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RESUMEN

Introduccion: La activacién del plasma rico en plaquetas (PRP) es un importante
paso para desencadenar la liberacion de los factores de crecimiento como el factor
de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF-BB) y puede estar influenciado
por los métodos utilizados en su preparacion. Objetivo: Evaluar el efecto del
gluconato de calcio 10% (Glu.Ca 10%) en la activacion del PRP obtenido a
diferentes condiciones de centrifugado sobre la expresion del PDGF-BB.
Materiales y Métodos: Estudio experimental in vitro. Se obtuvieron 11 muestras
de donantes de sangre que acudieron al Servicio de Hemoterapia y Banco de Sangre
del Hospital Cayetano Heredia en el mes de julio del 2024. Se analizaron dos tipos
de PRP: centrifugacion simple (CS): 900g a 7 minutos y centrifugacién doble (CD):
CD=900 g a 7 minutos y 1500 g a 15 minutos. De cada método de centrifugacion
se obtuvieron 2 alicuotas; a una se le afiadié Glu.Ca 10% y otro no se usé activador.
Se cuantificd el PDGF-BB por ELISA. El analisis estadistico se realizé a través de
la prueba de ANOVA y se consider6 un p <0.05 como estadisticamente
significativo. Resultados: se observé diferencias significativas en los valores de
PDGF-BB entre los grupos estudiados (CS con Glu.Ca 10%: 842.7 + 4.0; CS sin
Glu.Ca 10%: 837.6 + 4.3; CD sin Glu.Ca 10%: 389.3 + 94.5; CD con Glu.Ca 10%:
237.9 + 88.5; p<0.05). Conclusiones: Se observo mayor liberacion de PDGF-BB
con el uso de centrifugacion simple y usando activador. Estos hallazgos podrian
ayudar a comprender y mejorar los resultados en la preparacion del PRP para su

uso clinico.

Palabras claves: donantes de sangre, plasma rico en plaquetas, factor de

crecimiento derivado de plaquetas.



ABSTRACT

Introduction: Activation of platelet-rich plasma (PRP) is an important step in
triggering the release of growth factors such as platelet-derived growth factor-BB
(PDGF-BB) and may be influenced by the methods used in its preparation.
Objective: To evaluate the effect of calcium gluconate 10% (Glu.Ca 10%) in the
activation of PRP obtained at different centrifugation conditions on the expression
of PDGF-BB. Materials and Methods: Experimental in vitro study. Eleven
samples were obtained from blood donors who attended the Hemotherapy and
Blood Bank Service of the Cayetano Heredia Hospital in July 2024. Two types of
PRP were analyzed: single centrifugation (SC): 900 g at 7 minutes and double
centrifugation (DC): DC=900 g at 7 minutes and 1500 g at 15 minutes. Two aliquots
were obtained from each centrifugation method; Glu.Cal0% was added to one
aliquot and no activator was used in the other. PDGF-BB was quantified by ELISA.
Statistical analysis was performed by ANOVA test and a p<0.05 was considered
statistically significant. Results: significant differences in PDGF-BB values were
observed between the groups studied (CS with Glu.Ca 10%: 842.7 £ 4.0; CS
without Glu.Ca 10%: 837.6 + 4.3; CD without Glu.Ca 10%: 389.3 + 94.5; CD with
Glu.Ca 10%: 237.9 £ 88.5; p<0.05). Conclusions: Greater PDGF-BB release was
observed with the use of single centrifugation and using activator. These findings
could help to understand and improve the results in the preparation of PRP for

clinical use.

Keywords: blood donors, platelet-rich plasma, platelet-derived growth factor



I. INTRODUCCION

Las plaquetas (PQ) se originan en los megacariocitos de la médula Gsea y son
esenciales para mantener la integridad vascular y la hemostasia (1). Estan
subdivididas en la membrana, que asegura la integridad vascular, una estructura
citoesquelética y una region de granulos (alfa y densos) que contienen bioactivos
como serotonina, histamina, calcio y adenosina, todos ellos participando en la
inflamacion, cicatrizacién y respuesta inmune (2-4). Estas caracteristicas han
llevado a que las PQ sean utilizadas en medicina regenerativa, favoreciendo la

proliferacion y migracion celular, asi como la angiogénesis (5).

El plasma rico en plaquetas (PRP), un derivado de las PQ, tiene concentraciones
significativamente superiores a las de la sangre total (6). En los ultimos afios, el
PRP se ha destacado como una terapia eficaz en medicina regenerativa, con
aplicaciones en diversas areas. En el area de medicina ortopédica, ha mostrado ser
seguro y efectivo para tratar lesiones tanto agudas como crénicas, mejorando el
dolor y la funcién articular (7,8). También ha sido utilizado con éxito en
dermatologia para el tratamiento de la alopecia, cicatrizacion de heridas cronicas
donde ha acelerado la curacién en comparacion con métodos estandar con

resultados satisfactorios (9,10).

La capacidad regenerativa del PRP se debe principalmente a la liberacion de
citocinas y factores de crecimiento (FC), como el factor de crecimiento derivado de
las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento transformante beta (TGF-p), el factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y el factor de crecimiento epidérmico

(EGF) (11-14). EI PDGF estad compuesto por subunidades A y/o B; una principal



isoforma es el PGDF-BB, que tiene la capacidad de unirse a todas las isoformas de
receptores, participando en el reclutamiento y maduracion de los pericitos en la

zona de lesion promoviendo la angiogénesis y osteogénesis (15,16).

