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Resumen 

La activación plaquetaria es un procedimiento de gran frecuencia en el área de la medicina 

regenerativa. A pesar de contar con diversos protocolos para la activación plaquetaria, los 

procesos carecen de una estandarización adecuada donde se logre obtener concentraciones y una 

cinética de liberación de factores de crecimiento (FC) similares. Por lo tanto, existe la necesidad 

de evaluar diferentes alternativas que lleven a una activación plaquetaria óptima al implementar 

diferentes métodos, como es el uso de agentes activadores derivados del calcio que logran una 

gran capacidad de estimulación durante la activación de plaquetas humanas. En este estudio se 

realizó la activación de plaquetas bajo diferentes condiciones; en específico, resuspendidas en 

Plasma pobre en plaquetas (PPP) y tapón fosfato salino (PBS) con el uso de cloruro de calcio 

(𝐶𝑎𝐶𝑙2) 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 activación plaquetaria inducida por estos dos agentes se 

evaluó por medio de citometría de flujo estudiando marcadores de superficie, mientras que la 

liberación de FC se determinó por medio espectrofotometría para la identificación de proteínas 

totales (PT). Los resultados obtenidos de la activación plaquetaria demostraron que las muestras 

resuspendidas en PBS presentaron mejores porcentajes de activación que las resuspendidas en 

PPP; de igual manera, las muestras activadas con gluconato de calcio presentaron porcentajes de 

activación plaquetaria mayores en comparación al 𝐶𝑎𝐶𝑙2. En cuanto a la liberación de FC, se 

observó que en el grupo de muestras resuspendidas en PPP el gluconato de calcio alcanzó una 

mayor liberación que el 𝐶𝑎𝐶𝑙2 en cada uno de los periodos de tiempo, siendo la concentración de 

40 mM la que llevó a la mayor liberación. Esto permite concluir que el gluconato de calcio llega 

a tener un mejor potencial en la activación de plaquetas humanas que el 𝐶𝑎𝐶𝑙2 . 

Palabras clave: activación plaquetaria, citometría de flujo, factores de crecimiento, agentes 

activadores. 
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Capítulo 1 

Problema u Oportunidad 

Introducción 

El plasma rico en plaquetas (PRP) es un componente biológico utilizado en el área de la 

medicina regenerativa en una gran variedad de aplicaciones médicas. Además, es la base 

fundamental en el proceso de activación de las plaquetas, mediante el cual se induce el 

rompimiento de los gránulos presentes en ella, cuyo contenido son Factores de Crecimiento 

(FC), los cuales in vivo, tienen como función promover la reparación y regeneración de tejidos. 

Actualmente existen una diversidad de activadores plaquetarios como la trombina, el cloruro de 

calcio (CaCl2) y el colágeno tipo 1, que han sido usados para la liberación de estos FC 

plaquetarios in vitro, con fines terapéuticos. A la fecha no hay un consenso en el mejor protocolo 

de activación ya que subyacen diferencias en la concentración de los activadores, y cinética de 

liberación de factores de crecimiento, entre los estudios. Son estas mismas desventajas las 

responsables de promover la investigación y la búsqueda de diferentes metodologías para 

alcanzar una eficiente activación plaquetaria y la consecuente liberación de FC.  

En diferentes estudios se ha evidenciado la importancia del calcio durante el proceso de 

activación de plaquetas, lo que ha fomentado el uso de activadores derivados del calcio como el 

CaCl2, y ha permitido vislumbrar otros como alternativas para este proceso, tal es el caso del 

gluconato de calcio. Debido a la capacidad de estimulación que pueden llegar a tener estos 

agentes, este proyecto tiene como objetivo evaluar el efecto de ambos activadores (𝐶𝑎𝐶𝑙2 y 
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gluconato de calcio) en la activación de plaquetas con potencial aplicación en la producción de 

FC. 

Planteamiento del Problema 

El PRP es un componente biológico autólogo que se define como un concentrado de 

plaquetas que está presente en un volumen reducido de plasma (DeCS, 2017). El PRP es 

utilizado en el campo de la medicina regenerativa con la finalidad de lograr la reparación de un 

tejido que ha sido comprometido; dicha recuperación se da gracias a su papel en la formación de 

la matriz de fibrina en el tejido afectado, además de la liberación de FC tras su activación, 

mecanismos que desencadenan el proceso de reparación 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, tendinopatías crónicas y heridas agudas de los 

músculos, el proceso necesario para llevar a cabo una activación plaquetaria óptima no ha sido 

establecido con certeza. Actualmente, la activación puede llevarse a cabo haciendo uso de 

distintos componentes como lo son la trombina, el colágeno tipo I, el 𝐶𝑎𝐶𝑙2  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 artículos también se evidencia el uso innovador del gluconato 

de calcio para la activación del PRP y posterior liberación de los FC (Phritthiphan et al., 2020), 

(Yang et al.,2017). No obstante, el hecho de no contar con estudios que evalúen los diferentes 

activadores plaquetarios trae desventajas en el proceso, por ejemplo algunos procesos llevan a la 

formación de coágulos de PRP no deseados, lo que generaría diferencias en las concentraciones 

y cinética de liberación de los FC (Cavallo et al., 2016); pequeñas variaciones en las 

concentraciones de las moléculas que componen a los FC, podrían afectar su efectividad en los 

procesos biológicos, tales como la cicatrización de un tejido, dado que muchos procesos 



11 
 

biológicos no son dosis dependientes (Weibrich et al., 2004). Por tanto, el no tener la suficiente 

información experimental acerca de los procedimientos para el aislamiento de FC a partir de 

plaquetas, dificulta llegar a una estandarización que asegure la obtención de PRP de alta calidad 

para el paciente, y así alcanzar resultados más efectivos. 

Justificación 

 Actualmente, se hace necesario identificar e incorporar alternativas que mejoren y 

potencialicen los métodos de activación plaquetaria y la consecuente liberación 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 metodologías que hacen uso de agentes como el 

𝐶𝑎𝐶𝑙2, el gluconato de calcio, el colágeno tipo I y la trombina autóloga (Harrison et al., 2011), 

(Agustine et al., 2016), (Hamilton et al., 2015). Se reporta que el primero de estos agentes, logra 

una mejor estimulación con el paso del tiempo, llevando a un comportamiento incremental, en 

comparación con los dos últimos los cuales inducen una activación plaquetaria y liberación de 

FC constantes en el tiempo (Cavallo et al., 2016b). En cuanto al uso de trombina, aunque logra 

una activación plaquetaria, también se ha relacionado con riesgos de coagulopatías 

potencialmente mortales (Landesberg et al., 2005). Por otra parte, el colágeno tipo I, ha sido 

considerado como un activador “débil” en comparación con los otros dos agentes, debido a su 

baja tasa de liberación de FC (Torricelli et al., 2011). Lo anterior permite poner en perspectiva de 

potencial a las sales de calcio como el 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y el gluconato de calcio como agentes inductores 

de activación de plaquetas, algunos estudios han reportado que, durante el proceso de liberación 

de FC, las plaquetas incluso realizan en simultáneo una liberación de calcio como consecuencia 

del rompimiento de los gránulos presentes en su interior a modo de retroalimentación positiva 

del proceso (Blockmans et al., 1995). Es así que, los grupos de investigación han enfocado sus 
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esfuerzos en analizar y comparar los agentes activadores derivados del calcio, incluyendo el 

𝐶𝑎𝐶𝑙2 y el gluconato de calcio, el cual en algunos reportes demuestra incluso una media de 

liberación de FC superior a la del 𝐶𝑎𝐶𝑙2,  (approx. 1048,02 pg/mL vs 647,36 pg/mL, 

respectivamente) (Phritthiphan et al., 2020a), no obstante, son limitados los estudios que 

demuestran en comparación el resultado de la activación plaquetaria con estos activadores. En 

búsqueda de profundizar en el estudio de las capacidades de activación de estos dos agentes, el 

presente proyecto busca evaluar el efecto del 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y el gluconato de calcio en la activación de 

plaquetas humanas, con potencial aplicación en la producción de FC. 

Pregunta Problema 

¿Cuál es el efecto del 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y el gluconato de calcio en la activación de plaquetas para la 

liberación de FC? 

Objetivo General 

Evaluar el efecto del 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y el gluconato de calcio en la activación de plaquetas 

humanas, con potencial aplicación en la producción de FC. 

Objetivos Específicos 

1. Determinar la activación plaquetaria mediante marcadores de superficie respecto al 

tiempo para el 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y el gluconato de calcio. 

