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ARTICULO ORIGINAL

Niveles de factor de crecimiento transformante beta-3 y 6xido nitrico en cuatro
concentrados autélogos de plaquetas y plasma derivados de sangre equina

Transforming growth factor beta-3 and nitric oxide levels in four autologous
platelet concentrates and plasma derived from equine blood

JU Carmona?®", D Argiielles®, M Prades®

“Departamento de Salud Animal, Universidad de Caldas, Manizales, Caldas, Colombia.

YDepartamento de Medicina y Cirugia Animal, Universidad Auténoma de Barcelona, Edificio V. 08193. Bellaterra, Barcelona,

Espafia.

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate single and double centrifugation tube methods for concentrating equine platelets, leucocytes, transforming
growth factor beta-3 (TGF-B,) and nitric oxide (NO). Whole blood samples were collected from clinically healthy horses and processed using single
and double centrifugation tube methods to obtain four platelet concentrates (PCs): PC-A, PC-B, PC-C and PC-D, which were analyzed using a flow
cytometry hematology system for haemogram. Concentrations of TGF-f, were determined in all the samples by ELISA and NO levels were determined
by Greiss reaction. Platelet and leukocyte concentrations for each PC and whole blood were statistically different (P < 0.05). Levels of TGF-B, and NO
for each PC and plasma were similar. In conclusion, the single and double centrifugation tube methods are reliable for concentrating equine platelets.
However, TGF-$3; levels do not depend of the number of platelets or leucocytes concentrated with both centrifugation tube procedures.

Palabras clave: equinos, plaquetas, factor de crecimiento transformante beta-3, 6xido nitrico.
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INTRODUCCION

Se ha propuesto la utilizacién de concentrados aut6-
logos de plaquetas (PCs) como tratamiento de lesiones
traumadticas y degenerativas del aparato locomotor de ca-
ballos (Argiielles y col 2005, Carmona y col 2005, Prades
y col 2006). Se piensa que la gran cantidad de factores
de crecimiento (GFs) liberados a dosis suprafisioldgicas,
cuando se produce la activacién de un PC podria influir de
manera positiva sobre la reparacién de tejidos previamente
lesionados (Marx 2004) e incluso afectados por trastor-
nos degenerativos (Argiielles y col 2005, Carmona y col
2005, Prades y col 2006). Los principales GFs presentes
en los granulos alfa de las plaquetas incluyen los factores
de crecimiento derivados de las plaquetas (PDGFs) AA,
AB y BB, factor de crecimiento transformante beta-1
(TGF-B,), beta-2 (TGF-B,), factor de crecimiento epi-
dérmico (EGF), factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF), factor de crecimiento insulinico tipo I (IGF-I)
y factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF), entre
otros (Zimmermann y col 2001).

Los niveles de GFs presentes en concentrados autlogos
de plaquetas humanas (Weibrich y col 2005) o equinas
(Sutter 2004, Argiielles y col 2006) pueden depender,
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entre otras cosas, de la técnica usada para concentrar las
plaquetas, del nimero de plaquetas concentradas y del
grado de concentracion leucocitaria. Hasta el momento, se
han descrito cuatro técnicas generales para producir PCs
equinos: aféresis (automatizada) (Carter y col 2003), buffy
coat (semiautomatizada), buffy coat mas filtro (Sutter y col
2004) y centrifugado en tubo (manual) (Argiielles y col
2006). La técnica de centrifugado simple y doble en tubo
(Argiielles y col 2006) ha adquirido gran popularidad en
clinica equina, ya que es un procedimiento fécil de realizar
y es muy econdmico (Argiielles y col 2005, Carmona y col
2005, Prades y col 2006) en comparacién con las demas
técnicas (aparatos) usadas para producir PCs en caballos
(Carter y col 2003, Sutter y col 2004).

