615 0.01700.0075

0.0125 0.0630

0.0050 -0.0005 0.0080 0.0005
0.0095 0.0460 0.0810 0.0425 0.9075 0.15250.0900

0.0070 0.0510 0.55000.1045

0.1640 0.01150.0295

0.1395
0.0120 0.0530 0.0245 0.0380 0.3070 0.08650.0635

0.0430 0.01000.0050
0.0035 0.0050 0.0070 -0.0025 0.0870 0.01300.0055
-0.0030 0.0030 0.0055 -0.0020

-0.0025 0.0045 0.0075 -0.0030

0.0000 0.0070 0.0090 -0.0015 0.0000 0.01700.0050

Muestra 20Muestra 15 Muestra 16 Muestra 17 Muestra 18 Muestra 19 Curva Estandar
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Figura 23C: Promedio de absorbancias de muestras del 15 al 20 y promedio de 

absorbancias de la curva estándar para VEGF. 

A: método centrifugación simple; B: método centrifugación doble 

 

Los resultados de absorbancia de cada muestra fueron analizados con el uso del 

programa GraphPad Prism Versión 5.01 mediante un análisis de regresión de lineal de 

4 parámetros (4PL), con el objetivo de lograr una curva (figura 24) con un mejor ajuste 

a través de los diferentes puntos90. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Curva estándar 4PL utilizada para la obtención del VEGF de las muestras 

15 a la 20. 

 

A partir de la curva estándar se obtuvo los valores finales del VEGF en pg/mL, según 

cada muestra (figura 25A), los cuales se multiplicaron por 2 dado que el preparado 

inicial fue diluido 1/2 en el ensayo (figura 25B). 

Figura 25A. Resultado de VEGF 

Plate 4 Curva estandard VEGF
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Figura 25B. Resultado de VEGF ajustado por factor de dilución = 2 

 

Figura 25. Resultados de VEGF (pg/mL); figura 25A: resultados de VEGF 

obtenidos luego de la extrapolación de los valores de absorbancia con la curva 

estándar obtenido mediante análisis de regresión de 4 parámetros; figura 25B 

resultados finales luego de multiplicar por 2 (factor de dilución de la muestra en el 

ensayo de ELISA). 

A: método centrifugación simple; B: método centrifugación doble 

 

La cantidad de PRP utilizado en los tubos con D0 fue de 250 µL, sin embargo, en el 

resto de tubos se utilizó una menor cantidad de PRP (D1: 200 µL, D2:225 µL, D3: 

237.5 µL). Por lo tanto, fue necesario aplicar un factor de corrección a los tubos 

diluidos con Glu.Ca con el objetivo de semejarlo las proporciones de liberación de 

VEGF. Se consideró que la cantidad de PRP de los tubos con D0 fue como 1, por lo 

que la cantidad de VEGF obtenido en los tubos con D1 se ajustaron a 1.20, el VEGF 

obtenidos de los tubos con D2 se ajustaron a 1.10 y el VEGF obtenidos en los tubos 

con D3 se ajustaron a 1.05. 

A pg/mL

B pg/mL

C pg/mL

D pg/mL

E pg/mL

F pg/mL

G pg/mL

H pg/mL

5.229
0.000 3.643 4.699 0.0000 2.591 8.960
0.000 1.546 2.854 0.0000 2.591

6.025
1.806 2.591 3.643 0.0000 2.854 6.823
0.000 2.329 3.907 0.0000 15.709

78.717
6.291 28.643 12.998 20.352 34.518 47.585
6.557 34.237 3.643 27.531 57.998

8.960
4.964 24.759 44.436 22.827 49.597 86.571

Muestra 17 Muestra 18 Muestra 19 Curva Estandar Muestra 20
2.591 0.000 4.171 0.253 3.907

Muestra 15 Muestra 16

A pg/mL

B pg/mL

C pg/mL

D pg/mL

E pg/mL

F pg/mL

G pg/mL

H pg/mL

Muestra 15 Muestra 16 Muestra 17 Muestra 18 Muestra 19 Curva Estandar Muestra 20
5.183 0.000 8.341 0.506 17.9217.813
9.928 49.518 88.872 45.653 173.14399.194
13.114 68.474 7.286 55.062 157.433115.997
12.582 57.287 25.995 40.704 95.17069.036

