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Resumen
La activacion plaquetaria es un procedimiento de gran frecuencia en el area de la medicina
regenerativa. A pesar de contar con diversos protocolos para la activacion plaquetaria, los
procesos carecen de una estandarizacion adecuada donde se logre obtener concentraciones y una
cinética de liberacion de factores de crecimiento (FC) similares. Por lo tanto, existe la necesidad
de evaluar diferentes alternativas que lleven a una activacion plaquetaria 6ptima al implementar
diferentes métodos, como es el uso de agentes activadores derivados del calcio que logran una
gran capacidad de estimulacion durante la activacién de plaquetas humanas. En este estudio se
realizé la activacion de plaquetas bajo diferentes condiciones; en especifico, resuspendidas en
Plasma pobre en plaquetas (PPP) y tapon fosfato salino (PBS) con el uso de cloruro de calcio
(CacCl,) y gluconato de calcio a concentraciones de 10, 20 y 40 mM en periodos de tiempo de 0,
5, 10, 15, 20, 30 minutos y 24 horas. La activacion plaquetaria inducida por estos dos agentes se
evalu6 por medio de citometria de flujo estudiando marcadores de superficie, mientras que la
liberacion de FC se determind por medio espectrofotometria para la identificacion de proteinas
totales (PT). Los resultados obtenidos de la activacion plaquetaria demostraron que las muestras
resuspendidas en PBS presentaron mejores porcentajes de activacion que las resuspendidas en
PPP; de igual manera, las muestras activadas con gluconato de calcio presentaron porcentajes de
activacion plaquetaria mayores en comparacion al CaCl,. En cuanto a la liberacion de FC, se
observé que en el grupo de muestras resuspendidas en PPP el gluconato de calcio alcanz6 una
mayor liberacion que el CaCl, en cada uno de los periodos de tiempo, siendo la concentracién de
40 mM la que llevé a la mayor liberacion. Esto permite concluir que el gluconato de calcio llega
a tener un mejor potencial en la activacion de plaquetas humanas que el CaCl, .
Palabras clave: activacion plaquetaria, citometria de flujo, factores de crecimiento, agentes

activadores.
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Capitulo 1
Problema u Oportunidad

Introduccion

El plasma rico en plaquetas (PRP) es un componente bioldgico utilizado en el area de la
medicina regenerativa en una gran variedad de aplicaciones médicas. Ademas, es la base
fundamental en el proceso de activacion de las plaquetas, mediante el cual se induce el
rompimiento de los granulos presentes en ella, cuyo contenido son Factores de Crecimiento
(FC), los cuales in vivo, tienen como funcion promover la reparacion y regeneracion de tejidos.
Actualmente existen una diversidad de activadores plaguetarios como la trombina, el cloruro de
calcio (CaCly) y el colageno tipo 1, que han sido usados para la liberacion de estos FC
plaquetarios in vitro, con fines terapéuticos. A la fecha no hay un consenso en el mejor protocolo
de activacion ya que subyacen diferencias en la concentracion de los activadores, y cinética de
liberacion de factores de crecimiento, entre los estudios. Son estas mismas desventajas las
responsables de promover la investigacion y la busqueda de diferentes metodologias para

alcanzar una eficiente activacion plaquetaria y la consecuente liberacion de FC.

En diferentes estudios se ha evidenciado la importancia del calcio durante el proceso de
activacion de plaquetas, lo que ha fomentado el uso de activadores derivados del calcio como el
CaCly, y ha permitido vislumbrar otros como alternativas para este proceso, tal es el caso del
gluconato de calcio. Debido a la capacidad de estimulacion que pueden llegar a tener estos

agentes, este proyecto tiene como objetivo evaluar el efecto de ambos activadores (CaCl, y
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gluconato de calcio) en la activacion de plaquetas con potencial aplicacion en la produccion de

FC.

Planteamiento del Problema

El PRP es un componente biolégico autélogo que se define como un concentrado de
plaquetas que esta presente en un volumen reducido de plasma (DeCS, 2017). EI PRP es
utilizado en el campo de la medicina regenerativa con la finalidad de lograr la reparacion de un
tejido que ha sido comprometido; dicha recuperacion se da gracias a su papel en la formacién de
la matriz de fibrina en el tejido afectado, ademas de la liberacion de FC tras su activacion,
mecanismos que desencadenan el proceso de reparacion tisular (Foster et al., 2009). A pesar de
que el PRP es reconocido y empleado en una variedad de aplicaciones médicas tales como
tratamientos para lesiones de ligamentos, tendinopatias cronicas y heridas agudas de los
musculos, el proceso necesario para llevar a cabo una activacion plaquetaria 6ptima no ha sido
establecido con certeza. Actualmente, la activacion puede llevarse a cabo haciendo uso de
distintos componentes como lo son la trombina, el colédgeno tipo I, el CaCl, y mezclas entre
estos (Cavallo et al., 2016a), (Harrison et al., 2011), (Agustine et al., 2016), (Hamilton et al.,
2015). De igual forma, en algunos articulos también se evidencia el uso innovador del gluconato
de calcio para la activacion del PRP y posterior liberacion de los FC (Phritthiphan et al., 2020),
(Yang et al.,2017). No obstante, el hecho de no contar con estudios que evallen los diferentes
activadores plaguetarios trae desventajas en el proceso, por ejemplo algunos procesos llevan a la
formacidn de coagulos de PRP no deseados, lo que generaria diferencias en las concentraciones
y cinética de liberacion de los FC (Cavallo et al., 2016); pequefias variaciones en las
concentraciones de las moléculas que componen a los FC, podrian afectar su efectividad en los

procesos biologicos, tales como la cicatrizacion de un tejido, dado que muchos procesos
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bioldgicos no son dosis dependientes (Weibrich et al., 2004). Por tanto, el no tener la suficiente
informacién experimental acerca de los procedimientos para el aislamiento de FC a partir de
plaquetas, dificulta llegar a una estandarizacion que asegure la obtencién de PRP de alta calidad
para el paciente, y asi alcanzar resultados mas efectivos.
Justificacion

Actualmente, se hace necesario identificar e incorporar alternativas que mejoren y
potencialicen los métodos de activacion plaquetaria y la consecuente liberacién de FC, con el fin
de mejorar los procesos que hacen uso de estos en el campo de la medicina regenerativa. En
particular, diferentes investigadores reportan metodologias que hacen uso de agentes como el
CacCl,, el gluconato de calcio, el colageno tipo | y la trombina aut6loga (Harrison et al., 2011),
(Agustine et al., 2016), (Hamilton et al., 2015). Se reporta que el primero de estos agentes, logra
una mejor estimulacion con el paso del tiempo, llevando a un comportamiento incremental, en
comparacion con los dos ultimos los cuales inducen una activacion plaquetaria y liberacion de
FC constantes en el tiempo (Cavallo et al., 2016b). En cuanto al uso de trombina, aunque logra
una activacion plaquetaria, también se ha relacionado con riesgos de coagulopatias
potencialmente mortales (Landesberg et al., 2005). Por otra parte, el colageno tipo I, ha sido
considerado como un activador “débil” en comparacion con los otros dos agentes, debido a su
baja tasa de liberacién de FC (Torricelli et al., 2011). Lo anterior permite poner en perspectiva de
potencial a las sales de calcio como el CaCl, y el gluconato de calcio como agentes inductores
de activacion de plaquetas, algunos estudios han reportado que, durante el proceso de liberacion
de FC, las plaquetas incluso realizan en simultdneo una liberacion de calcio como consecuencia
del rompimiento de los granulos presentes en su interior a modo de retroalimentacion positiva

del proceso (Blockmans et al., 1995). Es asi que, los grupos de investigacion han enfocado sus
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esfuerzos en analizar y comparar los agentes activadores derivados del calcio, incluyendo el
CaCl, y el gluconato de calcio, el cual en algunos reportes demuestra incluso una media de
liberacion de FC superior a la del CaCl,, (approx. 1048,02 pg/mL vs 647,36 pg/mL,
respectivamente) (Phritthiphan et al., 2020a), no obstante, son limitados los estudios que
demuestran en comparacion el resultado de la activacion plaquetaria con estos activadores. En
busqueda de profundizar en el estudio de las capacidades de activacion de estos dos agentes, el
presente proyecto busca evaluar el efecto del CaCl, y el gluconato de calcio en la activacion de
plaguetas humanas, con potencial aplicacion en la produccion de FC.
Pregunta Problema
¢Cudl es el efecto del CaCl, y el gluconato de calcio en la activacion de plaquetas para la
liberacion de FC?
Objetivo General
Evaluar el efecto del CaCl, y el gluconato de calcio en la activacion de plaquetas
humanas, con potencial aplicacién en la produccion de FC.
Objetivos Especificos
1. Determinar la activacion plaquetaria mediante marcadores de superficie respecto al
tiempo para el CaCl, y el gluconato de calcio.
2. Establecer la concentracion de FC liberados a partir de la activacion
plaquetaria realizada con CaCl, y gluconato de calcio, en diferentes

periodos de tiempo.
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Capitulo 2
Marco Teorico

Las Plaquetas
Definicion y Funcion

Las plaguetas o trombocitos son células sanguineas no nucleadas, con forma de disco,
que se generan a partir de los megacariocitos (DeCS, 2017), y su funcion principal es participar
en el proceso de coagulacion sanguinea. En su estado activo, las plaquetas cumplen un rol de
control en la generacion de trombina, apoyan la formacion de fibrina y regulan la retraccion de
los coagulos de fibrina (Heemskerk et al., 2012). En particular, las plaquetas se adhieren a las
paredes de vasos sanguineos heridos para promover la formacion de agregados y la creacion de
coagulos de sangre, dandoles un rol importante en los procesos de trombosis y hemostasia
(Flores et al., 2014). También juegan un papel fundamental en varios procesos patofisiologicos
incluyendo inflamacidn, aterogénesis, crecimiento de tumores y metastasis (Gremmel et al.,
2016a). En la figura 1 se presenta una micrografia tomada con un microscopio eléctrico de
barrido de un trombo en una porcion de arteria coronaria humana, en la cual se pueden observar
plaquetas activas (color morado) adhiriéndose a la cama de hebras de fibrina, asi como un grupo
de microparticulas, algunos cristales de colesterol y eritrocitos (Gremmel et al., 2016b).
Estructura de las Plaguetas

Las partes de las plaguetas se determinan a partir de los procesos que ocurren en cada una
de ellas, existiendo tres zonas: la zona periférica, la zona sol-gel y la zona de los organelos. En la
zona periférica, se encuentra la capa exterior de la plaqueta, conocida como glicocalix, que es
una estructura dinamica conformada por glicoproteinas de superficie que permiten la interaccion

de las plaquetas con su ambiente, los vasos lesionados, y participan en procesos de activacion,
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adhesion y agregacion plaquetaria (Michelson, 2007). La zona sol-gel es una matriz viscosa que
se encuentra dentro de la plaqueta, y contiene microttbulos y microfilamentos que cumplen la
funcion de apoyar el citoesqueleto contractil de la membrana. La zona de los organelos contiene
principalmente granulos alfa, granulos densos y lisosomas, siendo los granulos alfa los organelos
mas frecuentes; en particular, en las plaquetas inactivas, estos granulos se encuentran separados
por el citoesqueleto de filamento de actina.