Se han descrito los niveles de plaquetas y leucocitos
que pueden ser concentrados con cada técnica en el caba-
llo (Carter y col 2003, Sutter y col 2004, Argiielles y col
2006). También se han documentado los niveles de algunos
factores de crecimiento (TGF-B,, TGF-3,, PDGF-AB,
PDGF-BB e IGF-I) (Carter y col 2003, Sutter y col 2004,
Argiielles y col 2006) e incluso se ha descrito el grado
de activacién de las plaquetas equinas en PCs obtenidos
mediante centrifugado en tubo (Argiielles y col 2006).
Es necesario considerar que estas investigaciones han
permitido explicar, en parte, el efecto terapéutico de los
PCs, cuando estos son inyectados en lesiones degenerativas
del aparato locomotor de caballos (Argiielles y col 2005,
Carmona y col 2005, Prades y col 2006). Sin embargo,
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la investigacion celular y molecular de los PCs equinos
obtenidos mediante diversas técnicas es atin incipiente, por
lo que es necesario realizar nuevos estudios que permitan
ampliar este conocimiento.

Segtin el conocimiento de los autores, no se han reportado
los niveles de TGF-[3, y oxido nitrico (NO) en PCs equinos
obtenidos mediante la técnica de centrifugado simple o
doble en tubo. El TGF-f3, es una molécula pleiotrépica
presente en numerosos tejidos. Este factor de crecimiento
posee efectos antifibréticos y angiogénicos (Theoret y col
2001, Theoret y col 2002). E1 NO es una molécula de vital
importancia en la fisiologia endotelial, ya que produce
vasodilatacion capilar y evita la activacion y agregacion
de las plaquetas. Cuando este gas es producido en exceso,
actia como radical libre con alto poder oxidativo sobre las
membranas celulares. Es necesario aclarar que la accién
general de esta molécula es muy compleja, ya que entre
otros procesos fisioldgicos también se encarga de disminuir
la respuesta inflamatoria (Schwentker y col 2002).

Los objetivos de esta investigacion fueron (a) describir
y comparar los niveles de plaquetas y leucocitos, en cuatro
concentrados de plaquetas (A, B, C y D) equinos obtenidos
mediante la técnica de centrifugado simple y doble en
tubo (Argiielles y col 2006) y (b) describir y comparar los
niveles de TGF-B, y NO en estos cuatro PCs y en plasma
equino. Las hipétesis de esta investigacion fueron que (a)
los niveles celulares, de TGF-B, y NO diferfan estadfs-
ticamente entre cada PC y plasma y que podrian existir
correlaciones entre el nimero de leucocitos y plaquetas
de cada PC y los niveles de TGF-$3, y NO.

MATERIALY METODOS
CABALLOS

Veintiséis caballos de diferentes razas, clinicamente
sanos, fueron incluidos en este estudio, 11 yeguas, 1
semental y 14 machos castrados, con un rango de edad
entre 3-12 afios (edad media 6,9 + 2,3 afios). Todos los
animales estaban estabulados, bajo condiciones similares
de alimentacién y manejo, en una escuela de equitacion
cercana al Hospital Clinico Veterinario de la Universidad
Auténoma de Barcelona.

RECOLECCION DE LA SANGRE

Ciento veinticinco mililitros de sangre entera fueron
extraidos de la vena yugular de cada caballo, mediante
un catéter mariposa de 23G (Terumo, Leuven, Bélgica);
luego fueron depositados en 25 tubos de citrato de sodio al
3,8% (BD Systems, Vacutainer, Plymouth, Reino Unido).
La sangre de un tubo elegido al azar fue utilizada para
realizar un hemograma y posteriormente para preparar
plasma. Los otros 24 tubos también fueron escogidos
al azar para preparar los PCs; 16 tubos (80 ml) fueron
usados en el protocolo de centrifugado doble y los 8 tubos
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restantes fueron empleados en el protocolo de centrifuga-
do simple. El tiempo promedio entre la extraccion de la
sangre y la iniciacion del procesamiento de las muestras
fue de 30 minutos.