Estudios muestran que el PDGF-BB es mayor en el PRP comparado con las PQ
basales, debido a diferentes variaciones como numero de centrifugado, grado de
concentracion de PQ, la preparacion del PRP y grado de activacion plaguetaria por
desgranulacion y escision del fibrindgeno (16-18). En estudios de PRP han
empleado para su activacion distintos medios como trombina, cloruro de calcio

(Clo.Ca), gluconato de calcio (Glu.Ca) y activacién espontanea (18-20).

Cavallo et al. (19) evaluaron la liberacion de factores de crecimiento usando
trombina, cloruro de calcio (Clo.Ca) y coldgeno tipo 1, mencionando que la
trombina facilitaba una liberacion rapida en los primeros 30 minutos, mientras que
el Clo.Ca prolongaba la liberacion. De manera similar, Franco et al. (32) indicaron
que la combinacion de trombina con Clo.Ca es mas eficaz en la liberacién de estos
factores. Sin embargo, Lee et al. (36) y Silva et al. (23) no hallaron diferencias
significativas en la liberacion de PDGF-AA, PDGF-BB y TGF-B entre PRP
activado y no activado con trombina y Clo.Ca. Ademas, Margono et al. (21)
demostraron que ambos métodos permiten la expresion de VEGF en células madre
de pulpa dental. Por otro lado, Mazzocca et al. (26) y Eren et al. (17) obtuvieron un
incremento de PQ a una mayor velocidad de centrifugado con un solo ciclo, lo que
contrasta con Amable et al. (25) quienes obtuvieron menos PQ con doble
centrifugacion. No obstante, Bausset et al. (28), Ogundipe et al. (29), y Jo et al. (30)

sugieren que un protocolo de doble centrifugacion es méas eficaz para obtener un



mayor nimero de PQ. Estos hallazgos sugieren que la eleccion del activador, la

variacion del tiempo y la fuerza gravitatoria pueden afectar la liberacion de FC.

Dado que los protocolos para la preparacion de PRP varian considerablemente en
sus parametros estandarizados y con resultados contradictorios, es esencial
desarrollar una metodologia personalizada que se adapte facilmente a las
necesidades clinicas. Por ello, nuestro estudio se enfoco en evaluar el efecto del
Glu.Ca 10% sobre la activacion del PRP adquirido a diferentes condiciones de

centrifugado sobre la expresion del PDGF-BB.



1. OBJETIVOS
I1.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del gluconato de calcio 10% en la activacion del PRP obtenido

a diferentes condiciones de centrifugado sobre la expresion del PDGF-BB
11.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I1.2.1. Determinar las concentraciones de las plaquetas obtenidas antes de la

preparacion del PRP con centrifugacion simple (CS) y doble (CD).

11.2.2. Cuantificar las concentraciones de PDGF-BB en el PRP con y sin

activacion con gluconato de calcio 10% obtenido con CS.

I1.2.3. Cuantificar las concentraciones de PDGF-BB en el PRP con y sin

activacion con gluconato de calcio 10% obtenido con CD.

11.2.4. Determinar la relacion entre las concentraciones de PDGF-BB en el PRP

con y sin activacion con gluconato de calcio 10% obtenido con CS.

11.2.5. Determinar la relacion entre las concentraciones de PDGF-BB en el PRP

con y sin activacion con gluconato de calcio 10% obtenido con CD.



I1l. MATERIALES Y METODOS

I11.1 Disefio y poblacién de estudio

Se realiz6 un estudio experimental in vitro para evaluar el efecto del PDGF-BB
con Glu.Ca 10% en PRP activado y no activado, obtenidos de donantes
atendidos en el servicio de Banco de Sangre y Hemoterapia del Hospital

Cayetano Heredia durante el mes de Julio del 2024.

[11.2. Participantes

Antes de realizar la ejecucion del estudio se realizé el calculo muestral mediante
un muestreo aleatorio simple utilizando el programa Open Epi y se calcul6 por
diferencia de medias utilizando el formato de Qiao et al. (26). De acuerdo con
los calculos se obtuvo un tamarfio de 11 muestras (ANEXO 1). Se les brindé un
consentimiento informado (ANEXO 2) a los participantes voluntarios aptos
(hombres y mujeres) entre 18 y 40 afios. Asimismo, no se considerd a sujetos
medicados en los ultimos 15 dias, fumadores cronicos y con antecedentes de
trastornos metabdlicos (hipertension, diabetes mellitus, hipotiroidismo y

obesidad morbida).

[11.3. Obtencion de la muestra de sangre

Se recolecto 7 cc de muestra de sangre obtenido de la bolsa satélite (10 cc) de
la bolsa cuédruple en donde se realiz6 la donacion, posteriormente se recolecto
cada muestra del donante en dos tubos de citrato de sodio al 3.2%, este
procedimiento duré menos de 5 min por participante. Posteriormente se llevaron
las muestras al servicio de Hemoterapia y Banco de sangre para su analisis de

conteo de plaquetas basales antes de la centrifugacion en el analizador



hematoldgico CELL DYN de Abbott que utiliza la tecnologia de impedancia
eléctrica para la medicion de las plaquetas y espectrometria de absorcion para
las mediciones de hemoglobina; ademas se le realiza control de calidad diario
de acuerdo al protocolo habitual del Banco de Sangre. Se utilizé una centrifuga
de mesa (marca HERMLE Z326), la cual muestra la velocidad en fuerza
centrifuga relativa (RFC-g) y revoluciones por minuto (RPM) y cuenta con
mantenimiento preventivo y calibraciones periddicas (ANEXO 3). La
velocidad y la duracion del proceso de centrifugacion utilizado en este estudio

se basaron en 2 estudios previos (31,32).