Figura 1

Imagen representativa de plaquetas activadas en porcion de arteria coronaria humana

Y T SIS R
' ‘; 2N I'I

Nota. Imagen por John W. Weisel y Chandrasekaran Nagaswami. (2008). Departamento de
biologia celular desarrollada. Universidad de Pensilvania Escuela de medicina, Philadelphia. PA
La Activacién Plaquetaria

La via principal de activacion de las plaguetas es el proceso de coagulacién, donde éstas
se comunican con la matriz extracelular al adherirse a tejidos lesionados (Grozovsky et al.,
2015). En este proceso, los receptores que se encuentran en la membrana de las plaquetas
interacttian con agonistas fisiologicos para desencadenar la actividad enzimatica responsable de
lisar las plaquetas junto con los granulos alfa, y de esta forma, liberar los diferentes FC que
participan en las etapas posteriores del proceso de cicatrizacion (Yun et al, 2016a). Tras la

activacion se da la expresion de algunos antigenos en la superficie de la plaqueta los cuales no se
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expresan en su estado inactivo. Asimismo, las plaquetas expresan algunos marcadores
especificos para glicoproteinas, que se encuentran en su membrana, tales como el CD41
(integrina alIB), el CD42 y el CD61 (integrina B3) (Frelinger, 2018a). Una vez las plaquetas se
activan, ocurren alteraciones a nivel de proteinas de su membrana que permiten analizar el
proceso de activacion (Monteiro, 2001b). Uno de estos cambios es el estado conformacional que
ocurre de la GPIIb/11lay sus ligandos, el cual puede ser detectado por el anticuerpo PAC-1
(Garcia, 2001). Otra alteracion que ocurre en la superficie plaquetaria durante la activacion es la
unién de las membranas de los granulos alfa con la membrana plasmatica.

Algunos de los agonistas y receptores que participan en este proceso son:

Trombina. Es una enzima derivada de la protrombina, cuya funcién es ayudar a
estabilizar los tapones plaquetarios al producir fibrina a partir del fibrinégeno (DeCS, 2017). La
trombina logra activar plaquetas mediante los receptores activados por proteasa (PAR). El
receptor PAR1 media la activacion a baja concentracion de trombina; mientras que el receptor
PAR4, para su activacion, requiere una mayor concentracion de la misma (Yun et al, 2016b).

Colageno Tipo I. Es uno de los tipos de colagenos méas conocidos debido a que es
posible encontrarlo en varias partes del cuerpo como la piel y los huesos (DeCS, 2017). Esta
proteina al entrar en contacto con la membrana de la plagueta puede llegar a estimular y activar
los receptores de las glucoproteinas plaquetarias la-Ila (Ruiz, 2006).

Cloruro de Calcio. Sal con apariencia sélida incolora utilizado para la restauracién de
niveles de calcio, y productor de &cido al usarse como diurético (DeCS, 2017). Este mineral es
conocido como un agonista plaquetario debido a que induce procesos de coagulacion por

cambios de pH (Toyoda et al., 2018).
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Gluconato de Calcio. Es un suplemento mineral compuesto por sal de calcio y acido
gluconico (DeCS, 2017). Al igual que el CaCl,, induce un cambio de pH en la plaqueta al volver
un poco mas é&cido el medio donde esta se encuentra, induciendo de esta forma la liberacion de
los FC que se encuentran en los granulos alfa.

Plasma Rico en Plaquetas
Definicion

El PRP es un componente biolégico que consiste en un concentrado de plaquetas con un
volumen reducido de plasma. Es utilizado en diversos procedimientos quirargicos de
regeneracion tisular (DeCS, 2017). El uso del PRP ha incrementado en diferentes aplicaciones
clinicas gracias a las propiedades de regeneracion que ha mostrado, tanto en cirugias ortopedicas,
cirugias maxilofaciales, cirugias plasticas, asi como en la medicina deportiva (Li & Li, 2013a).
Preparacion del PRP

La preparacion del PRP se da en primer lugar mediante la obtencién de una muestra
sanguinea del paciente, para posteriormente llevar la misma a un proceso de centrifugacion, lo
gue permite separar los componentes sanguineos en 3 capas: la capa inferior corresponde a los
globulos rojos; la capa media, también conocida como buffy coat, corresponde a plaquetas
concentradas y leucocitos; y la capa superior, es el plasma. Es importante tener en cuenta que
realizar un buen proceso de centrifugado facilita una efectiva extraccion del PRP, el cual
corresponde a un valor mayor o igual a 5,5x10° plaquetas por cada 50 mL (Cole et al., 2010a).
Ya que el rango normal de concentracién de plaquetas en los humanos es de 150.000 a 450.000
plaquetas por YL en sangre venosa, la concentracion en PRP puede variar en rangos desde 2,5
hasta 8 veces la concentracion de plagquetas del cuerpo (Cole et al., 2010b). Un aspecto relevante

del PRP, y que en gran proporcion ayuda a lograr la maduracion de tejido blando y la
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regeneracion, es la liberacion de alrededor de 30 FC por las plaquetas que se encuentran en el
PRP una vez este es activado. (Li & Li, 2013c). La figura 2 muestra el diagrama de flujo para la
obtencion de PRP, en el cual inicialmente se realiza la venopuncién para obtener 4 tubos
vacutainer con aproximadamente 8,5 mL de sangre en cada uno (este volumen depende de la
capacidad del tubo vacutainer), posteriormente se realiza el primer proceso de centrifugacion,
para asi transferir la capa superior con el buffy coat a tubos estériles separados. Luego, se realiza

una segunda centrifugacion, logrando separar los botones o pellets de plaquetas; los cuales son
. 1 , .
homogenizados al mezclarlos con 3 del volumen de plasma extraido anteriormente (Dhurat &

Sukesh, 2014).
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Figura 2

Diagrama de flujo describiendo la preparacion de PRP

Venipuntura

Obtencién de al rededor
de 34 mL({8.5mLx 4 tubos)
de sangre entera en
twbos vacutainer con
anticoagulante

Tranferencia de |a
capa superior con
buffy coat a tubos
estériles

Recoleccion de botones
plaguetarios con alguncs
glébuilos rojos an el fondo
del tubo

Botones plaquuno:l -—

Homogeneizar los botones
plagquetarios mezclandolos en 1/3
de plasma y descartando los 2/3
superiores

5 mLde PRP homogenizado
listo para utilizar

Nota. Modificada de Dhurat R, Sukesh M. (2014)
Factores de Crecimiento

Los factores de crecimiento son moléculas de naturaleza peptidica con funciones de
sefalizacion y la capacidad de regular la migracion, la proliferacion, la diferenciacion y el
metabolismo celular (Rodriguez et al., 2012a). Los FC pueden ser obtenidos a partir de
numerosas células como los fibroblastos, osteoblastos, células endoteliales, leucocitos,
monocitos y macréfagos entre muchas otras, al igual que de plaguetas, las cuales los almacenan
en sus granulos alfa (Rodriguez et al., 2012b). Entre los FC secretados por las plaquetas se
encuentran el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento

transformante beta (TGF-p), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento
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insulinico (IGF) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) entre otros (Rodriguez et
al., 2012c).

A continuacién, se dara una breve descripcién de la funcion de algunos de estos.

PDGF. Es un dimero compuesto por dos cadenas peptidicas el cual se puede encontrar en
sus isoformas més conocidas, las cuales son: PDGFAA, PDGFBB, PDGFAB. Este FC promueve
indirectamente la angiogénesis mejorando la capacidad de las células progenitoras endoteliales
en procesos como la proliferacion, migracién y adhesion para la formacion de redes capilares, y
estimulando el reclutamiento de las células adiposas y fibroblastos; para facilitar la formacion de
colageno tipo | (Gonzélez et al., 2016).

TGF-B. Es una citocina involucrada en procesos celulares como la proliferacion,
angiogénesis, diferenciacion, migracion y adhesion celular (Lépez et al., 2008). Ademas de estas
funciones, esta citocina potencia la supervivencia de células T, las cuales evitan que el sistema
inmune reconozca moléculas propias y genere enfermedades autoinmunes (Galvez et al., 2004).

EGF. Es un polipéptido sintetizado y secretado por celulas cono los monocitos,
macrofagos, fibroblastos y plagquetas, entre otras, posee efectos mitogénicos y quimiotacticos en
fibroblastos y células epiteliales; estimula la proliferacion y diferenciacion de la epidermis,
dermis y epitelio corneal durante la reparacion tisular; y lleva a la formacion de tejido de
granulacion (Rodriguez et al., 2012d).

IGF. Es una hormona polipeptidica que estimula la formacion ésea, ya que aumenta la
sintesis de ADN en los osteoblastos y promueve la sintesis de matriz 6sea (Varela de Seijas et
al., 2019). Asimismo, actla como agente quimiotactico de las células vasculares endoteliales, al
inducir su migracion, y promueve la diferenciacion y proliferacion de células mesenquimales y

de revestimiento (Rodriguez et al., 2012¢).



VEGF. También conocido como factor de permeabilidad vascular (VPF), presenta 5
isoformas, siendo la VEGF-A la mas abundante en las plaquetas. Este FC promueve la
proliferacidn, migracién, y supervivencia de células endoteliales al igual que su permeabilidad
vascular. De igual forma, regula la angiogénesis y la permeabilidad vascular por medio de la
activacion de los receptores VEGFR-1y VEGFR-2. En particular, el receptor VEGFR-2 es el
mayor mediador de los efectos mitogénicos, angiogénicos y de aumento de permeabilidad del

VEGF (Zlhiga et al., 2016).

20
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Capitulo 3

Estado del Arte

En los Gltimos afios, la medicina regenerativa ha tomado gran importancia en el area
clinica debido a la necesidad de brindar a los pacientes la posibilidad de alcanzar una
recuperacion efectiva de tejidos que han sido comprometidos. Por tanto, se ha implementado el
uso de diversos componentes biolégicos como el PRP, debido a su alta concentracién de
plaquetas, las cuales participan en la coagulacidn, y tras su activacion, liberan FC que
promueven procesos de sefializacion relevantes en la proliferacion celular y la regeneracion de
tejidos (Foster et al, 2009). A continuacion, se discuten algunos estudios que reportan tanto las
metodologias propuestas para lograr la activacion plaquetaria, haciendo uso de agentes
activadores como el CaCl, y el gluconato de calcio; asi como los métodos de evaluacion de la
activacion plaquetaria en el tiempo.

En la obtencién de FC a partir de PRP, se ha investigado el efecto que tiene el tiempo
junto con los agentes agonistas en la activacion plaquetaria. En particular, Cavallo y
colaboradores. estudiaron la concentracion de PDGF después de activar las plaquetas con CaCl,,
colageno tipo I o trombina autéloga, por 15, 30 minutos, y 1, 2 'y 24 horas a 37 °C. Los autores
reportaron que la trombina lleva a una liberacion de PDGF constante en el tiempo (entre 0.5 —
1.2 pg/mL), mientras que, la presencia del CaCl, por tiempos prolongados incrementa la
liberacion de PDGF (los niveles aumentaron desde 0 — 1.2 pg/mL hasta 0.5 — 1.8 pg/mL).
Respecto al colageno tipo I, se encontrd que es un activador débil, llevando a concentraciones de
PDGF maximo de 0.8 pg/mL después de 24 horas (Cavallo et al., 2016c). De forma similar, otros
autores han reportado que el CaCl, lleva a concentraciones mayores de TGF-f3 y PDGF-AB, en
comparacion a la activacion plaquetaria realizada por la trombina en el tiempo de 168 horas

(Zhuang et al., 2018). Por tanto, estos estudios evidencian que el CaCl, tiene un mayor potencial
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como agente agonista en comparacion a la trombina y al colageno y, por ende, lleva a mayores
concentraciones de FC.

Por otra parte, la literatura sugiere otros posibles agentes agonistas para la activacion de
plaquetas, como lo es el gluconato de calcio. Yang y colaboradores compararon el potencial de
activacion que tiene la trombina vs el gluconato de calcio al evaluar la concentracion del factor
de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) y el PDGF-BB (Yang et al.,2017). Para esto, los
autores expusieron el PRP extraido de 10 mL de muestras sanguineas de 6 donantes sanos a 100
p/mL de trombina o 100 g/L de gluconato de calcio durante 1 hora a 37 °C. En el caso de la
trombina, se reportdé una maxima concentracion de los FC después de 228 segundos de
activacion, la cual empezaba a disminuir después de 30 minutos. Por el contrario, la activacion
con gluconato se evidenci6 después de 690 segundos, y empezé a decaer después de 55 minutos.
Respecto a los niveles de FC liberados, la trombina llevo a una mayor concentracion de PDGF-
BB en comparacion al gluconato de calcio (7.4 £ 0.8 ng/mL vs. 4.9 £ 0.5 ng/mL,
respectivamente); mientras que la liberacién de BFGF fue mayor con gluconato de calcio vs la
trombina (960 £ 151 pg/mL vs. 384 + 56 pg/mL, respectivamente). Estos resultados sugieren que
la concentracion de FC podria variar en el tiempo, y que, la concentracion de FC especificos
podria depender del agente agonista empleado para inducir la activacion de plaquetas.