13.647
0.000 4.659 7.813 0.000 12.05031.418

5.708

17.921
0.000 3.091 5.708 0.000 10.458
0.000 7.286 9.399 0.000

3.613 5.183 7.286 0.000
5.183
5.183
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III.6. Análisis estadístico  

Para evaluar las diferencias entre los diferentes procedimientos, el análisis se dividió 

en dos momentos: 

• Análisis estadístico del conteo de plaquetas pre-centrífuga vs. el conteo 

obtenido mediante métodos de CS y CD: Para evaluar la distribución de 

los datos numéricos del conteo de plaquetas se utilizó histogramas y 

estadísticas de normalidad (Shapiro test), estas evidenciaron una 

distribución no normal. También se evaluó la homogeneidad de 

varianzas (Levene test) lo que evidenció varianzas desiguales. 

Consecuencia a estas evaluaciones, la prueba estadística más idónea a 

la no normalidad y heterocedasticidad (diferencia de varianzas) entre 

los 3 grupos (pre-centrífuga, CS y CD) es Welch's heteroscedastic F test 

and Welch's heteroscedastic F test with trimmed means and Winsorized 

variances (Fwt). Luego, se usó el test de Pairwise Wilcoxon con el 

objetivo de identificar cuál de los 3 grupos son los diferentes91. 

• Análisis estadístico de los valores cuantificados de VEGF teniendo en 

consideración las diferentes modalidades de centrifugación y las 

diferentes diluciones de Glu.Ca: El objetivo fue realizar la comparación 

de la cuantificación del VEGF según 2 factores: presencia de Glu.Ca 

(D0: sin dilución, D1: dilución 1/5 [0.02 g/mL], D2: dilución 1/10 [0.01 

g/mL] y D3: dilución 1/20 [0.005 g/mL] y método de centrifugación 
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(CS y CD). Para evaluar la distribución de los datos numéricos de las 

cuantificaciones del VEGF se utilizó histogramas y estadísticas de 

normalidad (Shapiro test), estas evidenciaron una distribución no 

normal. También se evaluó la homogeneidad de varianzas (Levene test) 

lo que evidenció varianzas desiguales. Por todo esto, inicialmente se 

intentó usar Fwt; sin embargo, esto no fue factible debido a la existencia 

y repetición de subgrupos por cada factor: diferentes diluciones de 

Glu.Ca (D0, D1, D2, D3) y diferentes opciones de centrífuga (CS y CD). 

Es por ello que se optó por realizar un análisis por separado de la 

siguiente forma:  

o Análisis de cuantificación de VEGF en las muestras de PRP con 

diferentes opciones de centrifugación (CS y CD). 

o Análisis de cuantificación de VEGF en las muestras de PRP con 

diferentes diluciones de Glu.Ca (D0, D1, D2 y D3), con CS. 

o Análisis de cuantificación de VEGF en las muestras de PRP con 

diferentes diluciones de Glu.Ca (D0, D1, D2 y D3), con CD. 

Para cada uno de estos análisis fue posible el cumplimiento de los supuestos para el 

uso de Fwt  (Welch's heteroscedastic F test with trimmed means and Winsorized 

variances) y su respectivo análisis comparativo con el test de Pairwise Wilcoxon. 

Para todos los análisis se utilizó el programa estadístico R, V.4.1.2 y se consideró un 

intervalo de confianza al 95 % y un valor alfa de 0.05.  
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IV. RESULTADOS                     

IV.1. Datos epidemiológicos de los donantes enrolados  

Se enrolaron 20 donantes voluntarios, el 75 % de ellos fue del sexo masculino, la 

mediana de la edad fue de 33.5 años (rango: 18-40), la mediana del peso fue de 70.5 

kg (rango: 55-100), la talla promedio fue de 1.67 metros (DE: ± 0.08) y el índice de 

masa corporal (IMC) mediana fue de 25.89 kg/m2 (rango: 20.29-29.82).  En el anexo 

4 se detallan los datos puntuales de cada uno de los voluntarios. 