I11.4. Preparacion y activacion del PRP

Las muestras obtenidas se rotularon de la siguiente manera: con la letra A se
indico la CS (900g a 7 min), mientras que al otro tubo se rotulé con la letra B
el cual indic6 CD (900g a 7 min y después 1500g a 15 min). Después de las
centrifugaciones se realizo el conteo de nimero de PQ del sedimento de cada
PRP obtenido. Posteriormente en una cdmara de flujo laminar las muestras A 'y
B fueron separadas en 2 alicuotas cada una. Para la activacion del PRP se utiliz6
Glu.Ca al 10% en una proporcion de 1/10. De la muestra A, a una alicuota 1 se
agrego 50 pL de Glu.Cay 450 uL de PRP, mientras que a la alicuota 2 solo se
agreg6 500 pL de PRP. De la misma forma se procedidé con el tubo B. Las
muestras se incubaron a 37° de 5% CO2 por 24 horas antes de la realizacion de

la medida del PDGF-BB (ANEXO 4).

111.5. Cuantificacion del PDGF-BB



La determinacion del PDGF-BB se realizé con el uso de Human PDGF-BB
ELISA KIT de la marca Sigma-Aldrich bajo nimero de producto: RAB0397 el
cual utiliza la metodologia tipo sandwich (ANEXO 5). Se realizo la preparacion
del estandar y las diluciones seriadas segun especificaciones del inserto
(ANEXO 6), los valores obtenidos fueron leidos en un lector de ELISA a una
absorbancia de 450nm (Eje X) vs concentracion PDGF-BB (eje Y) para la

obtencion de la curva estandar (FIGURA 1).

111.6. Andlisis estadistico

Se llevd a cabo un andlisis univariado de muestras relacionadas utilizando el
software estadistico STATA versién 16 para Windows 11. Las variables
categéricas se expresaron en frecuencias. Las variables continuas con
distribucién normal se presentaron como medias + desviacion estandar,
mientras que aquellas con distribucion no Gaussiana se resumieron como
mediana y rango intercuartil. Para comparar el PRP activado y sin activar tanto
procesado a CS como a CD, se utilizd un analisis bivariado. En caso que
cumplan con los supuestos de normalidad, se aplicé la prueba de ANOVA. Se

considerd estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.



IV. RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 11 muestras de 7 cc obtenidas de la bolsa satélite con
tubos de citrato de sodio al 3.2%, de los cuales la edad media masculina es de 63.6
y la edad media femenina es 36.4 con una desviacion estandar (SD) 33.5 = 10.9
afios; la SD de la hemoglobina fue de 14.05 £ 0.7. La SD del PRP por centrifugacion
doble (CD) fue mayor que el PRP por centrifugacion simple (CS) (675.8 £ 47.6 x
103/uL vs 478.8 + 53.5 x 10%/uL) y plaquetas basales (675.8 + 47.6 x 10%/uL vs

231.9 + 47.0 x 10%/uL).

La obtencion de la curva estandar (figura 1) se realizo a través de diluciones seriadas
segun inserto del fabricante. Estas diluciones fueron realizadas por duplicado
obteniéndose los valores promedio por dilucion. La formula obtenida fue y =
216.82x - 23.583, la cual se uso para obtener los valores de PDGF-BB, con R? =
0.9974. El limite de deteccion fue de 0.1 ng/mL, con rango de la curva estandar de

0.549 a 400 ng/mL.

La concentracién de PDGF-BB con CD sin el gluconato tuvo como media 389.3 £
94.5 ng/pL a comparacion del grupo con CS sin el gluconato, el cual tuvo como
media 838.3 + 4.8 ng/uL, que fue 2.15 veces mayor. Se confirmo la significacion
estadistica para cada paso (p<0.05) (figura 2). Adicionalmente se observd que la
concentracion de PDGF-BB por CS con Glu.Ca al 10% tuvo como media 842.2 +
2.1 ng/uL, en contraste con la concentracion de PDGF-BB por CD con el activador
Glu.Ca al 10% tuvo como media 237.9 £ 88.5 ng/uL. que fue 3.54 veces mayor,

mostrando una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) (figura 3).



V. DISCUSION

El presente estudio demuestra que el uso Glu.Ca 10% con una CS generd una mayor
liberacion de PDGF-BB. Ademas, el analisis mostro que a pesar de que la CD
generaba un PRP con mayor cantidad de plaquetas, se obtuvo una mayor liberacién
del FC mediante la CS. Estos resultados sugieren que no solo el Glu.Ca al 10%
afecto la produccion del FC en el PRP sino también el método de centrifugacion,

pudiendo ser de importancia para su uso en medicina regenerativa.

