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Listado de abreviaturas

A continuaciodn, se detallan todas las abreviaturas que aparecen a lo largo del documento:

= AAFP: American Association of Feline Practitioners
= ADN: Acido desoxirribonucleico

= ADP: Adenosina difosfato

= AINES: Antiinflamatorios no esteroideos

= ATP: Adenosina trifosfato

=  BAS: Basofilos

= BE: Bromuro de etidio

= CH: Contenido medio de hemoglobina

= CTGF: Factor de crecimiento de tejido conectivo
* EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

= EEUU: Estados Unidos

= EGF: Factor de crecimiento epitelial
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ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
EM: Esclerosis multiple

EOS: Eosindfilos

FC: Factores de crecimiento

FC: Frecuencia cardiaca

FeLV: Virus de la leucemia felina

FGF: Factor de crecimiento fibroblastico
FHV-1: Herpesvirus felino

FIV: Virus de la inmunodeficiencia felina

fL: Femtolitro

FR: Frecuencia respiratoria

FvW: Factor de Von Willebrand

g: Fuerza de centrifugacién o fuerza gravitacional
gp: Glucoproteina

h: Horas

HB: Hemoglobina

HDW: Ancho de distribucién de la concentracion de hemoglobina
HGF: Factor de crecimiento hepatocitico

IGF-1, II: Factor de crecimiento insulinico-1, Il
IM: Intramuscular

IV: Intravenosa

kDa: Kilodaltons

L-PRF: Fibrina rica en plaquetas y leucocitos
L-PRP: Plasma rico en plaquetas y leucocitos
LYMPH: Linfocitos

MACD?7: Anticoagulante 4cido citrato dextrosa
MCH: Volumen de hemoglobina corpuscular
MCHC: Concentracion de hemoglobina corpuscular media
mL: Mililitros

mm: Milimetros

MO: Médula dsea

MON: Monocitos

NFS: Neutrdfilos

°C: Grados centigrados
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=  P-PRF: Fibrina rica en plaquetas

=  P-PRP: Plasma rico en plaquetas puro

= PBS: Solucidn salina tamponada con fosfato

= PBS: Solucién salina tamponada con fosfato

=  PCR: Reaccidn en cadena a la polimerasa

=  PCV: Paquete de células

=  PDGF-AA: Factor de crecimiento derivado de plaquetas - AA
=  PDGF-AB: Factor de crecimiento derivado de plaquetas - AB
= PDGF-BB: Factor de crecimiento derivado de plaquetas - BB
= PGE1: Protaglandina E1

= PLTs: Plaquetas

= PRGF: Plasma rico en factores de crecimiento

= PRP: Plasma Rico en Plaquetas

=  RBCs: Gldbulos rojos

= RDW: Ancho de distribucién de eritrocitos

= RET: Reticulocitos

= rpm: Revoluciones por minuto

= SNC: Sistema nervioso central

= TGF-R1: Factor de crecimiento transformante beta-1

= TRC: Tiempo de relleno capilar

= VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial

= VPM: Volumen plaguetar medio

= \WBCs: Globulos blancos
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Introduccion

Introduccion

La obtencidn de hemoderivados como el Plasma Rico en Plaquetas (PRP) y su aplicacion clinica
se emplea desde hace mas de dos décadas como terapia en patologias degenerativas e
inflamatorias (Anitua, Andia et al. 2004, Weyrich and Zimmerman 2004). Las plaquetas (PLTs) de
los mamiferos son células sin nudcleo que se liberan a la sangre a partir de precursores de
megacariocitos en la médula ésea (MO) durante la trombopoyesis. El tiempo de maduracién de
los megacariocitos y, por tanto, liberacion de las PLTs es de aproximadamente 5 dias. La vida util
de las PLTs varia entre especies, siendo en el perro de 6 + 1,1 dias. Sin embargo, se desconoce
de este dato en gatos (Gant, McBride et al. 2020). El tamafio plaquetar también varia entre
especies y razas (Lawrence, Chang et al. 2013). Las PLTs de los gatos presentan un tamafio
superior en comparacidon a otras especies (Boudreaux, Osborne et al. 2010), siendo otra
particularidad de las PLTs del gato la tendencia a agregarse y formar agregados plaquetares tras

la extraccion sanguinea. Esto resulta en numerosas ocasiones en un contaje plaquetar menor
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incorrecto considerandose como pseudotrombocitopenia (Knoll and Rowell 1996, Moritz and
Hoffmann 1997, Zelmanovic and Hetherington 1998, Norman, Barron et al. 2001, Norman,

Barron et al. 2001).

Las PLTs desempeiian un roll esencial en la hemostasia mediante un equilibrio entre
estimulacién e inhibicion plaquetar (Maureen 2005). La hemostasia se desarrolla a diario cuando
ocurre un dafio en el endotelio por venopuncién, agentes infecciosos, acidosis, hipoxia,
inflamacidn, hipotensién o simplemente muerte celular de células propias del endotelio (Ruiz-
Copegui 2000). Mdltiples situaciones clinicas pueden afectar a la funcion de las PLTs:
enfermedades como fallo renal, enfermedad cardiaca, endocrinopatias (diabetes mellitus,
hiperadrenocorticismo), pancreatitis necrotizante, neoplasias, sepsis o anemia hemolitica
inmunomediada entre otras o, la administracién de ciertos fdrmacos como antiinflamatorios no
esteroideos (AINES) (Maureen 2005). La capacidad de reaccidon de las PLTs se debe a la
composicion en su citoplasma de granulos alfa y delta. Los granulos alfa contienen en su interior
fibronectina, factor de Von Willebrand (FYW), factores de coagulacién (V y VIII) y factores de
crecimiento (FC). Los granulos delta contienen adenosina difosfato (ADP), adenosina trifosfato
(ATP), histamina, epinefrina, serotonina y calcio. Los FC facilitan el crecimiento de células
endoteliales vasculares, células del musculo liso vascular y fibroblastos (Klinger and Jelkmann

2002, Meseguer, Esteban et al. 2002, Vincent, Yagushi et al. 2002).

PRGF®-Endoret® ha proporcionado tecnologia precisa para la obtencidn de este
hemoderivado rico en FC para uso clinico en curacién de heridas, regeneracion de tejidos,
implantologia oral, ortopedia y medicina deportiva, asi como tratamiento de Ulceras corneales

entre otros estudios (Anitua, Sdnchez et al. 2006, Anitua, Sanchez et al. 2007).

La obtencidn de estos FC estda ampliamente estudiada en algunas especies como son el perro
(Cuervo, Rubio et al. 2014), caballo (Angelone, Conti et al. 2017), conejo (Chicharro, Carrillo et
al. 2018, Chicharro-Alcantara, Rubio-Zaragoza et al. 2018, Torres-Torrillas, Damia et al. 2021,
Torres-Torrillas, Damid et al. 2022) (Chicharro, Carrillo et al. 2018, Chicharro-Alcantara, Rubio-
Zaragoza et al. 2018, Torres-Torrillas, Damia et al. 2021, Torres-Torrillas, Damia et al. 2022) y
sobre todo humano (Anitua, Sanchez et al. 2012, Giacomello, Giacomello et al. 2015, Vaquerizo,
Padilla et al. 2018, Anitua, Muruzabal et al. 2019, Navarro, Pino et al. 2020, Giacomello,
Mortellaro et al. 2021, Rahhal-Ortuiio, Fernandez-Santodomingo et al. 2021, Soares and
Prazeres Lopes 2021). En especies como el perro y el caballo ya se emplea terapia regenerativa
con PRGF en ortopedia como tratamiento efectivo de la artrosis y regeneracion de cartilago

articular o de las laminitis, respectivamente. No obstante, son muy pocos los estudios
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relacionados en gatos y los protocolos de obtencidn estan lejos de ser estandarizados vy
contrastados (Silva, Alvarez et al. 2012, Silva, Carmona et al. 2012, Chun, Canapp et al. 2020,

Ferrari and Schwartz 2020).

La diferencia de tamafio y peso de las PLTs entre especies hace necesario estandarizar un
protocolo de centrifugacion sanguinea para obtener PRP especifico de especie (Clemmons, Bliss

et al. 1983).

Actualmente existen trabajos publicados donde recomiendan velocidades y tiempos de
centrifugacién en gatos basando los resultados de obtencidon de PRP en contaje de las PLTs
exclusivamente (Silva, Rezende et al. 2011, Oliver Ballester, Garcia De Carelldan Mateo et al. 2017,
Chun, Canapp et al. 2020, Ferrari and Schwartz 2020). Hasta el momento, sélo hay un articulo
publicado (Silva, Alvarez et al. 2012) donde se estudio la concentracién y liberacion de los
factores de crecimiento (FC) en el plasma, pero este estudio, no obtuvo las caracteristicas
Optimas de PRGF®-Endoret® (incremento de concentrado plaquetar y FC respecto al valor basal,
con ausencia de glébulos rojos (RBCs) y gldbulos blancos (WBCs) (Anitua, Sanchez et al. 2007,

Anitua, Sanchez et al. 2008, Anitua, Zalduendo et al. 2013).

Conociendo el beneficio que supone emplear el PRP como terapia en enfermedades de
cardcter inflamatorio y degenerativo en especies como el caballo, perro y humano entre otras,
hace pensar que el empleo de este hemoderivado puede resultar beneficioso también en el gato
(Silva, Alvarez et al. 2012, Silva, Carmona et al. 2013). Sin embargo, no existe en la bibliografia
ningun protocolo estandarizado ni ningln sistema probado para la obtencién de PRP y FC en el
gato. Un estudio publicado por el Hospital Clinico de la Universidad de Padova (ltalia) demostré
la curacidn de heridas en un gato empleando PRP canino (Gemignani, Perazzi et al. 2017). Si bien
es cierto, no hay estudios suficientes, lo que hace necesario desarrollar mas trabajos que
evallen la eficacia clinica del uso de PRP en gatos (Silva, Rezende et al. 2011, Silva, Alvarez et al.
2012, Silva, Carmona et al. 2012, Silva, Carmona et al. 2013, Chun, Canapp et al. 2020, Ferrari
and Schwartz 2020).

Los protocolos de centrifugacién sanguinea propuestos en el presente proyecto pretenden
alcanzar un PRP vy, por tanto, un PRGF, en ausencia de WBCs y RBCs con un nimero de PLTs en
1,5-2,5 veces las PLTs basales de acuerdo con los estandares del PRGF®Endoret® vya
estandarizado en otras especies, incluida la humana (Anitua, Sdnchez et al. 2008, Anitua,
Zalduendo et al. 2013). La eliminacion de WBCs de este hemoderivado asegura una mejor
regeneracion tisular y disminucion de la inflamacién controlando el dolor al disminuir el nimero

de citoquinas proinflamatorias presentes (Beldon 2010, Riond, WaBmuth et al. 2015). No
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obstante, en la actualidad, la inclusion de WBCs en el PRP sigue siendo un tema de controversia,

defendido por diversos autores (Bierie and Moses 2006, Halpin, Saunders et al. 2016).