2. Establecer la concentración de FC liberados a partir de la activación 

plaquetaria realizada con 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y gluconato de calcio, en diferentes 

periodos de tiempo. 
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Capítulo 2 

Marco Teórico 

Las Plaquetas 

Definición y Función 

Las plaquetas o trombocitos son células sanguíneas no nucleadas, con forma de disco, 

que se generan a partir de los megacariocitos (DeCS, 2017), y su función principal es participar 

en el proceso de coagulación sanguínea. En su estado activo, las plaquetas cumplen un rol de 

control en la generación de trombina, apoyan la formación de fibrina y regulan la retracción de 

los coágulos de fibrina (Heemskerk et al., 2012). En particular, las plaquetas se adhieren a las 

paredes de vasos sanguíneos heridos para promover la formación de agregados y la creación de 

coágulos de sangre, dándoles un rol importante en los procesos de trombosis y hemostasia 

(Flores et al., 2014). También juegan un papel fundamental en varios procesos patofisiológicos 

incluyendo inflamación, aterogénesis, crecimiento de tumores y metástasis (Gremmel et al., 

2016a). En la figura 1 se presenta una micrografía tomada con un microscopio eléctrico de 

barrido de un trombo en una porción de arteria coronaria humana, en la cual se pueden observar 

plaquetas activas (color morado) adhiriéndose a la cama de hebras de fibrina, así como un grupo 

de micropartículas, algunos cristales de colesterol y eritrocitos (Gremmel et al., 2016b). 

Estructura de las Plaquetas 

Las partes de las plaquetas 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 dinámica conformada por glicoproteínas de superficie que permiten la interacción 

de las plaquetas con su ambiente, los vasos lesionados, y participan en procesos de activación, 
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adhesión y agregación plaquetaria (Michelson, 2007). La zona sol-gel es una matriz viscosa que 

se encuentra dentro de la plaqueta, y contiene microtúbulos y microfilamentos que cumplen la 

función de apoyar el citoesqueleto contráctil de la membrana. La zona de los organelos contiene 

principalmente gránulos alfa, gránulos densos y lisosomas, siendo los gránulos alfa los organelos 

más frecuentes; en particular, en las plaquetas inactivas, estos gránulos se encuentran separados 

por el citoesqueleto de filamento de actina. 

Figura 1 

Imagen representativa de plaquetas activadas en porción de arteria coronaria humana 

 

Nota. Imagen por John W. Weisel y Chandrasekaran Nagaswami. (2008). Departamento de 

biología celular desarrollada. Universidad de Pensilvania Escuela de medicina, Philadelphia. PA 

La Activación Plaquetaria 

La vía principal de activación de las plaquetas es el proceso de coagulación, 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 

interactúan con agonistas fisiológicos para desencadenar la actividad enzimática responsable de 

lisar las plaquetas junto con los gránulos alfa, y de esta forma, liberar los diferentes FC que 

participan en las etapas posteriores del proceso de cicatrización (Yun et al, 2016a). Tras la 

activación se da la expresión de algunos antígenos 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 

específicos para glicoproteínas, que se encuentran en su membrana, tales como el CD41 

(integrina αIIB), el CD42 y el CD61 (integrina β3) (Frelinger, 2018a). Una vez las plaquetas se 

activan, ocurren alteraciones a nivel de proteínas de su membrana que permiten analizar el 

proceso de activación (Monteiro, 2001b). Uno de estos cambios es el estado conformacional que 

ocurre de la GPIIb/IIIa y sus ligandos, el cual puede ser detectado por el anticuerpo PAC-1 

(García, 2001).  Otra alteración que ocurre en la superficie plaquetaria durante la activación es la 

unión de las membranas de los gránulos alfa con la membrana plasmática. 

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

Trombina. Es una enzima derivada de la protrombina, cuya función es ayudar a 

estabilizar los tapones plaquetarios al producir fibrina a partir del fibrinógeno (DeCS, 2017).  La 

trombina logra activar plaquetas mediante los receptores activados por proteasa (PAR). El 

receptor PAR1 media la activación a baja concentración de trombina; mientras que el receptor 

PAR4, para su activación, requiere una mayor concentración de la misma (Yun et al, 2016b). 

Colágeno Tipo I. Es uno de los tipos de colágenos más conocidos debido a que es 

posible encontrarlo en varias partes del cuerpo como la piel y los huesos (DeCS, 2017). Esta 

proteína al entrar en contacto con la membrana de la plaqueta puede llegar a estimular y activar 

los receptores de las glucoproteínas plaquetarias Ia-IIa (Ruiz, 2006). 

Cloruro de Calcio. Sal con apariencia sólida incolora utilizado para la restauración de 

niveles de calcio, y productor de ácido al usarse como diurético (DeCS, 2017). Este mineral es 

conocido como un agonista plaquetario debido a que induce procesos de coagulación 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 ácido 

glucónico (DeCS, 2017). Al igual que el 𝐶𝑎𝐶𝑙2, induce un cambio de pH en la plaqueta al volver 

un poco más ácido el medio donde esta se encuentra, induciendo de esta forma la liberación de 

los FC que se encuentran en los gránulos alfa. 

Plasma Rico en Plaquetas 

Definición 

El PRP es un componente biológico que consiste en un concentrado de plaquetas con un 

volumen reducido de plasma. Es utilizado en diversos procedimientos quirúrgicos de 

regeneración tisular (DeCS, 2017). El uso del PRP ha incrementado en diferentes aplicaciones 

clínicas gracias a las propiedades de regeneración que ha mostrado, tanto en cirugías ortopédicas, 

cirugías maxilofaciales, cirugías plásticas, así como en la medicina deportiva (Li & Li, 2013a).  

Preparación del PRP 

La preparación del PRP se da en primer lugar mediante la obtención de una muestra 

sanguínea del paciente, para posteriormente llevar la misma a un proceso de centrifugación, lo 

que permite separar los componentes sanguíneos en 3 capas: la capa inferior corresponde a los 

glóbulos 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 extracción del PRP, el cual 

corresponde a un valor mayor o igual a 5,5𝑥1010 plaquetas por cada 50 mL (Cole et al., 2010a). 

Ya que el rango normal de concentración de plaquetas en los humanos es de 150.000 a 450.000 

plaquetas por µL en sangre venosa, la concentración en PRP puede variar en rangos desde 2,5 

hasta 8 veces la concentración de plaquetas del cuerpo (Cole et al., 2010b). Un aspecto relevante 

del PRP, y que en gran proporción ayuda a lograr la maduración de tejido blando y la 
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regeneración, es la liberación 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 

obtención de PRP, en el cual inicialmente se realiza la venopunción 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 centrifugación, 

para así transferir la capa superior con el buffy coat a tubos estériles separados. Luego, se realiza 

una segunda centrifugación, logrando separar los botones o pellets de plaquetas; los cuales son 

homogenizados al mezclarlos con  
1

3
  del volumen de plasma extraído anteriormente (Dhurat & 

Sukesh, 2014). 
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Figura 2 

Diagrama de flujo describiendo la preparación de PRP   

 

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

Factores de Crecimiento 

Los factores de crecimiento son moléculas de naturaleza peptídica con funciones de 

señalización y la capacidad de regular la migración, la proliferación, la diferenciación y el 

metabolismo celular (Rodríguez et al., 2012a). Los FC pueden ser obtenidos a partir de 

numerosas células como los fibroblastos, osteoblastos, células endoteliales, leucocitos, 

monocitos y macrófagos entre muchas otras, al igual que de plaquetas, las cuales los almacenan 

en sus gránulos alfa (Rodríguez 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-β), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento 
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insulínico (IGF) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) entre otros (Rodríguez et 

al., 2012c).  

A continuación, se dará una breve descripción de la función de algunos de estos. 

PDGF. Es un dímero compuesto por dos cadenas peptídicas el cual se puede encontrar en 

sus isoformas más 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 proliferación, migración y adhesión para la formación de redes capilares, y 

estimulando el reclutamiento de las células adiposas y fibroblastos; para facilitar la formación de 

colágeno tipo I (González et al., 2016). 

TGF-β. Es una citocina involucrada en procesos celulares como la proliferación, 

angiogénesis, diferenciación, migración y adhesión celular (López et al., 2008). Además 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 (Gálvez et al., 2004). 

EGF. Es un polipéptido sintetizado y secretado por células cono los monocitos, 

macrófagos, fibroblastos y plaquetas, entre otras, posee efectos mitogénicos y quimiotácticos en 

fibroblastos y células epiteliales; estimula la proliferación y diferenciación de la epidermis, 

dermis y epitelio corneal durante la reparación tisular; y lleva a la formación de tejido de 

granulación (Rodríguez et al., 2012d). 