La activacion de las plaquetas en el PRP puede afectar la liberacion de los FC
principalmente en su cinética y cantidad (18) y se puede llevar a cabo a través de
compuestos como la trombina o las sales de calcio (cloruro o gluconato) (19). El
Calcio juega un rol importante en la agregacién y activacion plaquetaria, formando
coagulos de fibrina en el PRP (20). Algunos estudios muestran mayor eficiencia
con el uso de cloruro de calcio (Clo.Ca) en comparacion con el uso de trombina,
siendo mas seguro y altamente rentable (21,22). Silva et. al. (23) realizaron un
estudio en caninos y no encontraron diferencia significativa entre la activacion del
PRP con Clo.Cay Glu.Ca indicando ademas que ambas sales de calcio son seguras.
Ademas, algunos reportes indican que el uso de concentraciones del 10% demostro6
ser mejor que otras en su efecto sobre la mayoria de tipos de células (24). Por estas
razones se opto por el uso de Glu.Ca 10% como activador debido a su fécil acceso,

rapido proceso y efecto sobre las plaquetas.

El efecto de la activacion dependid tanto del activador como del método de
centrifugacion usado y eso se puede observar en nuestros resultados. Es importante

distinguir el método de centrifugacion simple y doble usado en este estudio, ya que



la literatura muestra resultados variables, Amable et. al. (25), encontraron que los
resultados obtenidos por CS fueron mejores que el uso de CD, en contraste con
Mazzocca et. al. (26), demostraron que a mayor velocidad y CD se obtiene un
mayor recuento plaquetario. En este estudio se puede observar una mayor
concentracion de plaguetas con una CD, pero esto no necesariamente permitiria una
mayor liberacion del FC. Es conocido que la mayoria de protocolos de obtencion
del PRP se basa en aumentar la cantidad de plaquetas, pero estudios mencionan que
las variaciones del FC no se correlacionan con la variacion en el recuento de
plaquetas, pudiendo no ser un indicador apropiado para predecir su actividad
bioldgica (27,28), esto podria ser explicado debido a que las plaquetas son células
fragiles las cuales a mayor fuerza de centrifugacion existe un riesgo de alteraciéon y
su ineficacia manifestdndose en la cantidad de FC liberado por lo cual se

recomienda velocidades bajas y una sola centrifugacion (29).

Nuestros resultados muestran que una CS afiadiendo Glu.Ca 10% es superior a los
otros métodos utilizados mostrando una mayor liberacion de PDGF-BB. La
literatura es variable con respecto al uso del método de activacion del PRP.
Margono et. al. (21), demostraron que el uso de activacion con calcio es superior al
sin activador usando una CS en la expresion de VEGF, esto fue observado de la
misma manera por Fukuda et. al. (33), los cuales mostraron que la adicion de Ca*?
generd una liberacion mayor de PDGF-BB. Otros estudios utilizando Glu.Ca al
10% mencionan que se puede mejorar la liberacion de FC y la calidad del PRP
(34,35). Estos estudios mostrados junto con nuestros resultados resaltan la
importancia de la activacion en el proceso de preparacion del PRP ya que el Ca*?

es vital para la desgranulacion de las plaquetas para liberar FC de los granulos alfa

10



y permite la escision del fibrindgeno lo cual es importante para la formacién del gel
plaquetario (36), por lo tanto, la adicion de Glu.Ca podria ser una buena alternativa

para la produccién del PRP en el &mbito de la medicina regenerativa.

Es importante sefialar que diversos factores pueden afectar el proceso de
preparacion del PRP y esto fue observado en nuestros hallazgos. La centrifugacion
es un factor importante ya que el aumento excesivo de la fuerza centrifuga dafia las
membranas de las plagquetas afectando la liberacion de los FC (37). La CD también
podria estar asociada a una sobreactivacion plaquetaria pudiendo generar la pérdida
de la integridad de la plaqueta (38). La liberacion de los FC es multifactorial,
dependiendo de diferentes factores como la variabilidad de las proteinas contenidas
en las plaquetas, el grado de concentracion, el tiempo, la velocidad y la activacion,

por lo que deben considerarse al momento de la preparacion del PRP (25).

El PDGF es un FC liberado por las plaquetas e interviene en los procesos de
cicatrizacion y reparacion de tejidos, siendo su principal isoforma el BB la cual
tiene como funcion principal la reparacién y proliferacion celular estimulando el
proceso de angiogénesis y formacion de colageno jugando un papel importante en
la curacion de heridas (39). La Administracion de Alimentos y medicamentos
(FDA) menciona que este FC puede ser usado con seguridad aprobando sus
formulaciones para el uso en el tratamiento de Ulceras en pie y regeneracion dsea

(40), siendo este el motivo por el cual se utiliz6 su valoracion para este estudio.

Nuestro estudio presenta limitaciones. En primer lugar, solo evaluamos las
concentraciones de PDGF-BB en un momento puntual despues de la activacion, lo

que no permite observar posibles variaciones a lo largo del tiempo por lo que es

11



posible que la liberacion de PDGF-BB aumente o disminuya en etapas posteriores.
En segundo lugar, no considerd otros factores de crecimiento relevantes que
podrian haber sido liberados junto con el PDGF-BB durante la activacion, lo cual
podria ofrecer una visién mas amplia del efecto del Glu.Ca 10%. En tercer lugar,
no se realizaron analisis adicionales para evaluar si otros factores, como la
degradacion o el agotamiento del PDGF-BB debido a procesos oxidativos o
proteoliticos, podrian haber afectado la concentracién final. Por Gltimo, los tubos
de ensayo de centrifugado se movilizaron del laboratorio del hospital hacia el
laboratorio de investigacién donde se procedi6 a hacer la cuantificacion del PDGF-
BB, este tiempo de espera para la separacion podria haber disminuido la cantidad
de PDGF-BB del PRP. A pesar de las limitaciones mencionadas, la fortaleza de este
estudio radica en que es uno de los primeros en investigar el impacto del Glu.Ca
10% en la liberacion de PDGF-BB en PRP en nuestro medio, ofreciendo una base
solida para futuras investigaciones sobre la optimizacion de protocolos para mejorar

la funcionalidad del PRP en aplicaciones clinicas.
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VI. CONCLUSIONES

