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RESUMEN

Introduccion: El uso de sangre de cordon umbilical (CU) tiene muchas ventajas en la
medicina regenerativa. El plasma rico en plaquetas (PRP) es una fuente de factores de
crecimiento en donde su dinamica en el tiempo ha sido evaluada en sangre periférica, sin
embargo, su evaluacion en sangre de CU no ha sido estudiada. Objetivo: evaluar la
cinética de la liberacion del PDGF-BB del PRP obtenido de sangre de CU. Materiales y
métodos: Estudio experimental in vitro. Se recolectaron muestras de sangre de CU de 6
partos vaginales a término de gestantes que tenian entre 18 y 36 afios sanas que acudieron
al Hospital Nacional Cayetano Heredia en Lima-Perd. Las muestras obtenidas se
centrifugaron a 900 g durante 10 minutos para preparar el PRP. Se dividio6 en 4 alicuotas:
(i) sin activador y (ii) 1 hora, (iii) 24 horas y (iv) 48 horas siendo las tres Gltimas activadas
con gluconato de calcio (GLu.Ca) al 10%. La cuantificacion del PDGF-BB fue evaluada
mediante el método de ELISA. Resultados: Las medias (desviaciones estandar) de la
concentracion de PDGF-BB medido a la hora, 24 horas y 48 horas fueron 6127.9 + 101.6,
6197.5 £ 34 y 6176.8 + 63.3 pg/ml respectivamente. La cinética del PDGF-BB liberado
por el PRP mostro valores constantes durante las 48 horas. Conclusiones: La liberacion
de PDGF-BB del PRP, obtenido de sangre de CU, se indujo rapidamente y se mantuvo
constante y de forma mantenida durante las primeras 48 horas luego de su activacion.
Palabras claves: Plasma rico en plaquetas, Factor de crecimiento derivado de

plaquetas, cinética, sangre de cordén umbilical.



SUMMARY

Introduction: The use of umbilical cord (UC) blood has many advantages in regenerative
medicine. Platelet-rich plasma (PRP) is a source of growth factors where its dynamics
over time has been evaluated in peripheral blood, however, its evaluation in UC blood
has not been studied. Objective: to evaluate the kinetics of PDGF-BB release from PRP
obtained from UC blood. Materials and methods: in vitro experimental study. UC blood
samples were collected from 6 term deliveries of healthy pregnant women between 18
and 36 years of age who attended the Cayetano Heredia National Hospital in Lima-Peru.
Lima-Peru. The samples obtained were centrifuged at 900 g for 10 minutes to prepare the
PRP. It was divided into 4 aliquots: (i) without activator and (ii) 1 hour, (iii) 24 hours and
(iv) 48 hours, the last three being activated with 10% calcium gluconate (GLu.Ca). The
quantification of PDGF-BB was evaluated by ELISA. Results: The means (standard
deviations) of PDGF-BB concentration measured at 1 hour, 24 hours and 48 hours were
6127.9£101.6,6197.5+ 34 and 6176.8 + 63.3 pg/ml respectively. The kinetics of PDGF-
BB released by PRP showed constant values during the 48 hours. Conclusions: PDGF-
BB release from PRP obtained from UC blood was rapidly induced and remained constant
and sustained during the first 48 hours after activation.

Key words: Platelet-rich plasma, platelet-derived growth factor, kinetics, umbilical cord
blood.
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INTRODUCCION

Las plaquetas son componentes sanguineos que juegan un rol importante en la
regeneracion celular, lo que se lleva a cabo a través de la liberacion de factores de
crecimiento (FC), citoquinas y respuesta inflamatorial?. Los principales FC liberados
por los grénulos alfa de las plaquetas son el Factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) y el Factor de crecimiento transformante-B (TGF-B), responsables de la
quimiotaxis celular y angiogénesis y produccion de matriz extracelular®*. El Factor de
crecimiento epidérmico (EFG, proliferacion de fibroblastos) y el Factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF, angiogénesis), son otros factores liberados por las plaquetas
que en su conjunto van a cumplir una funcién importante en la hemostasia, proliferacion
y remodelacion de las diferentes fases de la cicatrizacion de heridas®.

La terapia con plasma rico en plaguetas (PRP), debido a su potencial de proporcionar una
gran cantidad de FC, ha ganado popularidad en la medicina regenerativa®. EI PRP es un
tipo de componente sanguineo de sangre autéloga que contiene una alta cantidad de
plaquetas y habitualmente es obtenido de sangre periférica’; ademas, es utilizado en
diferentes campos clinicos como traumatologia, oftalmologia, odontologia, cirugia
estética y curacion de heridas, siendo usado como terapias para mejorar la regeneracion
de tejidos®. A pesar de esto, su uso tiene algunos inconvenientes por ejemplo por la forma
de obtencidn, ya que, puede provocar dolor o lesidn en nervios 0 vasos sanguineos en la
zona de puncion®%; ademas, en pacientes con enfermedades cuyo sistema inmune esta
comprometido existe una expresion anormal de FC y podria no cumplir con su funcion
de regeneracion®?.

El PRP también se puede obtener facilmente de cordén umbilical (CU), la comparacion
entre la obtencidn de sangre periférica y de CU van a diferir tanto en el tipo como en la
cantidad de FC que contienen'?. Estudios mencionan que el PRP obtenido de sangre de
CU, tiene ventajas terapéuticas sobre el obtenido de sangre periférica ya que contiene
mayor cantidad de FC. Buzzi et al*3, comparé el contenido de FC de sangre de CU y
periférica encontrando niveles mas altos de EFG, TGF-B, PDGF y VEGF en muestras de
CU, esto es demostrado de la misma forma por Murphy et al®y Parazzi et al*4, el primero
mostré valores mas elevados de PDGF-AA 'y BB y VEGF (p<0.01) en el PRP de sangre



de CU, mientras que el segundo reportd concentraciones elevadas de factores
angiogénicos (VEGF, hormona de crecimiento, eritropoyetina y resistina) en gel
plaquetario preparado de sangre de CU a diferencia de sangre periférica.