IGF. Es una hormona polipeptídica que estimula la formación ósea, ya que aumenta la 

síntesis de ADN en los osteoblastos y promueve la síntesis de matriz ósea (Varela de Seijas et 

al., 2019). Asimismo, actúa como agente quimiotáctico de las células vasculares endoteliales, al 

inducir su migración, y promueve la diferenciación y proliferación de células mesenquimales y 

de revestimiento (Rodríguez et al., 2012e). 
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VEGF. También conocido como factor de permeabilidad vascular (VPF), presenta 5 

isoformas, siendo la VEGF-A la más abundante en las plaquetas. Este FC promueve la 

proliferación, migración, 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 

activación de los receptores VEGFR-1 y VEGFR-2. En particular, el receptor VEGFR-2 es el 

mayor mediador de los efectos mitogénicos, angiogénicos y de aumento de permeabilidad del 

VEGF (Zúñiga et al., 2016). 
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Capítulo 3 

Estado del Arte 

En los últimos años, la medicina regenerativa ha tomado gran importancia en el área 

clínica debido a la necesidad de brindar a los pacientes la posibilidad de alcanzar una 

recuperación efectiva de tejidos que han sido comprometidos. Por tanto, se ha implementado el 

uso de diversos componentes biológicos como el PRP, debido a su alta concentración de 

plaquetas, las cuales participan en la coagulación, y tras su activación, liberan FC que 

promueven procesos de señalización relevantes en la proliferación celular y la regeneración de 

tejidos (Foster et al, 2009). A continuación, se discuten algunos estudios que reportan tanto las 

metodologías propuestas para lograr la activación plaquetaria, haciendo uso de agentes 

activadores como el 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y el gluconato de calcio; así como los métodos de evaluación de la 

activación plaquetaria en el tiempo. 

En la obtención de FC a partir de PRP, se ha investigado el efecto que tiene el tiempo 

junto con los agentes agonistas en la activación plaquetaria. En particular, Cavallo y 

colaboradores. estudiaron la concentración de PDGF después de activar las plaquetas con 𝐶𝑎𝐶𝑙2, 

colágeno tipo I o trombina autóloga, por 15, 30 minutos, y 1, 2 y 24 horas a 37 °C. Los autores 

reportaron que la trombina lleva a una liberación de PDGF constante en el tiempo (entre 0.5 – 

1.2 pg/mL), mientras que, la presencia del 𝐶𝑎𝐶𝑙2  por tiempos prolongados incrementa la 

liberación de PDGF (los niveles aumentaron desde 0 – 1.2 pg/mL hasta 0.5 – 1.8 pg/mL).  

Respecto al colágeno tipo I, se encontró que es un activador débil, llevando a concentraciones de 

PDGF máximo de 0.8 pg/mL después de 24 horas (Cavallo et al., 2016c). De forma similar, otros 

autores han reportado que el 𝐶𝑎𝐶𝑙2 lleva a concentraciones mayores de TGF-β y PDGF-AB, en 

comparación a la activación plaquetaria realizada por la trombina en el tiempo de 168 horas 

(Zhuang et al., 2018). Por tanto, estos estudios evidencian que el 𝐶𝑎𝐶𝑙2 tiene un mayor potencial 
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como agente agonista en comparación a la trombina y al colágeno y, por ende, lleva a mayores 

concentraciones de FC. 

Por otra parte, la literatura sugiere otros posibles agentes agonistas para la activación de 

plaquetas, como lo es el gluconato de calcio. Yang y colaboradores compararon el potencial de 

activación que tiene la trombina vs el gluconato de calcio al evaluar la concentración del factor 

de crecimiento de fibroblastos básico (bFGF) y el PDGF-BB (Yang et al.,2017). Para esto, los 

autores expusieron el PRP extraído de 10 mL de muestras sanguíneas de 6 donantes sanos a 100 

µ/mL de trombina o 100 g/L de gluconato de calcio durante 1 hora a 37 °C. En el caso de la 

trombina, se reportó una máxima concentración de los FC después de 228 segundos de 

activación, la cual empezaba a disminuir después de 30 minutos. Por el contrario, la activación 

con gluconato se evidenció después de 690 segundos, y empezó a decaer después de 55 minutos. 

Respecto a los niveles de FC liberados, la trombina llevó a una mayor concentración de PDGF-

BB en comparación al gluconato de calcio (7.4 ± 0.8 ng/mL vs. 4.9 ± 0.5 ng/mL, 

respectivamente); mientras que la liberación 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 concentración de FC podría variar en el tiempo, y que, la concentración de FC específicos 

podría depender del agente agonista empleado para inducir la activación de plaquetas. 

A la fecha se han realizado diferentes estudios que investigan el efecto del 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y el 

gluconato de calcio como agentes activadores de las plaquetas, junto con el proceso a seguir para 

su respectiva activación. En este contexto, Phritthiphan y colaboradores. compararon los niveles 

de FC liberados en la activación de plaquetas humanas obtenidas a partir de sangre periférica de 

5 voluntarios sanos, con edades entre 20 - 60 años (Jones, 2016). Para el proceso de liberación de 

los FC, las plaquetas se expusieron a 𝐶𝑎𝐶𝑙2 al 10% o gluconato cálcico al 10%, y se encontró 
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que la liberación de PDGF-BB fue significativamente más alta en gluconato de calcio en 

comparación con el 𝐶𝑎𝐶𝑙2 (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 podría llegar a ser utilizado 

como una alternativa del 𝐶𝑎𝐶𝑙2 para la activación plaquetaria (Phritthiphan, 2020). 

La activación plaquetaria puede ser estudiada por diversos métodos, uno de ellos es la 

citometría de flujo, donde se aprovecha la expresión de algunos marcadores plaquetarios, como 

la P-selectina (CD62). Estos marcadores permiten identificar las poblaciones de plaquetas activas 

mediante diversos procesos. En efecto, la P-selectina se ha usado en numerosos estudios para 

investigar la respuesta plaquetaria ante la exposición a diferentes fármacos o componentes 

químicos con propiedades medicinales, como lo es el ácido salvianólico A (SAA, por sus siglas 

en ingles) (Yuan et al., 2017). Zhou y colaboradores evaluaron el efecto que tenía el SAA en la 

activación de plaquetas, reportando que dicha activación disminuye, al encontrar una reducción 

en la expresión de la P-selectina cuando las plaquetas se exponían a SAA (Zhou et al.,2020). 

Asimismo, Toyoda y colaboradores. realizaron la preparación de un PRP el cual es usado en la 

activación de plaquetas mediante el agente agonista 𝐶𝑎𝐶𝑙2, las muestras activadas fueron 

incubadas con el reactivo durante 0, 5, 10, 20 y 30 minutos, después se hizo una fijación, lavado, 

tinción con marcadores y resuspensión en PBS del botón plaquetario, para las pruebas de 

citometría. En este estudio se pudo observar cómo los porcentajes de los marcadores aumentan 

con el tiempo, lo que indica que entre mayor tiempo estén las plaquetas expuestas al reactivo 

mayor será el efecto de activación plaquetaria (Toyoda et al., 2018). En consecuencia, la 

detección de los niveles de moléculas que las plaquetas expresan cuando se activan, permiten 

establecer asociaciones entre inhibidores y activadores de las plaquetas, lo cual llevaría a tener 

un mayor entendimiento de los mecanismos de acción de estas moléculas. 
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Capítulo 4 

Metodología 

Preparación del Plasma Rico en Plaquetas (PRP) 

El PRP se preparó de acuerdo con el protocolo establecido por Amable y colaboradores., 

(Amable et al., 2013). Se colectaron muestras sanguíneas 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 centrifugación. 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 recolectó (plasma), para ser 

centrifugado a 700 x g por 17 minutos. Al final de esta centrifugación, se obtuvo el botón 

plaquetario en la parte inferior del tubo, y el PPP en la parte superior, el cual se separó 

cuidadosamente para no afectar la población plaquetaria. El botón plaquetario obtenido se 

resuspendió en PPP teniendo en cuenta que por cada mL de plasma resultante en la primera 

centrifugación se añaden 300 uL de PPP o PBS para llevar a cabo los estudios posteriores 

(activación plaquetaria y liberación de FC). 

Activación Plaquetaria 

Para llevar a cabo la activación plaquetaria, inicialmente se realizaron algunos ensayos 

preliminares teniendo en cuenta diferentes metodologías de activación plaquetaria aplicadas por 

otros autores, en donde la activación se llevó a cabo por diferentes periodos de tiempo, usando 

los dos agonistas en estudio a 37°C, para después ser analizadas mediante citometría de flujo. 

Las plaquetas resuspendidas tanto en PPP y PBS se alicuotaron en tubos eppendorf con un 

volumen de 50 µL en cada uno de ellos. Seguidamente, se adicionó el agente agonista (𝐶𝑎𝐶𝑙2 o 

gluconato de calcio) a cada uno de los tubos, para obtener una concentración 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 continuación, la solución plaquetaria se fijó con formalina al 4% usando una relación 

1:10 (solución plaquetaria: formalina), con el fin de llevar a cabo el análisis del grado de 

activación plaquetaria al evaluar la expresión de marcadores, como se describe en la siguiente 

sección. 