Otro de los objetivos que pretende evaluar este proyecto es la relacion existente entre dos
de las enfermedades viricas mas comunes en gatos: leucemia felina (FeLV) e inmunodeficiencia
felina (FIV) y la calidad del PRGF obtenido, ya que estas enfermedades predisponen a patologias
de caracter inflamatorio, inmunomediado y tumoral (Weiser and Kociba 1984, Hart and Nolte
1991, Russel 2010), pudiendo alterar las caracteristicas del PRGF descrito anteriormente (Anitua,

Sanchez et al. 2008).

De esta manera, el proyecto pretende establecer el protocolo de obtencidn del PRGF en el
gato, cumpliendo los pardmetros establecidos en la técnica PRGF®Endoret® (Anitua, Sanchez et
al. 2008) y una vez definido, valorar el efecto que pueden tener dos de las patologias viricas mas
comunes en el gato, la leucemia e inmunodeficiencias felinas, en la composicion del plasma.
Poder definir el protocolo de obtencidn de FC en esta especie animal, supone un nuevo campo
de investigacidn en cuanto a aplicacion clinica en distintas patologias de caracter degenerativo

e inflamatorio.
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Hipotesis de trabajo

La tecnologia PRGF®-Endoret® se emplea con éxito en el campo de la medicina y cirugia
humana y animal como tratamiento de diferentes patologias. Sin embargo, en el gato no se ha
documentado ningun estudio acerca del uso de este hemoderivado que cumpla la tecnologia
PRGF®-Endoret®. Las hipdtesis de trabajo que surgen en este proyecto de investigacion son que,
al igual que en otras especies, es posible obtener un protocolo de centrifugacion de la sangre en
gatos a partir del cual se obtenga plasma rico en plaquetas (PRP) y, por tanto, rico en factores
de crecimiento (FC). Otra hipdtesis planteada en este estudio es que, enfermedades viricas
felinas, como la leucemia y la inmunodeficiencia felinas, podrian afectar la calidad de este
derivado sanguineo, ya que estas enfermedades predisponen a patologias de caracter
inflamatorio, inmunomediado y tumoral, pudiendo alterar las caracteristicas del PRGF descrito

anteriormente.
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Objetivos

El objetivo principal que desea alcanzar este proyecto es la estandarizacidon de un protocolo
de obtencion de PRP en el gato que cumpla con las condiciones de PRGF®-Endoret® de la manera
mas eficiente, basdandonos en el concentrado de PLTs y la ausencia de RBCs y WBCs, asi como
evaluar la concentracién de dos de los FC mas estudiados, el factor de crecimiento
transformante beta-1 (TGF-R1) y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas tipo B (PDGF-
BB).

Una vez alcanzado el objetivo principal, el trabajo se centrara en determinar la relacion que
existe entre FeLV y cdmo esta enfermedad puede afectar a la calidad del PRGF®-Endoret® v,
determinar la relacién existente entre FIV y cdmo este virus afecta a la calidad del PRGF®-

Endoret®.
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Plasma Rico en Plaquetas (PRP)

La investigacion multidisciplinar se encuentra en continuo desarrollo debido a la gran
cantidad de areas en investigacion en este campo. Las terapias bioldgicas en medicina
regenerativa se dividen principalmente en cuatro categorias: terapia genética, ingenieria tisular,
terapia celular y PRP (Andia, Rubio-Azpeitia et al. 2015). El enfoque moderno de la medicina
regenerativa tiene como uno de los objetivos principales conseguir una baja invasién y una alta
curacion clinica en sus tratamientos, donde hemoderivados como PRP, Plasma Rico en Factores
de Crecimiento (PRGF) y Plasma Rico en Fibrina (PRF), desempefian un papel revelador (Giannini,

Cielo et al. 2015).

Por definicion, el PRP es un derivado sanguineo autdlogo obtenido tras un proceso de
centrifugacion de la sangre del paciente que permite obtener una fraccién plasmatica con una
concentracién de PLTs superior a la basal (Marx 2004). Fue Kingsley en 1954 quien atribuyo a
este hemoderivado el nombre de “plasma rico en plaquetas” en una publicacién acerca de la

coagulacién de la sangre y el factor VI en humana (Kingsley 1954). Segun bibliografia,
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inicialmente este concentrado plaquetar se empleaba para favorecer y potenciar la accion de la

fibrina y no con fines en la curaciéon de los tejidos (Silverberg, Harbury et al. 1977).

El PRP, ademds de una mayor concentracion de PLTs en su composicion, contiene también FC
gue son secretados activamente por las PLTs. Ademas, las PLTs son ricas en proteinas como la
fibrina y fibronectina que actuan a nivel de la adhesién celular. De este modo, proporciona el
soporte estructural necesario para la migracion de las células, asi como la expansion y desarrollo
tridimensional de los tejidos sobre los que actua. Por todo ello, el PRP ha demostrado tener no
solo efecto sobre las células diana para los FC, si no que funciona como una matriz extracelular
potenciando la reparacidn y regeneracién de muchos tejidos (Marx 2004, Mehta and Watson

2008).

Debido a la variabilidad de productos obtenidos, décadas después surgié la necesidad de
establecer una clasificacién del PRP obtenido en base a su composicién (Dohan Ehrenfest,
Rasmusson et al. 2009, Dohan Ehrenfest, Andia et al. 2014) y a la metodologia de obtencion, tal
y como describiremos mas adelante. En los ultimos 30 afios ha surgido un interés considerable
en el potencial del PRP autdlogo con fines curativos en el campo de la medicina regenerativa

(Everts, van Zundert et al. 2008).

En su interior, las PLTs contienen granulos a que al activarse liberan al medio sustancias
activas como quimiocinas, citoquinas y FC, entre otros. Algunos de los FC mds importantes
liberados por las PLTs en PRP incluyen el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF,
AA-BB-AB), el factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF-R1), el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF), el factor de crecimiento fibroblastico (FGF), el factor de crecimiento
hepatocitico (HGF), el factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), el factor de crecimiento
epitelial (EGF) y el factor de crecimiento insulinico-1 y Il (IGF-I, Il). Estos polipéptidos solubles,
descubiertos por Canalis en 1988, actuan como agentes reguladores de la proliferacién,
diferenciacidon y metabolismo celular, involucrados por tanto en la restauracién tisular y la
inmunomodulacién (Marx 2001, Blair and Flaumenhaft 2009, Dohan Ehrenfest, Bielecki et al.
2012, Heijnen and van der Sluijs 2015, Everts, Onishi et al. 2020). Los FC actian a nivel de los
receptores citoplasmaticos de diversos tipos de células, principalmente en las células
mesenquimales. Estas células conforman un tejido primitivo durante el desarrollo embrionario
y, a partir de este mesodermo se formaran gran parte de los futuros tejidos del organismo. El
tejido mesenquimal estd formado por células madre pluripotenciales, que se diferenciaran y
especializaran en diferentes tipos de tejidos como tejido conectivo en general, musculo y tejido

epitelial (Rodriguez Flores, Palomar Gallego et al. 2012).
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Plaquetas en la cicatrizacion de heridas y medicina regenerativa

Las PLTs provienen de los megacariocitos a nivel de la médula dsea (MO), son células sin
nucleo y su vida media es muy corta. En condiciones fisioldgicas los valores en sangre periférica
abarcan rangos de 150.000 y 400.000 PLTs/uL de sangre. Cuando viajan por los vasos sanguineos
inactivadas tienen una forma discoidal biconvexa, pero al activarse experimentan cambios
morfoldgicos (George 2000). Las PLTs son conocidas principalmente por su papel indispensable
en la hemostasia primaria y la trombosis. Sin embargo, la creciente evidencia experimental
identifica a estas células como moduladores relevantes de procesos fisiopatoldgicos como la
inflamacion y la regeneracion tisular (Nurden 2018). Ambos procesos estan mediados por la
liberacion de FC, citoquinas y moduladores de la matriz extracelular que promueven la
revascularizacion del tejido dafiado a través de la migracién, proliferacién, diferenciacién y
estabilizacion de las células del endotelio dando lugar a nuevos vasos sanguineos, la restauracion
de tejido conectivo dafiado mediante la migracion, proliferacion y activacién de los fibroblastos
y, en ultimo lugar, promueven la proliferacidn y diferenciacién de células madre mesenquimales
en tipos de células especificas de tejido (Xue and Jackson 2015, Rittié 2016, Wu, Mottola et al.
2017).

La cicatrizacién de heridas es un proceso fisioldgico dindmico cuyo objetivo es restaurar la
arquitectura normal y funcionalidad del tejido dafiado. Primero tiene lugar una fase
inflamatoria, donde se formara un tapon plaquetario seguido de la formacion de una matriz de
fibrina sobre la que se asentaran las primeras células que iniciardn el paso a la cicatrizacion.
Posteriormente comienza la fase de formacion de nuevo tejido, donde la angiogénesis tiene una
implicacion relevante. Es en esta fase donde la matriz de fibrina se reemplaza por tejido de
granulacion para, finalmente, dar lugar a la fase de remodelacién que dependera de la capacidad

de regeneracion de cada tejido (Forbes and Rosenthal 2014).

Para disminuir el dafio tisular es crucial una resolucidon rapida de la fase proinflamatoria y la
transicién a la fase de regeneracion (Wu, Mottola et al. 2017). Por ello, el uso de FC presentes
en el PRP supone una alternativa que promueve la regeneracién de los tejidos. Ademas de la
accion regenerativa propia de las PLTs, éstas contienen quimiocinas y citoquinas que aportan
accion antimicrobiana (Fabbro, Bortolin et al. 2016). Este efecto microbicida ha sido demostrado
por multiples estudios. Los granulos alfa liberan potentes péptidos antimicrobianos que
presentan un amplio espectro de actividad antimicrobiana frente a patégenos Gram negativos,
Gram positivos y hongos (Intravia, Allen et al. 2014). Son diversos los estudios que abalan el

efecto antimicrobiano del PRP frente a multitud de microorganismos como: Staphylococcus
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aureus, Escherichia coli, A. baumannii, Pseudomona aeruginosa, Porphyromonas gingivalis,
Aggregabacterium actinomycetemcomitans y Fusobacterium nucleatum, entre otros, tanto in
vitro como in vivo (Bielecki, Gazdzik et al. 2007, Moojen, Everts et al. 2008, Edelblute, Donate et

al. 2015, Yang, Hu et al. 2015).