A la fecha se han realizado diferentes estudios que investigan el efecto del CaCl, y el
gluconato de calcio como agentes activadores de las plaquetas, junto con el proceso a seguir para
su respectiva activacion. En este contexto, Phritthiphan y colaboradores. compararon los niveles
de FC liberados en la activacion de plaquetas humanas obtenidas a partir de sangre periférica de
5 voluntarios sanos, con edades entre 20 - 60 afios (Jones, 2016). Para el proceso de liberacion de

los FC, las plaquetas se expusieron a CaCl, al 10% o gluconato calcico al 10%, y se encontrd
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que la liberacion de PDGF-BB fue significativamente mas alta en gluconato de calcio en
comparacion con el CaCl, (1048.20 + 531.82 pg/mL vs 647.36 + 538.49 pg/mL). A partir de
estos resultados, los autores sugieren que el gluconato de calcio podria llegar a ser utilizado
como una alternativa del CaCl, para la activacion plaquetaria (Phritthiphan, 2020).

La activacion plaquetaria puede ser estudiada por diversos métodos, uno de ellos es la
citometria de flujo, donde se aprovecha la expresion de algunos marcadores plaquetarios, como
la P-selectina (CD62). Estos marcadores permiten identificar las poblaciones de plaguetas activas
mediante diversos procesos. En efecto, la P-selectina se ha usado en numerosos estudios para
investigar la respuesta plaquetaria ante la exposicion a diferentes farmacos o componentes
quimicos con propiedades medicinales, como lo es el 4cido salvianolico A (SAA, por sus siglas
en ingles) (Yuan et al., 2017). Zhou y colaboradores evaluaron el efecto que tenia el SAA en la
activacion de plaquetas, reportando que dicha activacion disminuye, al encontrar una reduccion
en la expresion de la P-selectina cuando las plaquetas se exponian a SAA (Zhou et al.,2020).
Asimismo, Toyoda y colaboradores. realizaron la preparacion de un PRP el cual es usado en la
activacion de plaquetas mediante el agente agonista CaCl,, las muestras activadas fueron
incubadas con el reactivo durante 0, 5, 10, 20 y 30 minutos, después se hizo una fijacién, lavado,
tincion con marcadores y resuspension en PBS del botdn plaguetario, para las pruebas de
citometria. En este estudio se pudo observar como los porcentajes de los marcadores aumentan
con el tiempo, lo que indica que entre mayor tiempo estén las plaquetas expuestas al reactivo
mayor sera el efecto de activacion plaquetaria (Toyoda et al., 2018). En consecuencia, la
deteccidn de los niveles de moléculas que las plaquetas expresan cuando se activan, permiten
establecer asociaciones entre inhibidores y activadores de las plaquetas, lo cual llevaria a tener

un mayor entendimiento de los mecanismos de accion de estas moléculas.
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Capitulo 4
Metodologia
Preparacion del Plasma Rico en Plaquetas (PRP)

El PRP se prepar6 de acuerdo con el protocolo establecido por Amable y colaboradores.,
(Amable et al., 2013). Se colectaron muestras sanguineas de 4 pacientes sanos en tubos de 4.5
mL, con citrato de sodio al 3.2%, las cuales se sometieron a dos procesos de centrifugacion. En
el primero, las muestras de sangre total fueron centrifugadas a 300 x g por 5 minutos a 18°C, y el
sobrenadante obtenido por encima de la capa leucocitaria se recolectd (plasma), para ser
centrifugado a 700 x g por 17 minutos. Al final de esta centrifugacion, se obtuvo el boton
plaquetario en la parte inferior del tubo, y el PPP en la parte superior, el cual se separo
cuidadosamente para no afectar la poblacion plaquetaria. El botdn plaquetario obtenido se
resuspendié en PPP teniendo en cuenta que por cada mL de plasma resultante en la primera
centrifugacion se afiaden 300 uL de PPP o PBS para llevar a cabo los estudios posteriores
(activacion plaquetaria y liberacion de FC).

Activacion Plaquetaria

Para llevar a cabo la activacion plaquetaria, inicialmente se realizaron algunos ensayos
preliminares teniendo en cuenta diferentes metodologias de activacion plaquetaria aplicadas por
otros autores, en donde la activacion se llevé a cabo por diferentes periodos de tiempo, usando
los dos agonistas en estudio a 37°C, para después ser analizadas mediante citometria de flujo.
Las plaquetas resuspendidas tanto en PPP y PBS se alicuotaron en tubos eppendorf con un
volumen de 50 pL en cada uno de ellos. Seguidamente, se adiciond el agente agonista (CaCl, o
gluconato de calcio) a cada uno de los tubos, para obtener una concentracion final de 10 mM, 20

mM o 40 mM, y se incubaron a temperatura ambiente por periodos de 0, 5, 10, 15, 20, 30
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minutos. A continuacion, la solucién plaguetaria se fijo con formalina al 4% usando una relacion
1:10 (solucion plaquetaria: formalina), con el fin de llevar a cabo el andlisis del grado de
activacion plaquetaria al evaluar la expresion de marcadores, como se describe en la siguiente
seccion.
Anélisis del grado de activacién plaquetaria

Las muestras en formalina se dejaron incubar por 30 minutos a temperatura ambiente, y
se centrifugaron a 700 x g durante 10 minutos. El sobrenadante resultante se retird, y se hizo un
lavado con 1 mL de albimina al 1% en PBS. Nuevamente, las muestras se centrifugaron a 700 x
g durante 10 minutos y se retird el sobrenadante. El boton plaquetario se resuspendio en
albimina al 1% en PBS con el fin de llevar a cabo la deteccion de los marcadores de superficie
mediante anticuerpos fluorescentes para citometria. Para esto, se agregd 5 pulL de cada marcador
superficial: CD61 y CD62, previamente diluidos en albumina al 1% en PBS, y se incubaron por
60 minutos a temperatura ambiente, protegidos de la luz. A continuacion, se realiz6 un lavado
con 1 mL de albimina al 1% en PBS y se centrifugd a 700 x g durante 10 minutos, donde el
sobrenadante se descartd y las muestras se resuspendieron en 100 uL de PBS. Por ultimo, el
grado de activacion de las plaquetas se evalu6 mediante citometria de flujo. Para esto, se realizo
la configuracion del equipo Amnis CellStream Flow cytometer para colectar un nimero de
50.000 eventos, usando una intensidad de laser de 10% para el FSC, y de 7% para el SSC de 7%.
Asimismo, el laser empleado fue el azul (488 nm) con una intensidad de 50%. Adicionalmente,
como control se tomo una muestra de plaquetas la cual no fue tratada con el agonista, y otra que

no fue marcada con anticuerpos ni tratada con el agente agonista.
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Cuantificacion de los FC

Para el proceso de cuantificacion de los FC, las dos soluciones de boton plaquetario (PPP
y PBS) se alicuotaron en tubos eppendorf individuales, con un volumen de 50 pL en cada uno de
ellos. Seguido a esto, se realiz6 la adicion de los agentes agonistas (CaCl, o gluconato de calcio)
a cada una de las muestras y se incubaron a 37°C por periodos de tiempo de 0, 5, 10, 15, 20 y 30
minutos. A continuacion, las muestras se centrifugaron por 20 minutos a 3000 x g, y se tomaron
2 UL del sobrenadante obtenido de cada una de las muestras para ser analizado en el equipo
Nanodrop One, usando la opcion “Protein A280”, seleccion de tipo de proteinas “BSA”
(albumina de suero bovino) y una correccion de linea de base de 340 nm, esto con el fin de
obtener la concentracion de proteinas totales (PT) presentes, lo que indicaria de manera indirecta
la activacion de plaquetas con la consecuente liberacion de FC. La muestra empleada para el
blanco consistié en 2 uL de PPP o PBS. Adicionalmente, se realizo el proceso de cuantificacion
de FC en un periodo de 24 horas, en donde las muestras se activaron por una horaa 37° C, y se
incubaron a 4° C por 23 horas adicionales. Transcurrido este tiempo, las muestras se
centrifugaron por 20 minutos a 3000 x g y finalmente se llevo a cabo la lectura de la
concentracion de proteinas totales en el Nanodrop como se describid anteriormente.
Andlisis Estadistico

Los resultados son expresados como la media aritmética de los valores * error estandar.
Los datos obtenidos se normalizaron respecto a los valores controles de los experimentos
correspondientes a la liberacion de factores de crecimiento. Las comparaciones entre los grupos
en estudio correspondientes a los resultados obtenidos por cada concentracion de los agonistas en
cada periodo de tiempo se realizaron utilizando anélisis de varianza de dos vias (ANOVA)

seguido del test de Tukey para los datos en activacidn plaquetaria y liberacion de FC en tiempos
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de 0 a 30 minutos, mientras que para los valores de la liberacidn de factores de crecimiento a 24
horas se implementa la prueba de Sidak. Para todos los analisis estadisticos realizados, valores de

p<0.05 son considerados significativos.
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Capitulo 5
Resultados y Anélisis de Resultados
Resultados
Preparacion del PRP
Una vez tomadas las muestras de sangre periférica de los 4 donantes de los cuales se
tomaron 20 mL de muestra (5 tubos por donante), se procedi6 con el proceso de centrifugacion,
obteniendo un pool de aproximadamente 30 mL (Figura 3).
Figura 3

Pool de plasma para obtencién de PRP

Nota. la imagen muestra el plasma obtenido del primer proceso de centrifugacion a 300 x g por 5
minutos a 18°C.

Luego de un segundo proceso de centrifugacion, se obtuvo el boton plaquetario para
finalmente realizar la resuspension de este en PPP (Figura 4A) o PBS (Figura 4B)
respectivamente y obtener las muestras a utilizar para la activacion plaquetaria y cuantificacion
de FC liberados. En la imagen 4B se puede observar la agregacion de plaquetas, tras el segundo

proceso de centrifugacion de las muestras. Una vez se retird el plasma pobre, las plaquetas
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fueron resuspendidas en PPP, no obstante, el boton plaquetario en algunos casos no presentd una
disolucion total, y se observd agregacion plaquetaria, propia del proceso de activacion de
plaquetas.

Figura 4

Resuspension del boton plaquetario
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Nota. La resuspension del boton plaquetario en PPP se puede observar en la figura 4A 'y la

resuspension en PBS se puede observar en la figura 4B. La flecha de la figura 4B indica la
precipitacion del boton plaquetario.
Activacion Plaquetaria

Con el fin de activar las plaquetas, tanto resuspendidas en PBS como en plasma, se
usaron los agentes agonistas CaCl, y el gluconato de calcio. Se observé que el grado de
activacion plaquetaria puede variar de acuerdo a la concentracion del agente agonista utilizado y

el tiempo al cual estaran expuestas las plaquetas (Figura 5).
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Figura 5

Activacion de las muestras con CaCl, y gluconato de calcio

Nota. En la figura, las imagenes Ay B corresponden a figuras representativas del boton
plaquetario resuspendido en PPP activado con CaCl, (A),y con gluconato de calcio (B). Las
imagenes C y D corresponden a alicuotas de botdn plaquetario resuspendido en PBS activado
con CaCl, (C),y gluconato de calcio (D). En las alicuotas de boton plaquetario resuspendido en
PPP activado con CaCl, Yy gluconato de calcio (Figura 5A y 5B) se puede observar, sefialado
con una flecha, la precipitacion y gelificacion del boton plaquetario que se dio en algunas de las

muestras resuspendidas en PPP.