Nuestro estudio muestra que el Glu.Ca al 10% y el método de centrifugado
utilizado afecta la liberacion PDGF-BB en donantes de sangre.

El método de CS con Glu.Ca 10% demostr6 mayor liberacion de PDGF-
BB con respecto al que no uso activador.

El método de CD sin Glu.Ca 10% demostré mayor liberacion de PDGF-BB
con respecto al que se agregd activador.

Al comparar los diferentes métodos se observo que la CS y el uso de Glu.Ca

10% maostro valores mas elevados de PDGF-BB (p<0.05)
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TABLA 1. Caracteristicas sociodemogréaficas y de laboratorio del PRP obtenido a

diferentes condiciones de centrifugado sobre la expresion del PDGF-BB

Caracteristicas sociodemograficas N (%)

Sexo

Femenino 4 (36.4)
Masculino 7 (63.6)
Edad (afios)* 33.5+£10.9
Hemoglobina (g/dL) * 145+0.7
Plaquetas (10%/uL) * 231.9+£47.0
Plaquetas PRP 1 (10%/uL) * 478.8 £53.5
Plaquetas PRP 2 (10%/uL) * 675.8+47.6
PDGF-BB sin Gluconato de Calcio con CS (ng/mL) * 837.6+4.3
PDGF-BB con Gluconato de Calcio con CS (ng/mL) * 842.7+4.0
PDGF-BB sin Gluconato de Calcio con CD (ng/mL) * 389.3+945
PDGF-BB con Gluconato de Calcio con CD (ng/mL) * 237.9 £ 88.5

*Media + Desviacion estandar




FIGURA 2. Concentracion de PDGF-BB obtenido del PRP por CS sin y con

Gluconato de calcio al 10%
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FIGURA 3. Concentracion de PDGF-BB obtenido del PRP por CD sin y con

Gluconato de calcio al 10%
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FIGURA 4. Relacion entre la cantidad de PDGF-BB y el tipo de centrifugacion
usado
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1. ANEXOS
ANEXO 1: CALCULO MUESTRAL

Tamano de la muestra para comparar dos medias

Informacion de entrada

Intervalo de confianza (2 lados) 95%
Potencia 80%

Razon del tamafio de la muestra (Grupo2/

1
Grupo 1)
Grupo 1 Grupo 2

Media 155.2 54.4
Desviacion estandar 57.67 28.95

838.10
Varianza 3325.83

3
Tamario de muestra del grupo 1 4
Tamario de muestra del grupo 2 4

Tamafio total de la muestra 8

Diferenci

a*

100.8



ANEXO 2: CONSENTIMIENTO INFORMADO DE LOS DONANTES DE

SANGRE

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO

DE INVESTIGACION

(Adultos)

Efecto del gluconato de calcio 10% en la activacion del plasma rico
Titulo del en plaquetas obtenido a diferentes condiciones de centrifugado sobre
estudio: la expresion del Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas-BB

(PDGF-BB)

Investigador

(@):

Contreras L, Guzman D, Mufioz S.

Institucion: Universidad Peruana Cayetano Heredia

Propdsito del estudio:

Estimado participante, lo invitamos cordialmente a participar en un estudio de
investigacion que tiene como objetivo comparar el plasma rico en plaquetas (PRP)
en dos velocidades diferentes para evaluar su efectividad en la cicatrizacion de
heridas. Este estudio es desarrollado por investigadores de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia y del Servicio de Banco de Sangre del Hospital Cayetano

Heredia.

El plasma rico en plaquetas (PRP) es una muestra de sangre que contiene una
concentracion aumentada de plaquetas y factores de crecimiento. Se ha demostrado

que el PRP puede tener propiedades regenerativas y acelerar el proceso de



cicatrizacion en ciertos contextos clinicos. Ademas, a estas pruebas se le afiadira un
compuesto quimico llamado gluconato de calcio al 10% para ver el comportamiento
del plasma rico en plaquetas y poder observar la liberacion de estos factores de
crecimiento. En este estudio, compararemos dos velocidades de preparacion del
PRP para determinar si existe alguna diferencia significativa, por lo cual es

importante realizar este estudio.

Procedimientos:

Si decide participar en este estudio se realizara lo siguiente:

1. Se medira la talla y peso del participante

2. Se obtendra una muestra de sangre equivalente a 7 cc (media cucharada de
sopa la cual sera extraida de la bolsa de donacion de sangre), para evaluar

su hemograma y de alli procesar el PRP.