El PRP influye en la migracion, proliferacion y diferenciacién de varios tipos de células. Su
aplicacién aprovecha las condiciones normales de la curacién para potenciar y acelerar la
reparacion fisiolégica ademas de restaurar la homeostasis tisular (Andia, Rubio-Azpeitia et al.
2015). La curacidn de los tejidos con PRP se basa en el uso de sefales moleculares que el propio
organismo utiliza para auto-repararse cuando es dafiado (Anitua, Prado et al. 2016). Es por ello
por lo que, desde hace mas de 3 décadas, este hemoderivado se emplea con éxito en el campo
de la medicina regenerativa. Debido a su amplia versatilidad, el PRP se emplea con dominio en
multiples campos médicos como son la traumatologia, dermatologia, implantologia oral u

oftalmologia, entre otros (Etulain 2018).

Principales efectos de los factores de crecimiento

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)

Este FC promueve indirectamente la angiogénesis a través de los macréfagos por un
mecanismo de quimiotaxis. Este FC es mitdgeno de células endoteliales, promoviendo la
formacion de nuevos capilares ademas de estimular la proliferacién de células mesenquimales
indiferenciadas (Anitua 1999). Existen tres tipos: AA, BB y AB. Se ha demostrado que PDGF
participa en la mitogénesis de los condrocitos articulares y facilita la formacion de colageno tipo
| (Deuel, Huang et al. 1981) y se ha visto involucrado en la remodelacion dsea debido a su
estimulacién de la resorcidn dsea incrementando el nimero de osteoclastos (Howes, Bowness

et al. 1988, Nash, Howlett et al. 1994, Vikjaer, Blom et al. 1997).

Factor de crecimiento transformante (TGF)

Existen dos tipos de TGF, a y B. Este Ultimo es una sustancia polipeptidica que forma parte del
grupo de las citoquinas y, en mamiferos existen tres isotipos (B1, B2 y B3). TGF-R1 se encuentra
principalmente en PLTs, linfocitos (LYMPH) y neutrdfilos (NFS) y se encuentra involucrado en la
multiplicacién de células precursoras de los osteoblastos y en la estimulacién directa sobre Ia
sintesis de diversos tejidos, principalmente tejido dseo y cartilago. Este polipéptido se ha visto
implicado en procesos como la angiogénesis, cicatrizacion, hematopoyesis, formacion de tejido

6seo y piel, desarrollo de glandulas mamarias, control de la inflamacidn y fibrosis, asi como en el

16 Laura Miguel Pastor



Revision Bibliografica

desarrollo de neoplasias (Pelletier and Martel-Pelletier 1994, Grageda 2004, Grageda, Lozada et
al. 2005, Bierie and Moses 2006, Kofler and Simons 2016).

Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

Su principal efecto se encuentra relacionado con el aumento de la angiogénesis y
permeabilidad de los vasos sanguineos. Este FC es conocido como uno de los FC proangiogénicos

mas potentes secretados por las células endoteliales (LeCouter, Lin et al. 2002).
Factor de crecimiento fibrobldstico (FGF)

El FGF es un FC multifuncional con un alto impacto en la cicatrizacion tisular. Su efecto ha sido
demostrado en diferentes estudios acerca de la cicatrizacion de heridas y reparacidon dsea
(Gospodarowicz and Cheng 1987). Al mismo tiempo es capaz de promover la proliferacién y
diferenciacion de los condrocitos, por lo que desempefia una labor destacable en la mejora
biomecanica de la superficie articular y formacién de hueso subcondral (Chuma, Mizuta et al.

2004, Fukuda, Kato et al. 2005, Maddaluno, Urwyler et al. 2017).
Factor de crecimiento hepatocitico (HGF)

El HGF regula el crecimiento celular y la movilidad de células epiteliales y endoteliales,
promueve la reparacién del tejido y la neovascularizacion, viéndose implicado positivamente en
la cicatrizacion de heridas y en la regeneracién de diversos drganos tras sufrir un dafio
(Madonna, Cevik et al. 2012). Varios estudios han puesto de manifiesto que, el HGF cuando
participa en conjunto con células mesenquimales, desarrolla un efecto anti fibrético (Liu, Shen

et al. 2011, Song, Lee et al. 2012).
Factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF)

Este factor promueve la angiogénesis, la regeneracion de cartilago, la adhesién plaquetaria y

la fibrosis (lvkovic, Yoon et al. 2003, Cicha and Goppelt-Struebe 2009).

Factor de crecimiento epitelial (EGF)

El EGF fue el primer FC en identificarse en el afio 1962. Este FC se encuentra implicado en la
epitelizacién y la angiogénesis, ademas de presentar efectos sobre los fibroblastos y los miocitos

(Everts, Onishi et al. 2020).

Laura Miguel Pastor 17



Revision Bibliografica

Factor de crecimiento insulinico-1y II (IGF-I, II)

El IGF-1l se encuentra en mayor concentracion en la especie animal, sin embargo, la isoforma
| es mas comun en humanos, siendo el tipo | el que presenta un efecto notablemente superior

en comparacion al tipo Il sobre determinados tejidos (Grageda 2004).

Este FC tiene efecto mitogénico sobre multiples tejidos como el dseo, cartilago (Reckenbeil,
Kraus et al. 2017), musculo, nervios, piel, higado, rifién y pulman, estimulando el crecimiento de

estos (Schmidt, Chen et al. 2006, Trejo, Piriz et al. 2007).

Su efecto acerca de la diferenciacién y proliferacion mioblastica se demuestra en estudios de
modelo animal con efectos positivos sobre la cicatrizacién de lesiones musculares (Damon,

Haugk et al. 1998, Menetrey, Kasemkijwattana et al. 2000).

Tipos de PRP

Existe un gran nimero de sistemas de obtencidn de PRP disponibles comercialmente. Estos
sistemas difieren en el protocolo de obtencidon y en el volumen de recoleccion de PRP, por lo
gue los hemoderivados presentan propiedades distintas, aunque todos reciban el término de
PRP. No existe un consenso claro acerca de la estandarizacién de los protocolos para el PRP
segun formulacion y aplicaciones clinicas, siendo varios los autores que han puesto de
manifiesto la necesidad de crear una clasificacion de los subtipos de PRP disponibles. Ademas,
la tecnologia PRP sigue avanzando y desarrollandose, sugiriendo la necesidad de diferentes
formulaciones segun las patologias a tratar. Todo ello conduce a pensar que los pardmetros y
variables para la produccion ideal de PRP continten creciendo en el futuro (Everts, Onishi et al.

2020).

Teniendo en cuenta el contenido celular y la presencia o ausencia de fibrina, se han

identificado cuatro grupos principales de PRP (Kon, Di Matteo et al. 2020):

= Plasma rico en plaquetas puro (P-PRP), contiene una concentracion moderada de
PLTs libre de WBCs.

=  Plasma rico en plaquetas y leucocitos (L-PRP), incluye una fraccion de WBCs, pero la
matriz de fibrina es escasa.

= Fibrina rica en plaquetas (P-PRF), es un producto sanguineo con una baja
concentracion de WBCs y se recoge debido al gel separador especifico utilizado en el
método, la activacién de PLTs y la polimerizacion de fibrina se consigue utilizando

cloruro de calcio.
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= Fibrinarica en plaguetas y leucocitos (L-PRF), se considera como concentrado de PLTs
de segunda generacion porque el concentrado natural se produce sin anticoagulantes
ni agentes gelificantes y después de la centrifugacion, el codgulo de PRF forma una
fuerte matriz de fibrina en la que se concentran la mayoria de las PLTs y WBCs de la

sangre recolectada.

Las continuas revisiones de terminologia y nuevos criterios de clasificacion para
bioformulaciones de PRP en medicina regenerativa han permitido identificar hasta 15 tipos de
productos PRP con diferencias en la formulacién, propiedades bioldgicas y mecanismos de
accion, asi como diferentes indicaciones y resultados clinicos (Magalon, Chateau et al. 2016,
Everts, van Erp et al. 2021). Alsousou y Harrison establecieron un sistema de clasificacién mas
detallado y completo, incluyendo una combinacidn de caracteres numéricos y alfabéticos para
identificar la clase de PRP basada en la presencia o ausencia de leucocitos (L o P), el contenido
de fibrina (alto: PRF; bajo: PRP), activado o no activado (I o Il), concentracién plaquetaria (A:
<900x103 PLTs/uL; B: 900-1700x10% PLTs/uL; C: >1700x10%® PLTs/pL), y la categoria de
preparacion (técnica de secuestracion plaquetaria gravitacional; separadores celulares

estandar; filtracidn selectiva autéloga) (Alsosou and Harrison 2017).

Existen varias técnicas manuales, automaticas y semiautomaticas para la concentracién de
PLTs, siendo sus aplicaciones confusas porque cada método conduce a un producto diferente
con una biologia y unos contenidos distintos (Dohan Ehrenfest, Rasmusson et al. 2009).
Mayoritariamente, los métodos para la obtencién de PRP incluyen tres pasos secuenciales:
primero, recoleccién de la sangre del paciente; segundo, separacion de PRP y tercero, activacion
del PRP. Sin embargo, a pesar de que el PRP se ha utilizado ampliamente en medicina veterinaria,
no se han publicado métodos de clasificacidén estandarizados validos para productos derivados de

PLTs en este campo.

Independientemente del producto PRP obtenido, éste debe contener una dosis clinica
concentrada de PLTs que garantice efectos terapéuticos beneficiosos. No obstante, aunque
podria ser licito relacionar una mayor concentracién de PLTs y, por tanto, una concentracion
local elevada de FC con un mayor éxito en el tratamiento clinico, autores como Giutsi y
colaboradores demostraron que una concentracion muy elevada de PLTs en el PRP afectaron
negativamente a la angiogénesis (Giusti, Rughetti et al. 2009). La concentracién plaquetar en las
diferentes bioformulaciones de obtencion de PRP no cumplen siempre el mismo rango. Segun
bibliografia contrastada, autores como Marx y colaboradores garantizaron efectos

prometedores con una concentracién de PLTs en el PRP de 1 x 108 PLTs/uL (Marx 2001), otros

Laura Miguel Pastor 19



Revision Bibliografica

estudios publicados expusieron concentraciones plaquetares de 1,3 x 10%/uL (Hee, Majd et al.
2003) y 1,5 x 10%/uL (Giusti, Rughetti et al. 2009). Se han publicado estudios de PRP con
concentracion de PLTs que va desde menos de 2 hasta 8,5 veces el valor basal, incluso algunos
autores defienden una variacion individual, donde cada individuo requiera una concentracion
diferente de PLTs para obtener un mismo beneficio clinico (Weibrich, Kleis et al. 2002, Marx

2004).

Cabe destacar que la correlacidon entre la concentracién de PLTs y de FC no siempre es
proporcional, ya que, por ejemplo, factores como el HGF o IGF se encuentran en la fraccidn
plasmatica y su potencial de reparacién tisular no se verd afectada por el nimero de PLTs

aplicadas con el PRP (Everts, Onishi et al. 2020).