La concentracion de los FC liberados del PRP varian con el tiempo, siendo el estudio de
la cinética la que determina la rapidez en llegar a su maxima concentracion®®. Roh et al?,
utilizando PRP de sangre periférica observé que los niveles de FC como el PDGF-BB y
VEGF se mantuvieron constantes durante 7 dias. La mayoria de FC tienen una vida corta
(minutos a horas) por ejemplo el PDGF es 2.4 horas'®. Mariani et al 1/, mostro variaciones
dependientes del tiempo de moléculas pro y antiinflamatorias indicando que el estudio de
la cinética podria ayudar en los tratamientos con el PRP; de la misma forma, Gay et al*8,
mencionan que aplicaciones repetidas consecutivas de PRP mejora los resultados clinicos
en tendinopatia rotuliana con la finalidad de aprovechar los FC liberados y no se agoten
en el tiempo. Estos hallazgos muestran lo crucial que es entender la cinética de la
liberacion de FC pudiendo ser Gtiles para futuros tratamientos (dosis y numero de
aplicaciones) con PRP en medicina regenerativa.

La concentracion de FC liberados varia con el tiempo y esta influenciada por los
protocolos de activacién y esto ha sido descrito en estudios que evaltan el PRP obtenido
de sangre periférica, pero se conoce poco sobre la cinética de FC obtenidos de sangre de
CU, por lo que el objetivo de este estudio es evaluar la cinética de la liberacion del PDGF-
BB del PRP obtenido de sangre de CU.

Il. HIPOTESIS
La cinetica en la concentracion de PDGF-BB del PRP obtenido de sangre de CU no varia

en 1, 24 y 48 horas de incubacion previo a la ultracongelacion.
I1l. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

e Evaluar la cinética de la liberacién de PDGF-BB del PRP obtenido de sangre de CU.

3.2. Objetivos especificos



e Cuantificar el nUmero de plaquetas antes y después de la centrifugacion.

e Evaluar la liberacion del PDGF-BB del PRP obtenido de sangre de CU en 1 hora, 24
y 48 horas de incubacion.

IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Disefio y escenario del estudio

Se realizé un estudio experimental in vitro para evaluar la cinética de la liberacion del
PDGF-BB en el PRP obtenido de sangre de CU de partos a término atendidos en el
Servicio de Obstetricia y Ginecologia del Hospital Nacional Cayetano Heredia durante el

mes de mayo del 2023.

4.2. Participantes

Previo a la ejecucion del estudio, se realizo el calculo muestral para obtener resultados
confiables y representativos, de acuerdo con los calculos se obtuvo un tamafio minimo de
4 muestras (Anexo 1).

Las participantes voluntarias fueron 6 mujeres gestantes sanas, en un rango de edad entre
18 a 36 afios, quienes dieron a luz mediante un parto vaginal a término y autorizaron la
recoleccion de las muestras de sangre de CU por medio de un consentimiento informado.
La recoleccion fue llevada a cabo en el mes de mayo del 2023. Las gestantes con
antecedente de trastornos sanguineos, trastornos metabdlicos (diabetes mellitus,
obesidad, etc.), hemoglobina <11 g/dL, plaquetas < 150 x 10% uL, enfermedades
autoinmunes, medicacién concomitante (antiagregantes plaquetarios, corticosteroides o
antinflamatorios no esteroideos) en los ultimos 15 dias y proceso inflamatorio o

infeccioso por historia clinica fueron excluidas del estudio.

4.3. Obtencion de la sangre de cordén umbilical
Se realiz6 una recoleccion in Gtero, en donde una vez que el recién nacido es evaluado;

se pinzay se corta el corddn realizando la recoleccion. Se recolectaron 7 cc de sangre de



CU en tubos con anticoagulante citrato de sodio 3.2% tras puncion con una jeringa en la
vena umbilical, este procedimiento duréd menos de 5 minutos. Posteriormente las muestras
fueron llevadas al Servicio de Hemoterapia y Banco de Sangre para su procesamiento, en
donde se procedi6 al conteo de plaquetas basales antes de la centrifugacion en el
analizador hematolégico CELL-DYN Emerald de Abbott.

4.4. Preparacion y activacion del PRP

Las muestras obtenidas se centrifugaron a 900 g por 10 minutos.

Luego de la centrifugacion, se separ6 la tercera parte inferior del plasma obtenido que
corresponde al PRP y se llevo a un tubo de vidrio estéril para proceder a realizar el conteo
de plaquetas post-centrifugacion. Los procedimientos fueron llevados a cabo en
condiciones de esterilidad absoluta en una Cabina de Flujo Laminar.

Posteriormente se realiz6 la activacion del PRP con gluconato de calcio (Glu.Ca) al 10%,
para esto primero se dividio en 4 alicuotas y se rotuld de la siguiente forma (i) sin
activador, (ii) 1 hora, (iii) 24 horas y (iv) 48 horas posteriores a su activacion. Se afiadio
en una proporcion de 1/10, 50 uL de Glu.Ca 10% y 450 uL de PRP en las alicuotas (ii),
(iii) y (iv). Cada grupo excepto el (i) fue incubado a 37°C a 5% CO por 1 hora, 24 horas
y 48 horas segin corresponda. Cumplido el tiempo fueron almacenados en una
congeladora a -40°C para realizar posteriormente la medida del PDGF-BB.