Al realizar la activacion y tratamiento (lavados y centrifugaciones) de cada una de las
muestras, se pudo observar que algunas de las alicuotas pertenecientes al grupo PPP presentaban

gelificacion que corresponde al cambio de densidad de las muestras debido al entrecruzamiento
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de las fibras de fibrinas presentes en el PPP. Este comportamiento se evidencio solo en muestras
resuspendidas en PPP para ambos agentes agonistas, como se presenta en la tabla 1.

Tabla 1

Muestras resuspendidas en PPP gelificadas.

Tiempo [min]
10 1

w
o
(=}
w
(=]

W

Agente Activador
CaCl,
Gluconato de calcio
CaCl,
Gluconato de calcio
CaCl,
Gluconato de calcio

Concentracion 0

10

X

20
X

A e

40 -
X

Nota. En la tabla 1 se observan las muestras resuspendidas en PPP con su respectiva
concentracion, tiempo de activacion y agente activador utilizado. Las muestras marcadas con X

corresponden a las que presentaron gelificacion de la alicuota.

Posterior al proceso de activacion, fijacion, lavado y marcacion con los anticuerpos
superficiales CD61 y CD62, se obtuvieron los resultados correspondientes a los porcentajes de
poblacion plaquetaria activada. El uso de marcadores plaquetarios de superficie permitio
establecer la poblacion plaquetaria teniendo en cuenta la fluorescencia de los marcadores en
funcion del nimero de eventos. A continuacion, se puede observar la forma en la que se
establecié la poblacion plaquetaria dentro de un grupo total (R2) de células presentes en las
muestras (Figura 6A), en un principio se selecciond la poblacion de plaquetas (R1) libre de
detritos teniendo en cuenta caracteristicas de granularidad (FSC) y tamafio (SSC) propias de las
mismas (Figura 6A), asi mismo no se tomaron en cuenta los dobletes de las muestras (Figura
6B), luego usando el marcador CD61, se observé el numero de eventos identificados por este
marcador y se corrobor6 que la poblacion seleccionada anteriormente si correspondia a plaquetas

sin activar (Figura 6C). La poblacion plaquetaria activada se establecié por medio del marcador
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CD62 (Figura 6D) debido a que este reconoce la glicoproteina P-selectina que se expresa en la

membrana de los granulos o una vez la plaqueta es activada.

Figura 6

Seleccion de la poblacién plaquetaria en citometria de flujo y frecuencia de los marcadores de

superficie.
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Nota. En la imagen representativa A, se puede observar la seleccion de la poblacidn de interés

que en este caso fue la poblacion plaquetaria y la imagen B corresponde a la seleccion de la

poblacion plaquetaria libre de dobletes. En la imagen C se puede observar la frecuencia de los

eventos que fueron medidos por el marcador superficial CD61 para asi garantizar que la

poblacion seleccionada correspondia a plaquetas. La imagen representativa D corresponde a la
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frecuencia de los eventos medidos por el marcado CD62 con el cual se garantiza la presencia de
plaquetas activadas.

A continuacidn, se puede observar una imagen representativa de los resultados obtenidos
en la citometria de flujo. El eje X corresponde a la medicion de eventos que fueron identificados
por el marcador superficial CD62 y el eje Y corresponde a los eventos identificados por el
marcador CD61. Ademas de esto, en cada gréafica se pueden observar cuatro cuadrantes, el
cuadrante A corresponde a la poblacién que fue identificada como plaquetas por medio del
marcador CD61, el cuadrante B corresponde a la poblacion marcada por los dos marcadores e
identificada como plaquetas activadas, y el cuadrante C corresponde a la poblacion identificada
como negativa, es decir, otro tipo de células y por lo tanto no son identificadas por los
marcadores.

Figura 7
Imagen representativa de citometria de flujo.
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Nota. La imagen representativa corresponde a los resultados arrojados en la citometria de flujo

en donde se pueden observar los porcentajes correspondientes a cada poblacién identificada.
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Con el fin de identificar de mejor manera los resultados de activacion plaquetaria
obtenidos en la citometria de flujo, se presenta la tabla 2, que corresponde a los porcentajes tanto
de poblacién plaquetaria sin activar, plaquetas activadas y poblacion negativa en el tiempo para
concentraciones de 10, 20 y 40 mM en los grupos de muestras resuspendidas en PPP y PBS y
activadas con cloruro de calcio o gluconato de calcio. Los resultados obtenidos y el

comportamiento evidenciado de cada una de las muestras sera explicado posteriormente.



Tabla 2A

Porcentajes de cada poblacion identificada en la citometria de flujo para muestras activadas

con CacCl,
Porcentajes Cloruro de Calcio
Concentracion Muestra Tiempo [min] CD61 + CD61+/CD62+ Negativo

0 72,86 14,19 12,87

5 76,7 17,66 5,61

PP 10 72,28 17,94 9,72

15 72,12 20,45 7,35

20 54,81 12,9 32,13

10 MM 30 4,76 2,14 92,7
0 79,83 13,72 6,44

5 57,44 38,8 3,72

10 53,97 41,7 4,26

PBS 15 52,68 41,46 5,74

20 52,29 40,38 7,05

30 49 45,69 5,16

0 73,62 13,73 12,58

5 76,38 19,72 3,88

PP 10 74,27 22,53 3,18

15 71,26 22,82 5,87

20 4,99 3,13 91,61

30 4,6 4,93 90,14

20mM 0 73,41 22,68 3,89
5 53,36 35,77 10,70

PBS 10 50,68 42,63 6,59

15 45,67 45,29 8,88

20 45,88 43,83 10,14

30 45,88 42,62 11,15

0 76,09 17,51 6,38

5 75,29 18,16 6,51

PPP 10 68,92 24,36 6,65

15 73,25 18,83 7,84

20 67,7 24,52 7,73

40 MM 30 43,27 20,7 3543
0 68,91 23,77 7,28

5 37,33 31,35 31,23

PBS 10 34,36 35,74 29,7

15 32,32 28,3 38,98

20 29,9 32,62 36,75

30 29,68 30,73 39,25

Nota. En la tabla 2A se pueden observar los porcentajes de cada region identificada en la
citometria para las muestras activadas con CaCl,, con su respectiva concentracion, el

componente en el cual se resuspendio la muestra y su tiempo de activacion.



Tabla 2B

Porcentajes de cada poblacién identificada en la citometria de flujo para muestras activadas

con gluconato de calcio

Porcentajes Gluconato de Calcio

Concentracion Muestra Tiempo [min] CD61 + CD61+/CD62+ Negativo

0 64,51 15,61 1972

5 74,26 21,05 4,66

opp 10 73,82 21,78 437

15 70,61 23,26 6,05

20 55,34 22,98 214

30 53,34 26,51 20,07

10 mm 0 65,72 27,59 6,64
5 49,9 45,34 4,62

10 50,36 44,54 4,97

PBS 15 50,18 45,22 45

20 53,04 418 5,01

30 49,1 47,11 3,72

0 78,52 11,08 9,47

5 71,22 24,06 4,69

opp 10 64,1 232 12,54

15 251 10,84 63,86

20 7,59 4,49 87,75

30 492 33 91,73

20mM 0 70,15 24,93 49
5 54,05 42,79 3,11

oBS 10 52,46 41,85 5,42

15 50,65 42,98 6,07

20 51,29 43,98 456

30 38,02 51,17 10,63

0 67,53 16,32 16,04

5 71,07 22,92 5,97

opp 10 69,48 21,83 8,59

15 64,3 2342 12,23

20 42,41 15,44 42,01

30 7,68 3,64 88,44

40 mM 0 74,09 2191 3,98
5 40,84 34,86 24,22

oBS 10 40,51 34,19 252

15 39,66 37,01 23,17

20 39,23 39,94 20,64

30 48,04 43,56 8,08

Nota. En la grafica 2B se pueden observar los porcentajes de cada region identificada en la
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citometria para las muestras activadas con gluconato de calcio, con su respectiva concentracion,

el componente en el cual se resuspendid la muestra y su tiempo de activacion.

Partiendo de que la citometria de flujo toma 50.000 eventos de la poblacién plaquetaria

(R1) (Figura 6A), se hizo uso de los marcadores CD61 y CD62 para determinar cuantos de esos

eventos corresponden a plaquetas sin activar, plaguetas activadas, y células que no corresponden
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a plaquetas (Tabla 3 del apéndice). Estos grupos son representados como porcentajes de un total
de eventos, por lo tanto, la disminucién de uno de los porcentajes esta relacionado al aumento de
este en los grupos restantes, esto con el fin de cumplir con la totalidad (100%) de los eventos.
Teniendo esto en cuenta es posible plantear los siguientes casos:
1. Ladisminucion del porcentaje de la poblacién plaquetaria sin activar significa un
aumento en los porcentajes de activacion plaquetaria.
2. Ladisminucién de los porcentajes de plaquetas sin activar y porcentajes de
activacion, representan el aumento de la poblacion negativa.

Con el fin de identificar la activacion plaquetaria, inicialmente se realizo un andlisis de las
plaquetas resuspendidas en PPP. En la figura 8 se reportan los porcentajes correspondiente a la
poblacion de células marcadas por CD61 y por CD61/CD62 es decir positivas para plaquetas y
positivas para plaquetas activadas.

En esta parte de la seccidn de resultados, para ayudar a la compresion del experimento, se
hacen uso de las siguientes abreviaciones: grupo PPPc y grupo PPPg que hacen referencia a las
plaquetas resuspendidas en PPP y activadas por CaCl, y gluconato de calcio respectivamente.
Por otra parte, también se implementan las abreviaciones: grupo PBSc y grupo PBSg que de
igual forma se refieren a las plaquetas activadas con CaCl, y gluconato de calcio
respectivamente, pero resuspendidas en una solucion de PBS.

En la figura 8A y 8B se evidencia el efecto del uso de la concentracion 10 mM de los
agentes agonistas sobre los porcentajes de poblacion plaquetaria sin activar y activada. Se pudo
observar que en el tiempo de 0 minutos el grupo de gluconato de calcio obtuvo porcentajes de
plaquetas sin activar para PPPg de 64.51 %, resultando ser menor al de CaCl, que obtuvo un

porcentaje de 72.86 % para PPPc. Por otra parte, en el caso de los porcentajes de activacion el
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grupo de gluconato alcanzé porcentajes mayores a los de CaCl,, presentando el siguiente
comportamiento: PPPg (15.61 %) > PPPc (14.19%) De manera similar, se obtiene menor
poblacién plaquetaria sin activar, donde se evidencié que el grupo de PPPg presento6 el mayor
porcentaje de activacion.

Figura 8

Porcentajes de plaquetas sin activar y activadas para cada concentracion de agonista en

muestras resuspendidas en PPP.
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Nota. En la imagen A se puede observar los porcentajes de plaquetas sin activar para cada
agente agonista a una concentracion de 10mM en cada uno de los tiempos, en la imagen B los
porcentajes de plaquetas activadas a una concentracion de 10mM en cada uno de los tiempos, en
la imagen C se tienen los porcentajes de plaquetas sin activar correspondientes para una
concentracion de 20mM, en la imagen D se presentan los porcentajes de plaquetas activadas a

una concentracion de 20 mM, En la imagen E se encuentran los porcentajes de plaguetas sin
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activar a una concentracion de 40 mM y en la imagen F se presentan los porcentajes de plaquetas
activadas a una concentracion de 40 mM. Las diferencias estadisticas entre los grupos estan
representadas por: **** para p< 0.0001 y ns para comparaciones no significantes
estadisticamente (p>0.05).