Es probable que el efecto del PRP sobre la cicatrizacion sea consecuencia de distintas variables
como la concentracion plaquetar conseguida, el volumen administrado de PRP, tipo y extension
de la lesion a tratar y las propias condiciones del paciente, por lo que no existe una
recomendacion universal acerca del porcentaje de PLTs sobre el valor basal que debe abarcar el

PRP para garantizar sus efectos éptimos (Weibrich, Kleis et al. 2002, Marx 2004).

Otros factores que pueden afectar a la composicion del PRP obtenido son la fuerza y el tiempo
de centrifugacidn, cambios en estos factores alterardan la concentracion plaquetar,
concentracién en FC, pureza y viabilidad del PRP, asi como el estado de activacion de las PLTs

(Everts, Onishi et al. 2020).

Métodos de obtencion de PRP

Métodos de aféresis

Whitman y colaboradores y Marx y colaboradores fueron los primeros en utilizar un equipo
de aféresis para separar el PRP del resto de componentes sanguineo. La sangre obtenida del
paciente se procesaba en un aparato de aféresis permitiendo una separacion en tres
componentes segun diferentes densidades: PPP, capa leucocitaria (WBCs y parte de las PLTs) y
RBCs. En un primer paso, la sangre del paciente (450 mL) se sometia una primera centrifugacion
de 5.600 rpm, de este modo, los diferentes componentes sanguineos se depositaban segin
densidad: los RBCs en la parte mas baja, los WBCs en la parte intermedia y el PPP en la parte
superior. A continuacidn, una vez eliminados los RBCs, se sometia a una segunda centrifugacion
de menor velocidad (2.400 rpm). De esta forma se obtenia el PRP en el que estaban

concentrados los WBCs y las PLTs. La activacion de las plaquetas se realizaba con la adicion de
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una mezcla de cloruro calcico 10% y trombina bovina. El recuento plaguetario medio en el PRP
obtenido era de 750.000 PLTs/uL aproximadamente (Whitman, Berry et al. 1997, Marx, Carlson
et al. 1998).

Posteriormente, otros autores utilizaron esta misma técnica obteniendo mayor concentracion
plaquetar (1.250.000-1.500.000 PLTs/uL), siendo el contenido de WBCs muy bajo con respecto a

la sangre basal (Zimmermann, Jakubietz et al. 2001, Weibrich, Kleis et al. 2005).

Doble centrifugacion

Curasan PRP® Kit (Fa.Curasan, Kleinostheim, Germany)

En este método Curasan, la sangre se extrae directamente en tubos de 8,5 mL con citrato
Monovette (Sarstedt®) que permiten extraer la sangre haciendo succiéon con un émbolo o
usando el propio vacio del tubo. Este método emplea una centrifuga estandar de laboratorio y
la sangre se centrifuga a 2.400 rpm durante 10 minutos. De este modo se obtiene una
diferenciacion de fraccién plasmatica, capa leucocitaria y RBCs. El plasma sobrenadante se
transfiere a otro Monovette y se centrifuga de nuevo a 3.600 rpm durante 15 minutos
obteniéndose un sedimento que contiene la concentracidn plaquetar. El plasma sobrenadante
(PPP) se elimina del tubo dejando sélo 0,5 mL que se usardn para suspender el sedimento de
plaquetas. Esta suspension resultante es el PRP, que como resultado obtiene una concentracion
plaquetaria entre 1.000.000-2.500.000 PLTs/uL y una concentracién leucocitaria entre 14.800 y
33.100 WBCs/uL (Weibrich, Kleis et al. 2002).

Método de Landesberg

Los autores Landesberg y colaboradores propusieron un protocolo de centrifugacién doble
con material basico de laboratorio. La sangre citratada (5 mL) se sometia a una primera
centrifugacion de 200 g durante 10 minutos, y posteriormente se recogia el plasma
sobrenadante en un tubo sin anticoagulante que se sometia a otra centrifugacién (200 g durante
10 minutos). En el fondo del tubo quedaba un sedimento plaquetario que se re-suspendia en un

volumen determinado de plasma residual y constituia el PRP (Landesberg, Roy et al. 2000).

Sistemas semiautomadticos

Los sistemas semiautomaticos tienen como ventaja que permiten obtener un concentrado
plaguetario de forma rdpida, cémoda y con un riesgo menor de contaminacién bacteriana

(Vasconcelos, Figueiredo et al. 2003).
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En el mercado se encuentran diversos sistemas semiautomaticos, se citan a continuacién:

Arthrex ACPe System (Arthrex Bio Systems, Autologous Conditioned Plasma (ACP), Naples,
FL, USA)

Este Sistema garantiza la obtencion de un plasma autdlogo rico en PLTs considerado como
“plasma autdlogo acondicionado” (ACP). Emplea para ello una centrifugacion simple de 1.500
rom durante 5 minutos. EI ACP obtenido tiene una concentracién de PLTs aproximada de
550.000 PLTs/uL sin contaminacién de WBCs. Ademas, se obtienen concentraciones de PDGF-
AB 25 veces superior a la sangre basal y 4 veces superior para TGF-B

(http://secure.cdn.arthrex.com,2012).

Gravitational Platelet Separation (GPS® System) (Biomet Merck Biomaterials, Darmstadt,

Germany).

Este método emplea 54 mL de la sangre del paciente y 6 mL de anticoagulante (ACD-A), todo
el volumen es traspasado a tubos GPS® y se centrifuga a 3.200 rpm durante 12 minutos. La
concentracidn de PLTs que se obtiene es de 1.600.00 PLTs/pL con unos niveles de WBCs de
31.100 WBCs/uL, garantizando unos niveles de FC superiores a las presentes en el plasma

sanguineo (Marlovits, Mousavi et al. 2004).

Platelet Concentrate Collection System (PCCSe Kit) (3i-Implant Innovations, Palm Beach
Gardens, FL, USA):

Este sistema de doble centrifugacion requiere de un volumen de sangre del paciente de 60
mL, recogidos en tubos con anticoagulante de tipo ACD-A9. La primera centrifugacion a 3.800
rpm durante aproximadamente 3 minutos y la segunda durante 13 minutos a 3.000 rpm. Permite
una concentracién plaquetaria de 1.100.000 y 2.200.000 PLTs/pL, con unos niveles de WBCs que
oscilan entre 5.500 y 14.800 WBCs/uL (Appel, Potzsch et al. 2002, Weibrich, Kleis et al. 2002,
Weibrich, Kleis et al. 2005).

Plateltexe (Plateltex, Bratislava, Slovakia).

Este método supone un sistema de doble centrifugado, donde la sangre del paciente recogida
en tubos de 8 mL con anticoagulante ACD-A, se centrifugan por primera vez a 180 g durante 10
minutos, se aspira el plasma sobrenadante y se centrifuga por segunda vez a 1.000 g durante 10
minutos. Este sistema busca eliminar la cantidad suficiente de PPP para conseguir una
concentracién plaquetaria en torno a 1.600.000 PLTs/uL y una concentracién de PDGF-AB de

60ng/mL (Mazzucco, Balbo et al. 2008).

22 Laura Miguel Pastor



Revision Bibliografica

Secquire PRPe System (PPAI Medical, Fort Myers, FL, USA):

Tras la centrifugacion de la sangre anticoagulada con este sistema semiautomatico, se
obtienen tres capas diferenciadas: RBC, capa leucocitaria y plasma en la superficie. Con una
jeringa se aspiran los RBCs del fondo del contenedor respetando la capa leucocitaria. Con otra
jeringa colocada en el otro puerto de aspiracion se recoge el plasma existente justo por encima

de la capa leucocitaria (PRP) (http: //www.secquire.com/index4.htm.,2013).
Smart PRePe System (Harvest Technologies Corporation, Munich, Germany):

Este sistema de doble centrifigacion depende del hematocrito del paciente. Para la obtencién
de PRP se requieren de voliumenes de sangre alrededor de 50 mL. Obtiene un PRP con una
concentracion plaquetaria cercana a 1.250.000 PLTs/ulL, una concentracion leucocitaria de
19.261 WBCs/uL. La concentracidn de FC en el PRP obtenido es: PDGF-AB 208.3ng/mL, TGF-B1
77.2ng/mL e IGF-191.4ng/mL (Weibrich, Kleis et al. 2003).

Otros sistemas disponibles comercialmente de obtencidon en el mercado son: Fibrinet®
Autologous Fibrin & Platelet System (Cascade Medical Enterprises Ltd, Plymouth, UK) (Leitner,
Gruber et al. 2006, Mazzucco, Balbo et al. 2009), Regen PRP® Kit (RegenLab, Mollens-VD, CH)
(Mazzucco, Balbo et al. 2009) o, Vivostat® PRF Kit (Vivolution A/S, Birkeroed, Denmark) (Leitner,
Gruber et al. 2006).

PRGF®-Endoret®

Son muchos los kits comerciales disponibles actualmente para la obtencion de PRP, lo que se
traduce en una gran variabilidad en el contenido del producto (Magalon, Chateau et al. 2016).
No sdlo existe discrepancia en la concentracion plaquetar, sino también en la inclusion de los
WABCs en el PRP. Se considera que los L-PRP tienen enzimas leucocitarios que podrian contribuir
a prevenir infecciones, sin embargo, se conoce que los WBCs inducen inflamacidn, alteran la
matriz extracelular y dafian las células involucradas en la cicatrizacién de las heridas (Henriksen
2014). Aunque, por otro lado, la inclusién de WBCs en el PRP podria promover la biosintesis de
lipoxinas, relacionadas con la resolucidn de la inflamacién al prevenir la activacion de los NFS
(Seta and Kuwana 2007, Lana, Macedo et al. 2019). Otro estudio expuso que el LR-PRP puede
tener un impacto positivo sobre la liberacién y actividad de los FC en comparacién con PRP o
PPP, defendiendo la inclusion de monocitos (MON) en las preparaciones de PRP por su
capacidad inmunomoduladora y potencial de diferenciacién, favoreciendo incluso Ia

proliferacidn de células madre derivadas de la MO (Seta and Kuwana 2007, Perut, Filardo et al.
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2013). Posteriormente, un estudio publicado por D’asta y colaboradores indicaron que falta

evidencia para atribuir el efecto microbicida a los WBCs en el PRP (D'asta, Halstead et al. 2018).

El papel de los RBCs en el PRP esta fuertemente contraindicado, ya que estas células eritroides
cuando son administradas junto al PRP, producen la eriptosis o muerte de los RBCs, que provoca
una respuesta local en los tejidos por la liberacidon de una potente citoquina (factor inhibidor de
la migracion de macroéfagos) que inhabilita la migracion de MON y macréfagos. Todo ello
conduce a una situacidn proinflamatoria en los tejidos circundantes que inhibe la migracién de
células madre y la proliferacion de fibroblastos y causa una disfuncién celular local significativa
(Repsold and Joubert 2018). Por lo tanto, es importante limitar la contaminacién por RBCs en el

PRP (Everts, Onishi et al. 2020).