4.5. Cuantificacion del PDGF-BB

La determinacion del PDGF-BB se realizd con el uso del Human PDGF-BB ELISA Kit
(Numero de producto: RAB0397; NUumero de Lote:1128]J0180) de la marca Sigma
Aldrich, el cual utiliza la metodologia de ELISA tipo Sandwich.

Se realiz6 la preparacion del estandar y las diluciones seriadas segun especificacién del
inserto para la obtencion de la curva estandar. Los valores fueron leidos en un lector de
ELISA BioTek 50 TS (Merck) a una absorbancia de 450 nm (eje X) vs concentracion de
PDGF-BB (eje y). (Figura 1)



4.6. Andlisis estadistico

Se realizé un analisis descriptivo y se evaluo la distribucion de las variables utilizando
métodos graficos y numéricos. Las variables numéricas se presentaron como media *
desviacion estandar (SD). Para el andlisis estadistico se utilizo el programa estadistico
STATA version 17 para Windows (StataCorp LP, College Station, Texas, Estados
Unidos). Los gréaficos se realizaron en el programa GraphPad Prism Versiéon 8.

4.7. Aspectos éticos

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia (Constancia E-043-09-23) y el Comité de Etica del Hospital Nacional Cayetano
Heredia (Constancia N°160-2022). Las gestantes firmaron un consentimiento informado

antes de la realizacién de los procedimientos de este estudio.

V. RESULTADOS

Se recogieron un total de 6 muestras de sangre de CU de gestantes a término las cuales
tenian una edad media = SD de 22.1+ 3.8 afios. La SD de plaquetas post-centrifugacion
fue mayor que antes de centrifugado (617.2 + 88.9 x 10 uL vs 221.2 + 42.3 x 10° uL).

La obtencidon de la curva estandar (Figura 1) se realiz6 a través de diluciones seriadas,
segun el inserto del fabricante. Estas diluciones fueron realizadas por duplicado,
obteniéndose los valores promedios para cada dilucion, previa sustraccion del blanco
como control. La férmula obtenida fue y = 161.46x - 21.938, mediante la cual se
calcularon los valores de PDGF-BB, con R? = 0.9808. El coeficiente de variacion (CV)
intraensayo fue inferior al 10% e inferior a 12% interensayo. El limite de deteccion fue

de 1 pg/ml. Con un rango de la curva estandar de 0.549-400 pg/ml.



Curva de calibracion del estandar
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Fig. 1 Curva de calibracion segin Human PDGF-BB ELISA Kit

La SD de la liberacion de PDGF-BB fue constante y sostenida durante los periodos de
tiempo medido a 1 hora, 24 horas y 48 horas (6127.9 + 101.6 pg/ml, 6197.5 + 34 pg/ml y
6176.8 £ 63.3 pg/ml respectivamente), ademas se afiadié la medida sin afiadir Glu.Ca

10% la cual se utiliz6 como un basal con respecto a las otras mediciones como se observa
en la tabla 1.



Tabla 1. Caracteristicas demograficas, hematoldgicas y cuantificacién del PDGF

obtenido en diferentes tiempos de sangre de corddén umbilical

Caracteristicas Media + SD

Edad (afios) 22.1+3.8

Plaquetas  pre-centrifugacion
(10° uL) 221.2+42.3

Plaquetas post-centrifugacion
(10° uL) 617.2 £ 88.9

Concentracion de PDGF-BB

(pg/ml)
Sin activador 6236.8 + 40.5
1 hora 6127.9 + 101.6
24 horas 6197.5+ 34
48 horas 6176.8 £ 63.3

PDGF-BB: factor de crecimiento derivado plaquetas tipo BB

La concentracion de PDGF-BB de las muestras medidas en determinados momentos
estuvo por encima de los 6000 pg/ml (figura 2). Se observd la dinamica de la liberacién
del PDGF-BB la cual se indujo rapidamente, pero se mantuvo constante y mantenida
durante la primera hora, 24 horas y 48 horas luego de su activacion. En la figura 3 (A) se
observa la variabilidad de la liberacion del PDGF-BB por cada muestra mientras que en
(B) se observa la variabilidad usando el promedio de la liberacion de PDGF-BB luego de

1 hora, 24 horas y 48 horas luego de su activacion.
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tiempo. (B) Se observa la cinética del PDGF-BB con el promedio de cada muestra

obtenida en determinado tiempo.



VI.

DISCUSION

El presente estudio muestra la primera estimacion de la cinética de la liberacion del PDGF-
BB en el PRP obtenido de sangre de CU, y como hallazgo principal se observo que el PDGF-
BB tuvo una concentracién mantenida y constante durante las primeras 48 horas luego de su
activacion, cabe mencionar que la misma tendencia se observd en el resultado sin activar,
ademas se observo concentraciones elevadas de PDGF-BB a diferencia de lo mostrado en la

literatura con respecto a los rangos normales obtenidos de sangre periférica®?°.