Análisis del grado de activación 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 retiró, y se hizo un 

lavado con 1 mL de albúmina al 1% en PBS. Nuevamente, las muestras se centrifugaron a 700 x 

g durante 10 minutos y se retiró el sobrenadante. El botón plaquetario se resuspendió en 

albúmina al 1% en PBS con el fin de llevar a cabo la detección de los marcadores de superficie 

mediante anticuerpos fluorescentes para citometría. Para esto, se agregó 5 μL de cada marcador 

superficial: CD61 y CD62, previamente diluidos en albúmina al 1% en PBS, y se incubaron por 

60 minutos a temperatura ambiente, protegidos de la luz. A continuación, se realizó un lavado 

con 1 mL de albúmina al 1% en PBS y se centrifugó a 700 x g durante 10 minutos, donde el 

sobrenadante se descartó y las muestras se resuspendieron en 100 μL de PBS. Por último, el 

grado de activación de las plaquetas se evaluó mediante citometría de flujo. Para esto, se realizó 

la configuración del equipo Amnis CellStream Flow cytometer para colectar un número de 

50.000 eventos, usando una intensidad de láser de 10% para el FSC, y de 7% para el SSC de 7%. 

Asimismo, el láser empleado fue el azul (488 nm) con una intensidad de 50%. Adicionalmente, 

como control se tomó 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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Cuantificación de los FC 

Para el proceso de cuantificación de los FC, las dos soluciones de botón plaquetario (PPP 

y PBS) se alicuotaron en tubos eppendorf individuales, con un volumen de 50 µL en cada uno de 

ellos. Seguido a esto, se realizó la adición de los agentes agonistas (𝐶𝑎𝐶𝑙2 o gluconato de calcio) 

a cada una de las muestras y se incubaron a 37°C por períodos de tiempo de 0, 5, 10, 15, 20 y 30 

minutos. A continuación, las muestras se centrifugaron por 20 minutos a 3000 x g, y se tomaron 

2 µL del sobrenadante obtenido de cada una de las muestras para ser analizado en el equipo 

Nanodrop One, usando la opción “Protein A280”, selección de tipo de proteínas “BSA” 

(albumina de suero bovino) y una corrección de línea de base de 340 nm, esto con el fin de 

obtener la concentración de proteínas totales (PT) presentes, lo que indicaría de manera indirecta 

la activación de plaquetas con la consecuente liberación de FC. La muestra empleada para el 

blanco consistió en 2 µL de PPP o PBS. Adicionalmente, se realizó el proceso de cuantificación 

de FC en un periodo de 24 horas, en donde las muestras se activaron por una hora a 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 llevó a cabo la lectura de la 

concentración de proteínas totales en el Nanodrop como se describió anteriormente. 

Análisis Estadístico 

Los resultados son expresados como la media aritmética de los valores ± error estándar. 

Los datos obtenidos se normalizaron respecto a los valores controles de los experimentos 

correspondientes a la liberación de factores de crecimiento. Las comparaciones entre los grupos 

en estudio correspondientes a los resultados obtenidos por cada concentración de los agonistas en 

cada periodo de tiempo se realizaron utilizando análisis de varianza de dos vías (ANOVA) 

seguido del test de Tukey para los datos en activación plaquetaria y liberación de FC en tiempos 
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de 0 a 30 minutos, mientras que para los valores de la liberación de factores de crecimiento a 24 

horas se implementa la prueba de Šidák. Para todos los análisis estadísticos realizados, valores de 

p<0.05 son considerados significativos. 
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Capítulo 5 

Resultados y Análisis de Resultados 

Resultados 

Preparación 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 procedió con el proceso de centrifugación, 

obteniendo un pool de aproximadamente 30 mL (Figura 3).  

Figura 3 

Pool de plasma para obtención de PRP 

 

Nota. la imagen muestra el plasma obtenido del primer proceso de centrifugación a 300 x g por 5 

minutos a 18°C.  

Luego de un segundo proceso de centrifugación, se obtuvo el botón plaquetario para 

finalmente realizar la resuspensión de este en PPP (Figura 4A) o PBS (Figura 4B) 

respectivamente y obtener las muestras a utilizar para la activación plaquetaria y cuantificación 

de FC liberados. En la imagen 4B se puede observar la agregación de plaquetas, tras el segundo 

proceso de centrifugación de las muestras. Una vez se retiró el plasma pobre, las plaquetas 
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fueron resuspendidas en PPP, no obstante, el botón plaquetario en algunos casos no presentó una 

disolución total, y se observó agregación plaquetaria, propia del proceso de activación de 

plaquetas.   

Figura 4 

Resuspensión del botón plaquetario 

 

Nota. La resuspensión del botón plaquetario en PPP se puede observar en la figura 4A y la 

resuspensión en PBS se puede observar en la figura 4B. La flecha de la figura 4B indica la 

precipitación del botón plaquetario. 

Activación Plaquetaria 

Con el fin de activar las plaquetas, tanto resuspendidas en PBS como en plasma, se 

usaron los agentes agonistas 𝐶𝑎𝐶𝑙2  y el gluconato de calcio. Se observó que el grado de 

activación plaquetaria puede variar de acuerdo a la concentración del agente agonista utilizado y 

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

Activación de las muestras con 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y gluconato de calcio 

 

 

Nota. En la figura, las imágenes A y B corresponden a figuras representativas del botón 

plaquetario resuspendido en PPP activado con 𝐶𝑎𝐶𝑙2  (A), y con gluconato de calcio (B). Las 

imágenes C y D corresponden a alícuotas de botón plaquetario resuspendido en PBS activado 

con 𝐶𝑎𝐶𝑙2  (C), y gluconato de calcio (D). En las alícuotas de botón plaquetario resuspendido en 

PPP activado con 𝐶𝑎𝐶𝑙2  y gluconato de calcio (Figura 5A y 5B) se puede observar, señalado 

con una flecha, la precipitación y gelificación del botón plaquetario que se dio en algunas de las 

muestras resuspendidas en PPP. 

 

Al realizar la activación y tratamiento (lavados y centrifugaciones) de cada una de las 

muestras, se pudo observar que algunas de las alícuotas pertenecientes al grupo PPP presentaban 

gelificación 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 evidenció solo en muestras 

resuspendidas en PPP para ambos agentes agonistas, como se presenta en la tabla 1. 

Tabla 1 

2Muestras resuspendidas en PPP gelificadas. 

 

Nota. En la tabla 1 se observan las muestras resuspendidas en PPP con su respectiva 

concentración, tiempo de activación y agente activador utilizado. Las muestras marcadas con X 

corresponden a las que presentaron gelificación de la alícuota. 

 

Posterior al proceso de activación, fijación, lavado y marcación con los anticuerpos 

superficiales CD61 y CD62, se obtuvieron los resultados correspondientes a los porcentajes de 

población plaquetaria activada. El uso de marcadores plaquetarios de superficie permitió 

establecer la población plaquetaria teniendo en cuenta la fluorescencia de los marcadores en 

función del número de eventos. A continuación, se puede observar la forma en la que se 

estableció la población plaquetaria dentro de un grupo total (R2) de células presentes en las 

muestras (Figura 6A), en un principio se seleccionó la población de plaquetas (R1) libre de 

detritos teniendo en cuenta características de granularidad (FSC) y tamaño (SSC) propias de las 

mismas (Figura 6A), así mismo no se tomaron en cuenta los dobletes de las muestras (Figura 

6B), luego usando el marcador CD61, se observó el número de eventos identificados por este 

marcador y se corroboró que la población seleccionada anteriormente si correspondía a plaquetas 

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

membrana de los gránulos α una vez la plaqueta es activada. 

Figura 6 

Selección de la población plaquetaria en citometría de flujo y frecuencia de los marcadores de 

superficie. 

 

 

Nota. En   la imagen representativa A, se puede observar la selección de la población de interés 

que en este caso fue la población plaquetaria y la imagen B corresponde a la selección de la 

población 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 así garantizar que la 

población seleccionada correspondía 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 continuación, se puede observar una imagen representativa de los resultados obtenidos 

en la citometría de flujo. El eje X corresponde a la medición de eventos que fueron identificados 

por el marcador superficial CD62 y el eje Y corresponde a los eventos identificados por el 

marcador CD61. Además de esto, en cada gráfica se pueden observar cuatro cuadrantes, el 

cuadrante A corresponde a la población que fue identificada como plaquetas por medio del 

marcador CD61, el cuadrante B corresponde a la población marcada por los dos marcadores e 

identificada como plaquetas activadas, y el cuadrante C corresponde a la población identificada 

como negativa, es decir, otro tipo de células y por lo tanto no son identificadas por los 

marcadores. 

Figura 7 

Imagen representativa de citometría de flujo. 

 

Nota. La imagen representativa corresponde a los resultados arrojados en la citometría de flujo 

en donde se pueden observar los porcentajes correspondientes a cada población identificada. 
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Con el fin de identificar de mejor manera los resultados de activación plaquetaria 

obtenidos en la citometria de flujo, se presenta la tabla 2, que corresponde a los porcentajes tanto 

de población plaquetaria sin activar, plaquetas activadas y población 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 será explicado posteriormente. 
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Tabla 2A 

1 

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

con 𝐶𝑎𝐶𝑙2 

 

Nota. En la tabla 2A se pueden observar los porcentajes de cada región identificada en la 

citometría para las muestras activadas con 𝐶𝑎𝐶𝑙2, con su respectiva concentración, el 

componente en el cual se resuspendió la muestra y su tiempo de activación. 