METODO DE CENTRIFUGADO SIMPLE EN TUBO

Cuarenta ml de sangre citratada (8 tubos de 5 ml/cada
uno) fueron centrifugados (Hettich Rotofix 32, Tuttlingen,
Alemania) a 120 x g por 5 minutos. Se obtuvieron dos
fracciones diferentes de PCs, las cuales fueron clasificadas
arbitrariamente como PC-A y PC-B. El PC-A fue consi-
derado como el 50% fraccion plasmatica mds cercana a
la capa leucocitaria (buffy coat) y el PC-B fue clasificado
como el 50% de la fraccién plasmadtica inmediatamente
superior al PC-A (figura 1A). Cada fraccién fue obtenida
con un aguja espinal No 18 G de 9 centimetros (BD Yale
Spinal, Madrid, Espaiia), acoplada a una jeringa de plastico
de 20 ml. Cinco ml de cada PC fueron depositados por
separado en tubos de polipropileno de 10 ml (Deltalab,
S.A., Rubi, Espafia).

METODO DE CENTRIFUGADO DOBLE EN TUBO

Ochenta ml de sangre citratada (16 tubos de 5 ml cada
uno) fueron centrifugados a 120 x g por 5 minutos. Después
se obtuvieron 20 ml de la fraccién de PC-A a partir de
la aspiracién de cada tubo, los cuales fueron depositados
en dos tubos de polipropileno de 10 ml. Esta fraccién
fue centrifugada de nuevo a 240 x g por 5 minutos. La
muestra centrifugada de PC-A (previamente centrifugada)
fue dividida arbitrariamente en dos fracciones, PC-C y
PC-D. La fraccién PC-C fue considerada como la fraccion
mads baja del 25% de la muestra centrifugada de PC-A.
El PC-D fue clasificado como la fraccion restante (75%)
inmediatamente superior al PC-C. (figura 1B). Cinco ml
de PC-C y de PC-D fueron depositados por separado en
tubos de polipropileno de 10 ml y utilizados en el estudio.
El nimero de fuerzas relativas de centrifugacién (rfc o g)
y el tiempo de centrifugacién empleados en este estudio
fueron determinados en ensayos preliminares (datos no
mostrados).

RECUENTO DE PLAQUETAS Y LEUCOCITOS

Se realizé un hemograma completo por duplicado a
cada muestra (sangre entera, PC-A, PC-B, PC-C y PC-D).
Para ello se utiliz6 un sistema hematoldgico de citometria
de flujo (ADVIA 120 Analyser, Bayer Lab, NY, USA).
Los pardmetros evaluados incluyeron volumen de paquete
celular (PCV), nimero de plaquetas y leucocitos.

ACTIVACION DE LOS CONCENTRADOS DE PLAQUETAS

Después de realizar el hemograma a cada PC, se agrega-
ron 250 pl de una solucién de cloruro de calcio al 10% (B



EQUINOS, PLAQUETAS, FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE BETA-3, OXIDO NITRICO

Figura 1. A representa los dos primeros concentrados de plaquetas
(PCs) obtenidos mediante el método de centrifugado simple en
tubo. B representa los dos concentrados de plaquetas obtenidos
mediante el método de centrifugado doble en tubo. BC = Capa
leucoplaquetaria (Buffy coat). PC = Concentrado de plaquetas.
PCV: Volumen de paquete celular.

A represents the first two platelet concentrates (PCs) obtained
by the single centrifugation tube method. B represents the second PCs
obtained by the double centrifugation tube method. BC = Bufty coat.
PC = Platelet concentrate. PCV: Packed cellular volume.

Braun Medical, Barcelona, Espaiia) a 5 ml de cada muestra
de PC. Los PCs fueron incubados a temperatura ambiente
(20-22 °C) con calcio durante 2 horas para estimular la
degranulacion de las plaquetas y permitir la formacion
de codgulos de fibrina. Pasado ese tiempo, el coagulo de
fibrina de cada PC fue despegado de las paredes de los
tubos y las muestras fueron centrifugadas a 1.720 x g por
8 minutos. El plasma sobrenadante fue obtenido, fraccio-
nado y congelado a —80 °C, para la posterior determinacion
de TGF-B, y NO. Es necesario aclarar que el tiempo y la
temperatura de incubacién fueron elegidos segtn el pro-
tocolo descrito por (Zimmermann y col 2001).