El PRP se utiliza como fuente de FC los cuales juegan un papel muy importante en la
regeneracion de tejidos?l. Diferentes autores mencionan que la mediana de las
concentraciones de PDGF-BB en sangre de sujetos sanos es aproximadamente 4 ng/ml 2223,
Existen diferencias en las concentraciones de los FC segun la forma y método de obtencion
del PRP, lo cual da como resultados concentraciones variables de PDGF-BB. Munawirah
et al*4, realiz6 un estudio para cuantificar PDGF-BB en el PRP de sangre periférica a través
de tubos de EDTA vy utilizando diferentes métodos de centrifugacion obteniendo medias
entre 8330,86 pg/ml 'y 5206,75 pg/ml; de la misma forma, Amable et al®, mediante tubos con
citrato, obtuvo una concentracion de PDGF-BB de 20.1+10 ng/m en el PRP activado con
cloruro de calcio (ClCaz), mientras que Lee et al*®, observd una media en la concentracion
de PDGF-BB obtenido del PRP activado de sangre periférica de 37.15+£1.62 ng/ml. Estas
variaciones también pueden ser observadas en las concentraciones de PDGF-BB obtenidas
de sangre de CU. Yan et al?®, caracterizd el PDGF-BB obtenido de las plaquetas de sangre
de CU obteniendo una media de 7.62+1,29 ng/ml, mientras que en el estudio de Murphy et
al® se observo concentraciones elevadas de mas de 100 000 pg/ml. Los estudios de FC
medidos en PRP de sangre de CU son limitados; Baba et al, que encuentra valores de 105-
422 pg/ml obtenido en tubos con aditivo, mientras que Buzzi et al'® mostro valores de PDGF
de 3233.2 (3461.7+4274.3) pg/ml siendo su recoleccion a través de bolsas usadas para
donacion de sangre, este Gltimo indica hallazgos similares a nuestro estudio. Las condiciones
Optimas para la liberacion de FC ain permanecen sin resolver 28, La variacion mostrada en

nuestros resultados comparandolo con los diferentes estudios podria estar basado en muchos

10



factores como: la edad y el sexo del paciente, el método de obtencion, el recuento de
plaquetas, el método de preparacion y los insumos usados para su activacion y medicion?’.

La mayoria de estudios de la cinética de FC se han realizado en el PRP obtenido de sangre
periférica. Nuestros resultados muestran valores constantes y sostenidos de PDGF-BB
durante las primeras 48 horas con valores por encima de 5000 pg/ml, mostrando valores
superiores a lo encontrado por Roh et al?, el cual demuestra valores constantes de PDGF-BB
en el PRP de sangre periférica durante los primeros 7 dias en donde la activacion con calcio
(similar a nuestro estudio) indujo valores mas de 1000 pg/ml, siendo similar también a lo
mostrado por Mariani et al?®, en donde observd concentraciones constantes por debajo de
5000 pg/ml de PDGF-AA/BB durante 168 horas. En contraste, Roffi et al?®, muestra valores
elevados liberados de PDGF-AA/BB a la hora de 27714.68 pg/ml (18591.5-35850.24) y a
los 7 dias de 31670.63 pg/ml (18617.58-80462.27), esto podria ser debido a la cantidad de
sangre que recolecto para la preparacion del PRP (150 ml). Un hallazgo relevante podria ser
el hecho de la liberacion de FC en el PRP sin estimulacion, el cual es casi similar a lo
obtenido agregando Glu.Ca al 10% el cual pudo deberse por la manipulacion manual, la
temperatura y la presion a la que se somete la plaqueta dentro de la aguja®. Los periodos de
incubacion realizados en este estudio se realizaron en funcién de los conocimientos actuales
sobre el inicio de los procesos angiogénicos y osteogéenicos que se producen en el transcurso
de los dias 23, por lo que nuestros datos, al mostrar valores sostenibles del FC, podrian ser

fundamental para decidir los momentos de aplicacion de PRP.

El PDGF es un FC el cual se libera de las plaquetas durante el proceso de coagulacion
sanguinea interviniendo en los procesos normales de cicatrizacion y reparacion de tejidos®?
presenta 4 isoformas: A, B, C y D*. EI PDGF- BB es la isoforma mas tipica y tiene como
funcién la reparacion y proliferacion celular, estimulando la angiogénesis y la sintesis de
colageno por lo cual juega un rol importante en la cicatrizacion de los tejidos®*. La Food and
Drug Administration (FDA) establece que el PDGF-BB es seguro y sus formulaciones han

sido aprobadas para curacion de Ulceras en piel y en regeneracion 6sea®. Las inyecciones de
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VII.

PRP que incluyen diferentes FC (incluido el PDGF-BB) han mostrado beneficios en lesiones
osteotendinosas, pero su limitacion es que ain no hay control de la cantidad de FC que se
administra®®. Debido a lo mencionado anteriormente, este estudio se utilizd especificamente
para la valoracion de la cinética del PDGF-BB y mostrar la dindmica de su comportamiento

a través del tiempo.

LIMITACIONES Y FORTALEZAS

Nuestro estudio tiene limitaciones. En primer lugar, nuestro disefio experimental solo midi6
las concentraciones de PDGF-BB en 3 momentos de tiempo, existiendo la posibilidad de
que sus valores aumenten en los proximos dias como es mostrado en algunos estudios 2. En
segundo lugar, este estudio sélo midio el FC segun puntos de tiempo, pero no tuvo en cuenta
su agotamiento o descomposicion la cual puede deberse a desnaturalizacion, oxidacion o
protedlisis, lo cual no se midid en este estudio®. En tercer lugar, la diferencia observada en
nuestros valores de PDGF-BB obtenidos a diferencia de otros reportes puede haber estado
influenciado por diferentes factores de activacion o el método de centrifugacion usado en
este estudio influyendo en la cinética. En cuarto lugar, hasta donde sabemos no se ha
informado sobre una valoracion directa de la cinética del PDGF-BB del PRP obtenido en
sangre de CU, por lo que nuestros resultados fueron comparados con estudios basados en
PRP obtenido de sangre periférica. En quinto lugar, la obtencion (tubos con aditivo) y el
transporte de las muestras hasta su proceso podria haber influido en el concentrado de
plaquetas en términos de estructura, exposicion a enzimas de degradacion y liberacion de
FC*'. Finalmente debido a la cantidad de muestras obtenidas solo se obtuvo datos

descriptivos y no se realizd un analisis estadistico mas representativo. Sin embargo, la

12



VIII.

fortaleza de este estudio es que es el primer estudio que valora la cinética del PDGF-BB
utilizando el PRP obtenido de CU y ademés que estos resultados podrian dar luces para

futuras investigaciones en el campo de la medicina regenerativa.