3. Se le entregara una ficha de recoleccion que tiene una duracion aproximada
de 10 minutos, donde se debera completar o marcar con un aspa segun se

indique

Riesgos:

La extraccion de la muestra de sangre puede ocasionar una leve molestia y existe
un riesgo muy bajo de infeccién si no se mantiene una higiene adecuada. Ademas,
la toma de muestra en el antebrazo puede resultar en un pequefio hematoma
(moretdn) que desaparecera en aproximadamente cinco dias. Si se presentara alguna
complicaciéon en el area de extraccidn, se le proporcionard atencién médica,

orientacion y seguimiento en caso de que sea necesario un tratamiento.



Algunos datos solicitados en la ficha de recoleccion podrian resultar incomodos
para usted. Sin embargo, tenga en cuenta que tiene total libertad para decidir si
desea responder 0 no a estas preguntas. Su privacidad y comodidad son de suma

importancia para nosotros.

Beneficios:

Se le hara de conocimiento los valores de su hemograma, asi como su explicacion
y/o absorber cualquier duda que presente. La informacion recolectada sera de forma

confidencial.

Costos y compensacion

El costo del hemograma sera cubierto por el estudio, por lo que no debera de pagar
nada. Igualmente, no recibira ningin incentivo econdémico ni de otra indole, solo

un refrigerio (una botella de agua y galleta) por el tiempo brindado.

Confidencialidad:

La informacion serd guardada mediante cddigos en lugar de nombres, de esta
manera sus datos solo seran visibles para los investigadores. En caso de que sean
publicados, no se mostrard ninguna informacion que permita su identificacion al

participar en este estudio.

USO FUTURO DE INFORMACION

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

para comparar otras velocidades de centrifugacion o diferentes activadores como el



gluconato, asi como realizar comparaciones con otros hospitales de Lima

Metropolitana o del interior del pais.

Los datos almacenados no tendran nombres ni otro dato personal, sélo seran

identificables con codigos.

Si no desea que los datos recaudados en esta investigacion permanezcan
almacenados ni utilizados posteriormente, aun puede seguir participando del

estudio. En ese caso, terminada la investigacidn sus datos seran eliminados.

Previamente al uso de sus datos en un futuro proyecto de investigacion, este
proyecto contard con el permiso de un Comité Institucional de Etica en

Investigacion.

Autorizo a tener mis datos almacenados por 10 afios para un uso futuro en otras

investigaciones. (Después de este periodo de tiempo se eliminaran).
SI() NO ( )
Derechos del participante:

Si decide participar en el estudio, puede retirarse de este en cualquier momento, o
no participar en una parte del estudio sin dafio alguno. Si tiene alguna duda
adicional, por favor pregunte al personal del estudio o llame al investigador Luis

Abraham Contreras Benites al teléfono

Si tiene preguntas sobre los aspectos éticos del estudio, o cree que ha sido tratado
injustamente puede contactar al Dr. Manuel Raul Pérez Martinot, presidente del

Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad Peruana Cayetano



Heredia al teléfono 01-3190000 anexo 201355 o al correo electronico:

orvei.ciei@oficinas-upch.pe

Una copia de este consentimiento informado le sera entregada.
DECLARACION Y/O CONSENTIMIENTO

Acepto voluntariamente participar en este estudio, comprendo las actividades en las
que participaré si decido ingresar al estudio, también entiendo que puedo decidir no

participar y que puedo retirarme del estudio en cualquier momento.

Nombres y Apellidos Fechay Hora

Participante

Nombres y Apellidos Fechay Hora
Testigo (si el
participante es

analfabeto)

Nombres y Apellidos Fechay Hora

Investigador


mailto:orvei.ciei@oficinas-upch.pe

ANEXO 3: MANTENIMIENTO PREVENTIVO CENTRIFUGA




ANEXO 4: FLUJOGRAMA DE

CUANTIFICACION DE PDGF-BB

OBTENCION DE PRP

Enrolamiento de 11 voluntarios
donantes sano calificados como

APTOS
Tubo A (3.5¢¢) e TuboB (3.5¢c)
luego 1500 g en |15 minutos)
Obtencion del PRP, luego Obtencion del PRP luego

alicuotar en 2 viales alicuotar en 2 viales
afadir ghiconato de Anadir 500 ul. de aadir glhuconato de Adiadir 500 ul. de
calcio 10% SO ul y PRP caleio 10% SO uL y PRP

450 ul de PRP 450 ul de PRP

L

mcubar a 37° a 5% CO; por 24 hors

4

Cuantificacion PDGF-BB por ELISA




ANEXO 5: PRINCIPIOS DEL METODO DE CUANTIFICACION DEL

PDGF-BB HUMAN KIT ELISA

Muestra y estandar

THY #* ¥

;
Ty
A

£ M 133
ey ; e

rYY

Anticuerpos de captura pre
cubiertos en la placa de 96

pocillos
GO0 S
oo oo Muestras biologicas y
ﬁ estandares anadidos a
“go los pocillos
»'a >

marcado con biotina -',,; 454

Incubacién con HRP-
estreptavidina

ELISA de insulina humana

-
Se anade a los pocillos el ’ S
anticuerpo de deteccion %" "f
<> 4': 1,
4 /

o4
; | \ Analisis de datos

o0y » - - <
1 10 100 1000
Concentracion de insulina
humana (ulU/ml)

Fuente: Imagen procedente de MILLPORE-SIGMA ALDRICH (35)



ANEXO 6: INSERTO DEL CERTIFICADO DE ANALISIS/PROTOCOLO

Kit ELISA de PDGF-BB humano para suero, plasma y sobrenadantes de

cultivos celulares — Millipore (34)

Almacenamiento:

- Almacenar el kit -20°C, permanece activo hasta por un afio,
Componentes:

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

(12 tiras x 8 pocillos) recubiertos con anti-PDGF-BB humano.