Anitua y colaboradores dieron nombre al término Plasma Rico en Factores de Crecimiento
(PRGF), clasificandolo como un tipo de P-PRP, con una concentracién moderada de PLTs (entre
1,5-3 veces las PLTs basales), en ausencia de WBCs y RBCs (Anitua, Sanchez et al. 2007, Anitua,
Sanchez et al. 2009). Concentraciones diferentes de PLTs/ulL tienen diferente eficacia en la
induccion de la actividad de los fibroblastos. Una concentracién de PLTs muy elevada
proporciona un efecto contraproducente e inhibe los procesos de curacién (Giusti, Rughetti et
al. 2013). Autores como Anitua y colaboradores realizaron estudios donde demostraron que una
concentraciéon moderada de PLTs, aproximadamente de 1,5 a 2 veces el valor basal, proporciona

mayores beneficios clinicos (Anitua, Sanchez et al. 2009, Anitua, Zalduendo et al. 2013).

PRGF® System, comercializado por BTI, proporciona una alternativa médica en diferentes
campos clinicos dentro de la medicina regenerativa, siendo la primera técnica disponible del
mercado. Cabe destacar que este sistema PRGF presenta como ventajas la obtencién de un P-
PRP biocompatible, versatil y seguro por ser puramente autdlogo, facilita el control en su
activacion y utilizacién. Su obtencion es a partir de un protocolo rapido, sencillo, manual y
gravitacional con una sola centrifugacion. Permite el control de la infeccién por sus propiedades
bacteriostaticas y es aplicable en numerosos campos de la medicina por sus diferentes opciones
de aplicacién disponibles (gel, colirio, inyectable, codgulo, membrana o injertos) de forma
segura y en ausencia de efectos secundarios, pudiendo adaptarlo segin necesidades de
tratamiento en diferentes patologias, asi la presentacién liquida puede ser util como colirio o,
terapia inyectable para infiltraciones en piel o tejidos del aparato locomotor; el coagulo se
emplea con el fin de rellenar defectos y promover la regeneracidn tisular y tratar Ulceras y; la
malla de fibrina, por sus propiedades hemostaticas, resulta una buena terapia sellando defectos

y estimulando la epitelizacion (Anitua, Sdnchez et al. 2007).
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El sistema de obtencion PRGF®-Endoret® estd patentado y su metodologia esta avalada por
los certificados ISO 9001: 2008, I1SO 13485: 2003 e ISO 13485:2003 CMDCAS, marcado
estadounidense FDA (Food and Drug Administration) y la autorizacidon de los ministerios de

sanidad de Canada y México (http: //bti-biotechnologyinstitute.com,2014).

El protocolo para la obtencién de PRGF®-Endoret® estd ampliamente documentado en
diferentes especies y se ha aplicado con éxito en diferentes areas clinicas como medicina
regenerativa (Anitua, Sdnchez et al. 2006, Anitua, Sanchez et al. 2007, Solakoglu, Heydecke et
al. 2020): curacion de heridas, oftalmologia, odontologia, artrosis, tendinopatias o medicina
estética en humanos (Anitua, Sanchez et al. 2012, Giacomello, Giacomello et al. 2015, Vaquerizo,
Padilla et al. 2018, Anitua, Muruzabal et al. 2019, Navarro, Pino et al. 2020, Giacomello,
Mortellaro et al. 2021, Rahhal-Ortuiio, Ferndndez-Santodomingo et al. 2021, Soares and
Prazeres Lopes 2021). En el drea veterinaria este producto abarca estudios prometedores en
especialidades como traumatologia y oftalmologia en perros (Damia Giménez, Carrillo Poveda
et al. 2012, Vilar, Morales et al. 2013, Cuervo, Rubio et al. 2014) y caballos (Rushton,
Kammergruber et al. 2018), cicatrizacidn de heridas (Wang Saegusa 2017, Chicharro, Carrillo et
al. 2018, Chicharro-Alcantara, Rubio-Zaragoza et al. 2018) o como tratamiento de defectos
completos del cartilago en conejos (Torres-Torrillas, Damia et al. 2021, Torres-Torrillas, Damia
et al. 2022). Sin embargo, se debe poner énfasis en la importancia de estandarizar un protocolo
de obtencién de PRP para cada especie animal, ya que estdn documentadas variaciones en la
concentracién de WBCs, RBCs, PLTs y, por tanto, de FC entre protocolos segin especie por
diferencias interespecificas, como por ejemplo el tamafio plaquetar, la composicién de los
granulos de las PLTs o el valor hematocrito, entre otros (Clemmons, Bliss et al. 1983, Dohan
Ehrenfest, Rasmusson et al. 2009). Incluso, pueden surgir diferencias en la obtencién de PRP
entre individuos de la misma especie para un mismo protocolo descrito (Castillo, Pouliot et al.
2011, Carr, Canapp et al. 2015, Franklin, Garner et al. 2015, Chun, Canapp et al. 2020). Sin
embargo, hoy en dia no esta estudiado este producto en la especie felina, siendo éste el objetivo

principal de esta Tesis Doctoral.
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Gatos

PRP en gatos

Los estudios acerca de la obtencidon de PRP en el gato son escasos y relativamente actuales.
Silva y colaboradores fueron los primeros en disefiar un estudio acerca del PRP en esta especie
cuyos objetivos fueron describir un método manual de obtencion de concentrado plaquetar en
gatos, describir la poblacién celular de estos concentrados plaquetares y estudiar el impacto de
la trombina bovina respecto al gluconato célcico en diferentes tiempos sobre los FC PDGF-BB y
TGF-R1. El estudio se realizé en 16 gatos a los cuales se les extrajeron 2 tubos de 8 mL de sangre
y cada uno de esos tubos fue centrifugado a 85 g durante 6 minutos. Posteriormente la fraccion
plasmatica se dividié en un 50% como PC-A y PC-B para seguidamente llevar a cabo el contaje
celular y de FC segln protocolo de activacidon. Los autores afirmaron haber obtenido
concentrados plaquetares clasificados como P-PRP, sin embargo, aunque consiguieron aumentar

notablemente la concentracién de PDGF-BB y TGF-R1 y reducir la concentracion de WBCsy RBCs
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en las fracciones plasmaticas obtenidas con respecto a la sangre basal, quedaron muy lejos de

las condiciones que debe cumplir un P-PRP (Silva, Alvarez et al. 2012).

En los ultimos 5 afios los estudios acerca del PRP en gatos han ido aumentando, aunque siguen
siendo insuficientes. En 2020, Ferrari T. y Schwartz P. llevaron a cabo un estudio prospectivo que
valoraba la obtencidn de PRP en 20 gatos empleando dos sistemas de centrifugacién disponibles
en el mercado evaluado previamente en perros. Los autores siguieron las recomendaciones del
fabricante, aunque se modificé el volumen total de sangre extraido siendo menor que en los
perros debido al menor tamano corporal de los gatos, factor limitante para la extraccién
sanguinea en esta especie. Ninguno de los dos sistemas consiguid concentrar las PLTs en el rango
Optimo descrito por el fabricante (2-5 veces las PLTs basales), sin embargo, ambos consiguieron
resultados prometedores disminuyendo la concentracion de RBCs y WBCs (Ferrari and Schwartz

2020).

Posteriormente, Chun y colaboradores disefiaron un estudio prospectivo donde participaron
11 gatos cuyo objetivo fue analizar un sistema de obtencién de PRP disponible comercialmente
para humanos. Como resultado, este sistema comercial de obtencién de PRP empleado
consiguid aumentar la concentracidén plaguetar en un 151% con respecto a la sangre basal
disminuyendo notablemente la fraccidn eritrocitaria. Sin embargo, este derivado sanguineo no
pudo considerarse como un P-PRP por presentar concentraciones notables de WBCs (Chun,

Canapp et al. 2020).

Dado el beneficio clinico del PRP en pacientes humanos, caballos y perros, cabe sospechar
gue esta terapia pueda ser igualmente eficaz en los gatos para determinadas patologias,
relacionadas principalmente con medicina regenerativa. Aunque comparado con otras especies,
los estudios de aplicacion clinica de PRP en el gato es infima, cada vez son mas los autores que
ponen de manifiesto la necesidad de seguir investigando en este campo. El primer estudio que
evalud la aplicacidn clinica del PRP en gatos fue publicado en 2017 por el autor Gemignani y
colaboradores. El estudio evalta un caso clinico de un gato adulto con una herida traumatica y
contaminada, de dimensiones 23 x 46 mm ocasionada por la mordedura de un perro de dos dias
de evolucidn en la region del cuello al cual aplicaron tépicamente PRP heterdlogo de perro. El
paciente no tuvo efectos secundarios locales ni sistémicos permitiendo la formacién temprana
de tejido de granulacion y posterior curacion de la herida. Cabe sefialar que el paciente recibié
pauta antimicrobiana 5 dias posteriores, sin embargo, no recibid terapia antiinflamatoria

sistémica (Gemignani, Perazzi et al. 2017).
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De manera mas reciente, se ha publicado un estudio que evalla la capacidad de la inyeccién
subconjuntival de PRP autélogo en el tratamiento de Ulceras corneales en 16 gatos y 12 perros,
ademads de estimar la expresidon de biomarcadores de estrés oxidativo en estos pacientes. El
numero de inyecciones se realizd de acuerdo con la respuesta de cada caso. Lo que observaron
los autores fue que, en los gatos, el nimero de inyecciones subconjuntivales de PRP fueron
superiores con respecto a los perros, afirmando que la administracién de PRP autélogo es un
tratamiento eficaz y seguro en el manejo de ulceras corneales en ambas especies (Farghali,
AbdEIKader et al. 2021). Sin embargo, es importante puntualizar que se aplicd el mismo
protocolo de obtencion de PRP en perros que en gatos, previamente descrito por Kececi y
colaboradores en humana y, ademas, en este estudio tampoco se evalud analiticamente el

subproducto obtenido antes de su aplicacidn (Kececi, Ozsu et al. 2014).

Un estudio de 2022, publicado por el autor Farid y colaboradores, estudid la eficacia del PRP
como tratamiento en la esclerosis multiple en 15 gatos. Los animales fueron divididos en 3
grupos de 5 animales: grupo control (no se indujo dafio), grupo control positivo al que se produjo
la lesidon de esclerosis mediante inyeccion de bromuro de etidio (BE) y posteriormente se
administrd una inyeccion intratecal de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y un tercer
grupo al que se le provocé también la lesidon de la misma forma, pero tratado con PRP inyectado
intratecalmente 14 dias después de provocar la lesion. La recuperacion motora de los pacientes
fue evaluada los dias 1, 3, 7, 14, 20 y 28 post administracion del tratamiento. Posteriormente los
pacientes fueron eutanasiados y valorada la respuesta al tratamiento mediante técnicas como
resonancia magnética e histopatologia. Como resultado del estudio se obtuvo una mejora en la
funcién motora, asi como cambios histoldgicos y en la resonancia magnética en el grupo tratado
con PRP (Farid, Abouelela et al. 2022). No obstante, cabe destacar que los autores del estudio
extrapolaron un protocolo de obtencién de PRP equino descrito por Giraldo C. y colaboradores
en 2015 (Giraldo, Alvarez et al. 2015) sin comprobar que la fraccién obtenida en los gatos tuviera

una concentracion de PLTs 6ptima para considerar el hemoderivado como PRP.