CONCLUSIONES

En conclusién, nuestro estudio muestra que la liberacion PDGF-BB del PRP obtenido de
sangre de CU se indujo rapidamente y se mantuvo constante y de forma sostenida durante
las primeras 48 horas luego de su activacion no encontrdndose significancia estadistica en
los diferentes momentos, ademas se observo concentraciones por encima del rango normal
reportado en la literatura. La sangre de CU podria ser una alternativa para la obtencion de

PRP pudiendo ser de utilidad para su uso en medicina regenerativa.
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ANEXO 1: TAMANO MUESTRAL

Tamafio de la muestra para comparar dos medias

Informacion de entrada

Intervalo de confianza (2 lados) 95%
Potencia 80%
Fazén del tamafio de la muestra {Grupo 2/ 1
Grupo 1)
Grupo Diferencia
Grupo 1 5 N
Media 33133 798 34337
Desviacion .
14306 20
estandar
Varianza 210424000 2100

-3

Tamafio de muestra del grupe 1

-3

Tamafio de muestra del grupo 2

Tamafio total de la muestra 4



ANEXO 2: TRADUCCION DEL CERTIFICADO DE ANALISIS/ PROTOCOLO

Kit ELISA de PDGF-BBE humano para suero, plasma v sobrenadantes de cultivos

celulares — Millipore

Almacenamiento:

Almacenar el kita -20°C, permanece activo hasta por un afo,

Componentes:
I. Placa ELISA recubierta con anticuerpo PDGF-BB humano (item A) - 96 pocillos

(12 tiras % 8 pocillos) recubiertos con anti-PDGF-BB humano,

1L
111
1V
V.
V1.
VIL
VIIL
1X.

Buffer de lavado 20x (item B)
Estindar de proteina PDGF-BB humana liofilizada ( item C)
Anticuerpo de deteccion de PDGF-BB humano biotinilado {i tem F)
HREP-Estreptavidina {itcm )

Reactivo TMB colorimétrico ELIS A (Sustrato HEP, item H)
Solucion de parada ELISA{itﬂm }]
ELISA 1x ensayo/muestra diluyente buffer A (item D1) - 30 ML
ELIS A 5x ensayo/muestra diluyente buffer B (Item E1) - 30 ML

Paso 1: Dilucion del Buffer

El buffer diluyente de item B debe diluirse 5 veces con agua destilada antes de

5L UsO,

Yolumen del Buffer; 25 ml

[

V,=C * V,

205 *25ml=1x* V,
500 ml=V,

300

ml- 25 ml = 475 ml de agua destilada

Paso 2: Dilucidn de muestra
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- El Buffer diluyente de ensayo/moestra A (Ilem D1), que s¢ usa para muestras de
suero v plasma, debe ser diluido 5 veces.

— 20 ml de Buffer A (ltem D1)

— 30 ml de agua destilada

Yolumen final: 100 ml

Paso 3: Preparacion del standard
- Agregar 280 ul del diluyente de ensayo A al vial Item C, para la preparacion de
un estandar a una concentracion de 50 ng/ml,
= Disolver el polvo mezclando suavemente,

Agregar 4 ul de estindar de PDGF-BB del vial item € aun tubo con 496 ul de

diluyente de ensayo A,

Pipetear 400 ul de diluyvente de ensavo A en cada tubo,
- Utilizar la solucidn Standard para producir una serie de diluciones como la

Figura 1.

Mezclar bien cada tubo antes de la proxima transferencia,

El diluyente del ensavo A, sirve como estiandar cero (0 pg/ml),

Figura 1. Grafiwca de diluciones para preparacion del estandar
Fuente: Imagen procedente de Millpore-Sigma Aldrich™

Paso 4: Preparacion de deteceidn biotinilada de anticuerpo

- Girar brevemente el vial de deteccion de anticuerpos (Item F) antes de usarlo.

- Agregar 100 ul de 1x de diluyente Buffer B (Item E1) en el vial para preparar un
concentrado de anticuerpos de detecciom.

- Mezclar suavemente ¢l concentrado con ayuda de la pipeta.

- Diluir B0 veces el concentrado de de anticuerpos de deteccion con | x de Buffer
diluyente B (item E1).

— 60 ul de ftem F

— 4740 ul de Buffer B (Item E1)

Volumen final: 4800 ul

Paso 5: Dilucion del concentrado de Estreptavidina HRP

21



Con ayuda de la pipeta mezclar el concentrado de Estreptavidina - HRP (item G)
va que se pueden formar precipitados durante el almacenamiento.

Diluir el concentrado 800 veces con 1 x de Diluyente Buffer (item E1) (Agregar
20ul de concentrado de estreptavidina -Hr® en un tubo con 16 ml de 1x Diluyente
B).

Paso 6: Procedimiento de ensayo de sandwich

1.

b

Llevar todos los reactivos y muestras a temperatura ambiente ( 18-25°C) antes de
su uso. Se recomienda un andlisis por duplicado.

Agregue 100 ul de cada estandar y muestrear en los pozos apropiados. cubnr los
pocillos e incubar durante 2 .5 horas a temperatura ambiente.