 

 

 

 

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

0 72,86 14,19 12,87

5 76,7 17,66 5,61

10 72,28 17,94 9,72

15 72,12 20,45 7,35

20 54,81 12,9 32,13

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

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

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

0 73,41 22,68 3,89

5 53,36 35,77 10,70

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

10 68,92 24,36 6,65

15 73,25 18,83 7,84

20 67,7 24,52 7,73

30 43,27 20,7 35,43

0 68,91 23,77 7,28

5 37,33 31,35 31,23

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

40 mM

PPP

PBS

Porcentajes Cloruro de Calcio

10 mM

PPP

PBS

20 mM

PPP

PBS
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1 

Tabla 2B 3 

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

con gluconato de calcio 

 

 

Nota. En la gráfica 2B se pueden observar los porcentajes de cada región identificada en la 

citometría para las muestras activadas con gluconato de calcio, con su respectiva concentración, 

el componente en el cual se resuspendió la muestra y su tiempo de activación. 

 

Partiendo de que la citometría de flujo toma 50.000 eventos de la población plaquetaria 

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

eventos corresponden a plaquetas sin activar, plaquetas activadas, y células que no corresponden 

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

0 64,51 15,61 19,72

5 74,26 21,05 4,66

10 73,82 21,78 4,37

15 70,61 23,26 6,05

20 55,34 22,98 21,4

30 53,34 26,51 20,07

0 65,72 27,59 6,64

5 49,9 45,34 4,62

10 50,36 44,54 4,97

15 50,18 45,22 4,5

20 53,04 41,8 5,01

30 49,1 47,11 3,72

0 78,52 11,98 9,47

5 71,22 24,06 4,69

10 64,1 23,2 12,54

15 25,1 10,84 63,86

20 7,59 4,49 87,75

30 4,92 3,3 91,73

0 70,15 24,93 4,9

5 54,05 42,79 3,11

10 52,46 41,85 5,42

15 50,65 42,98 6,07

20 51,29 43,98 4,56

30 38,02 51,17 10,63

0 67,53 16,32 16,04

5 71,07 22,92 5,97

10 69,48 21,83 8,59

15 64,3 23,42 12,23

20 42,41 15,44 42,01

30 7,68 3,64 88,44

0 74,09 21,91 3,98

5 40,84 34,86 24,22

10 40,51 34,19 25,2

15 39,66 37,01 23,17

20 39,23 39,94 20,64

30 48,04 43,56 8,08

40 mM

PPP

PBS

Porcentajes Gluconato de Calcio

10 mM

PPP

PBS

20 mM

PPP

PBS
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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 disminución 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. La disminución del porcentaje de la población plaquetaria sin activar significa un 

aumento en los porcentajes de activación plaquetaria. 

2. La disminución de los porcentajes de plaquetas sin activar y porcentajes de 

activación, representan el aumento de la población negativa.  

Con el fin de identificar la activación plaquetaria, inicialmente se realizó un análisis de las 

plaquetas resuspendidas en PPP. En la figura 8 se reportan los porcentajes correspondiente a la 

población de células marcadas por CD61 y por CD61/CD62 es decir positivas para plaquetas y 

positivas para plaquetas activadas. 

En esta parte de la sección de resultados, para ayudar a la compresión 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 𝐶𝑎𝐶𝑙2 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 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y gluconato de calcio 

respectivamente, pero resuspendidas en una solución de PBS. 

En la figura 8A y 8B se evidencia el efecto del uso de la concentración 10 mM de los 

agentes agonistas sobre los porcentajes de población 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 𝐶𝑎𝐶𝑙2 que obtuvo un 

porcentaje de 72.86 % para PPPc. Por otra parte, en el caso de los porcentajes de activación el 
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grupo de gluconato alcanzó porcentajes mayores a los de 𝐶𝑎𝐶𝑙2, presentando el siguiente 

comportamiento: PPPg (15.61 %) > PPPc (14.19%) De manera similar, se obtiene menor 

población plaquetaria sin activar, donde se evidenció que el grupo de PPPg presentó el mayor 

porcentaje de activación.  

Figura 8 

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

muestras resuspendidas en PPP. 

 

 

Nota.  En la imagen A se puede observar los porcentajes de plaquetas sin activar para cada 

agente agonista a una concentración de 10mM en cada uno de los tiempos, en la imagen B los 

porcentajes de plaquetas activadas a una concentración de 10mM en cada uno de los tiempos, en 

la imagen C se tienen los porcentajes de plaquetas sin activar correspondientes para una 

concentración de 20mM, en la imagen D se presentan los porcentajes de plaquetas activadas a  

una concentración de 20 mM, En la imagen E se encuentran los porcentajes de plaquetas sin 

B 
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activar a una concentración de 40 mM y en la imagen F se presentan los porcentajes de plaquetas 

activadas a una concentración de 40 mM.  Las diferencias estadísticas entre los grupos están 

representadas por:  **** para p< 0.0001 y ns para comparaciones no significantes 

estadísticamente (p>0.05). 

Por otra parte, en los tiempos de 5-20 minutos se obtuvieron porcentajes de plaquetas sin 

activar para 𝐶𝑎𝐶𝑙2 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 alcanzó porcentajes 

mayores de activación que el 𝐶𝑎𝐶𝑙2, 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 activación superior en comparación al grupo PPPc.  

En la concentración de 10 mM en el tiempo de 30 minutos, se observó una disminución en 

los porcentajes de plaquetas 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 activación.   

En conclusión, para la concentración de 10 mM, los mejores porcentajes de activación 

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 activación plaquetaria en relación con el aumento de la 

concentración de los agentes agonistas  𝐶𝑎𝐶𝑙2 y gluconato de calcio, en las figuras 8B y 8C, se 

pudo evidenciar el efecto que genera el uso de una concentración de 20 mM de agente agonista 

durante la activación 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 evidenció que los 

grupos de PPP presentan el siguiente comportamiento: PPPc (73.62 %) < PPPg (78.52 %). 

Mientras tanto, el porcentaje de activación presentó un comportamiento donde PPPc>PPPg, 

como se evidencia a continuación: PPPc (22.68) > PPPg (13.73 %). Teniendo esto en cuenta, se 

pudo evidenciar porcentajes más altos de activación en los grupos que presentaron porcentajes 

más bajos de plaquetas sin activar. Por ende, el grupo con un mayor porcentaje de activación fue 

PPPc. 

En los tiempos de 5 a 10 minutos, se pudo evidenciar que los porcentajes de plaquetas sin 

activar son más altos en el grupo PPPc que en PPPg. Por otra parte, se observaron porcentajes 

superiores de activación 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 activación 

fue PPPg, mientras que en el tiempo de 10 minutos los porcentajes de activación se evidencian 

de la siguiente manera:  PPPg (23.2 %) > PPPc (22.53 %). Para 10 minutos el mayor porcentaje 

de activación se ve en PPPg.  

Con respecto al tiempo de 15 minutos, se observó 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 alcanzó un valor de 10.84 

%, mientras que PPPc alcanzó un porcentaje de 22.82 %. En este tiempo, el grupo que alcanzó 

porcentajes menores de activación fue PPPc. Adicionalmente, en los tiempos 20 y 30 minutos se 
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presentó una disminución en los porcentajes de plaquetas sin activar y activadas en los grupos de 

PPPc y PPPg en comparación a los demás tiempos.  

Es posible concluir que, al usar una concentración de 20 mM de agente agonista en la 

activación plaquetaria, se presentó una reducción de la población de plaquetas sin activar y 

activadas en los grupos de PPP a partir de 15 minutos. Por otra parte, se observó que, en el 

tiempo de 5 minutos, se alcanzó el mayor porcentaje de activación en esta concentración, siendo 

el grupo de gluconato de calcio aquel con el porcentaje más alto (24.06 %). 

Para poder estudiar cómo el aumento de las concentraciones de los agentes agonista puede 

afectar la activación plaquetaria se implementó una concentración de 40 mM para 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y 

gluconato de calcio. En la figura 8E y 8F, se pueden encontrar los resultados correspondientes a 

los porcentajes de plaquetas 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 activación 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 plaquetas 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 activación 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 plaquetas 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 concentración de 40 mM es posible alcanzar una 

reducción 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 activación 

plaquetaria para la activación con una concentración de agentes agonistas de 40 mM. 

Teniendo en cuenta el análisis estadístico realizado, se puede evidenciar en la figura 8, la 

significancia correspondiente a cada una de las comparaciones realizadas entre los grupos de 

𝐶𝑎𝐶𝑙2 y gluconato de calcio para cada tiempo. Como se observa en las tablas 4 y 5 de los 

anexos, se alcanzaron valores considerables de desviación estándar 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 población 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 activación plaquetaria.  