2. Buffer de lavado 20x (item B)

3. Estandar de proteina PDGF-BB humana liofilizada (item C)

4. Anticuerpo de deteccion de PDGF-BB humano biotinilado (Iitem F)
5. HRP-Estreptavidina (item G)

6. Reactivo TMB colorimétrico ELISA (Sustrato HRP, item H)

7. Solucion de parada ELISA (item 1)

8. ELISA 1x ensayo/muestra diluyente buffer A (item D1) — 30 mL.

9. ELISA 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 su

uso.



Volumen del Buffer: 25 mL
Ci*Vi=Cs* Vs

20x * 25 mL = 1x * Vs

500 mL = Vs

500 mL - 25 mL =475 mL de agua destilada

Paso 2: Dilucién de muestra

- El buffer diluyente de ensayo-muestra A (item D1), que se usa para muestras de

suero y plasma, debe ser diluido 5 veces.
e 20 mL de Buffer A (item D1)
e 80 mL de agua destilada

Volumen final: 100 mL

Paso 3: Preparacion del standard

Agregar 280 pl del diluyente de ensayo A al vial del item C, para la

preparacion de un estandar a una concentracién de 50 ng/mL.
e Disolver el polvo mezclando suavemente.

e Agregar 4 pL de estandar de PDGF-BB del vial item C a un tubo con 496

pl de diluyente de ensayo A.

e Pipetear 400 pl de diluyente de ensayo A en cada tubo.



e Utilizar la solucion Standard para producir una serie de diluciones como la

Figura 5.
e Mezclar bien cada tubo antes de la préxima transferencia,

e El diluyente del ensayo A, sirve como estandar cero (0 pg/mL)

Figura 5. Gréafica de diluciones para preparacion del estandar

Fuente: Imagen procedente de Millpore-Sigma Aldrich(35)

Paso 4: Preparacion de deteccidn biotinilada de anticuerpo
e Girar brevemente el vial de deteccion de anticuerpos (item F) antes de usarlo

e Agregar 100 pl de 1x de diluyente Buffer B (item E1) en el vial para

preparar un concentrado de anticuerpos de deteccion.
e Mezclar suavemente el concentrado con ayuda de la pipeta.

e Diluir 80 veces el concentrado de anticuerpos de deteccion con 1x de Buffer

diluyente B (item E1).
60 pl de item F
4740 pl de Buffer B (item E1)
Volumen final: 4800 pl

Paso 5: Dilucion del concentrado de Estreptavidina HRP



e Con ayuda de la pipeta mezclar el concentrado de Estreptavidina - HRP

(Item G) ya que se pueden formar precipitados durante el almacenamiento.

e Diluir el concentrado 800 veces con 1 x de Diluyente Buffer (item E1)
(Agregar 20 ul de concentrado de estreptavidina -HrP en un tubo con 16 mi

de 1 x Diluyente B).

Paso 6: Procedimiento de ensayo de sandwich

1. Llevar todos los reactivos y muestras a temperatura ambiente (18-25*C) antes de

su uso, Se recomienda un analisis por duplicado.

2. Agregue 100 ul de cada estandar y muestrear en los pozos apropiados. cubrir los

pocillos e incubar durante 2,5 horas a temperatura ambiente.

3. Desechar la solucién y lavar 4 veces con 1x Wash solution. Lavar llenando cada
pocillo con tampén de lavado (300 pl) usando una pipeta multicanal o un
autolavado. La eliminacién completa de liquido en cada paso es esencial para un
buen rendimiento. Después del ultimo lavado, eliminar cualquier resto de buffer de

lavado aspirando o decantando. Invertir la placa y secarla con papel limpio.

4. Agregar 100 ul del anticuerpo de deteccion preparado 1x a cada pocillo. Cubrir

los pocillos e incubar durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion suave.
5. Desechar la solucion. Repetir el lavado con el paso 3.

6. Agregar 100 ul de solucion de estreptavidina preparada a cada pocillo. Cubrir los

pocillos e incubar durante 45 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave.



7. Desechar la solucién. Repetir el lavado como en el paso 3.

8. Agregar 100 pl de reactivo de sustrato de un solo paso TMB (item H) a cada
pocillo. Cubrir los pocillos e incubar 30 minutos a temperatura ambiente en la

oscuridad con agitacion suave.

9. Agregar 50 pl de solucion de parada (item H) a cada pocillo. Leer la absorbancia

a 450 nm inmediatamente.



ANEXO 7. FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Cadigo:
Edad: Sexo: masculino( ) femenino( )
Numero de plaquetas
Pre-centrifugacion
Post- CS
Post- CD
PDGF-BB
CsS CDh

Sin activador Con activador Sin activador Con activador




ANEXO 8. APROBACION DEL COMITE DE ETICA DEL HOSPITAL

CAYETANO HEREDIA.

ey Viceministerio
PERU | Ministerio de Prestaciones y
de Salud Aseguramiento en Salud

“Afio del Bk . 0@ la consolidacion de Independencia, y de la conmemoracién
de las heroicas batallas de Junin y Ayacucho”.