DETERMINACION DE LOS NIVELES DE TGF-§,

Se determinaron los niveles de TGF-f, en los diferen-
tes PCs y plasma de cada caballo. La muestra de plasma
fue obtenida mediante la centrifugacién de sangre entera
citratada a 1.720 x g por 8 minutos. Las concentraciones
de TGF-B, fueron determinadas mediante una prueba de
ELISA en sdndwich desarrollada con anticuerpos co-
merciales para TGF-B, humano (Human TGF-f,; R&D
Systems, Abingdon, Reino Unido). Se utilizé un kit de

ELISA humano para TGF-B; ya que se ha encontrado
una alta homologia para todos los péptidos de la familia
TGF-f entre mamiferos (Javelaud y Mauviel 2004). Sin
embargo, segtn la literatura revisada, no se ha realizado
la secuencializacién del TGF-B, equino; aunque Theoret y
col 2001 y Theoret y col 2002 han empleado previamente
el anticuerpo humano en un estudio de piel en caballos.

Ampliamente, la prueba de ELISA fue realizada por
duplicado en cada muestra. Se empled un anticuerpo de
captura TGF-f3; murino antihumano (R&D Systems (parte
840417), Abingdon, Reino Unido) a una concentracién
de 2 pg/ml. El anticuerpo de deteccién fue un TGF-f3,
de cabra biotinilado antihumano (R&D Systems (parte
840418), Abingdon, Reino Unido) en una concentracién
de 100 ng/ml. La linea patrén fue hecha con TGF-f3,
recombinante humano (R&D Systems (parte 840419),
Abingdon, Reino Unido). El TGF—B3 de todas las mues-
tras fue activado mediante una solucién de 4cido acético
2,5 N/urea 10 M y las muestras fueron diluidas 12-24
veces. Los ELISAs fueron revelados con un conjugado
de estreptavidina a peroxidasa (R&D Systems, Abingdon,
Reino Unido) y el substrato colorimétrico Fast OPD
(Sigma, MO, USA.). La lectura fue realizada mediante
un lector de ELISA (Anthos, Cutlek, Madrid, Espaiia) a
540 nanémetros. El umbral de deteccién de TGF-f3, para
esta prueba fue de 30 pg/ml.

DETERMINACION DE LOS NIVELES DE NO

Se determinaron los niveles de NO en los diferentes
PCs y plasma de cada caballo a través de su producto de
degradacidn, los nitritos (NO,), por medio del ensayo de
diazotizacion (reaccion de Greiss) previa reduccion de los
nitratos. Se sabe que el NO, es un producto final y estable
del ON en una cantidad aproximada de 51,5 + 3,5% del
total ON producido (Archer 1993).