Un estudio publicado por Angelou y colaboradores registré la eficacia de la aplicaciéon
intralesional de PRP, descrito previamente por Dionyssiou y colaboradores en 2013 (Dionyssiou,
Demiri et al. 2013), en heridas abiertas producidas experimentalmente en 8 gatos. La
cicatrizacion de las heridas se evalud mediante examen clinico, planimetria, |aser Doppler e
histologia en los dias 0, 7, 14 y 25 post-lesion ademas de valorar las metaloproteinasas. Los
autores obtuvieron una diferencia significativa en la cobertura total del fondo de la herida con

tejido de granulacion entre los grupos PRP y control. Esto puede deberse al efecto favorecedor
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de la angiogénesis y al aumento de fibroblastos por parte de los FC, por lo que dicho estudio
demostré que la administracidon intralesional de PRP mejora la contraccién, la cicatrizacién
total de heridas y la perfusidon tisular en déficits cutdneos con el tejido subcutdneo
eliminado en gatos. Para la preparacidn del PRP en esta publicacién, los autores emplearon
un kit comercial disponible para humanos que no habia sido evaluado previamente en
gatos. Obtuvieron en el 50% de los gatos, un aumento de PLTs de, al menos, 2 veces en
comparacion con la sangre basal con una reduccién notable de RBCs y WBCs, no obstante,

aplicaron el plasma a todos los gatos del estudio (Angelou, Psalla et al. 2022).

Plaquetas en gatos

Las PLTs de los gatos son propensas a activarse y, como consecuencia, a aglutinarse después
de la recoleccion o manejo de la sangre. A este fendmeno se le atribuye el término de
pseudotrombocitopenia y dificulta la determinacion de los recuentos precisos de PLTs en esta
especie (Moritz and Hoffmann 1997). Otra particularidad de las PLTs en los gatos que dificulta
el contaje electrénico es su gran tamafio y variabilidad de este en comparacién con otras
especies, lo que obstaculiza separarlas de los RBCs en funcién del volumen celular. En la mayoria
de los animales domésticos y en humanos la poblaciéon de las PLTs sigue una distribucion
uniforme en cuanto al tamafio (2 — 4 mm), sin embargo, en el gato el tamafio plaquetar puede
variar de 2 a 6 mm (Weiser and Kociba 1984, Boudreaux and Ebbe 1998, Boudreaux, Osborne et
al. 2010). En otras especies, como por ejemplo el perro y el humano, existen mutaciones en el
gen R1-tubulina que dan lugar a PLTS de mayor tamafio y, para mantener una hemostasia
adecuada, tiene lugar una trombocitopenia fisioldgica. Por el contrario, en el gato no se ha visto
esta relacion entre la presencia de macroplaguetas y trombocitopenia. Una diferencia
interesante en gatos en comparacién con perros y humanos con mutaciones en el gen R1-
tubulina es que, las mutaciones en este gen estan ubicados en zonas diferentes en perros y
humanos comparado con los gatos, estos cambios podrian resultar en un tamafio alterado de
las PLTs sin tener un efecto sobre el nimero de estas en gatos, aun asi se requiere de estudios
adicionales para determinar qué diferencias en aminodcidos desempefian un papel en el tamafio

y forma de las PLTs en gatos (Boudreaux, Osborne et al. 2010).

A su vez, la presencia de agregados plaquetares da lugar a un contaje electrénico de WBCs
erroneo (Knoll and Rowell 1996). Por ello, es importante evaluar mediante un frotis sanguineo
el contaje de PLTs y presencia de agregados plaquetares en estos pacientes (Harvey 2017). La

trombocitopenia real en gatos se ha documentado en porcentajes muy bajos (1,2% y 3,1%)
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(Jordan, Grindem et al. 1993, Norman, Barron et al. 2001). A parte del gran tamafio plaquetar
en esta especie, se conoce que las PLTs de los gatos presentan concentraciones de serotonina
superiores en comparacion a otras especies. La serotonina estd fuertemente relacionada con la
activacidon plaquetaria, una vez se expone esta hormona, la agregaciéon plaquetaria es
irreversible. La adherencia de las PLTs depende también de fuentes de energia intra y
extracelulares, siendo las reservas intracelulares de glucégeno y glucosa las principales fuentes
de energia para la produccién de ATP en las PLTs. Se ha demostrado que las PLTs son capaces
de absorber la glucosa de la circulacién a través de transportadores de membrana de glucosa,
pudiendo ser la concentracion de glucosa en la sangre un motivo de formacidn de agregados
plaquetares, ya que su concentracidén va disminuyendo en la muestra sanguinea una vez
recolectada (Riond, Wallmuth et al. 2015). Se ha postulado que la calidad de la recoleccién de
sangre es la principal causa de la presencia de agregados plaquetares en muestras de sangre
felina (Moritz and Hoffmann 1997, Norman, Barron et al. 2001). Sin embargo, no hay
informacion disponible en gatos sobre la cinética de la formacidn de agregados plaquetarios en
la sangre con acido etilendiaminotetraacético (EDTA), anticoagulante altamente empleado para
la recoleccién de sangre para su posterior andlisis, y el curso de los recuentos plaquetarios
durante un periodo de tiempo clinicamente relevante. En 2015, Riond B. y colaboradores
disefiaron un estudio cuyo objetivo fue determinar el recuento de PLTs en gatos sanos durante
un periodo de tiempo de 24 horas (h) después de la recoleccién de sangre con EDTA en 9 puntos
temporales, asi como evaluar la calidad de la extraccién sanguinea, el efecto de la anestesia o el
efecto de las concentraciones de glucosa en la formacion de agregados plaquetarios. Se
analizaron muestras de 30 gatos sanos, evaluadas mediante citometria de flujo basada en
fluorescencia e impedancia y mediante evaluacion de frotis sanguineo. Empleando la citometria
de flujo, el 47% de las muestras analizadas fueron trombocitopénicas de uno a 8 puntos
temporales después de la recoleccion frente a un 57% de las muestras evaluadas mediante frotis
sanguineo. A las 24 h, todas las muestras trombocitopénicas mostraron recuentos plaquetarios
normales. Las diferencias significativas en los recuentos de PLTs entre método automatico y
manual, se asociaron con la presencia y el tamafio de los agregados y el tiempo transcurrido
desde la extraccion. Los niveles de glucosa en sangre periférica mostraron niveles decrecientes
con el tiempo y una influencia significativa en los agregados plaquetares con la concentracion
de glucosa. No se observd una influencia estadisticamente significativa de la anestesia en los
recuentos de PLTs, ni se obtuvieron diferencias significativas con la calidad de la extraccién de
la sangre, ya que una recoleccion perfecta de sangre no impidié la agregacion plaquetaria en los

gatos del estudio (Riond, Walmuth et al. 2015). Hasta el presente estudio, se recomendaba
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determinar los recuentos de PLT dentro de un periodo de tiempo relativamente corto después
de la recoleccidn de sangre, desde 30 minutos (Moritz and Hoffmann 1997) hasta 4 - 6 h (Knoll
and Rowell 1996). Riond y colaboradores ya obtuvieron agregados plaquetares en los tiempos
recomendados por anteriores autores, no obstante, se deberia reflexionar acerca de analizar las
muestras a las 24 h de la recoleccién, donde los agregados plaquetares habian desaparecido

(Riond, WalRmuth et al. 2015).

Virus de la leucemia felina (FeLV)

La leucemia viral felina es causada por FelV, uno de los retrovirus con mayor impacto global
en la salud de los gatos domésticos a nivel mundial. Se describié por primera vez en 1964 por
Jarrett y colaboradores al encontrar el virus replicado en la membrana de los linfoblastos en un
gato con linfoma (JARRETT, MARTIN et al. 1964). Este virus provoca una disminucion en el
sistema inmunitario de los gatos afectados pudiendo dar lugar a enfermedades

inmunomediadas, neoplasias y alteraciones hematoldgicas.

Epidemiologia y transmisién

FeLV es un y-retrovirus formado por una cadena simple de ARN. Este virus integra su genoma
como una doble cadena de acido desoxirribonucleico (ADN) en las células del gato infectado
gracias a la enzima de la transcriptasa inversa, considerandose en este momento provirus. El
virus presenta una envoltura lipido soluble, lo que convierte a este virus en débil y vulnerable
en el ambiente inactivandose de forma facil, ademas, el virus presenta una cdpsula proteica con
un peso molecular de 27 kilodaltons (kDa) reconocida con el nombre de p27. El contagio entre
gatos requiere un contacto estrecho y generalmente ocurre con mayor prevalencia entre
individuos con una relacién amistosa, cuya principal via de contagio es la oronasal, siendo la
saliva el vehiculo principal en la transmisidn del virus. Los gatitos son especialmente vulnerables
al contagio de la enfermedad, aunque se ha demostrado que los gatos adultos se ven también
altamente afectados (Levy, Scott et al. 2006, Hartmann 2012). La transmision puede ocurrir
también por transmisidon vertical de madres infectadas a los fetos o sus crias o, de forma
yatrogénica por agujas contaminadas o transfusién de sangre de gatos infectados. El virus se
replica en muchos tejidos como glandulas salivales, MO y epitelio respiratorio. Si tras la
infeccidn, el sistema inmune del gato infectado no interviene, el FelLV se propaga a la MO

infectando a las células precursoras de la hematopoyesis.
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Patogenia

Se han descrito 3 subtipos principales de FeLV: FeLV-A, FeLV-By FeLV-Cy, mas recientemente

se han aislado otros 2 subtipos mdas de FelLV: FeLV-D y FeLV-T. Los subgrupos de FelV estan

estrechamente relacionados desde el punto de vista inmunoldgico, pero utilizan diferentes

receptores celulares (Miyazawa and Jarrett 1997, Chiu, Hoover et al. 2018). El principal

determinante patdgeno de FelV es la composicidn proteica de la envoltura de los subgrupos

virales, sin embargo, los mecanismos por los cuales la diferencia en esta secuencia proteica

influye en la patogenia no se conoce con exactitud (Moser, Burns et al. 1998).