 

IV.2. Parámetros hematológicos y análisis de los métodos de 

concentración de plaquetas 

El conteo plaquetario, GB y GR de las 20 muestras de sangre de los voluntarios sanos 

durante el periodo basal (pre-centrífuga), post CS y post CD se muestran en la tabla 

4. Se aprecia que la presencia de GR como agente contaminante fue eliminado en la 

CS y CD. Con respecto a la mediana de la presencia de GB en comparación con la 

mediana del control pre-centrifuga (6.90 x 103), en el método de CS (0.80 x 103) 

disminuyó en 88.41 %, mientras que en el método de CD (21.65 x 103) se triplicó 

(313.77 %). Con respecto a la mediana de la concentración de plaquetas en 

comparación con la mediana del control pre-centrífuga (250.0 x 103 plaquetas/uL), con 

los métodos de CS y CD se concentró 1.63 (408.50 x 103 plaquetas/uL) y 2.13 (532.50 

x 103 plaquetas/uL) veces, respectivamente.  

 

Tabla 4. Recuento de parámetros hematológicos según momento de centrifugación 
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Donante GB (x 103 /uL) GR (x 106 /uL) Plaquetas (x 103 /uL) 

Pre-C Post CS Post CD Pre-C Post CS Post 

CD 

Pre-C Post CS Post CD 

1 6.3 0.7 24.6 5.28 0.02 0 250 307 521 

2 5.3 0.5 12.9 4.55 0.01 0 223 341 326 

3 7.2 0.8 22.3 5.54 0.01 0 250 396 563 

4 7.9 0.9 46.5 4.44 0.01 0 267 446 710 

5 8.6 0.9 30.2 5.56 0.03 0 333 734 634 

6 7 2 21.7 4.68 0.03 0 313 778 436 

7 4.8 0.7 17.3 5.12 0.02 0 290 542 582 

8 7.8 0.6 14.1 4.81 0.02 0 313 450 397 

9 7.3 0.5 26.7 4.36 0.02 0 409 371 701 

10 6.6 0.8 24.7 4.29 0.03 0 243 422 606 

11 6.8 0.4 47.1 4.92 0.02 0 208 329 713 

12 7.6 0.5 20.2 4.82 0.03 0 215 383 441 

13 7.8 1.4 21.6 4.95 0.03 0 208 397 415 

14 6.7 0.5 9.4 4.78 0.01 0 232 426 366 

15 5.6 0.4 13.3 4.76 0.02 0 334 619 929 

16 6.7 0.9 25.6 4.46 0.01 0 300 385 535 

17 6.2 1.3 20.9 5.02 0.04 0 265 562 566 

18 7.8 0.8 13.4 4.8 0.01 0 246 382 388 

19 9.9 1.8 29.9 5.06 0.05 0 205 413 530 

20 5 1.1 16.9 4.93 0.02 0 234 404 383 

Mediana 6.90 0.80 21.65 4.82 0.02 0.0 250 408.5 532.50 
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Rango 4.8-9.9 0.4-2 9.4-47.1 4.29-5.56 0.01-0.05 0.0 205-409 307-778 326-929 

GB: glóbulos blancos, GR: glóbulos rojos, Pre-C: Pre-centrifugación, CS: centrifugación 

simple, CD: centrifugación doble. 

 

Respecto al conteo de plaquetas, la mediana del conteo plaquetario en el grupo pre-

centrífuga fue de 250.0	x 103 plaquetas/uL (rango: 229.75-303.25), en el grupo CS fue 

de 408.5 x 103 plaquetas/uL (rango: 382.75-473.0) y en el grupo CD fue de 532.5 x 103 

plaquetas/uL (rango: 410.5-613.0). Se encontró diferencias estadísticamente 

significativas entre los grupos pre-centrífuga, CS y CD (Fwt: p<0.0001). Como 

consecuencia del resultado anterior, se evidenció diferencias estadísticamente 

significativas en el conteo plaquetario entre los grupos de pre-centrífuga vs CS (Test 

Pairwise Wilcoxon: p<0.0001) y entre los grupos pre-centrífuga vs CD (Test Pairwise 

Wilcoxon: p<0.0001). No se encontró diferencias estadísticas significativas en el 

conteo plaquetario entre ambos métodos de concentración plaquetaria (CS vs CD, Test 

Pairwise Wilcoxon: p=0.072). En la figura 26, se muestra un gráfico del conteo 

plaquetario según tipo de centrífuga. 
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Figura 26. Diagrama de caja y bigotes “Boxplot” se muestra la mediana del conteo 

plaquetario entre los diferentes métodos de concentración plaquetario, así como sus 

respectivos cuartiles inferior y superior. 

Plaquetas: unidades cuantificadas en 103/µL, CS: centrífuga simple, CD: centrífuga 

doble. 