Por otra parte, en los tiempos de 5-20 minutos se obtuvieron porcentajes de plaquetas sin
activar para CaCl, de 76.70 %, 72.28 %, 72.12 % y 54.81 % respectivamente, mientras que en
gluconato de calcio se presentaron porcentajes de 74.26 %, 73.82 %, 70.61 % y 55.34 %. Se
pudo observar que estos porcentajes presentan una tendencia a disminuir a medida que aumenta
el tiempo para cada agente agonista. En este mismo intervalo de tiempo, se pudo observar que,
en los porcentajes de plaquetas activadas, el grupo de gluconato de calcio alcanzé porcentajes
mayores de activacion que el CaCl,, por ejemplo, en el tiempo de 15 minutos se evidencia el
siguiente comportamiento: PPPg (23.26 %) > PPPc (20.45 %). Al igual que en el tiempo cero, el
grupo de PPPg obtuvo un porcentaje de activacion superior en comparacion al grupo PPPc.

En la concentracion de 10 mM en el tiempo de 30 minutos, se observo una disminucién en
los porcentajes de plaguetas sin activar (4.76 %) como de plaquetas activadas (2.14 %) en el
grupo PPPc. Mientras que en el grupo PPPg, se alcanzaron porcentajes de plaquetas sin activar
de 53.34 % y plaquetas activadas de 26.51 %, lo que indica que el grupo de PPPg alcanza un
mayor porcentaje de activacion.

En conclusion, para la concentracion de 10 mM, los mejores porcentajes de activacion
fueron logrados en cada tiempo por el grupo de PPPg, es decir plaquetas resuspendidas en PPP y
activadas por gluconato de calcio donde el mayor porcentaje fue obtenido en un tiempo de 30

minutos con un valor de 26.51 %.
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Al estudiar el comportamiento de la activacion plaquetaria en relacion con el aumento de la
concentracion de los agentes agonistas CaCl, y gluconato de calcio, en las figuras 8B y 8C, se
pudo evidenciar el efecto que genera el uso de una concentracion de 20 mM de agente agonista
durante la activacion plaquetaria en los porcentajes de plaquetas sin activar y activadas. En un
tiempo de 0 minutos al observar los porcentajes de plaquetas sin activar, se evidencio que los
grupos de PPP presentan el siguiente comportamiento: PPPc (73.62 %) < PPPg (78.52 %).
Mientras tanto, el porcentaje de activacion presenté un comportamiento donde PPPc>PPPg,
como se evidencia a continuacion: PPPc (22.68) > PPPg (13.73 %). Teniendo esto en cuenta, se
pudo evidenciar porcentajes mas altos de activacion en los grupos que presentaron porcentajes
mas bajos de plaquetas sin activar. Por ende, el grupo con un mayor porcentaje de activacion fue
PPPc.

En los tiempos de 5 a 10 minutos, se pudo evidenciar que los porcentajes de plaquetas sin
activar son mas altos en el grupo PPPc que en PPPg. Por otra parte, se observaron porcentajes
superiores de activacion en PPPg que en PPPc, presentando en 5 minutos el siguiente
comportamiento: PPPg (24.06%) > PPPc (19.72%). En este caso el grupo con mayor activacion
fue PPPg, mientras que en el tiempo de 10 minutos los porcentajes de activacion se evidencian
de la siguiente manera: PPPg (23.2 %) > PPPc (22.53 %). Para 10 minutos el mayor porcentaje
de activacion se ve en PPPg.

Con respecto al tiempo de 15 minutos, se observé que en cada uno de los porcentajes PPPg
obtuvieron porcentajes menores que PPPc, tanto para plaquetas sin activar como para plaquetas
activadas. Por ejemplo, en el porcentaje de plaquetas activadas PPPg alcanzé un valor de 10.84
%, mientras que PPPc alcanzé un porcentaje de 22.82 %. En este tiempo, el grupo que alcanz6

porcentajes menores de activacion fue PPPc. Adicionalmente, en los tiempos 20 y 30 minutos se
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presentd una disminucién en los porcentajes de plaquetas sin activar y activadas en los grupos de
PPPc y PPPg en comparacion a los demas tiempos.

Es posible concluir que, al usar una concentracion de 20 mM de agente agonista en la
activacion plaquetaria, se present6 una reduccién de la poblacién de plaquetas sin activar y
activadas en los grupos de PPP a partir de 15 minutos. Por otra parte, se observé que, en el
tiempo de 5 minutos, se alcanz6 el mayor porcentaje de activacion en esta concentracion, siendo
el grupo de gluconato de calcio aquel con el porcentaje mas alto (24.06 %).

Para poder estudiar cémo el aumento de las concentraciones de los agentes agonista puede
afectar la activacion plaquetaria se implemento una concentracion de 40 mM para CaCl, y
gluconato de calcio. En la figura 8E y 8F, se pueden encontrar los resultados correspondientes a
los porcentajes de plaguetas sin activar y activadas. En el tiempo de 0 minutos se presentaron
porcentajes de plaquetas sin activar donde PPPg (67.53 %) < PPPc (76.09 %). Mientras que los
porcentajes de activacion cuentan con el siguiente comportamiento: PPPc (17.51 %) > PPPg
(16.32 %).

En los tiempos de 5 a 20 minutos se pudo observar que los porcentajes de plaguetas sin
activar en el grupo de PPPc corresponden a 75.29 %, 68.92 %, 73.25 % y 67.7%
respectivamente, mientras que, para gluconato de calcio, se obtuvieron porcentajes de 71.07 %,
69.48 %, 64.30 % y 42.41 %. Finalmente, no se pudo evidenciar una tendencia clara en el
comportamiento de la activacion plaquetaria en el tiempo.

En el tiempo de 30 minutos se pudo observar que los porcentajes alcanzados por el grupo de
PPPc son superiores a los de PPPg tanto para plaguetas sin activar como para plaquetas
activadas. Teniendo esto en cuenta, en el porcentaje de plaquetas sin activar se observa el

siguiente comportamiento: PPPc (43.27 %) > PPPg (7.68%). Adicionalmente, este mismo
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comportamiento se ve reflejado en el porcentaje de plaquetas activadas, donde PPPc (20.70 %) >
PPPg (3.64 %).

Se puede concluir que al implementar una concentracién de 40 mM es posible alcanzar una
reduccion en los porcentajes de plaquetas sin activar para un tiempo de 30 minutos, cuando se
activan plaquetas resuspendidas en PPP y activadas por gluconato del calcio (PPPg).

Debido a la tendencia de los porcentajes de plaquetas activadas y sin activar durante el
experimento, no es posible establecer con claridad un comportamiento del proceso de activacion
plaquetaria para la activacion con una concentracion de agentes agonistas de 40 mM.

Teniendo en cuenta el analisis estadistico realizado, se puede evidenciar en la figura 8, la
significancia correspondiente a cada una de las comparaciones realizadas entre los grupos de
CaCl, y gluconato de calcio para cada tiempo. Como se observa en las tablas 4 y 5 de los
anexos, se alcanzaron valores considerables de desviacion estandar entre los datos obtenidos, lo
que influye en la significancia arrojada al momento de realizar comparaciones entre las
poblaciones de estudio presentadas en las figuras 8 y 9.

La poblacion negativa corresponde a las poblaciones celulares que no se marcaron como
plaquetas sin activar o plaquetas activadas. En la figura 9 se presenta los resultados del efecto
obtenido en el porcentaje negativo al implementar diferentes concentraciones de los agentes
agonistas para la activacion plaquetaria.

De acuerdo con los resultados obtenidos se pudo observar que las muestras que presentaron
gelificacion obtuvieron porcentajes de poblacion negativa mayores que el resto de las muestras,
Por ejemplo, en una concentracion de 10 mM la muestra gelificada de PPPc en 30 minutos
alcanzé un porcentaje de 92.7 %. Por otra parte, al implementar una concentracion de 20 mM de

reactivo en las muestras, se presentd un aumento de la poblacion negativa a partir de 15 a 30
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minutos donde se alcanzaron porcentajes 90.14 %y 91.73 %, en los grupos de PPPc y PPPg,
respectivamente. Finalmente, en una concentracion de 40 mM el grupo de PPPg obtuvo el mayor
porcentaje de negativo con un valor de 88.44 %. Se pudo evidenciar que entre mas alta la
concentracion del agente agonista, mayor es el aumento del porcentaje negativo en el tiempo lo
que genera una disminucion en las poblaciones de plaquetas sin activar o de las plaquetas

activadas.
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Figura 9

Porcentajes de poblacion negativa en PPP para cada concentracion de agonista.
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Nota. En la imagen A se puede observar los porcentajes de la poblacion que no fue marcada en
cada agente agonista utilizado a una concentracién de 10mM en cada uno de los tiempos, en la
imagen B se presentan los porcentajes para una concentracion de agente agonista de 20mM y en
la imagen C se tienen los porcentajes correspondientes para una concentracion de 40mM. Las

diferencias estadisticas entre los grupos estan representadas por: **** para p< 0.0001 y ns para

comparaciones no significativas estadisticamente (p>0.05).
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Concluyendo los resultados referentes a la activacion de plaquetas se puede decir que el
PPP, no se presenta como la mejor solucion de resuspensidn del boton plaquetario para el estudio
de la activacion plaquetaria, esto debido a que en los resultados de porcentajes de plaquetas
activadas y sin activar, se presentaron disminuciones drasticas con el paso del tiempo para las
diferentes concentraciones, especialmente en las muestras que presentaron una gelificacion. Por
otra parte, se encuentra que el mejor agente activador fue el gluconato de calcio debido a que
alcanz6 mayores porcentajes de activacion en la mayoria de las concentraciones, en especial la
de 10 mM, que obtuvo porcentaje de activacion (26.51 %). Adicionalmente en cada una de las
concentraciones de agente agonista al hacer uso de este medio de resuspension se llega a
presentar formacion de geles que resulta en la disminucién de los porcentajes de plaquetas sin
activar y activadas en el tiempo. Es por esto que no es posible determinar con certeza el potencial
de la activacion plaquetaria en el tiempo haciendo uso de una solucién de PPP en estudios por
citometria de flujo, por ende, se toma en cuenta el uso de un nuevo medio de resuspension para
el boton plaquetario, PBS, con el fin de lograr una mejor evaluacion de la activacion de plaquetas

mediante citometria de flujo.

Al realizar el experimento haciendo uso del PBS como solucidn para la resuspension del
botdn plaquetario, se pudo observar el siguiente comportamiento. En la Figura 10 se reportan los
porcentajes correspondientes a la poblacién de células marcadas por CD61 y por CD61/CD62 es
decir positivas para plaguetas sin activar y positivas para plaquetas activadas. Se pudo evidenciar
en el grupo de plaquetas sin activar (Figura 10A) gque, en la mayoria de los tiempos, para una
concentracion de 10 mM el gluconato de calcio obtuvo porcentajes menores que el cloruro de

calcio. Por ejemplo, en el tiempo de 10 minutos, PBSg (50.36 %) < PBSc (53.97 %).
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Adicionalmente, para esta concentracidn, el porcentaje de plaquetas activadas (Figura 10B)
permitio evidenciar que en cada uno de los tiempos, el gluconato de calcio alcanzd porcentajes
superiores a los del cloruro de calcio. Finalmente, en el tiempo de 30 minutos se encontro el
porcentaje de activacidn mas alto para gluconato de calcio (47.11 %).

Para la concentracién de 20 mM se pudo observar una tendencia a la disminucion en el
porcentaje de plaquetas sin activar (Figura 10C), mientras que en el grupo de plaquetas activadas
se dio un aumento del porcentaje en el tiempo (Figura 10D). Para la mayoria de los tiempos,
gluconato de calcio resulté tener porcentajes de plaquetas sin activar mas altos que el CaCl,,
también se pudo evidenciar que en plaquetas activadas se alcanz6 el mayor porcentaje de
activacion en el tiempo de 30 minutos con gluconato de calcio (51.17 %).