La infeccién por FelV se clasifica en diferentes grupos segun la patogenia (Hartmann and

Hofmann-Lehmann 2020) :

Infeccion progresiva: el sistema inmunitario del gato infectado no es capaz de
controlar la infeccidon, provocando una replicaciéon extensa del virus, primero en
tejido linfoide y, posteriormente, en MO, tejidos glandulares y mucosas. Estos gatos
no son capaces de controlar la viremia y diseminaran el virus de por vida.

Infeccion regresiva: aproximadamente un tercio de los gatos infectados con FeLV son
capaces de controlar la viremia, antes o poco después de que el virus se integre en la
MO, gracias a un sistema inmunitario eficaz. Estos gatos no llegaran a desarrollar
viremia, aunque el provirus de FelV se integrard en el genoma de estos gatos
permaneciendo infectados de por vida y serdn portadores del provirus FelLV. A pesar
de que no eliminaran el virus a través de la saliva, el ADN del provirus puede
transmitirse a otros gatos a través de transfusiones sanguineas. Los gatos con
infeccidn regresiva pueden volverse virémicos en situaciones de inmunosupresion
por reactivacion del virus, ya que el provirus integrado conserva su capacidad de
replicacién durante toda la vida del gato, siendo posible la reactivacién incluso
muchos afios después de la exposicion inicial a FeLV.

Infeccion abortiva: los gatos con este tipo de infeccién nunca desarrollaran viremia,
ya que el virus se controla en el tejido linfoide sin llegar a la MO debido a una
respuesta inmunitaria humoral eficiente. Se ha descrito este tipo de infeccidén
aproximadamente en un tercio de la poblacion de gatos infectados con FelV.
Infeccion atipica focal: hasta un 10% de los gatos infectados con FelV se produce una
replicacién del virus local atipica de forma persistente. Los tejidos afectados en este
tipo de infeccién son las glandulas mamarias, vejiga, ojos, bazo, intestino delgado o

ganglios linfaticos.
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Prevalencia

La prevalencia es muy variable dependiendo de la ubicacion geografica y la poblacidn animal
ensayada, variando entre 3,0% a 28,4% en América del Sur, 0,5% a 24,5% en Asia y
Australia/Nueva Zelanda, 2,3% a 3,3% en los Estados Unidos (EEUU) y 0,7 a 15,6% en Europa,
entre otros (Gleich and Hartmann 2009, Little, Sears et al. 2009, Hellard, Fouchet et al. 2011,
Englert, Lutz et al. 2012, Spada, Proverbio et al. 2012, Hofmann-Lehmann, Gonczi et al. 2018,
Westman, Norris et al. 2019). En Espafia, concretamente, la prevalencia reportada de FelV es

del 2,6% (Studer, Lutz et al. 2019).

Signos clinicos

La replicacion activa del virus en los diferentes tejidos es la responsable de los signos clinicos
en los gatos con infeccion progresiva, aunque también se ha descrito en gatos con infeccion
regresiva por reactivacién del virus. Los gatos con FelLV a menudo desarrollan alteraciones
relacionadas con afectacion de la MO como anemia y otras citopenias (Little, Levy et al. 2020),
asi como enfermedades inmunomediadas como anemia hemolitica inmunomediada,
glomerulonefritis y poliartritis. Otro hallazgo frecuente en gatos con FelV es el desarrollo de
linfoma (Louwerens, London et al. 2005). La mayoria de los gatos (aproximadamente el 80%)
con infeccidn progresiva tienen una esperanza de vida entre 4 y 5 afos. Sin embargo, la
progresion de la enfermedad dependerd del sistema inmune, asi como el factor limitante estrés
o la presencia de enfermedades concurrentes en el propio individuo (Hartmann 2012, Hofmann-

Lehmann and Hartmann 2020).

Diagndstico

Seglun la Asociacién Americana de Clinicos Felinos (American Association of Feline
Practitioners, AAFP) lo mas importante para el control de las enfermedades en gatos causadas
por retrovirus es la deteccion de estos mediante pruebas diagndsticas. Se recomienda realizar
estos tests como pruebas screening en el momento de adquirir un gato como mascota, antes
del momento de la vacunacidn frente a retrovirus, a lo largo de la vida del gato cuando éste esta
altamente expuesto a la infeccidn de estos virus o, siempre que el paciente muestre signos

clinicos compatibles de enfermedades asociadas a retrovirus.

El diagndstico de FelV se basa principalmente en la deteccidn del antigeno p27. Son varias las
pruebas que se encuentran disponibles para la deteccién de FelV, sin embargo, el diagnéstico

de la enfermedad dependerd del tipo de infeccidon que se presente en cada gato. El método
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diagnostico mas empleado en la clinica rutinaria es la prueba ELISA (del inglés Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay “ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas”), realizada con sangre
entera, suero o plasma, permitiendo la deteccidon de la enfermedad en el primer mes de la
infeccidn. Al ser una prueba que detecta antigeno p27, los anticuerpos maternales no interfieren
en el resultado, siendo una prueba util en gatitos. En caso de un resultado negativo en una
prueba ELISA, se recomienda repetir el procedimiento al menos un mes después. Otra prueba
disponible que detecta p27 es la fluorescencia directa, que puede realizarse en sangre o MO.
Esta prueba requiere un periodo de 6 a 8 semanas post-infeccidén para la deteccion del virus, por
lo que no son consideradas buenas pruebas de screening. Las pruebas de reaccién en cadena a
la polimerasa (PCR), realizada a partir de sangre, MO, diferentes tejidos o, saliva de gatos
infectados, es capaz de detectar acido nucleico viral, por lo que es la prueba de eleccién en gatos
con infeccién regresiva o cuando otras pruebas de deteccién de p27 tienen resultados

discordantes (Hartmann and Hofmann-Lehmann 2020).

Manejo y tratamiento de la enfermedad

En todos los casos, se debe mantener a los gatos infectados de FelV aislados de gatos
negativos a leucemia. En caso de gatos FelV sin desarrollo de la enfermedad, se recomienda
revisiones generales que incluyan hematologia, perfil bioquimico completo y uroanalisis de
forma periddica (cada 6-12 meses). Se recomienda, ademds, esterilizar a los gatos tanto machos
como hembras, con el fin de minimizar la transmisién. Por ultimo en el manejo de minimizar el
contagio del virus, se recomienda el uso de soluciones desinfectantes en las dareas de
hospitalizacion o simples precauciones de limpieza entre gatos, ya que el virus es muy sensible

y se inactiva rapidamente fuera del huésped (Lutz, Addie et al. 2009).

No existe un tratamiento especifico para FelV. La terapia en los gatos infectados se centra en
administrar tratamiento de soporte en caso de signos clinicos asociados o enfermedades
concomitantes, asi como llevar a cabo un protocolo vacunal adecuado en los gatos negativos
minimizando la probabilidad de contagio. Los estudios acerca de la terapia con
inmunomoduladores y antivirales en gatos FeLV son limitados. Sin embargo, el antiviral 3’-azido-
2’,3’-dideoxythymidine (AZT) ha demostrado inhibir la replicacién de FelV in vitro e in vivo en
infecciones experimentales, reduciendo la carga viral plasmatica mejorando el sistema inmune
y estado clinico del paciente, aumentando la calidad de vida y prolongando la esperanza de vida

en los pacientes infectados (Lutz, Addie et al. 2009).
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Virus de la inmunodeficiencia felina (FIV)

La inmunodeficiencia felina es una enfermedad provocada por FIV. Este retrovirus, junto a
FelV, presenta un alto impacto en la salud de los gatos domésticos de todo el mundo. Se
caracteriza por provocar la disminucion de la funcidn del sistema inmunitario del gato infectado

afectando su calidad de vida y tasa de supervivencia (Westman, Coggins et al. 2022).

Epidemiologia y transmisién

FIV es un retrovirus del género lentivirus. Se han aislado cinco subtipos de FIV: A, B, C,D, y E
segun diferencias en la secuencia de nuecledtidos. Los subtipos Ay B son los mas distribuidos a
nivel mundial, mientras que el subtipo E es el menos distribuido. Los gatos pueden infectarse de
forma simultdnea con mas de un subtipo y en un pais pueden coexistir diferentes subtipos de
FIV (Hofmann-Lehmann, Holznagel et al. 1997). Algunos autores defienden la necesidad de
ampliar nuevas investigaciones acerca de subtipos probables, aunque todavia desconocidos para
FIV, pudiendo tener repercusién clinica en el desarrollo del cuadro clinico en los pacientes

infectados (Hayward and Rodrigo 2010).

El principal modo de transmisién de este retrovirus es a través de heridas por mordedura
(Hosie, Addie et al. 2009), siendo los machos no castrados los principales afectados (Levy, Scott
et al. 2006, Westman, Paul et al. 2016). Se ha documentado también la transmisidn vertical,
donde hasta el 70% de los gatitos pueden verse infectados si la madre se encuentra gravemente
afectada por FIV durante la gestacidn o la lactancia. La transmisién yatrogénica también ha sido
descrita por asepsia inadecuada en la esterilizacién de material quirdrgico o transfusiones
sanguineas. El virus es muy vulnerable en el ambiente, sobreviviendo pocos minutos fuera del
huéspedy se inactiva de manera sencilla con desinfectantes comunes e incluso con jabén comin

(Hosie, Addie et al. 2009).

Patogenia

El FIV provoca una alteracion progresiva de la funcién inmunitaria del gato infectado. El virus
tiene un tropismo primario por los linfocitos, incluyendo linfocitos B, linfocitos T CD4+, linfocitos
T CD8+ y monocitos/macréfagos (Hosie, Addie et al. 2009). Tras la infeccion por FIV, el virus
puede aislarse en los linfocitos a los 10-14 dias, alcanzando un nivel de viremia maxima entre las
7 y 8 semanas post infeccion. A continuacion, la carga virica ird disminuyendo gradualmente
hasta que vuelva a aumentar de forma notable en las fases terminales de la enfermedad o fase

de inmunodeficiencia. En el momento de maxima replicacion del virus, el nimero de linfocitos
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CD4+ disminuye. Seguido a esta linfopenia inicial aparece un aumento en la produccion de
anticuerpos frente a FIV, lo que se traduce en un aumento de linfocitos CD8+ y por consiguiente
una inversion del cociente CD4+/CD8+ de forma persistente. Con el tiempo, el efecto citopatico
del FIV provoca una pérdida progresiva de linfocitos CD4+ y CD8+ (Joshi, Vahlenkamp et al. 2004,
Murphy, Vapniarsky et al. 2012). Después de un largo periodo de latencia clinica, la pérdida
progresiva de linfocitos T da lugar a un sindrome de inmunodeficiencia caracterizado por

infecciones secundarias crdnicas y recurrentes (Hartmann 2011, Carlton, Norris et al. 2022).