 

 

IV.3. Cuantificación y análisis de VEGF mediante el ensayo de ELISA  

La cuantificación del VEGF de las 20 muestras de sangre de los voluntarios 

sanos con cada método de centrifugación y con cada tipo de dilución de Glu.Ca 

se muestra en la tabla 5. Cada uno de estos resultados  
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Tabla 5. Cuantificación del VEGF según método de centrífuga y dilución de Glu.Ca 

 

 

Muestra 

CS 

VEGF (pg/mL) 

 

 

CD 

VEGF (pg/mL) 

D0 D1 D2 D3  D0 D1 D2 D3 

1 0.88 44.36 61.32 22.24  0.00 0.00 0.88 0.88 

2 0.00 12.25 16.64 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 

3 6.91 69.97 108.26 27.94  2.81 10.09 10.09 12.25 

4 0.00 9.02 26.80 2.81  0.00 0.00 0.00 3.81 

5 0.00 2.81 2.81 0.00  0.00 0.88 3.81 3.81 

6 2.57 19.87 18.65 16.19  0.00 0.00 0.00 1.30 

7 5.08 2.57 7.56 0.00  0.00 0.00 0.00 3.83 

8 1.30 6.32 12.50 11.27  0.00 0.00 0.00 1.30 

9 10.03 43.18 45.64 49.33  10.03 11.27 10.03 14.96 

10 0.00 117.21 100.70 0.00  0.00 0.00 2.66 5.57 

11 3.62 20.23 19.14 3.62  0.00 1.73 3.62 4.59 

12 0.00 7.58 8.60 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 

13 0.00 0.00 0.00 0.00  0.00 1.73 0.82 4.59 

14 6.57 50.80 65.03 22.41  2.66 7.58 8.60 9.62 

15 5.18 9.93 13.11 12.58  0.00 3.61 0.00 0.00 

16 0.00 49.52 68.47 57.29  4.66 5.18 3.09 7.29 

17 8.34 88.87 7.29 26.00  7.81 7.29 5.71 9.40 

18 0.51 45.65 55.06 40.70  0.00 0.00 0.00 0.00 

19 7.81 99.19 116.00 69.04  31.42 5.71 5.18 5.18 
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20 17.92 173.14 157.43 95.17  12.05 13.65 10.46 17.92 

Mediana 1.94 31.70 22.97 14.39  0.00 1.30 1.77 4.21 

Rango 0.0-17.92 0.0-173.14 0.0-157.43 0.0-95.17  0.0-31.42 0.0-13.65 0.0-10.46 0.0-17.92 

Rango IQ (0.0-6.82) (8.66-55.6) (9.57-67.61) (0.0-37.51)  (0.0-4.2) (0.0-6.1) (0.0-5.58) (0.98-8.87) 

Media 3.84 43.62 45.55 22.83  3.57 3.44 3.25 5.32 

DE 4.72 46.16 45.09 26.94  7.52 4.41 3.84 5.19 

CS: Centrifugación simple; CD: Centrifugación doble; D0: sin dilución de Glu.Ca en 

PRP; D1: dilución 1/5 (0.02 g/mL); D2: dilución 1/10 (0.01 g/mL); D3: dilución 1/20 

(0.005 g/mL). 

 

 

IV.3.1. Análisis de cuantificación de VEGF de acuerdo a las diferentes 

modalidades de centrifugación (CS y CD). 

Respecto a la cuantificación del VEGF, la mediana de cuantificación del VEGF en el 

grupo con CS fue de 12.56 pg/mL (rango: 0.0-207.77) y en el grupo CD fue de 4.21 

pg/mL (rango: 0.0-31.42). Se encontró diferencias estadísticamente significativas entre 

los grupos CS y CD (Fwt: p<0.0001). Posterior a ello, en un análisis post hoc se 

evidenció que hubo mayor liberación del VEGF con el uso del método de CS (Test 

Pairwise Wilcoxon: p<0.0001) (figura 27). 
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Figura 27. Diagrama de cajas y bigotes “Boxplot” se muestra la mediana de la 

cuantificación de VEGF (pg/mL) entre los diferentes métodos de concentración 

plaquetaria, así como sus respectivos cuartiles inferior y superior. 

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular (pg/mL), CS: centrífuga simple, 

CD: centrífuga doble. 

 

 

IV.3.2. Análisis de Cuantificación de VEGF de acuerdo a las diferentes 

diluciones de Glu.Ca en CS.  