Para poder estudiar como el aumento de las concentraciones de los agentes agonista puede
afectar la activacion plaquetaria se implement6 una concentracion de 40 mM para CaCl, y
gluconato de calcio. Se observé que, para cada uno del tiempo, en el grupo de plaguetas sin
activar, gluconato de calcio alcanzo6 porcentajes superiores a los de CaCl,, sin embargo, en los
tiempos de 15 y 20 minutos, no se evidencia una diferencia estadisticamente significativa (p>
0.005). Finalmente se evidencié que para el porcentaje de plaquetas activadas en la mayoria de
los tiempos el gluconato de calcio obtuvo mas altos que los alcanzados por del grupo de CaCl,.
De igual forma, se encontrd que el mayor porcentaje de activacion en el uso de esta contraccion
fue alcanzado en un tiempo de 30 minutos por PBSg (43.56 %). Finalmente es importante
mencionar que durante el analisis estadistico se evidenciaron valores de desviacion estandar
considerables, como se puede observar en las tablas 4 y 5 de los anexos, estos resultados influyen
en datos como la significancia estadistica asignada a las comparaciones realizadas en las figuras

10y 11.
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Figura 10

Porcentajes de plaquetas sin activar y activadas para cada concentracion de agonista en

muestras resuspendidas en PBS.
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Nota. En la imagen A se puede observar los porcentajes de plaquetas sin activar para cada
agente agonista a una concentracion de 10mM en cada uno de los tiempos, en la imagen B los
porcentajes de plaquetas activadas a una concentracion de 10mM en cada uno de los tiempos, en
la imagen C se tienen los porcentajes de plaquetas sin activar correspondientes para una
concentracion de 20mM, en la imagen D se presentan los porcentajes de plaguetas activadas a
una concentracion de 20 mM, En la imagen E se encuentran los porcentajes de plaquetas sin
activar a una concentracion de 40 mM y en la imagen F se presentan los porcentajes de plaquetas

activadas a una concentracion de 40 mM. Las diferencias estadisticas entre los grupos estan
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representadas por: **** para p< 0.0001 y ns para comparaciones no significantes

estadisticamente (p>0.05).

Dentro del grupo de plaquetas activadas y resuspendidas en PBS se encontré que el

aumento de la concentracién de los agentes agonistas esta relacionado al aumento del porcentaje

negativo, como se puede observar en la figura 11, donde a una concentracién de 40 mM se

pueden llegar a alcanzar porcentajes de 39.25 % y 25.20 %, CaCl, y gluconato de calcio

respectivamente.

Figura 11

Porcentajes de poblacion negativa en PBS para cada concentracion de agonista.
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Nota. En la imagen A se puede observar los porcentajes de la poblacién que no fue marcada en
cada agente agonista utilizado a una concentracion de 10mM en cada uno de los tiempos, en la
imagen B se presentan los porcentajes para una concentracion de agente agonista de 20mM y en
la imagen C se tienen los porcentajes correspondientes para una concentracion de 40mM. Las
diferencias estadisticas entre los grupos estan representadas por: **** para p< 0.0001 y ns para
comparaciones no significativas estadisticamente (p>0.05).

Finalmente se pudo concluir que al hacer uso de un medio de resuspension como el PBS
para el estudio de la activacion plaquetaria por métodos como citometria de flujo, se logra
obtener resultados donde se puede evidenciar de una mejor manera el comportamiento de las
plaquetas durante el proceso de activacion. Esto gracias a que es posible identificar las
tendencias de los porcentajes de plaquetas sin activar, plaquetas activadas y negativo. Por otra
parte, se encontrd que el grupo que logra mejores porcentajes de activacion es el gluconato de
calcio en un tiempo de 30 minutos para cada una de las concentraciones. Por ultimo, en PBS
también se presento un aumento de los porcentajes negativos al igual que en PPP a pesar de que

las muestras activadas en este medio de resuspension no observd la formacion de geles.

Cuantificacion de Factores de Crecimiento

En esta seccion se presentan los resultados relacionados a la liberacién de FC, donde se
cuantifico la cantidad de PT presentes en el PRP obtenido a partir de una solucién de boton
plaquetario resuspendido en PPP y otro resuspendido en PBS. Se asume que dentro de la
concentracion de Proteinas totales se encuentra la perteneciente a la de FC liberados, Por lo

tanto, se implementa como un indicativo de la liberacion de FC. Estas muestras se activaron con
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los agentes agonistas CaCl, y gluconato de calcio, con tiempos de incubacion de 0, 5, 10, 15, 20,

30 minutos (Figura 10 y 11; Apéndice Tabla 6) y 24 horas (Figura 12; Apéndice Tabla 7)

Liberacion de FC en Muestras de PRP con Boton Plaquetario Resuspendido en PPP

de 0-30 minutos. Como se puede observar en la figura 10, las concentraciones de las proteinas

totales presentes en las muestras de PRP activadas resuspendidas en PPP (Anexo 1), indican que

al aumentar la concentracion del agente agonista en la mayoria de los tiempos se tiene un

comportamiento creciente entre las concentraciones. Sin embargo, no se evidencia un aumento

significativo (p > 0.05) en la liberacion de FC en el tiempo.

Figura 12.

Liberacion de PT en muestras resuspendidas en PPP
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Nota. La figura representa el histograma junto con la significancia arrojada entre los grupos. Los

datos fueron reportados como el promedio + el error estandar para n=3 (muestras
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independientes) por formulacion. Las diferencias estadisticas entre los grupos estan
representadas por: * p < 0.05,%* p < 0.01,%** p < 0.001y **xxx p < 0.0001.

En Particular, las comparaciones realizadas en la liberacion de FC estimulada por los
agentes agonistas indican que en cada uno de los tiempos el gluconato de calcio alcanza una
mayor liberacion de FC que el CaCl,, y se observa que dichas liberaciones dependiente de la
concentracion. En la concentracion de 10 mM se encuentra una significancia estadistica (p<0.05)
para el tiempo de 15 minutos con una concentracion de proteinas de 1.0421 + 0.0185y 1.1013 +
0.0035 mg/mL para CaCl, y gluconato de calcio respectivamente.

Por otra parte, en las muestras activadas con una concentracion de 20 mM se evidencia
una significancia en el tiempo 0 de (P< 0.01), para el tiempo 5 (p< 0.05) y 10 (p< 0.001) minutos
en la comparacion de estos dos grupos. Para CaCl, la medicion de PT en 0, 5y 10 minutos fue
de 1.022 + 0.005, 1.057 + 0 .001 y 1.0563 + 0.0383 mg/mL, respectivamente, mientras que en
gluconato de calcio en ese mismo orden fue de 1.094 +0.011, 1.118 + 0.003 y 1.1384 £ 0.0135
mg/mL.

Por ultimo, en la concentracion de 40 Mm se tiene una significancia en la comparacion de
CaCl, vy gluconato de calcio en todos los tiempos 0 (p< 0.001), 5 (p< 0.001), 10 (p< 0.0001), 15
(p< 0.001), 20 (p<0.01) y 30 (p< 0.05) minutos. Las concentraciones de proteinas totales leidas
en CaCl, en los minutos 0 a 30 corresponden a 1.046 + 0.00, 1.044 + 0.005, 1.044 + 0.029,
1.063 £ 0.035, 1.056 £ 0.025 y 1.066 + 0.029 mg/mL, respectivamente. De igual forma en el
orden anterior para gluconato de calcio los valores de PT son de 1.133 + 0.002, 1.127 + 0.006,
1.152 + 0.009, 1.145 + 0.004 1.124 + 0.023 y 1.123 + 0.019 mg/mL.

Al observar los resultados mencionados en la liberacion de factores de crecimiento en el

PRP con boton plaquetario respondido en PPP se encuentra que en cada tiempo y cada
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concentracion el grupo que representa una mayor liberacion fue el gluconato de calcio a una
concentracion de 40 mM.

Liberacién de FC en muestras de PRP con botdn plaquetario resuspendido en PBS
de 0-30 minutos. En este apartado se presentan los resultados obtenidos en la cuantificacion de
la concentracion de proteinas totales en muestras activadas de PRP resuspendidas en PBS, donde
se implementd un periodo de tiempo de activacion de 0 a 30 minutos (Figura 11; Apéndice Tabla
6). A Partir de la Figura 11 se puede evidenciar que el grupo de CacCl, en los tiempos de 0,5y
30 minutos los valores de PT obtenidos en cada concentracion son similares, mientras que en los
tiempos 10, 15y 20 minutos la concentracion de 10 mM cuenta con valores de proteinas
mayores que las alcanzadas al implementar 20 y 40 mM, al mismo tiempo estas dos Ultimas
cuentan con valores parecidos en los tres tiempos ya mencionados. Por otro lado, al observar los
las lecturas de PT presentes en las alicuotas activadas con gluconato de calcio, se muestra un
comportamiento decreciente en la mayoria el tiempo lo que indica que, entre mayor

concentracion de agente agonista, menor es la liberacion de FC.
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Figura 13

Liberacién de PT en muestras resuspendidas en PBS.
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Nota. La figura representa el histograma junto con la significancia arrojada entre los grupos. Los
datos fueron reportados como el promedio * el error estandar. Las diferencias estadisticas entre
los grupos estan representadas por: * p < 0.05,#% p < 0.01,%xx p < 0.001y ***xx p <
0.0001.

Implementando un estudio estadistico para analizar los valores de proteinas totales que se
observan en la Figura 11 se encuentra significancia en los datos solo en el tiempo de 0 minutos
(p<0.05). Donde para las diferentes concentraciones implementadas de CaCl, y gluconato de
calcio se obtienen valores de PT que corresponden a 0.908 + 0.043 y 0.688 + 0.028 mg/mL (10
mM), 0.885 + 0.051 y 0.656 + 0.023 mg/mL (20 mM) y por ultimo 0.858 + 0.097 y 0.534 +

0.014 mg/mL (40 mM) respectivamente. Finalmente, se encuentra que las concentraciones mas
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altas de liberaciones de FC se logran en este caso a CaCl, con una concentracion de 10 mM en
la mayoria de los tiempos.

Resultados de Liberacion de FC a 24 horas. Con el fin de evaluar si se logra una mayor
liberacion de proteinas tras un prolongado periodo de tiempo de incubacién (24 horas) se realiza
una cuantificacion de PT a muestras de PRP activado con boton plaquetario resuspendido en PPP
y PBS, tanto para CaCl, como para gluconato de calcio (Figura 12; Apéndice Tabla 7).

Figura 14

Liberacién de PT luego de 24 horas en muestras resuspendidas en PBS.
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Nota. Se observan los histogramas de la concentracion de PT en las muestras de PRP activado a
24 horas en la imagen A con boton plaquetario resuspendido en PPP y en la imagen B con botdn
plaquetario resuspendido en PBS. Las diferencias estadisticas entre los grupos estan
representadas por: * p<0.05,** p <0.01,*** p < 0.001 y **** p< 0.0001.
En la cuantificacion de PT de las muestras con un periodo de incubacién de 24 se puede

observar en la Figura 12 que para el PRP activado a 24 horas con botdn plaquetario resuspendido
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en PPP o PBS se presenta un comportamiento decreciente respecto a las concentraciones. Esto
indica que, al usar una mayor concentracion de agente agonista implementado en las muestras,
menor fue la concentracion de PT lo que represent6 una disminucién en la lectura. En la figura
12A se presentan datos pertenecientes a las muestras con botén plaquetario resuspendido en PPP.
Los valores de PT de las muestras activadas por CaCl, y gluconato de calcio en cada una de las
concentraciones de agente agonista corresponde a 0.874 + 0.005 y 0.777 £ 0.005 mg/mL (10
mM), 0.841 + 0.005 y 0.691 + 0.005 mg/mL (20 mM) y 0.801+ 0.005 y 0.554 + 0.001 mg/mL
(40 mM), CacCl, y gluconato de calcio respectivamente. Para el grupo de botén plaquetario
resuspendido en PBS de la Figura 12B, las concentraciones de proteinas en el orden anterior
fueron de 0.893 + 0.058 y 0.774 £ 0.058 mg/mL (10 mM), 0.700 + 0.021 y 0.673 £+ 0.102 mg/mL
(20 mM), 0.747 +0.197 y 0.512 + 0.560 mg/mL (40 mM).