De acuerdo con los resultados obtenidos se pudo observar que las muestras que presentaron 

gelificación obtuvieron porcentajes de población negativa mayores que el resto de las muestras, 

Por ejemplo, en una concentración de 10 mM la muestra gelificada de PPPc en 30 minutos 

alcanzó un porcentaje de 92.7 %. Por otra parte, al implementar una concentración de 20 mM de 

reactivo en las muestras, se presentó un aumento de la población 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 concentración de 40 mM el grupo de PPPg obtuvo el mayor 

porcentaje de negativo con un valor de 88.44 %. Se pudo evidenciar que entre más alta la 

concentración del agente agonista, mayor es el aumento del porcentaje negativo en el tiempo lo 

que genera una disminución en las poblaciones de plaquetas sin activar o de las plaquetas 

activadas.  
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Figura 9 

Porcentajes de población negativa en PPP para cada concentración de agonista. 

 

Nota. En la imagen A se puede observar los porcentajes de la población que no fue marcada en 

cada agente agonista utilizado a una concentración de 10mM en cada uno de los tiempos, en la 

imagen B se presentan los porcentajes para una concentración de agente agonista de 20mM y en 

la imagen C se tienen los porcentajes correspondientes para una concentración de 40mM. Las 

diferencias estadísticas entre los grupos están representadas por:  ****  para p< 0.0001 y ns para 

comparaciones no significativas estadísticamente (p>0.05). 
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Concluyendo los resultados referentes a la activación de plaquetas se puede decir que el 

PPP, no se presenta como la mejor solución de resuspensión del botón plaquetario para el estudio 

de la activación plaquetaria, esto debido a que en los resultados de porcentajes de plaquetas 

activadas y sin activar, se presentaron disminuciones drásticas con el paso del tiempo para las 

diferentes concentraciones, especialmente en las muestras que presentaron una gelificación. Por 

otra parte, se encuentra que el mejor agente activador fue el gluconato de calcio debido a que 

alcanzó mayores porcentajes de activación en la mayoría de las concentraciones, en especial la 

de 10 mM, que obtuvo porcentaje de activación (26.51 %). Adicionalmente en cada una de las 

concentraciones de agente agonista al hacer uso de este medio de resuspensión se llega a 

presentar formación de geles que resulta en la disminución 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 activación plaquetaria en el tiempo haciendo uso de una solución de PPP en estudios por 

citometría de flujo, por ende, se toma en cuenta el uso de un nuevo medio de resuspension para 

el botón plaquetario, PBS, con el fin de lograr una mejor evaluación de la activación de plaquetas 

mediante citometría de flujo.  

 

Al realizar el experimento haciendo uso del PBS como solución para la resuspensión del 

botón plaquetario, se pudo observar el siguiente comportamiento. En la Figura 10 se reportan los 

porcentajes correspondientes a la población de células marcadas por CD61 y por CD61/CD62 es 

decir positivas para plaquetas sin activar y positivas para plaquetas activadas. Se pudo evidenciar 

en el grupo de plaquetas sin activar (Figura 10A) que, en la mayoría de los tiempos, para una 

concentración 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 concentración, el porcentaje de plaquetas activadas (Figura 10B) 

permitio evidenciar que en cada uno de los tiempos, el gluconato de calcio alcanzó porcentajes 

superiores a los del cloruro de calcio. Finalmente, en el tiempo de 30 minutos se encontró el 

porcentaje de activación más alto para gluconato de calcio (47.11 %).  

Para la concentración de 20 mM se pudo observar una tendencia a la disminución 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 mayoría de los tiempos, 

gluconato de calcio resultó tener porcentajes de plaquetas sin activar mas altos que el 𝐶𝑎𝐶𝑙2,  

también se pudo evidenciar que en plaquetas activadas se alcanzó el mayor porcentaje de 

activación en el tiempo de 30 minutos con gluconato de calcio (51.17 %).  

Para poder estudiar cómo el aumento de las concentraciones de los agentes agonista puede 

afectar la activación plaquetaria se implementó una concentración de 40 mM para 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y 

gluconato de calcio. Se observó que, para cada uno del tiempo, en el grupo de plaquetas sin 

activar, gluconato de calcio alcanzó porcentajes superiores a los de 𝐶𝑎𝐶𝑙2, sin embargo, en los 

tiempos de 15 y 20 minutos, no se evidencia una diferencia estadísticamente significativa (p> 

0.005). Finalmente se evidenció que para el porcentaje de plaquetas activadas en la mayoría de 

los tiempos el gluconato de calcio obtuvo más altos que los alcanzados por del grupo de 𝐶𝑎𝐶𝑙2. 

De igual forma, se encontró que el mayor porcentaje de activación en el uso de esta contracción 

fue alcanzado en un tiempo de 30 minutos por PBSg (43.56 %). Finalmente es importante 

mencionar que durante el análisis estadístico se evidenciaron valores de desviación estándar 

considerables, como se puede observar en las tablas 4 y 5 de los anexos, estos resultados influyen 

en datos como la significancia estadística asignada a las comparaciones realizadas en las figuras 

10 y 11. 
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Figura 10 

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

muestras resuspendidas en PBS. 

 

Nota.  En la imagen A se puede observar los porcentajes de plaquetas sin activar para cada 

agente agonista a una concentración de 10mM en cada uno de los tiempos, en la imagen B los 

porcentajes de plaquetas activadas a una concentración de 10mM en cada uno de los tiempos, en 

la imagen C se tienen los porcentajes de plaquetas sin activar correspondientes para una 

concentración de 20mM, en la imagen D se presentan los porcentajes de plaquetas activadas a  

una concentración de 20 mM, En la imagen E se encuentran los porcentajes de plaquetas sin 

activar a una concentración de 40 mM y en la imagen F se presentan los porcentajes de plaquetas 

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

estadísticamente (p>0.05). 

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

aumento de la concentración de los agentes agonistas está relacionado al aumento del porcentaje 

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

pueden llegar a alcanzar porcentajes de 39.25 % y 25.20 %, 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y gluconato de calcio 

respectivamente.  

Figura 11 

Porcentajes de población negativa en PBS para cada concentración de agonista. 
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Nota. En la imagen A se puede observar los porcentajes de la población que no fue marcada en 

cada agente agonista utilizado a una concentración de 10mM en cada uno de los tiempos, en la 

imagen B se presentan los porcentajes para una concentración de agente agonista de 20mM y en 

la imagen C se tienen los porcentajes correspondientes para una concentración de 40mM. Las 

diferencias estadísticas entre los grupos están representadas por:  ****  para p< 0.0001 y ns para 

comparaciones no significativas estadísticamente (p>0.05). 

Finalmente se pudo concluir que al hacer uso de un medio de resuspension como el PBS 

para el estudio de la activación plaquetaria por métodos como citometría de flujo, se logra 

obtener resultados donde se puede evidenciar de una mejor manera el comportamiento de las 

plaquetas durante el proceso de activación. Esto gracias a que es posible identificar las 

tendencias de los porcentajes de plaquetas sin activar, plaquetas activadas y negativo. Por otra 

parte, se encontró que el grupo que logra mejores porcentajes de activación es el gluconato de 

calcio en un tiempo de 30 minutos para cada una de las concentraciones. Por último, en PBS 

también se presentó un aumento de los porcentajes negativos al igual que en PPP a pesar de que 

las muestras activadas en este medio de resuspensión no observó la formación de geles.  

 

Cuantificación de Factores de Crecimiento 

 En esta sección se presentan los resultados relacionados a la liberación de FC, donde se 

cuantificó la cantidad de PT presentes en el PRP obtenido a partir de una   solución de botón 

plaquetario resuspendido en PPP y otro resuspendido en PBS. Se asume que dentro de la 

concentración de Proteínas totales se encuentra la perteneciente a la de FC liberados, Por lo 

tanto, se implementa como un indicativo de la liberación de FC. Estas muestras se activaron con 
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los agentes agonistas 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y gluconato de calcio, con tiempos de incubación de 0, 5, 10, 15, 20, 

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

Liberación de FC en Muestras de PRP con Botón Plaquetario Resuspendido en PPP 

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

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

al aumentar la concentración del agente agonista en la mayoría de los tiempos se tiene un 

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

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

Figura 12. 

Liberación de PT en muestras resuspendidas en PPP 

 

Nota. La figura representa el histograma junto con la significancia arrojada entre los grupos. Los 

datos fueron reportados como el promedio ± el error estándar para n=3 (muestras 
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independientes) por formulación. Las diferencias estadísticas entre los grupos están 

representadas por:  ∗  𝑝 < 0.05,∗∗  𝑝 <  0.01,∗∗∗  𝑝 <  0.001 𝑦 ∗∗∗∗  𝑝 <  0.0001.  