Respecto a la cuantificación del VEGF con el método de CS, la mediana de 

cuantificación del VEGF en el grupo D0 fue de 1.93 pg/mL (rango: 0.0-17.92), en el 

grupo D1 fue de 38.04 pg/mL (rango: 0.0-207.77), en el grupo D2 fue de 25.27 pg/mL 

(rango: 0.0-173.18) y en el grupo D3 fue de 15.11 pg/mL (rango: 0.0-99.93). Se 

encontró diferencias estadísticamente significativas en la cuantificación del VEGF al 
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usar diferentes tipos de dilución con Glu.Ca (Fwt: p<0.001). Posterior a ello, en un 

análisis post hoc se evidenció diferencias estadísticamente significativas en la 

cuantificación del VEGF entre los grupos D0 vs D1 (Test Pairwise Wilcoxon: 

p<0.0001) y D0 vs D2 (Test Pairwise Wilcoxon: p<0.0001) y (Test Pairwise Wilcoxon: 

p=0.0277). No se encontró diferencias estadísticamente significativas en la 

cuantificación del VEGF entre los grupos D1 vs D2 (Test Pairwise Wilcoxon: 

p=0.776), D1 vs D3 (Test Pairwise Wilcoxon: p=0.116), D2 vs D3 (Test Pairwise 

Wilcoxon: p=0.0734) y D0 vs D3 (Test Pairwise Wilcoxon: p=0.107) (figura 28). 

 

Figura 28: Diagrama de caja y bigotes “Boxplot” que muestra la mediana de la 

cuantificación de VEGF (pg/mL) según la dilución de Glu.Ca en PRP, obtenido 

mediante el método de CS. 

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular (pg/mL); D0: sin Glu.Ca en PRP 
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(control); D1: dilución 1/5 (0.02 g/mL); D2: dilución 1/10 (0.01 g/mL); D3: dilución 

1/20 (0.005 g/mL). 

 

 

IV.3.3. Análisis de cuantificación de VEGF de acuerdo a las diferentes 

diluciones de Glu.Ca en CD. 

Respecto a la cuantificación del VEGF con el método de CD, la mediana de 

cuantificación del VEGF en el grupo D0 fue de 0.0 pg/mL (rango: 0.0-31.42), en el 

grupo D1 fue de 1.56 pg/mL (rango: 0.0-16.38), en el grupo D2 fue de 1.95 pg/mL 

(rango: 0.0-11.50) y en el grupo D3 fue de 4.41 pg/mL (rango: 0.0-18.82). No se 

encontró diferencias estadísticamente significativas en la cuantificación del VEGF al 

usar diferentes tipos de dilución con gluconato de calcio (Fwt: p>0.05). En la figura 29 

se presenta la cuantificación del VEGF según las diferentes diluciones de gluconato de 

calcio en las muestras sometidas a centrifugación doble. 
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Figura 29. Diagrama de caja y bigotes “Boxplot” que muestra la mediana de la 

cuantificación del VEGF (pg/mL) según la dilución de Glu.Ca en PRP, obtenido 

mediante el método de CD VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular 

(pg/mL); D0: sin Glu.Ca en PRP (control); D1: dilución 1/5 (0.02 g/mL); D2: 

dilución 1/10 (0.01 g/mL); D3: dilución 1/20 (0.005 g/mL). 

  

    

V. DISCUSION 

V.1. Obtención de PRP 

Existen muchos métodos tanto manuales como kits comerciales que son utilizados para 

concentrar plaquetas a partir de sangre total periférica, convirtiéndolos en PRP 5–7 en el 

presente estudio se utilizó dos protocolos de centrifugado para concentrar plaquetas, CS 
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900 g x 5 min y CD 900 g x 5 min seguido de 1500 g x 15 min9. PRP debe contener una 

buena cantidad plaquetaria superior a 200 x 103 plaquetas/uL para tener un efecto 

terapéutico, así como estar libre de otros componentes celulares como glóbulos rojos y 

glóbulos blancos, sin embargo, este último es variado ya que algunos kits comerciales 

y procedimientos manuales, obtienen PRP con presencia de leucocitos6,92. Con respecto 

a la presencia de hemocomponentes celulares presentes en el PRP, se encontró que los 

métodos CS y CD redujeron significativamente la cantidad de glóbulos rojos en el PRP 

en un 99.9% ± 0.01 y 100% respectivamente (tabla N°4). Con respecto a la mediana de 

la presencia de GB en comparación con la mediana del control pre-centrifuga (6.90 x 