Primero se construyd una recta patrén a partir de un
estandar de nitrito sédico al 100 mM. La recta patrén fue
iniciada a partir de una dilucién 1/1000 del estandar, para
comenzar con una concentracion maxima de 100 uM.
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 1780
x g durante 10 minutos y sin diluir fueron colocadas en
alicuotas de 100 pl en placas de 96 pozuelos (Ref. 35-
3915, BD; NJ, USA). El contenido de cada pozuelo fue
mezclado con 100 pl de una solucién de trabajo, la cual
fue fabricada a partir de dos partes iguales de sulfanilamida
al 1% mds 4cido fosférico al 5% y N-1-Napthilethileno
diamina (NEDA) al 0,1%. Cada muestra permanecid
10 minutos bajo incubacién a temperatura ambiente
y posteriormente fue medida en un lector de ELISA
(Anthos, Cutlek, Madrid, Espaiia) a una absorbancia de
540 nm. A partir de las absorbancias se calculd la recta
patrén y sobre la misma se establecié la concentracion
de nitritos de las muestras. La sensibilidad del método
fue de 1 uM. Todos los resultados se expresaron como
UM (Archer 1993).
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron analizados con el programa
estadistico SPSS 15.0 (SPSS inc., I1, USA). Los valores
del recuento de plaquetas, leucocitos y TGF-f3; fueron
analizados mediante pruebas no paramétricas, ya que estos
datos no presentaron una distribucion normal (prueba de
Shaphiro-Wilk P < 0,05). Estos resultados fueron presen-
tados descriptivamente como medianas con sus respectivos
rangos. Los niveles de plaquetas y leucocitos para cada
PC y sangre entera citratada fueron analizados mediante
una prueba Kruskal-Wallis. Se establecié que en el caso
de hallar diferencias estadisticamente significativas se
realizarfan comparaciones pareadas no paramétricas de
Wilcoxon. Los valores de TGF-3; exhibieron una gran
proporcién de datos censurados con desviacién a la iz-
quierda, por lo que fue necesario realizar una prueba de
Chi? para conocer si existian diferencias estadisticamente
significativas relacionadas con una mayor proporcion de
deteccién de niveles TGF-B, en cada PC y plasma (niveles
superiores (detectables) o inferiores a 30 pg/ml). Por otra
parte, la comparaci6n de los niveles de TGF-f3, para cada
PC y plasma fue realizada mediante la prueba generali-
zada de Wilcoxon. Se establecié que en el caso de hallar
diferencias estadisticamente significativas se realizarian
comparaciones pareadas no paramétricas de Wilcoxon.

Los valores de NO presentaron una distribucién
paramétrica (prueba de Shaphiro-Wilk P > 0,05), por lo
que fueron presentados como medias con sus respecti-
vas desviaciones tipicas. Estos datos fueron analizados
mediante un ANOVA de una via. Se establecié que en el
caso de hallar diferencias estadisticamente significativas
se realizaria una prueba post-hoc de Tuckey. De manera
general se hizo un andlisis de correlaciones entre las
variables evaluadas para cada PC y plasma. Un valor de
P < 0,05 fue aceptado como estadisticamente significativo
para todas las pruebas.

RESULTADOS
HEMOGRAMA

Los valores del PCV fueron estadisticamente diferentes
(P < 0,05) entre las muestras de sangre enteray cada PCy
también entre cada PC. Los PCs obtenidos mediante centri-
fugado simple o doble presentaron aumentos significativos
(P < 0,05) en el recuento de las plaquetas comparados con
las muestras de la sangre entera. Los recuentos de plaquetas
fueron estadisticamente diferentes (P < 0,05) para cada PC.
El PC-C present6 un mayor recuento plaquetario promedio
(cuadro 1). El recuento de leucocitos fue estadisticamente
diferente para cada PC y sangre entera (P < 0,05). Los
recuentos mas altos de leucocitos fueron encontrados en
el PC-C (cuadro 1).

NIVELES DE TGF-,

Unicamente se detectaron niveles de TGF-B; supe-
riores a 30 pg/ml en el 18,4% de las muestras evaluadas.
El 81,6% de las muestras restantes presentd niveles de
TGF-B, inferiores a 30 pg/ml. No se encontré ninguna
diferencia estadisticamente significativa (prueba de
Chi?) en las proporciones de TGF-B, detectado (niveles
de TGF-B, inferiores o superiores a 30 pg/ml) entre cada
PC y plasma. Tampoco se encontré ninguna diferencia
estadisticamente significativa (prueba generalizada de
Wilcoxon) entre los niveles de este factor de crecimiento
para cada PC y plasma (cuadro 1).

NIVELES DE NO

El NO fue detectado en el 100% de las muestras
evaluadas. Sin embargo, no se hallaron diferencias esta-
disticamente significativas entre los niveles de NO para
cada PC y plasma (cuadro 1).

Cuadro 1. Valores del hemograma, factor de crecimiento transformante beta-3 y 6xido nitrico.
Values for haemogram, transforming growth factor beta-3 and nitric oxide.