Desechar la solucion vy lavar 4 veces con 1x Wash solution. Lavar llenando cada
pocillo con tampon de lavado (300 ul) usando una pipeta multicanal o un
autolavado. La eliminacion completa de liquido en cada paso es esencial para un
buen rendimiento. Después del altimo lavado, eliminar cualquier resto de buffer
de lavado aspirando o decantando. Invertir la placa y secarla con papel limpio.

Agregar 100 ul del anticuerpo de deteccion preparado 1x a cada pocillo. Cubrir
los pocillos e incubar durante | hora a temperatura ambiente con agitacion suave.
Desechar la solucion. Repetir el lavado con el paso 3.

Agregar 100 ul de solucion de estreptavidina preparada a cada pocillo. Cubrir los
pocillos e ncubar durante 45 minutos a temperatura ambiente con agitacion
suave,

Desechar la solucion. Repetir el lavado como en el paso 3.

Agregar 100 ul de reactivo de sustrato de un solo paso TMB (item ) a cada
pocillo. Cubnr los pocillos e incubar 30 minutos a temperatura ambiente en la
oscuridad con agitacion suave,

Agregar 50 ul de solucion de parada (item I) a cada pocillo. Leer la absorbancia

a 450 nm immediatamente.
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ANEXO 3: PRINCIPIO DEL METODO DE CUANTIFICACION DEL PDGF-BB
CON EL KIT ELISA

Muestra y estandar

THY #%

s

L A A
B4 -, ﬁ e
o . < A
A )

Anticuerpos de captura pre
cubiertos en la placa de 96
pocillos

) OO0 L
o " Muestras biolégicas y
estandares afiadidos a

. los pocillos
“'b"4, 2o
vy y

- -

Se afade a los pocillos el . .
anticuerpo de deteccién o ..
>t -
s - ‘9

marcado con biotina

! >
ELISA de insulina humana ! E 5

10y

P Incubacién con HRP-
g 1 b estreptavidina
c -
8 ’
< L
e
So y
.‘ \
- Analisis de datos
0o # ~ - d
1 10 100 1000

Concentracién de insulina
humana (ulU/ml)

Figura 1. Principio del método de cuantificacion del PDGF-BB con el Kit de ELISA

Fuente: Imagen procedente de Millpore-Sigma Aldrich®’
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ANEXO 4: DISENO DE PLACA DE ELISA DE 96 POCILLOS Y DATOS TIPICOS

Curva
estandar 1

A Std 1
B Std 2
C Std 3
D Std 4
E Std 5
F Std 6
G Std 7
H Stdg | -

DE ENSAYO
Tiempo 2 Tiempo 3
P1-24h | P1-24h | P1-48h | P1-48h
P2-24h | P2-24h | P2-48h | P2-48h
P3-24h | P3-24h | P3-48h | P3-48h
P4-24h P4-24h P4-48h P4-48h
P5-24h P5-24h P5-48h P5-48h
P6-24h | P6-24h | P6-48h | P6-48h

Curva estandar 2

Std 1

Std 9

Std 2

Std 3

Std 4

Std 5

Std 6

Std 7

Std 8

Figura 1. Disefio de placa de ELISA de 96 pocillos. Std: estandar; P: paciente; h: horas;

sin act: sin activador.
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Assay Diluent A

10

OD=450 nm

0.01 T T . .
0.1 1 10 100 1000

Human PDGF-BB concentration (pg/ml)

Figura 2. Disefio de curva tipica de datos que se obtiene en la lectura de los estandares

del Kit de ELISA para muestras de plasma.
Fuente: Imagen procedente de Millpore-Sigma Aldrich®*.
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ANEXO 5: DIAGRAMA DE OBTENCION DE MUESTRAS DE SANGRE DE
CORDON UMBILICAL

OBTENCION DE MUESTRAS DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL

Preparacion de mesa estéril: Gasas, guantes, jeringas, tubos EDTA

v

Desinfeccidn del cordén con vodnnovidona 7 504

v

Pinzamiento del cordén umbilical: Se selecciona un fragmento del cordén donde se realiza un daoble
pinzamiento luego de que el recién nacido sea desconectado de la madre y mientras la placenta se

encuentre dentro del Gtero.

Recogida de sangre de

. Apoyar el cordon en una gasa estéril
corddn

v

\ 4

Rociar la parte mas externa del cordon con Yodopovidona y dejar
actuar 1 minuto

v

Identificar la vena umbilical y hacer puncién lo mas distal posible,
justo por encima del pinzamiento con el bisel de la aguja mirando
hacia abajo

h 4

Extraer aproximadamente 7 ml de sangre y colocarlos en el tubo
de EDTA. Aaitar levemente la muestra

v

Rotular la muestra y almacenarlo en un cooler refrigerante
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ANEXO 7: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Cadigo de voluntario:

Medicién de plaquetas pre y post centrifugacion

Fecha

Concentracion

Observaciones

Plaquetas pre

centrifugacion

Plaquetas post

centrifugacion

Medicion del factor de crecimiento:

N° de alicuota Fecha Tiempo o Concentracion de PDGF-BB
condicién
1 Sin
Activador
2 1 hora
3 24 horas
4 48 horas

Observacion :
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ANEXO 8: CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN

ESTUDIO DE INVESTIGACION

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

(Adultos)

Titulo del estudio: Evaluacidn de la cinética de liberacion del factores de crecimiento derivado de
plagquetas del plasma rico en plaquetas obtenido de sangre de corddn umbilical

Investigador (a): Peralta A. Ana, Rodriguez C. Andrea, Aro G. Pedro

Institucion: Universidad Peruana Cayetano Heredia

Propdsito del estudio:

La estamos invitando a participar en un estudio que evaluard la rapidez con la que se liberan algunos
componentes importantes de la sangre de corddn umbilical que son las plaguetas, las cuales contienen
factores de crecimiento. Estos factores de crecimiento cumplen diferentes funciones, una de ellas es ser
parte del proceso de reparacion de heridas; por lo cual, es usado en el drea de medicina regenerativa.
Dicha sangre serd extrafda de una parte del corddn umbilical que ha sido separado del bebé y va a ser
desechado luego del nacimiento. Este es un estudio desarrollado por estudiantes e investigadores de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia.