103), en el método de CS (0.80 x 103) disminuyó en 88.41 %, mientras que en el método 

de CD (21.65 x 103) se triplicó (313.77 %) (tabla N°4), esto es un punto muy 

importante ya que el papel biológico de los leucocitos en PRP aún no está claro, en 

algunos estudios la presencia de glóbulos blancos en el PRP, tendría un efecto negativo 

ya que promueve procesos inflamatorios 6,92, mientras que otros estudios muestran que 

los leucocitos tienen propiedades antimicrobianas lo que favorece la liberación de 

factores de crecimiento promoviendo la regeneración tisular 6,92.  Con respecto a la 

mediana de la concentración de plaquetas en comparación con la mediana del control 

pre-centrífuga (250.0 x 103 plaquetas/uL), con los métodos de CS y CD se concentró 

1.63 (408.50 x 103 plaquetas/uL) y 2.13 (532.50 x 103 plaquetas/uL) veces, 

respectivamente (tabla N°4). Los resultados obtenidos en la concentración de plaquetas 

en ambos métodos no mostraron diferencia significativa (p>0.05), se esperaba encontrar 

una mayor cantidad de plaquetas en PRP, sobre todo en el método de CD tal como es 

descrito en la literatura científica 6,9. Utilizando kits comerciales concentradores de 
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plaquetas lograron una concentración plaquetaria de 1.5 a 6 veces con respecto al 

control, así mismo lograron reducir significativamente la cantidad de glóbulos rojos en 

PRP, mientras que los glóbulos blancos lograron una reducción de 5-22 veces, sin 

embargo en el mismo estudio otros kits comerciales lograron incrementar la 

concentración de glóbulos blancos en el PRP entre 3 a 5 veces con respecto al control 

7, Por otro lado, los métodos manuales concentradores de plaquetas de centrifugación 

doble, logran obtener una concentración de plaquetas de 7.8 veces más (1145±244 x 103 

plaquetas/µL) con respecto al control (147±59 x 103 plaquetas/µL) 9 y 4.8 veces más 

(1251±589 x 103 plaquetas/µL) con respecto al control (258±47.4 x 103 plaquetas/µL) 

6, sin embargo, nuestro porcentaje de enriquecimiento de plaquetas (%PE), no fue el 

esperado, ya que se obtuvo con los métodos CS y CD un porcentaje de enriquecimiento 

(%PE) de 163.4% y 213% respectivamente, lo que equivale a decir que solo logramos 

concentrar plaquetas con los métodos de CS y CD en 1.634 y 2.13 veces más con 

respecto al control (tabla N°4). Con respecto al método de CS los resultados obtenidos 

se encontraron dentro de lo esperado, ya que reportan para este método un poder 

concentrador de plaquetas de 2 veces con respecto al control9.  Una posible explicación 

a los resultados menos esperados en el método de CD, podría estar asociado, a que no 

se separó el plasma luego de la primera centrifugación de 900 g x 5 min, por el contrario 

se continuo con la segunda centrifugación de 1500 g x 15 min, otra explicación podría 

estar relacionado con el tiempo en la segunda centrifugación fue de 15 min, a mayor 

velocidad y tiempo de centrifugación se produce la aglomeración o desintegración de 

plaquetas5, otra posible explicación podría deberse al tiempo en el conteo de plaquetas, 

al tratarse de 20 muestras, podría ocurrir un retraso en el conteo de plaquetas, es posible 
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que las fases generadas luego del proceso de CD, de PRP y plasma pobre en plaquetas 

(PPP) se vayan homogeneizando en el tiempo, lo que pudo haber conducido a una pobre 

acción concentradora de plaquetas. 

 

V.2. Evaluación de los métodos de centrifugado y diluciones de Glu.Ca 

La liberación de factores de crecimiento del PRP, es muy importante para el desarrollo 

de manera garantizada de muchos tratamientos tanto en medicina regenerativa como en 

medicina cosmética, la activación plaquetaria, y la liberación de factores de crecimiento 

se produce por la acción sola o combinada de Ca+2, trombina9, ciclos repetidos de 

congelamiento y descongelamiento, así como incubación a 37°C, sin embargo las 

condiciones óptimas para la liberación de factores de crecimiento de derivado 

plaquetarios aún permanecen sin resolver 93. El Ca+2 juega un rol importante en la 

activación y agregación plaquetaria, formando coágulos de fibrina en el PRP,  el cual 

contiene los factores de crecimiento 9.  