Centrifugado simple Centrifugado doble

Variables Sangre entera

PC-A PC-B PC-C PC-D
VPC (%)* 27 (22-36)a 0 (0-0,5)b 0,1 (0-0,2)c 0,3 (0-0,9)d 0(0-0,2)e
Plaquetas (CF x 103/ul)* 156 (91-276)a 230 (127-365)b 229 (124-359)c 273 (139-480)d 190 (111-294)e
Leucocitos (Células x 103/ul)* 7(5,1-11)a 4 (3,5-5)b 3(1,7-5,1)c 8,5 (3,5-18,3)d 0,9 (0,6-2,5)e

Plasma

TGF-, (pg/ml)* <30 (<30-772,1) <30 (<30-1083,9) <30 (<30-1027,4) <30 (<30-774) <30 (<30-1169)
Oxido nitrico (UM)** 33,8(9) 37,1 (12,5) 34 (10) 35(8) 35(11)

CF = Fragmento citopldsmico; PC = Concentrado de plaquetas; TGF-B, = Factor de crecimiento transformante beta-3; VPC = Volumen de paquete

celular.
* Los valores son presentados como medianas y rangos.
** Los valores son presentados como medias y desviacion estdndar.

b Valores con letras diferentes denotan una diferencia estadisticamente significativa (P < 0,05).
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De manera general, no se encontrd ninguna correlacién
estadisticamente significativa entre todos los pardmetros
evaluados.

DISCUSION

El nimero de plaquetas, leucocitos y los valores de VPC
para cada PC y sangre entera citratada fueron parecidos a
los valores descritos previamente por Argtielles y col (2006),
lo cual indica que la técnica de centrifugado simple y doble
en tubo es reproducible con gran confiabilidad.

Segtn la literatura revisada, no se han descrito los
niveles plasméticos de TGF-f3, en el caballo y tampoco
se ha reportado la concentracién de este péptido en con-
centrados de plaquetas equinas. Los resultados obtenidos
en este estudio demostraron que en la mayoria de los
caballos evaluados (~80% -n:21) los niveles plasmati-
cos de TGF-, presentaron una concentracion inferior a
30 pg/ml. Es importante considerar que el ~20% (n:5)
de los caballos restantes era clinicamente normal y no
fue posible encontrar una razén que pudiera explicar
concentraciones superiores a 30 pg/ml e incluso tan altas
como 772,1 pg/ml. En un estudio en seres humanos sanos
se encontré que los niveles plasmaticos de TGF-B; eran
demasiado bajos (<100 pg/ml, n: 42) (Wakefield y col
1995), mientras que en otro estudio (Jamdar y col 2006),
en personas sanas, se observé un valor mediano de TGF-3,
de 120 pg/ml (rango: 0-1500, n: 52). Unicamente 4 caba-
llos (15%) de este estudio presentaron niveles de TGF-J3,
entre 30-120 pg/ml. Desde el punto de vista comparativo
se podria pensar que los valores plasmaticos de TGF-[3,
en los caballos evaluados son normales. Sin embargo, es
necesario aclarar que una de las principales limitantes
de este estudio fue no contar con una prueba de ELISA
que permitiera detectar niveles de TGF-f, inferiores a
30 pg/ml. No obstante, desde el punto de vista fisiolégico
se ha observado en seres humanos que la concentracion
plasmdtica de este péptido, asi como la del TGF-j3, es
muy baja (< 5%), en comparacion con la concentracién
del TGF-[3, (Wakefield y col 1995). Tal como ha sido ob-
servado en personas sanas, la concentracién plasmética del
TGF-B, no estd correlacionada con ningtin tipo de célula
sanguinea (Wakefield y col 1995, Jamdar y col 2006). Esta
misma observacion pudo ser corroborada en los caballos
de este estudio. De manera general se podria aceptar que
en el caballo los niveles de TGF-B; no dependen de la
concentracién de plaquetas o de los leucocitos y que el
plasma mantiene una concentracién constante, normalmente
inferior a 30 pg/ml en caballos sanos.