En Particular, las comparaciones realizadas en la liberación de FC estimulada por los 

agentes agonistas indican que en cada uno de los tiempos el gluconato de calcio alcanza una 

mayor liberación de FC que el 𝐶𝑎𝐶𝑙2, y se observa que dichas liberaciones dependiente de la 

concentración. En la concentración de 10 mM se encuentra una significancia estadística (p<0.05) 

para el tiempo de 15 minutos con una concentración de proteínas de 1.0421 ± 0.0185 y 1.1013 ± 

0.0035 mg/mL para 𝐶𝑎𝐶𝑙2  y gluconato de calcio respectivamente. 

Por otra parte, en las muestras activadas con una concentración 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 comparación de estos dos grupos.  Para 𝐶𝑎𝐶𝑙2  la medición de PT en 0, 5 y 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 último, en la concentración de 40 Mm se tiene una significancia en la comparación de 

𝐶𝑎𝐶𝑙2   y 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 proteínas totales leídas 

en 𝐶𝑎𝐶𝑙2   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 liberación de factores de crecimiento  en el 

PRP con botón plaquetario respondido en PPP se encuentra que en cada tiempo y cada 
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concentración  el grupo que representa una mayor liberación fue el gluconato de calcio a una 

concentración de 40 mM.  

Liberación de FC en muestras de PRP con botón plaquetario resuspendido en PBS 

de 0-30 minutos. En este apartado se presentan los resultados obtenidos en la cuantificación de 

la concentración de proteínas totales en muestras activadas de PRP resuspendidas en PBS, donde 

se implementó un periodo de tiempo de activación de 0 a 30 minutos (Figura 11; Apéndice Tabla 

6). A Partir de la Figura 11 se puede evidenciar que el grupo de 𝑪𝒂𝑪𝒍𝟐 en los tiempos de 0, 5 y 

30 minutos los valores de PT obtenidos en cada concentración son similares, mientras que en los 

tiempos 10, 15 y 20 minutos la concentración de 10 mM cuenta con valores de proteínas 

mayores que las alcanzadas al implementar 20 y 40 mM, al mismo tiempo estas dos últimas 

cuentan con valores parecidos en los tres tiempos ya mencionados. Por otro lado, al observar los 

las lecturas de PT presentes en las alícuotas activadas con gluconato de calcio, se muestra un 

comportamiento decreciente en la mayoría el tiempo lo que indica que, entre mayor 

concentración de agente agonista, menor es la liberación de FC. 
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Figura 13 

Liberación de PT en muestras resuspendidas en PBS. 

 

Nota. La figura representa el histograma junto con la significancia arrojada entre los grupos. Los 

datos fueron reportados como el promedio ± el error estándar. Las diferencias estadísticas entre 

los grupos están representadas por:  ∗  𝑝 < 0.05,∗∗  𝑝 <  0.01,∗∗∗  𝑝 <  0.001 𝑦 ∗∗∗∗  𝑝 <

 0.0001. 

Implementando un estudio estadístico para analizar los valores de proteínas 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 𝐶𝑎𝐶𝑙2 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 último 0.858 ± 0.097 y 0.534 ± 

0.014 mg/mL (40 mM) respectivamente. Finalmente, se encuentra que las concentraciones más 
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altas de liberaciones de FC se logran en este caso a  𝐶𝑎𝐶𝑙2 con una concentración de 10 mM   en 

la mayoría de los tiempos. 

Resultados de Liberación de FC a 24 horas. Con el fin de evaluar si se logra una mayor 

liberación de proteínas tras un prolongado periodo de tiempo de incubación (24 horas) se realiza 

una cuantificación de PT a muestras de PRP activado con botón plaquetario resuspendido en PPP 

y PBS, tanto para 𝐶𝑎𝐶𝑙2 como para gluconato de calcio (Figura 12; Apéndice Tabla 7). 

Figura 14 

Liberación de PT luego de 24 horas en muestras resuspendidas en PBS. 

 

Nota. Se observan los histogramas de la concentración de PT en las muestras de PRP activado a 

24 horas en la imagen A con botón plaquetario resuspendido en PPP y en la imagen B con botón 

plaquetario resuspendido en PBS. Las diferencias estadísticas entre los grupos están 

representadas por:  * p<0.05,** p < 0.01,*** p < 0.001 y **** p< 0.0001. 

En la cuantificación de PT de las muestras con un periodo de incubación de 24 se puede 

observar en la Figura 12 que para el PRP activado a 24 horas con botón 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 concentración de agente agonista implementado en las muestras, 

menor fue la concentración de PT lo que representó una disminución en la lectura. En la figura 

12A se presentan datos pertenecientes a las muestras con botón plaquetario resuspendido en PPP. 

Los valores de PT de las muestras activadas por 𝐶𝑎𝐶𝑙2 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), 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y gluconato de calcio respectivamente. Para el grupo de botón plaquetario 

resuspendido en PBS de la Figura 12B, las concentraciones de proteínas 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 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y gluconato de calcio de las muestras activadas a 24 

horas mediante un análisis estadístico se encuentra una significancia en el PRP activado con 

botón plaquetario resuspendido en PPP, esta significancia se presentó 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 botón plaquetario resuspendido en PBS no presentaron una 

significancia (p>0.05).  

En la liberación de FC con un tiempo de incubación de 24 horas se encuentra las 

diferencias más significativas le pertenecen al grupo de plaquetas activadas y resuspendidas en 

PPP, donde en especial el grupo de plaquetas activadas con gluconato de calcio presentan un 

mayor decrecimiento de proteínas en las mediciones de PT presentes en el sobrenadante de estas 

muestras, en particular las concentraciones más bajas se lograron a una concentración de 40 mM. 
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Por otra parte, el grupo de 𝐶𝑎𝐶𝑙2 presenta una mayor concentración de PT en el sobrenadante de 

las muestras que fueron activadas a una concentración de 10 mM.                   

En las muestras perteneciente al grupo de botón plaquetario resuspendido en PPP se 

evidenció la formación de geles como se puede ver en la Figura 13. Se observó que el tamaño de 

estos tiende a aumentar a medida que se aumenta la concentración de los reactivos, en particular 

la gelificación inducida en las muestras activadas con gluconato de calcio evidencia la formación 

de geles de mayor tamaño respecto a los formados por de 𝐶𝑎𝐶𝑙2.     

Figura 15 

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

 

Nota. En la gráfica se observa la formación de gel tras la activación en diferentes 

concentraciones para las muestras. La imagen A representa una muestra activada por 𝐶𝑎𝐶𝑙2 a 

10mM, en la imagen B se observa una muestra activada por 𝐶𝑎𝐶𝑙2 a 20mM, la imagen C 

corresponde a una muestra activada por 𝐶𝑎𝐶𝑙2 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 botón plaquetario resuspendido en PBS no se presentó la 

formación de gel en ninguna concentración implementada del agente agonista, como se puede 

observar en la Figura 14. 

Figura 16 

Formación de coágulos en muestras activadas a 24 h en presencia de PBS 

 

Nota. La imagen A representa una muestra activada por 𝐶𝑎𝐶𝑙2 a 10mM, la imagen B 

corresponde a una muestra activada por 𝐶𝑎𝐶𝑙2 a 20mM, la imagen C es una muestra activada por 

𝐶𝑎𝐶𝑙2 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 y 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 activación. Sin embargo, se 

observa que en cada periodo de tiempo para las plaquetas activadas en PPP la mayor 

concentración de PT se logra con gluconato de calcio a 40 Mm; mientras que en los grupos de 

plaquetas activadas en PBS los valores más altos de PT se encuentran en el grupo de 𝐶𝑎𝐶𝑙2 a 10 

mM y los más bajos en gluconato de calcio a 40 mM. Finalmente, en periodos de incubación 

prolongados de 24 horas se encuentra una diferencia significante las plaquetas activadas en PPP 

donde los grupos de 𝐶𝑎𝐶𝑙2  y gluconato de calcio presentan un decrecimiento de proteínas, entre 

mayor era la concentración de agente agonista implementado, la concentración mas baja de PT 

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

 

Análisis de Resultados 

 La liberación de FC se encuentra directamente relacionada al proceso de activación de 

plaquetas, debido a que estas proteínas se liberan tras el rompimiento de los gránulos alfa cuando 

la plaqueta pierde su estado de reposo. En este estudio se realizó una evaluación del potencial de 

liberación de FC contenidos en las plaquetas tras la activación con 𝐶𝑎𝐶𝑙2  y gluconato de calcio. 

La diversidad de métodos tanto de preparación de PRP como de activación de plaquetas 

sigue siendo una problemática en la ingeniería de tejidos y la medicina regenerativa, donde a 

pesar de los métodos existentes no se ha podido establecer la obtención de datos no ambiguos 

respecto a los agentes activadores, que permitan mantener las condiciones necesarias para una 

eficiente liberación de FC.  