En el estudio utilizamos dos métodos de centrifugado (CS y CD) para concentrar 

plaquetas en PRP, se obtuvieron los siguientes resultados con respecto a la 

cuantificación de VEGF;  Respecto a la cuantificación del VEGF: La mediana de 

cuantificación del VEGF en el grupo con CS fue de 12.56 pg/mL, rango 0.0-207.77 y 

en el grupo CD fue de 4.21 pg/mL, rango 0.0-31.42. Se encontró diferencias 

estadísticamente significativas entre los grupos CS y CD, figura N°27, los resultados 

muestran que el método de CS más diluciones de Glu.Ca permiten una mayor liberación 

de VEGF, por otro lado, no se encontró diferencias significativas entre los diferentes 

grupos de CS activados con diferentes diluciones de Glu.Ca (p>0.05) (figura N°28), 
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asimismo se evidenció un mayor incremento en la liberación de VEGF en el método de 

CS, cuando el PRP fue activado con Glu.Ca en las diluciones D1 1/5 (0.02 g/mL) y D2 

1/10 (0.01 g/mL), liberando una mediana de 38.04 pg/mL, rango (0.0-207.77) y  una 

mediana de 25.27 mg/dL, rango (0.0-173.18) VEGF respectivamente, con respecto al 

método de CD y tratamiento del PRP con diferentes diluciones de Glu.Ca no se encontró 

diferencias significativas con respecto al control D0 (sin adición de Glu.Ca) (p>0.05) 

(figuras N°28 y N°29).  

Sin embargo, las cantidades de VEGF obtenidas en nuestra investigación estan muy por 

debajo de los valores encontrados en otras investigaciones como en el estudio de Steller 

y colaboradores93, donde cada voluntario donó 10 mL de sangre total  (PRP fue obtenido 

mediante centrifugación doble), para cada metodología obteniéndose los siguientes 

valores de VEGF; PRP no activado a temperatura ambiente (PRP-RT) (109.75±19.37 

pg/mL), PRP activado con Ca+2 a temperatura ambiente (PRP-Ca-RT) (118.96±13.01 

pg/mL), PRP-Ca-incubación a 37°C (PRP-Ca-Inc) (412.30±75.7 pg/mL), PRP-Ca-

congelado seguido de descongelamiento (PRP-Ca-FTF) (630.27±43.96 pg/mL), donde 

la liberación de VEGF en el método de PRP tratado con Ca+2 seguido de procesos de 

congelamiento y descongelamiento mostró ser mejor con respecto a los otros métodos 

93. Los bajos resultados de VEGF obtenidos en el presente estudio podrían estar 

asociado al poco volumen (aprox. 200-250 uL) de PRP activado con Glu.Ca a diferencia 

de los 3 mL de PRP, utilizados en el estudio de Steller y colaboradores93, la cantidad de 

plaquetas obtenidas, así como la no disrupción de los coágulos de fibrina generados 

luego del tratamiento con Glu.Ca, para la liberación de VEGF, existiendo las evidencias 

que mediante métodos enzimáticos y físicos como; trombina, ciclos de 
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congelado/descongelado, incubación a 37°C y centrifugaciones adicionales, se logra 

una mayor liberación de VEGF a partir de los coágulos de fibrina8,93. 

Quedando como recomendación, que para lograr una mayor liberación de factores de 

crecimiento (FC), se tiene que tratar el PRP con el activador de Ca+2, siendo el 

Gluconato de Calcio	la mejor sustancia para inducir la activación del PRP e inducir la 

liberación de los factores de crecimiento y es menos irritante para las plaquetas que el 

cloruro de Calcio.94,95  

El Glu.Ca al 10% en solución tiene un 99.3% de Glu.Ca y 0.7% de excipientes, en 

comparación del producto Gluconato de Calcio grado reactivo en polvo, que presenta 

un > 99.0 % de Glu.Ca de pureza, no habiendo diferencias importantes en cuanto a la 

pureza entre ambos productos, por lo que el Glu.Ca al 10% sería más económico y más 

estable debido a que su presentación se encuentra en solución a diferencia del producto 

grado reactivo que se encuentra en polvo, teniendo el problema de tener cierto grado de 

higroscopia (Anexo 5). 