Al comparar los grupos de CaCl, y gluconato de calcio de las muestras activadas a 24
horas mediante un analisis estadistico se encuentra una significancia en el PRP activado con
botdn plaquetario resuspendido en PPP, esta significancia se present6 en cada una de las
concentraciones 10 mM (p<0.05), 20 mM (p<0.01) y 40 mM (p<0.05). Por otro lado, en las
muestras de PRP activado con boton plaquetario resuspendido en PBS no presentaron una
significancia (p>0.05).

En la liberacion de FC con un tiempo de incubacion de 24 horas se encuentra las
diferencias mas significativas le pertenecen al grupo de plaquetas activadas y resuspendidas en
PPP, donde en especial el grupo de plaguetas activadas con gluconato de calcio presentan un
mayor decrecimiento de proteinas en las mediciones de PT presentes en el sobrenadante de estas

muestras, en particular las concentraciones mas bajas se lograron a una concentracion de 40 mM.
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Por otra parte, el grupo de CaCl, presenta una mayor concentracion de PT en el sobrenadante de
las muestras que fueron activadas a una concentracién de 10 mM.

En las muestras perteneciente al grupo de botdn plaquetario resuspendido en PPP se
evidencié la formacion de geles como se puede ver en la Figura 13. Se observé que el tamafio de
estos tiende a aumentar a medida que se aumenta la concentracion de los reactivos, en particular
la gelificacion inducida en las muestras activadas con gluconato de calcio evidencia la formacion
de geles de mayor tamario respecto a los formados por de CaCl,.

Figura 15

Formacion de gel en muestras activadas a 24 h en presencia de PPP.

Nota. En la grafica se observa la formacion de gel tras la activacién en diferentes
concentraciones para las muestras. La imagen A representa una muestra activada por CaCl, a
10mM, en la imagen B se observa una muestra activada por CaCl, a 20mM, la imagen C

corresponde a una muestra activada por CaCl, a 40mM, la imagen D representa una muestra
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activada para gluconato de calcio a 10mM, en la imagen E se observa una muestra activada por
gluconato de calcio a 20 mM y en la imagen F se tiene una muestra activada por gluconato de
calcio a 40 mM.

Finalmente, en el grupo de boton plaquetario resuspendido en PBS no se presento la
formacion de gel en ninguna concentracion implementada del agente agonista, como se puede
observar en la Figura 14,

Figura 16

Formacion de coagulos en muestras activadas a 24 h en presencia de PBS

Nota. La imagen A representa una muestra activada por CaCl, a 10mM, la imagen B
corresponde a una muestra activada por CaCl, a 20mM, la imagen C es una muestra activada por
CaCl, a 40mM, en la imagen D se presenta una muestra activada por gluconato de calcio a
10mM, la imagen E representa una muestra activada por gluconato de calcio a 20mM vy la

imagen F es una muestra activada por gluconato de calcio a 40mM.
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Para concluir en el experimento de FC se encuentra que en tiempos de 0 a 30 minutos no
se presenta una diferencia significante al comparar los grupos de activacion. Sin embargo, se
observa que en cada periodo de tiempo para las plaquetas activadas en PPP la mayor
concentracion de PT se logra con gluconato de calcio a 40 Mm; mientras que en los grupos de
plaquetas activadas en PBS los valores mas altos de PT se encuentran en el grupo de CaCl, a 10
mM y los mas bajos en gluconato de calcio a 40 mM. Finalmente, en periodos de incubacion
prolongados de 24 horas se encuentra una diferencia significante las plaquetas activadas en PPP
donde los grupos de CaCl, y gluconato de calcio presentan un decrecimiento de proteinas, entre
mayor era la concentracion de agente agonista implementado, la concentracion mas baja de PT

en este tiempo le pertenece a gluconato de calcio a una concentracion 40 mM.

Anélisis de Resultados

La liberacion de FC se encuentra directamente relacionada al proceso de activacion de
plaquetas, debido a que estas proteinas se liberan tras el rompimiento de los granulos alfa cuando
la plaqueta pierde su estado de reposo. En este estudio se realizé una evaluacion del potencial de
liberacion de FC contenidos en las plaquetas tras la activacion con CaCl, y gluconato de calcio.

La diversidad de métodos tanto de preparacion de PRP como de activacion de plaquetas
sigue siendo una problematica en la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa, donde a
pesar de los métodos existentes no se ha podido establecer la obtencidn de datos no ambiguos
respecto a los agentes activadores, que permitan mantener las condiciones necesarias para una
eficiente liberacion de FC.

Teniendo esto en cuenta, es importante reconocer los diferentes factores que afectan

directamente la activacion de las plaquetas y por tanto la liberacion de FC, como lo son el agente
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agonista a utilizar y su concentracion, asi como la temperatura y el tiempo al que las muestras se
ven expuestas al agonista. en este sentido, diferentes reactivos han sido investigados en una
amplia diversidad de estudios, que buscan obtener una activacion plaquetaria y liberacion de FC
efectiva para ser aplicado a procesos de regeneracion de tejidos. Para alcanzar esto, es de crucial
importancia proporcionar a las plaquetas un medio que promueva la activacion de estas, como la
adicion de una concentracion proporcional de determinado agonista, debido a que esta influye en
el porcentaje de plaquetas activadas y en las concentraciones de FC liberados. Otros aspectos
claves en el proceso, son el tiempo de exposicion de las plaquetas al agonista y la temperatura a
la que son sometidas, la combinacion de estos factores contribuye directamente en la respuesta
de las plaquetas a la activacion, lo que finalmente traduce en la obtencion de una poblacion de
plaquetas activadas y por ende una liberacion de FC, tal y como se observa en la figura 8 cuando
el porcentaje de plaquetas activadas tiende a incrementar a medida que el tiempo aumenta, por lo
tanto, estos resultados concuerdan con lo expuesto por Toyoda y colaboradores, quienes indican
que en el tiempo el porcentaje de plaquetas activadas aumenta, verificando que los niveles de
activacion pueden ser controlados mediante la adicién de calcio. (Toyoda et al., 2018).

En el presente estudio se realizo el proceso de activacion plaquetaria y posterior
cuantificacion de FC liberados, empleando tanto diferentes tiempos de activacién como dos
agonistas derivados del calcio (CaCl, y gluconato de calcio) a tres concentraciones diferentes
(10, 20, 40 mM). Adicionalmente, los experimentos se llevaron a cabo usando dos soluciones
diferentes para resuspender las plaquetas, PPP y PBS, esto con el fin de establecer una
comparacion entre la activacion de plaquetas y liberacion de factores de crecimiento para dos
grupos de muestras, uno en el cual a las poblaciones plaquetarias se les proporcioné un medio

rico en proteinas (solucion PPP), y otro en el cual el medio de resuspencién fue una solucién
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buffer isotonica con condiciones de osmolaridad y pH similares a las del cuerpo humano para de
esta forma no representar dafio a las células (solucion PBS) . Como se observa en la tabla 2, el
porcentaje de plaquetas activadas (positivas para CD61 y CD62) incrementé en el tiempo,
especialmente para las muestras resuspendidas en PBS a las diferentes concentraciones en
estudio. Aungue las muestras resuspendidas en PPP también presentaron un incremento
significativo a medida que aumentaba la concentracion de agonista como se observa en la figura
8, su gelificacion no permitié comparar de forma adecuada los resultados obtenidos para los
diferentes grupos, debido a que las muestras con una gelificacion total presentan una reduccién
de los porcentajes de plaquetas sin activar y plaquetas activadas lo que significa su vez un
aumento del porcentaje negativo. Este comportamiento ocurre debido a que, al adicionar el
agente, las plaquetas se activan directamente a través de la cascada de coagulacion, llevando a la
formacidn de fibras gruesas de fibrina con un alto entrecruzamiento (Toyoda et al., 2018) lo que
genera una interrupcion de los sitios de union de los marcadores en la membrana de las células
plaquetaria. Por otra parte debido a que el PBS no es una solucion que cuente con componentes
como la trombina, los cuales promueven la activacion, no se observo gelificacion en estas
muestras. En particular, los datos obtenidos (Tabla 1) estan acordes a lo descrito por Cavallo y
colaboradores y Yang y colaboradores, quienes describen la gelificacion de las muestras a partir
de un rango de tiempo de 11 — 15 minutos tras la adicion de CaCl, o gluconato de calcio. En
consecuencia a la formacion de gel, las plaquetas presentes en la muestra, llegan a entrelazarse
con las redes de fibrina formadas, lo que finalmente contribuye a la baja concentracion de
plaquetas en las muestra, y al cubrimiento de los sitios de union en la membrana plaquetaria,

incluyendo el sitio para CD62P (Agustine at al., 2016); por ende, al momento de analizar las
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muestras mediante citometria de flujo, los porcentajes de plaquetas activadas en las muestras
gelificadas son considerablemente mas bajos (Tabla 2).

Adicionalmente, se evidencia que la adicion de concentraciones de 10, 20 y 40 mM de
agonista promueve la activacion de las poblaciones plaquetarias, tanto en CaCl, como el
gluconato de calcio indicando un aumento en el porcentaje doble positivo en el tiempo, aunque
los mejores porcentajes se presentan tras la activacion con gluconato de calcio, reafirmando lo
planteado en el estudio de Phritthiphan y colaboradores (Phritthiphan., et al).

En relacion con la evaluacion del potencial de libracion de factores de crecimiento, las
pruebas fueron realizadas tomando en cuenta dos grupos de muestras (PPP y PBS). Como se
observa en la Figura 10, la concentracion de proteinas totales presenta un comportamiento
creciente en el tiempo, indicando a su vez la presencia de una cantidad mas alta de proteinas en
las muestras activadas con gluconato de calcio, lo que indica que efectivamente se cumple el
comportamiento predicho por Giraldo y colaboradores, quienes indicaron que el gluconato de
calcio a comparacion del CaCl, es una mejor sustancia para inducir tanto la activacion del PRP
como la liberacién de FC debido a que induce una liberacion de FC libres de presencia de
precipitados de calcio en los coagulos formados (Giraldo et al., 2016). Adicionalmente, los
resultados obtenidos de la evaluacion de proteinas liberadas en el periodo de 24 horas (Figura
11), Corresponde con lo establecido por Davis y colaboradores, quienes presentan la explicacion
de que, tras la activacion de las plaquetas, los FC empiezan a liberarse a los 10 minutos y en el
periodo de 1 hora, casi la totalidad de estos (95%) habran sido liberados. Posteriormente, con el
paso de las horas las plaquetas empiezan a agregarse formando un coagulo de fibrina y este
coagulo sirve como reservorio de plaquetas, FC y leucocitos (Davis et al., 2014); por ende, se

puede evidenciar la disminucién de proteinas presentes en la muestra transcurrido el periodo de
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24 horas, esto debido a que las proteinas liberadas inicialmente entran a constituir parte del
coagulo (Figura 12).

Finalmente, en la concentracion de proteinas liberadas en el tiempo (0 a 30 minutos y 24
horas) para muestras resuspendidas en PBS (Figura 11) se observa una disminucién en la
liberacion de FC, contrario al comportamiento evidenciado por las muestras resuspendidas en
PPP (Figura 10) las cuales indican un aumento de concentracion en el tiempo. De esta forma, se
corrobora la explicacién de Davis y colaboradores, que plantea la importancia de los
componentes presentes en el plasma como la fibrina en la activacion de plaquetas y por ende en
la liberacion de FC (Davis et al., 2014).