El “cordén” que une a la madre v el feto se llama corddn umbilical ¥ sirve para proveer nutrientes
importantes al bebe en formacidn; sin embargo, luego del parto es desechado ya que se cree que no
tiene ninguna utilidad. Con el avance de las investigaciones, se ha determinado que la sangre del corddn
umbilical contiene diversos componentes cdmo son los factores de crecimiento que tienen efectos
potenciales para la regeneracién de tejidos y heridas. Estos factores de crecimiento serdn aislados en
nuestro estudio para evaluar si aumenta o disminuye la concentracion en determinados periodos de
tiempo y asi encontrar el momento donde se libera mayor cantidad para que su uso futuro sea el mas
adecuado.

Procedimientos:
Al participar en este estudio deberd tener en cuenta lo siguiente:

1. Todos los procedimientos serdn realizados por personal de salud capacitado y se realizara con
el apoyo del personal de Ginecoobstetricia.
Una wvez que el bebé nazca y mientras la placenta se encuentre en el Gtero, el personal
entrenado ingresa v con previa asepsia realiza la toma de muestra de sangre de la seccidn del
cordén umbilical que se va a descartar. Se recalca que no habrd interaccitn alguna con el recién
nacido.

2, Larecoleccion de las muestras de sangre sera de 7 ml en cantidad equivalente a una cucharada
de sopa.

3. Un personal registrard vy rotulard las muestras. Estas serdn conservadas en un sistema de
refrigeracidn y transporte que aseguren su almacenamiento hasta el Servicio de Hemoterapia y
banco de sangre para su proceso.

Riesgos:

La toma de muestra de sangre de cordén umbilical obtenida tras el parto se considera un proceso
inocuo para la madre y €l bebe, es decir no afectard a ninguno. No obstante, si tras la primera punzada
no se recolecta satisfactoriamente la muestra se realizard otra puncion, lo cual no supone ninguna
complicacién para la madre voluntaria yva que en todo el procedimiento se mantienen siempre los
criterios de asepsia. Ademas, durante el proceso habitual de la extraccion de la placenta con el corddn
umbilical es usual que se tomen muestras de sangre para la obtencién del grupo sanguineo del recién
nacido por lo que no es un procedimiento extrano durante el parto.

Versidn 50 de fecha 02 de agosto del 2022 [cambiar segiin corresponda) Pagina 1 de 4
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

(Adultos)

Titulo del estudio: ~ Evaluacién de la cinética de liberacién del factores de crecimiento derivado de
plaquetas del plasma rico en plaquetas obtenido de sangre de cordén umbilical

Investigador (a): Peralta A. Ana, Rodriguez C. Andrea, Aro G. Pedro

Institucion; Universidad Peruana Cayetano Heredia

El proceso de recoleccion de muestra no supone complicaciones ni en el bebe ni la madre, puesto que la
fuente de obtencién es una fraccion del cordén umbilical que ha sido previamente separado del bebe y
la madre.

Beneficios:

No recibira un beneficio directo por participar en este estudio, pero los resultados podrian ayudar a
otras personas en el futuro. Ademds, se le informard de los resultados obtenidos de la muestra
brindada.

Costos y compensacion

No debera pagar nada por participar en el estudio. Igualmente, no recibird ningiin incentivo econdémico
ni de otra indole por las muestras donadas.

Es importante tener en cuenta que la ejecucion de la donacion se acepta de forma voluntaria, de esta

manera esta participando en el estudio, y cuya informacion proporcionada se mantiene confidencial .
Las muestras no serdn vendidas o distribuidas a terceros con fines comerciales.

Confidencialidad:

Nosotros guardaremos su informacion con codigos v no con nombres. S6lo los investigadores tendrdn
acceso a las bases de datos. Si los resultados de este seguimiento son publicados, no se mostrara
ninguna informacién que permita la identificacién de las personas que participaron en este estudio.

USO FUTURO DE MUESTRAS

Estas muestras seran utilizadas (nicamente para el presente estudio que tendrd una duracidon maxima
de un mes a partir de la recoleccién de la sangre. Posteriormente seran descartadas.

Autorizo almacenar las muestras recolectadas empleadas en el presente estudio por un tiempo
maximo de 1 mes.

(Después de este periodo de tiempo se eliminaran dichas muestras).

Si() NO()

USO FUTURO DE INFORMACION

Deseamos almacenar los datos recaudados en esta investigacion por 10 afios. Estos datos podran ser
usados para investigaciones futuras.

Estos datos almacenados no tendrdn nombres ni otro dato personal, sélo serdn identificables con
codigos.