CONSTANCIA N° 077-2024

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

CERTIFICA:

Que el Trabajo de Investigacion de la REF: "Efecto del gluconato de calcio 10% en la
activacion del plasma rico en plaquetas obtenido a diferentes condiciones de
centrifugado sobre la expresion del Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas-BB
(PDGF-BB)". Inscrito con Codigo 027-2024. Presentado por el Sr. Luis Abraham
Contreras Benites Investigador Principal ha sido revisado y APROBADO por este
Comité, en sesién de fecha 04 de abril de 2024.

Esta aprobacién tendra vigencia hasta el 03 de abril de 2025. 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 (Segun Reglamento del CIEI HNCH afio 2023 version 20 de octubre 2022 - Art.
64, minimo de participantes para quorum: 05 miembros titulares):

- Dr. Juan Carlos Ismodes Aguilar

- QF. Mercedes Jacqueline Portocarrero Reategui
- Dr. Javier Renato Puma Medina

- Dr. Luis Eduardo Cano Jon

- Psic. Liliana Isabel Cuya Cayo

- Bach. Der. Roberto Hugo Sedano Sedano

- Ing. Ruth Damariz Benito Matias

- Sr. José Leodnidas Orcon Bernal

Lima, 04 de abril del 2024
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\1“" 7 Av. Honorlo N° 262

« ” Mot

> %  BICENTENARIO Urb, Ingenieria
=§ : ”f—.‘: DEL PERU www . hospitalcayetano.gob.pe San Martin de Porres
A Lima 31, PERU
{/,m;\‘\\ 2021 - 2024 A

"M\\\ Telf.: 482-0402

481-9502



ANEXO 9. APROBACION DEL COMITE DE ETICA DE LA

UNIVERSIDAD PERUANA CAYETANO HEREDIA.

CONSTANCIA-CIEI-116-11-24

Hid3

.!,.u

El Presidente del Comité Institucional de Etica en Investigacion (CIEI) de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia hace constar que el proyecto de investigacion sefialado a continuacion fue APROBADO por el
Comité Institucional de Etica en Investigacion, bajo la categoria de revision EXPEDITA.

Titulo del Proyecto : “Efecto del gluconato de calcio 10% en la activacion del plasma rico
en plaquetas obtenido a diferentes condiciones de centrifugado sobre la
expresion del Factor de Crecimiento Derivado de Plaguetas-BB (PDGF-

BB)”
Codigo SIDISI : 212408
Investigador(a) principal(es)  : Contreras Benites Luis Abraham

Guzman Gutierrez Dante Amilcar
Muiioz Ramos Sergey Summer

La aprebacién incluyd los documentos finales descritos a continuacion:

1. Protocolo de investigacidn, versidn 3 de fecha 03 de Marzo del 2024,
2. Consentimiento informado, version 3 de fecha 03 de Marzo del 2024,

La APROBACION considera el cumplimiento de los estindares de la Universidad, los lineamientos
cientificos y éticos, el balance riesgo/beneficio, la calificacion del equipo investigador y la confidencialidad
de los datos. entre otros.

Cualquier enmienda, desviaciones, eventualidad deberd ser reportada de acuerdo a los plazos y normas
establecidas. El investigador reportard cada seis meses el progreso del estudio y alcanzara un informe al
término de éste. La aprobacion tiene vigencia desde la emision del presente documento hasta el Viernes 07
de marzo del 2025,

El presente proyecto de investigacion solo podrd iniciarse despuds de haber obteniido la(s) autorizacion(es) de
lafs) institucidnfes) donde se ejecutard.

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

Lima, 07 de marzo del 2024

Manuel Raul Perez Martinot
Presidente
Comité Institucional de Etica en Investigacién
Universidad Peruana Cayetano Heredia

Av. Honorio Delgado 420

San Martin de Parres

Apartade postal 4314

319 1000 Anexo 201353

orvelcieli@ oficinzs-upch.pe Comité Institucional de
W Cayelanc. du pe FEtica en Investigacion



ANEXO 10. Operacionalizacion de variables

Variables Definicion Definicion Indicador Tipo de Escala de
conceptual operacional variable medicion
Factor de
crecimiento que
estimula la
PDGF-BB migracion de Dependiente De razén
fibroblastos y
sintesis de
colageno
Sustancia que Se definira basado
Gluconato de | contiene calcio el segun uso de 0=sin
calcio al 10% cual es usado en glluconalto de activador Independiente | Dicotémica
0 A calcio al 10%
la actlvacpn 1= activador
plaquetaria
Tiempo
cronolégico de o ~ _— ,
Edad vida que r?a vivido Afios Afios Cuantitativa De razon
una persona
Caracteristica
bioldgica que Definido como 0=Masculino
Sexo divide al ser masculino y ) Categorica Dicotomica
humano en femenino 1=Femenino
hombre y mujer
O=pre-
o centrifugacion
. Se definira segln
Cantidad de . , g
la medida nimero 1=1ra
. plaquetas ” )
Numero de obtenidas en una de plaquetas centrifugacion | - cyantitativo De razén
plaquetas obtenido luego de
muestra de 2= 2da
sanare cada proceso de - )
gre. centrifugacion | centrifugacion
Técnica que se
utiliza para O_zf lra
.. .. | separacion celular centritugacion L o
Centrifugacion P ilizand Categorica Dicotomica
ut.| izando 1= 2da
diferentes

velocidades

centrifugacion