En los resultados obtenidos de los experimentos de activacion y liberacion de FC, se
puede observar que la activacion de la poblacion plaquetaria resuspendida en una solucién de
PPP significa un obstaculo a la hora de realizar la medicion de activacion plaquetaria con
marcadores superficiales (Davis et., 2014), sin embargo, en la liberacion de FC, las muestras que
presentaron formacion de gel mostraron una mayor liberacion de proteinas (Cavallo et al., 2016).
Adicionalmente, los experimentos realizados con PBS denotan una mejor apreciacion del
comportamiento de la activacion de las plaquetas en el tiempo debido a que al no presentarse
formacidn de coagulos (redes de fibrina), no se da el entrelazamiento de la célula y la red y por
ende esta red no llega a causar obstruccion en los puntos de unién de la membrana plaquetaria,
hecho que evitaria la union de los marcadores superficiales a la plaqueta e interferiria finalmente
con la identificacién de las mismas en la citometria de flujo (Agustine et al., 2016), como se

observé en las muestras resuspendidas en PPP.
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Capitulo 6
Conclusiones y Recomendaciones

En los resultados obtenidos demostraron que, el gluconato de calcio promueve una mejor
activacion de las plaquetas, comportamiento que puede ser apreciado claramente en el grupo de
muestras de botdn plaquetario resuspendido en PBS. Debido a que en estas muestras no se
propicia la formacién de gel, los porcentajes de activacion de plaquetas arrojan resultados méas
uniformes que los evidenciados en el grupo de muestras resuspendidas en PPP, las cuales se
vieron afectadas por la gelificacion, lo que impidié realizar una comparacion entre los grupos
debido a que las plaquetas no estaban resuspendidas, por lo que no es posible analizarlas por
citometria de flujo. No obstante, las muestras activadas con CaCl, también presentaron un
incremento en el tiempo en su porcentaje de activacion y concentracion de FC, a medida que
aumentaba la concentracion del agonista, por ende, también es un reactivo efectivo para dichas
aplicaciones. En conclusion, el uso de estos agonistas, especialmente el gluconato de calcio
indica un gran potencial en la activacion plaquetaria y liberacién de FC en el tiempo, lo cual
podria beneficiar el area de la medicina regenerativa, ofreciendo una mejora y optimizacion para
la regeneracion de tejidos.

Finalmente, se recomienda en el proceso de obtencion del PRP, para el estudio de la
activacion plaquetaria por citometria de flujo el uso de un inhibidor de agregacién plaquetaria
con el fin de facilitar la resuspension del boton plaquetario en la solucion, debido a que tras los
procesos de centrifugacion se observo la formacion de un precipitado de plaquetas, lo que
dificulta el proceso de homogenizacion de las muestras y obliga a someter a estas células a
mayores fuerzas mecanicas por el pipeteo, lo que podria ocasionar una activacion temprana de

las mismas. Adicionalmente, se sugiere realizar mas repeticiones de los experimentos con el fin
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de disminuir la variabilidad en los datos obtenidos. Por ultimo, para estudios posteriores, se
recomienda realizar una evaluacion de los FC que quedan atrapados en los codgulos formados,
esto con el fin de determinar la pérdida de proteinas que se presenta al permitir una activacion de

muestras por periodos de tiempo prolongados.
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Tabla 3A

Apéndice

Citometria de flujo de las muestras a concentracion de 10mM para CaCl, y gluconato de calcio
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Tabla 3B

Citometria de flujo de las muestras a concentracion de 20mM para CacCl, y gluconato de calcio
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Tabla 3C

Citometria de flujo de las muestras a concentracion de 40mM para CacCl, y gluconato de calcio
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Tabla 4

Media aritmética y desviacion estandar de porcentajes obtenidos en citometria de muestras activadas con cloruro de calcio

73

COBT+ CDET+/CDBZ+ Negative

Muestra Tiempo [min] N1 'E‘E‘g? des COB1 'E‘E‘;'; desCD62 N2 “.‘:'I’J‘g? des CDB1 “E‘:"D‘;'; desCDBZ N3 "&E‘g? des COB1 "E‘E‘;'; des CD62

0 33529757.21 4990 Z9G.2 G40z d564.0  Goioood 240 d47ald | 209647 100z9.4  GOEanen | 1662 750 475.5 Z37.4

5 7505570103 484.6 2961  BO222 38555 STT0S4T  ZPEST 1M9.3 1BT446  TSE3S5 1832512 1934 178.1 375.3 327

- 10 2461477295 4394 7945 G333 40789 EI09084 23538 12989 WORZT 96844 3INMIET 1953 822 5117 3218

15 2360782125 5113 2965  BY215 43411 GBIEST 24085 17620 190983 105955 2404575 2065 18,4 4537 3026

20 TI52825,03 4927 304.1 G113 54105 1682916 23913 B1S97  2618RE 226419 4193475 1917 1732 463.0 300.0

— 30 4244151 533.5 ?97.6 53342 45094 1931527 276383 2460027 2?1564 SOGIS.6 5243897 212 1696 195.5 163.0

0 ZISEZEE4.55 4564 2745  f2088 46954 dUSI0EZE3 24317 204853 Z950R1  MVEILE  TA0TEa08s 4G =T A 417G 788.3

5 WTMTLIT 5551 2967 BGIT 36132 9936448.8€ 44105 40227 100266  M9G12 95268190 2205 196.7 3394 3033

FES 10 161851959 5758 2931  TIEOS 38152 SATSASZEE 47735 11305 201995 132944 IB045 4 226 2021 3798 301

15 05596296.22 5665 292 & G972 37394 696322183 46705 4544 199203 130125 118593383 2ddd 220 374 4 3043

0 095561247 SB3,1 7955  EB534.2 35391 845996937 ZEOE 2402 3523 2763 14TT383.75 2608 240,2 352,3 776.9

30 595856129 58G9 2955 72256 371 835350241 SOM6.2 46547 207612 1343548 94372641 2485 226 3205 2916

i 77445035.99 4955 7345  BB45.5  4407.0  Sil9220 20606 1182 19656.2  9589.3  4BJ0BI0  186.3 1763 443 6 7927

g F0E0E17.04 4794 3000 5232 3B25.9 8021733 23518 12970 152645 75261 1STEIIS 1972 1732 4531 3523

- 10 37910643,3 4346 3045 56384 36375 9384553 24433 13345 8187 BI2EE  MWWEI 1310 1783 460.6 35139

15 2803063122 5091 306 ESE3 33397 8030860 25247 30332 164544 86399 2067500 2102 134.3 467.5 523.2

20 4086336 564.8 31T 78631  B232.3 2553585 35336  I6861T 383010 416633  T48406F 2131 13 185.9 W86

p— 30 IBAEEE2 705.4 2345 94463  B4B74 41862 29245 39275 3288582 56659 VSTIRE 2122 17 1832 7.4

0 Z3974236.30  S06.1 ZHTS  Bd9a5 99203 740682557 2877 Z2dnh  Z26@ed  TIOvE4  126gMa0T  i8ar 1703 4015 066

5 775933043 G203 289 75216 43055 522134727 37525 3346 2016 135433 BEIGITAT 2573 2154 3965 7937

FES 10 BESTISIES  B4T.Y 2875  TI3E3 42394 SEOO5M.3 408TT  d4dB81  ZM2EZ  MIG4A  BEEIGLI 2436 2m.a 307.2 275.4

15 BEI0BSZ.44  B43.5 292 BE1S 38535 BSS55009.17 40503 34748 180897 1923 1284664.02 2802 729 4 3781 2961

20 4531739.05 G234 2963  BTIST 39550 4306766.9¢ 42354 54923 188133 127307 10Md635T 2488 2054 3306 2695

30 535719159 BZ53 93,7 5233 4508 49712275 48793 4744 JI8908 159975 1302457.95 7871 736,72 3689 3002

i 0IETT54.65 4916 2935  ESOT.6 40653 doiseod  zzieT 061 1996d.3 65i0.0  1To05ad 1933 1763 3331 7.4

5 Z8505770,33 4847 7958  S60z2 37850 GETST03  2370.8 1089  MEG4.E 50296  2467ED 1972 180.3 519.5 346.4

- 10 19854053,19 5289 2967 B8991 41527  BG6EG121 25420  M4E9.0 189739 95405 15198s2 2091 196.3 3787 289.2

15 25001391458 472.9 3006 49198 33240 6427827 24823 51287 124994 63342 ZETSTE4 2028 188.3 543.5 335.7

20 1273020054 5081 3066  S624.4 36395 4610517 25417 32544 1BTTI1 83855 1454326 2133 194.4 3915 7.8

40 30 593744636 5794 3055  TIEIE ST41E 239957 272G 17435 244025 199784 4861572 2485 2261 418.5 274.5

0 1936439753 G376 79735 4851 68,31 GGEI0VS.1S 29501 20137 2daTa 126419 Z0454BAET 1947 = 352 7431

5 3T0ITTIES  TOT.S 263 59415 43716 3109526.25 30785 41706 TPTSAG 125402 309T0ET.4E 2854 184.5 4135 2923

FES 10 302917545 7306 2836 5681 43053 SWL3TTZ 32748 276 3511 129337 26136 32D 26,3 4201 796.3

15 233TIEEI V04T 235 52855 40462 204668327 224 151023 25931 126M8 281951640 306.7 3867 2315 2639,1

0 133657775 T03.3 7989  GBEIGE  SESE  WSA484.EE SE296 209041 4195 20507 B4FS01S 298 3632 2384 789.5

30 1403286.95  BTLI 2974 59512 48032 1452336.44 4150 18766 199178 163226 1855640.78 2518 21055 7.4 PR




Tabla s

Media aritmética y desviacion estandar de porcentajes obtenidos en citometria de muestras activadas con gluconato de calcio
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CD61+ CO61+ICDE2+ Negativo
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Tabla 6.

Concentraciones de FC liberados en el tiempo de 0 a 30 minutos para los grupos de PPP y PBS
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Agente Concentraciones 5 .
A gonista [mM] Tiempo [minutos]
0 5 10 15 20 30
10 103420025 1.042=0005 10410047 10420019 1.038=0.009 1.043=0.006
cacly 20 1.022=0.005 1.057=0001 1056=0.038 1070=0001 1053=0.003 1.057=0013
- 40 1.046=0.000 1.044=0005 1044=0020 1063=0035 1056=0.025 1.066=0.029
10 1.053=0.019 1.086=0005 1092=0023 1.101=0003 1.079=0.000 1.080 =0.007
G'“i:f:;? de 20 1.004=0011 1.118=0003 1138=0013 1.118=0003 1.095=0.004 1.008 =0.003
40 113320002 1.127=0006 1152=0000 1.145=0004 1.124=0.023 1.123=0019
10 08=0043 0.821=0017 0968=0.051 0844=0057 0917=0.027 0.884=0053
cacl 20 0.885=0051 0.773=0041 0886=0037 08650160 0828=0.100 0.899 =0099
s 40 0.858=0007 0.739=0076 0927=0.167 0820=0096 0814=0.132 0.767 =0.005
10 0.688=0.028 0.772=0014 0779=0029 0.715=0058 0.810=0.029 0.768 =0.051
G'“W:"[w de 20 0656=0023 0.715=0012 0763=0.125 0622=0051 0.698=0.012 0.775=0053
ca 40 0.534=0.014 0584=0011 0640=0.133 0502=0043 0.586=0.013 0.660=0.161




Tabla 7

Concentraciones de FC liberados en el tiempo de 24 horas para los grupos de PPP y PBS

Agente Concentracion
Aginista [mM] PPP PBS
10 0874 £ 0.005 0.893 £ 0.058
CaCl2 20 0.841 £0.008 0.700+£0.021
40 0.801+£0.005 0.747 £0.197
10 0777 £0.005 0774 £0.058
Gluconato 20 0.691 £0.005 0.673 +£0.102
40 0.554+0.001 0.512+0.560
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