Si no desea que los datos recaudados en esta investigacion permanezcan almacenados ni utilizados

Versidn 5.0 de fecha 02 de agosto del 2022 (cambiar segiin corresponda) Pagina 2 de 4
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

(Adultos)
Titulo del estudio: Evaluacion de la cinética de liberacién del factores de crecimiento derivado de
plaquetas del plasma rico en plaquetas obtenido de sangre de cordén umbilical
Investigador (a): Peralta A. Ana, Rodriguez C. Andrea, Aro G. Pedro
Institucion: Universidad Peruana Cayetano Heredia
Nombres y Apellidos Firma Fecha y Hora
Participante
Nombres y Apellidos Firma Fecha y Hora
Testigo (si el
participante es
analfabeto
Nombres y Apellidos Firma Fecha y Hora
Investigador
Nombres y Apellidos Firma Fecha y Hora
Investigador
Versidn 5.0 de fecha 02 de agosto del 2022 (cambiar segtin corresponda) Pagina 4 de 4
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ANEXO 9: CONSTANCIA DE APROBACION DEL PROTOCOLO DE

3 5 UMIVERSIDAD PERLANA

INVESTIGACION POR LA UPCH

VICERRECTORADO

a ¢ CAYETANO HEREDIA DE INVESTIGACION

CONSTAMNCIA 582 -49-22

1l Presidente del Comité Institucional de Fitica en Investigacion (CIED de la Universidad Peroama

tklj'i_'till'l] IIL'H_'ljiil l'lilL'L' constar L]LIL' L'I I'I{l]j'L'L'[l] le' in\'ﬂﬁliﬁlﬁil‘ll’] !il_'ﬁillil.ljl] a L'lll'][ir]LIClL'il‘]r] rIJL'
APROBADO por el Comire Institucional de Euca en Investigacion, bajo la categoria de revision

EXPEDITA.

Tirulo del Proyecro

Codigo de inscripeion

Investigadora principal

: “Evaluacidon de la cinética de liberacion de factores de crecimiento

del plasma rico en plaguetas obtenido de sangre de cordon
um bilical™

1 206350

: Ana Patricia, Peralta Antialon

La aprobacion incluyd los documentos finales descritos a continuacion:

1. Proyecto de investigacion, version recibida en fecha 15 de diciembre del 2022
2. Consentimiento informado, version 50 recibida en fecha 15 de diciembre del 2022

la APROBACION considera ¢l cumplimienty de los estindares de la Universidad, los
lineamientos  Cientificos v éticos, e balance riesgo/beneficio, la calificacidn del equipo
investigador y la confidencialidad de los datos, entre otros,

Cualguier enmienda, desviaciones, eventualidad deberd ser reportada de acuerdo a los plazos y
normas esmblecidas. Bl investigador reporaed cada seis meses ol progreso del estudio y alcanzara
un informe al término de éste, La aprobacion tiene vigencia desde la emision del presente
docomento hasta ¢ 18 de diciembre de 2023,

Si aplica, los trimites para su renovacion deberdn iniciarse por lo menos 30 dias previos a su

Vencimiento,

Lima, 19 de diciembre del 2022.

fugy

s
D, Lus .-\rturWlnu

Presidente
Comité Institucional de Frica en Investigacion
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ANEXO 10: CONSTANCIA DE APROBACION DE ENMIENDA POR LA UPCH

3 S UNIVERSIDAD PERUANA VICERRECTORADO
i . CAYETANO HEREDIA DE INVESTIGACION

CONSTANCIA E-043-09-23

El Presidente del Comité Instimcional de Frica en Investigacion (CIEI) de la Universidad Pervana
Cayetano Heredia hace constar que el comité insimcional de éica en investigacion aprobd de manera
cxpedita la ENM IENDA/MODIFICACION del proyecto de investigacion sefalado a confinuacion,

Titulo del Protocolo ¢ “Evaluacion de la cinética de liberacion del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-BB) del plasma rico
en plaquetas obtenido de sangre de cordén umbilical”

Cadigo del protocolo : 206350

Investigador(a) principal(es) : Peralta Antialon, Ana Patricia

Rodriguez Chivez, Andrea Nisi

La enmienda /modificacion corresponde a los siguientes documentos:

1. Protocolo de investigacion, version recibida en fecha 27 de febrero del 2023,
3. Solicitud de enmienda (IT), recibida en fecha 27 de febrero del 2023,

Lima, 27 de febrero del 2023.

Drr. Luis Armro Pedro Saona Ugarte
Presidente
Comite Institucional de Erica en Investigacion
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ANEXO 11: CONSTANCIA DE APROBACION DEL COMITE DE ETICA
DEL HOSPITAL NACIONAL CAYETANO HEREDIA

Lo e e M 1y Hospital
E:,:g ‘d Z’R’ ! an‘ol.n‘r)p Heradia

Decenio de la Igualdad de Oportunidades para Mujeres y Hombres™
“Ano del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”
“Ano del Bicentenario del Congreso de la Republica del Peru”

CONSTANCIA N° 160-2022

EL PRESIDENTE DEL COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA EN LA
INVESTIGACION DEL HOSPITAL NACIONAL CAYETANO HEREDIA,

CERTIFICA:

Que el Trabajo de Investigacion de la REF: “Evaluacion de la cinética de liberacion del
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-BB) del plasma rico en plaguetas
obtenido de sangre de cordon umbilical”. Inscrito con Codigo 056-2022. Presentado por las
Srtas. Ana Patricia Peralta Antialon y Andrea Nisi Rodriguez Chavez Investigadoras
Principales ha sido revisado y APROBADO por este Comité, en sesion de fecha 15 de
diciembre del 2022.

Esta aprobacion tendra vigencia hasta el 14 de diciembre de 2023. Los tramites para su
renovacion deberan iniciarse por lo menos 30 dias antes de su vencimiento.

Participaron en la sesion los siguientes miembros, quienes no presentan conflictos de
interés:
- Dr. Juan Carlos Ismodes Aguilar
Q.F. Mercedes Jacqueline Portocarrero Reategui
Dr. Javier Renato Puma Medina
- Bach Der. Roberto Hugo Sedano Sedano
Ing. Ruth Damariz Benito Matias
- Sr. José Leodnidas Orcon Bernal

Lima, 15 de diciembre del 2022
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