Luego de la formación del coagulo de fibrina este podría romperse con ciclos de 

congelado/descongelado para ayudar a liberar los factores de crecimiento. Esto podría 

ser de mucha importancia para los diferentes tratamientos en la cual se requiera de una 

buena cantidad de FC, para medicina regenerativa o cosmética, así como en 

investigación en ingeniería de tejidos, donde la triada funcional es la interacción de 

estructuras de andamiaje, células madre y factores de crecimiento.  

 

V.3. Limitaciones 
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Como limitaciones del estudio durante el proceso experimental, no se separó el PRP de 

forma inmediata terminado el proceso de centrifugación: los tubos de ensayo 

centrifugados se movilizaron al laboratorio del biólogo encargado de la cuantificación 

del VEGF, y fue éste quien procedió a separar el PRP y luego realizar la determinación 

del VEGF. Esta demora de separación podría haber influido en disminuir la cantidad 

de VEGF esperado en el PRP. El volumen de PRP activado con Glu.Ca fue muy 

pequeño (200-250 uL), otra limitante es que el coágulo de fibrina no se estimuló 

mecánicamente durante la activación del PRP con Glu.Ca, por lo que existió VEGF 

que quedó atrapado en este coágulo y que no fue cuantificado. 

Los valores obtenidos en la cuantificación de VEGF (pg/mL) fueron bajos en 

comparación con lo reportado en la literatura científica, por lo que se debe tener 

cuidado en la interpretación de los resultados que se encuentran por debajo de 23.4 

pg/mL, considerado como uno de los puntos más bajos detectable en la curva estándar, 

a pesar que el límite de detección del kit indicado en el inserto muestra una sensibilidad 

de < 5pg/mL. 
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VI. CONCLUSIONES  

	

a) El método de CS como concentrador de plaquetas en PRP en el presente estudio, 

logro un factor concentrador de 1.634 con respecto al control, muy cerca del rango 

de 2.0 de acuerdo a otras publicaciones. 

b) El método de CS, mostro mayor liberación de VEGF con respecto al método de CD 

con una mediana de 12.56 pg/mL, rango (0.0-207.77) vs 4.21 pg/mL, rango (0.0-

31.42) respectivamente a pesar de que los valores de VEGF estuvieron por debajo 

de los valores reportados en otras publicaciones. 

c) Las diluciones de Glu.Ca 1/5 (0.02 g/mL) y 1/10 (0.01 g/mL), fueron las que 

produjeron mayor liberación de VEGF en el método de CS con una mediana de 

38.04 pg/mL, rango  (0.0-207.77) y  una mediana de 25.27 mg/dL, rango (0.0-

173.18) respectivamente. 
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ANEXOS 

 

Anexo 1: Aprobación del protocolo de investigación 

 

 

 

 



	

Anexo 2: Enmienda al protocolo de investigación 

 

 

 

 

 

 

 



	

Anexo 3: Consentimiento informado 



	

 

 

 



	

 

Anexo 4: Datos epidemiológicos de los voluntarios 

 

 Edad Sexo Peso Talla IMC 

Voluntario 1 38 Masculino 85 1.75 27.75 

Voluntario 2 36 Masculino 74 1.75 24.16 

Voluntario 3 37 Masculino 80 1.65 29.38 

Voluntario 4 20 Femenino 67 1.67 24.02 

Voluntario 5 36 Masculino 70 1.60 27.34 

Voluntario 6 19 Masculino 71 1.71 24.28 

Voluntario 7 21 Masculino 65 1.79 20.28 

Voluntario 8 40 Masculino 75 1.69 26.25 

Voluntario 9 30 Femenino 67 1.62 25.50 

Voluntario 10 22 Masculino 60 1.60 23.43 

Voluntario 11 35 Femenino 77 1.61 29.70 

Voluntario 12 18 Masculino 66 1.66 23.95 

Voluntario 13 28 Femenino 55 1.63 20.70 

Voluntario 14 36 Masculino 78 1.65 28.65 

Voluntario 15 32 Masculino 68 1.51 29.82 

Voluntario 16 24 Femenino 70 1.56 28.76 

Voluntario 17 40 Masculino 65 1.68 23.03 

Voluntario 18 40 Masculino 83 1.69 29.06 

Voluntario 19 39 Masculino 100 1.85 29.20 

Voluntario 20 31 Masculino 71 1.70 24.56 



	

 

Anexo 5: Insertos de Gluconato de Calcio  
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