Los niveles plasmaticos del NO de los caballos de este
estudio coinciden con los valores reportados para ponis
sanos (Hubert y col 2003). Se decidié evaluar y comparar
las concentraciones de NO en los 4 PCs y en plasma, ya
que esta molécula podria indicar de manera indirecta una
activacién inflamatoria de los leucocitos, especialmente
de los macréfagos, o un dafio celular inducido durante el

proceso de centrifugacion de las muestras (Schwentker y
col 2002). Sin embargo, los niveles de NO no difirieron
entre los PCs y el plasma, lo que indica que el protocolo
de centrifugado empleado en esta técnica, posiblemente,
no induce lesiones o produce estimulos que generen
respuestas inflamatorias en los leucocitos centrifugados.
Estos resultados complementan las observaciones realiza-
das por Argiielles y col (2006), quienes demostraron que
el volumen promedio de las plaquetas (MPV) no se ve
alterado por el protocolo de centrifugacién. Cabe aclarar
que el MPV es un pardmetro que indica activacion de las
plaquetas en seres humanos y posiblemente también esta
correlacionado con la activacion de las plaquetas en el
caballo (Argiielles y col 2006). Otro hecho importante
encontrado en este estudio radica en que no se encontré
ninguna correlacion estadisticamente significativa entre
los diferentes componentes celulares y los niveles de NO,
lo cual podria indicar que el NO presente en las muestras
evaluadas no provenia de las células centrifugadas.

Es importante aclarar que el NO juega un importante
papel inmunomodulador y la presencia de este gas es
necesaria para una adecuada cicatrizacion y resolucion
de la inflamacién (Schwentker y col 2002). Es posible
que el NO presente en los PCs juegue un importante
papel terapéutico, ya que su presencia, entre otras cosas,
es necesaria para la activacion de las formas latentes de
TGF-B, a su forma biolégicamente activa.

En conclusidn, algunas de las hipétesis propuestas en
esta investigacion pudieron ser corroboradas, e incluso
recomprobadas. Esto porque en realidad y, tal como fue
observado previamente por Argiielles y col 2006, los niveles
celulares de los 4 PCs y la sangre entera difirieron esta-
disticamente segun el protocolo de centrifugado simple o
doble en tubo; lo cual, como fue previamente mencionado,
indica una gran reproducibilidad de la técnica evaluada.
Sin embargo, los niveles de TGF-B3, y NO no difirieron
entre los 4 PCs evaluados y el plasma, lo que indica que
no existe ninguna correlacion entre estas moléculas y las
células presentes en los PCs. Sin embargo, cabe aclarar
que los PCs pueden ser considerados como poderosas
sustancias bioldgicas con proporciones adecuadas de sus
moléculas concentradas. De esta manera, la investigacion
debera continuar, con el objetivo de conocer la cantidad y
proporcién de otros componentes celulares y moleculares
de los PCs, que posiblemente estdn implicados con el apa-
rente efecto regenerativo de estas sustancias en patologias
crénicas del aparato locomotor equino (Argiielles y col
2005, Carmona y col 2005, Prades y col 2006).

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el método de centrifugado
simple y doble en tubo para concentrar plaquetas, leucocitos, factor de
crecimiento transformante beta-3 (TGF—B3) y oxido nitrico (NO). Se
recogieron muestras de sangre entera de caballos clinicamente normales,
las cuales fueron procesadas por medio del método de centrifugado simple
y doble en tubo para obtener 4 concentrados de plaquetas (PCs): PC-A,
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PC-B, PC-C y PC-D. Los PCs y la sangre entera fueron analizados para
hemograma mediante un sistema hematolégico de citometria de flujo.
Las concentraciones de TGF-B, fueron analizadas mediante ELISA y el
NO mediante la reaccion de Greiss. Las concentraciones de plaquetas y
leucocitos fueron estadisticamente diferentes (P < 0,05) para cada PCy
sangre entera. Los niveles de TGF-B, y NO fueron similares para cada
PC y sangre entera. En conclusién, el método de centrifugado simple y
doble en tubo es un procedimiento de confianza para concentrar plaquetas
en el caballo. Sin embargo, los niveles de TGF-B, y NO no dependen del
nimero de plaquetas o de leucocitos concentrados con esta técnica.
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