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

directamente la activación de las plaquetas y por tanto la liberación de FC, como lo son el agente 
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agonista a utilizar y su concentración, así 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 activación plaquetaria y liberación de FC 

efectiva para ser aplicado a procesos de regeneración de tejidos. Para alcanzar esto, es de crucial 

importancia proporcionar a las plaquetas un medio que promueva la activación de estas, como la 

adición de una concentración 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 exposición de las plaquetas al agonista y la temperatura a 

la que son sometidas, la combinación de estos factores contribuye directamente en la respuesta 

de las plaquetas a la activación, lo que finalmente traduce en la obtención de una población de 

plaquetas activadas y por ende una liberación 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 

activación pueden ser controlados mediante la adición de calcio. (Toyoda et al., 2018). 

En el presente estudio se realizó el proceso de activación plaquetaria y posterior 

cuantificación de FC liberados, empleando tanto diferentes tiempos de activación como dos 

agonistas derivados del calcio (𝐶𝑎𝐶𝑙2 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 

comparación entre la activación de plaquetas y liberación de factores de crecimiento para dos 

grupos de muestras, uno en el cual a las poblaciones plaquetarias se les proporcionó un medio 

rico en proteínas (solución PPP), y otro en el cual el medio de resuspención fue una solución 
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buffer isotónica con condiciones de osmolaridad y pH similares a las del cuerpo humano para de 

esta forma no representar daño a las células (solución PBS) . Como se observa en la tabla 2, el 

porcentaje de plaquetas activadas (positivas para CD61 y CD62) incrementó en el tiempo, 

especialmente para las muestras resuspendidas en PBS a las diferentes concentraciones en 

estudio. Aunque las muestras resuspendidas en PPP también presentaron un incremento 

significativo a medida que aumentaba la concentración de agonista como se observa en la figura 

8, su gelificación no permitió comparar de forma adecuada los resultados obtenidos para los 

diferentes grupos, debido a que las muestras con una gelificación total presentan una reducción 

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 coagulación, llevando a la 

formación de fibras gruesas de fibrina con un alto entrecruzamiento (Toyoda et al., 2018) lo que 

genera una interrupción de los sitios de unión de los marcadores en la membrana de las células 

plaquetaria. Por otra parte debido a que el PBS no es una solución que cuente con componentes 

como la trombina, los cuales promueven la activación, no se observó gelificación en estas 

muestras. En particular, los datos obtenidos (Tabla 1) están acordes a lo descrito por Cavallo y 

colaboradores y Yang y colaboradores, quienes describen la gelificación de las muestras a partir 

de un rango de tiempo de 11 – 15 minutos tras la adición de 𝐶𝑎𝐶𝑙2 o gluconato de calcio. En 

consecuencia a la formación de gel, las plaquetas presentes en la muestra, llegan a entrelazarse 

con las redes de fibrina formadas, lo que finalmente contribuye a la baja concentración de 

plaquetas en las muestra, y al cubrimiento de los sitios de unión 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 citometría de flujo, los porcentajes de plaquetas activadas en las muestras 

gelificadas son considerablemente más bajos (Tabla 2).  

Adicionalmente, se evidencia que la adición de concentraciones de 10, 20 y 40 mM de 

agonista promueve la activación de las poblaciones plaquetarias, tanto en 𝐶𝑎𝐶𝑙2 como el 

gluconato de calcio indicando un aumento en el porcentaje doble positivo en el tiempo, aunque 

los mejores porcentajes se presentan tras la activación con gluconato de calcio, reafirmando lo 

planteado en el estudio de Phritthiphan y colaboradores (Phritthiphan., et al). 

En relación con la evaluación del potencial de libración 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 concentración de proteínas totales presenta un comportamiento 

creciente en el tiempo, indicando a su vez la presencia de una cantidad más alta de proteínas 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 comparación del 𝐶𝑎𝐶𝑙2  es una mejor sustancia para inducir tanto la activación del PRP 

como la liberación de FC debido a que induce una liberación de FC libres de presencia de 

precipitados de calcio en los coágulos formados (Giraldo et al., 2016). Adicionalmente, los 

resultados obtenidos de la evaluación de proteínas liberadas en el periodo de 24 horas (Figura 

11), Corresponde con lo establecido por Davis y colaboradores, quienes presentan la explicación 

de que, tras la activación 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%) habrán sido liberados. Posteriormente, con el 

paso de las horas las plaquetas empiezan a agregarse formando un coágulo de fibrina y este 

coágulo sirve como reservorio de plaquetas, FC y leucocitos (Davis et al., 2014); por ende, se 

puede evidenciar la disminución de proteínas presentes en la muestra transcurrido el periodo de 
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24 horas, esto debido a que las proteínas liberadas inicialmente entran a constituir parte del 

coágulo (Figura 12).  

Finalmente, en la concentración de proteínas liberadas en el tiempo (0 a 30 minutos y 24 

horas) para muestras resuspendidas en PBS (Figura 11) se observa una disminución en la 

liberación de FC, contrario al comportamiento evidenciado por las muestras resuspendidas en 

PPP (Figura 10) las cuales indican un aumento de concentración en el tiempo. De esta forma, se 

corrobora la explicación de Davis y colaboradores, que plantea la importancia de los 

componentes presentes en el plasma como la fibrina en la activación de plaquetas y por ende en 

la liberación de FC (Davis et al., 2014). 

En los resultados obtenidos de los experimentos de activación y liberación de FC, se 

puede observar que la activación de la población plaquetaria resuspendida en una solución de 

PPP significa un obstáculo a la hora de realizar la medición de activación plaquetaria con 

marcadores superficiales (Davis et., 2014), sin embargo, en la liberación de FC, las muestras que 

presentaron formación de gel mostraron una mayor liberación de proteínas (Cavallo et al., 2016). 

Adicionalmente, los experimentos realizados con PBS denotan una mejor apreciación del 

comportamiento de la activación de las plaquetas en el tiempo debido a que al no presentarse 

formación de coágulos (redes de fibrina), no se da el entrelazamiento de la célula y la red y por 

ende esta red no llega a causar obstrucción en los puntos de unión de la membrana plaquetaria, 

hecho que evitaría la unión de los marcadores superficiales a la plaqueta e interferiría finalmente 

con la identificación de las mismas en la citometría de flujo (Agustine et al., 2016), como se 

observó en las muestras resuspendidas en PPP.   
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Capítulo 6 

Conclusiones y Recomendaciones 

En los resultados obtenidos demostraron que, el gluconato de calcio promueve una mejor 

activación de las plaquetas, comportamiento que puede ser apreciado claramente en el grupo de 

muestras de botón plaquetario resuspendido en PBS. Debido a que en estas muestras no se 

propicia la formación de gel, los porcentajes de activación de plaquetas arrojan resultados más 

uniformes que los evidenciados en el grupo de muestras resuspendidas en PPP, las cuales se 

vieron afectadas por la gelificación, lo que impidió realizar una comparación entre los grupos 

debido a que las plaquetas no estaban resuspendidas, por lo que no es posible analizarlas por 

citometría de flujo. No obstante, las muestras activadas con 𝐶𝑎𝐶𝑙2   también presentaron un 

incremento en el tiempo en su porcentaje de activación y concentración de FC, a medida que 

aumentaba la concentración del agonista, por ende, también es un reactivo efectivo para dichas 

aplicaciones. En conclusión, el uso de estos agonistas, especialmente el gluconato de calcio 

indica un gran potencial en la activación plaquetaria y liberación de FC en el tiempo, lo cual 

podría beneficiar el área de la medicina regenerativa, ofreciendo una mejora y optimización para 

la regeneración de tejidos.   

Finalmente, se recomienda en el proceso de obtención del PRP, para el estudio de la 

activación plaquetaria por citometría de flujo el uso de un inhibidor de agregación plaquetaria 

con el fin de facilitar la resuspensión del botón plaquetario en la solución, debido a que tras los 

procesos de centrifugación se observó la formación de un precipitado de plaquetas, lo que 

dificulta el proceso de homogenización de las muestras y obliga a someter a estas células a 

mayores fuerzas mecánicas por el pipeteo, lo que podría ocasionar una activación temprana de 

las mismas. Adicionalmente, se sugiere realizar más 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 evaluación de los FC que quedan atrapados en los coágulos formados, 

esto con el fin de determinar la pérdida de proteínas que se presenta al permitir una activación de 

muestras por periodos de tiempo prolongados. 
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Apéndice 

Tabla 3A 4 

Citometria de flujo de las muestras a concentración de 10mM para 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y gluconato de calcio  
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Tabla 3B 5 

Citometria de flujo de las muestras a concentración de 20mM para 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y gluconato de calcio  
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Tabla 3C 6 

Citometria de flujo de las muestras a concentración de 40mM para 𝐶𝑎𝐶𝑙2 y gluconato de calcio  
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Tabla 4 7 

Media aritmética y desviación estándar de porcentajes obtenidos en citometría de muestras activadas con cloruro de calcio 
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Tabla 5 8 

Media aritmética y desviación estándar de porcentajes obtenidos en citometría de muestras activadas con gluconato de calcio 
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Tabla 6 9 

Concentraciones de FC liberados en el tiempo de 0 a 30 minutos para los grupos de PPP y PBS 
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Tabla 7 10 

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