Ademds de la linfopenia, se han observado otras alteraciones como neutropenia,
eosinopenia, leucopenia (Hofmann-Lehmann, Holznagel et al. 1995, Callanan, Jones et al. 1996),
anemia, trombocitopenia y pancitopenia (Fujino, Horiuchi et al. 2009, Gleich and Hartmann
2009). Estas citopenias ocurren en respuesta a la infeccion de las células progenitoras mieloides
e inhibicion de la hematopoyesis (Beebe, Gluckstern et al. 1992, Fujino, Horiuchi et al. 2009). La
infeccion por FIV a largo plazo también puede conducir al desarrollo de neoplasias malignas

hematopoyéticas (Kaye, Wang et al. 2016).
Hay tres fases de la infeccion por FIV (Little, Levy et al. 2020):

= Fase aguda: los gatos son virémicos y sintomaticos, esta fase tiene una duracién de 1
a 3 meses tras la infeccidn. En esta fase tiene lugar una disminucidn notable de los
linfocitos T CD4+.

= Fase asintomadtica o latente: en esta fase tiene lugar una produccion elevada de
anticuerpos frente a FIV, la carga viral circulante en los pacientes disminuye
notablemente. La ratio CD4+ / CD8+ se invierte por el aumento de los linfocitos CD8+
frente a la caida de linfocitos CD4+. Esta fase puede durar muchos afios.

= Fase progresiva o crénica: generalmente el progreso de la infeccion por FIV provoca
una disminucion progresiva de los linfocitos CD4+ y CD8+ que conlleva a un
debilitamiento del sistema inmunitario del gato infectado. En esta fase de
inmunodeficiencia los gatos estan predispuestos a multiples infecciones de forma

crénica y recurrente.

Prevalencia

La tasa de prevalencia mundial de FIV varia de 2 a 44% (Pedersen, Ho et al. 1987, Hartmann
1998), registrando del 3 al 18% en los EEUU (Levy, Scott et al. 2006), del 6 a 44% en Asia (Ishida,
Washizu et al. 1989, SpriBler, Jongwattanapisan et al. 2021), 13 a 20% en Australia (Westman,

Paul et al. 2016, Carlton, Norris et al. 2022), hasta un 30% en Europa (Carlton, Norris et al. 2022,
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Priolo, Masucci et al. 2022), oscilando en Espaiia entre el 1y el 20,9% (Ayllén, Diniz et al. 2012,
Mird, Rupérez et al. 2014, Montoya, Garcia et al. 2018, Alcover, Basurco et al. 2021, Candela,

Fanelli et al. 2022, Villanueva-Saz, Giner et al. 2022).

Signos clinicos

Los gatos infectados permaneceran durante multiples afios asintomaticos, incluso algunos de
ellos pueden no llegar a desarrollar la enfermedad a lo largo de su vida. No obstante, en la fase
clinica, los signos clinicos son consecuencia de la inmunosupresidn e infecciones secundarias,
siendo habitual manifestaciones como pérdida de peso, gingivoestomatitis crdnica, rinitis
crénica, linfadenopatia, glomerulonefritis inmunomediada y neoplasias como linfoma de células

tipo B.

El tiempo de supervivencia en gatos infectados con FIV es muy variable, dependiendo de
factores como el subtipo de FIV, el genoma del paciente, el impacto de las co-infecciones o el

estrés (Hartmann 2012).

Diagndstico

El diagndstico de FIV, en general, se lleva a cabo mediante la deteccién de anticuerpos
empleando test ELISA y suele ser suficiente para el diagndstico puesto que FIV produce una
infeccidn persistente. La deteccidon de anticuerpos frente a FIV es detectable desde los primeros
60 dias post infeccidn, aunque en algunos casos puede ocurrir de manera mas tardia. Debido a

que la carga viral circulante de FIV no es alta, la deteccidn de antigeno no es muy recomendable.

En caso de sospechar de un falso positivo en la prueba ELISA las recomendaciones son repetir
de nuevo la prueba al menos 60 dias mas tarde o realizar otras pruebas como Western Blot o
inmunofluorescencia indirecta (IFl) o PCR, aunque esta ultima puede dar falsos negativos por la

gran cantidad de subtipos de FIV que hay y la baja carga viral del virus (Little, Levy et al. 2020).

Manejo y tratamiento de la enfermedad

No existe un tratamiento especifico frente a FIV. El manejo de la enfermedad va encaminado
al control de los signos clinicos asociados a coinfecciones y desarrollo de otras enfermedades
como neoplasias. La esperanza de vida en gatos FIV positivos es muy variable, siendo menor en
los casos con coinfecciones de FelV o, en casas donde conviven varios gatos con individuos

infectados. No obstante, se ha demostrado que los gatos infectados con FIV pueden tener
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periodos de longevidad altos cuando reciben revisiones de forma periddica en el veterinario y

se administra terapia para las enfermedades concurrentes (Little, Levy et al. 2020).
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Materiales

Esta Tesis Doctoral esta basada en la investigacion sobre la optimizaciéon del PRGF®-Endoret®
en gatos y su relacién con enfermedades viricas felinas: leucemia e inmunodeficiencia. Se ha

dividido el trabajo en 3 estudios diferentes basados en los 3 objetivos principales del estudio.

Todos los propietarios de los animales incluidos en el estudio firmaron un consentimiento

informado por escrito tras haber sido notificados de toda la informacidn relevante del proyecto.

El estudio clinico fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica y Bienestar Animal de la
Universidad CEU Cardenal Herrera (2018/VSC/PEA/0196), y por las autoridades autondmicas
competentes siguiendo las normas referentes a bienestar y animal (RD53/2013 sobre proteccion
de animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos -Boletin Oficial del Estado del

8 de febrero — que adecua la Directiva Comunitaria 2010/63/UE).
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Modelo animal

La presente Tesis Doctoral se realizé con pacientes clinicos del Hospital Clinico Veterinario UCH-
CEU de la especie felina (Felis silvestris catus) de diversas razas y edades, tanto machos como
hembras. Se incluyeron un total de 57 animales en este trabajo. La inclusion en diferentes grupos:
gatos sanos, gatos FelV y gatos FIV, se detalla posteriormente segun los diferentes estudios

clinicos.

Criterios de inclusion

Previo a la inclusién de los pacientes de esta Tesis Doctoral segln grupo de estudio, se realizo
una evaluacién para comprobar su estado de salud. Este estudio incluyd un examen fisico
completo (exploracion fisica general y valoracion de constantes vitales) y una analitica sanguinea
que incluia hemograma, bioquimica basica y un test seroldgico de IDEXX SNAP® test FelLV/FIV
(tabla 1). Se consideran animales sanos aquellos que no presentaban alteraciones analiticas
hematoldgicas ni bioquimicas y presentaban un resultado negativo en la prueba SNAP® de IDEXX
(Figura 1A). Los gatos FeLV, debian presentar un resultado positivo solo frente al antigeno de FelLV
(Figura 1B) sin alteraciones analiticas hematoldgicas ni bioquimicas. Por ultimo, los gatos
considerados FIV, debian mostrar un resultado positivo en la prueba SNAP® de IDEXX frente a
anticuerpos anti-FIV (Figura 1C) y, a su vez, parametros hematoldgicos y bioquimicos dentro del

rango de referencia.

Criterios de exclusion

Las muestras de plasma que tras su centrifugacién mostraron alteraciones como coagulos de

fibrina (Figura 2), hemolizadas, o en caso de muestra insuficiente, fueron descartadas del estudio.

A continuacidn, la siguiente tabla muestra los parametros analiticos que fueron registrados en

cada paciente previa inclusién en el estudio (tabla 1).
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Tabla 1: Parametros analiticos medidos en cada paciente para evaluar su estado de salud.

Hematologia Bioquimica Serologia

Eritrocitos (M/pL) Creatinina (mg/dL) Virus Leucemia felina

Hemoglobina (g/dL) Urea (mg/dL) Virus Inmunodeficiencia felina
Hematocrito (%) Colesterol (mg/dL)
MCV (fL) GGT (UI/L)
MCH (pg) ALT (UI/L)
MCHC (g/dL) ALP (UI/L)
CH (pg) Glucosa (mg/L)
HDW (g/dL) Proteinas Totales (g/dL)
RDW (%) Albumina (mg/dL)
RET (10%/pL) Globulinas (g/dL)
Leucocitos (K/uL Ratio Alb/glob (g/mL)
Linfocitos (K/pL) Na+ (mEq/L)
Neutréfilos (K/puL) K+ (mEq/L)
Monocitos (K/uL) Cl- (mEqg/L)
Eosindfilos (K/puL)
Basdfilos (K/uL)
Plaquetas (K/uL)
VPM (fL)

MCV: volumen corpuscular medio; MCH: hemoglobina corpuscular media; MCHC: concentracion de hemoglobina corpuscular

media; GGT: gama glutamil transpeptidasa; ALT: alanino aminotransferasa; ALP: fosfatasa alcalina.

Figura 1. Interpretacién prueba SNAP® IDEXX FeLV/FIV

A. Resultado negativo para FelLV B. Resultado positivo a FeLV C. Resultado positivo a FIV

y FIV (gato sano). (gato FelLV+). (gato FIV+).
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Figura 2. Formacion de coagulo de fibrina tras la centrifugacion de la muestra. Muestra no valida.

Equipos

Maquina de bioquimica sanguinea (Olympus AU600 Automatic Chemistry Analyzer®,

Olympus Europe GmbH, Hamburg, Germany).

Contador hematoldgico (Advia 2121i Siemens®, Siemens Healthineers Espafia, Madrid,

Espaiia).

Centrifuga para PRGF (PRGF® System VI, Biotechnology Institute®, Alava, Espafia) (Figura
3A).

Kit comercial ELISA para TGF-B1 (Human TGF-betal DuoSet ELISA de R&D Systems DY240-
05).

Kit comercial ELISA para PDGF-BB (Human PDGF-BB DuoSet ELISA de R&D Systems
DY220).

Bomba de infusién BRAUN Infusomat® fms (B-Braun Surgical SA, Rubi, Barcelona, Espaiia).

Tensiometro electréonico automatico SunTech® Medical Vet 20.

Material fungible

46

Jeringuillas de 1y 2 mL (Jeringas hipodérmicas Injekt®, B-Braun, Melsulgen, Alemania).
Agujas hipodérmicas de 22G (Sterican®, B-Braun, Mesulgen, Alemania).
Tubos EDTA de 0,5 mL (AQUISEL® K3E/EDTA 3K, AQUISEL, Barcelona, Espafia).

Tubos Heparina sodica 1 mL (AQUISEL® LH/Li HEPARIN, AQUISEL, Barcelona, Espaiia).
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*  Tubos eppendorf de 1,5 mL (Eppendorf®, Alvet Plus, S.L., Valencia, Espaiia).
= Catéter periférico de 22G (Vasovet®, B-Braun, Mesulgen, Alemania).
= Equipo de infusidn (Infusomat® Space ENFit®, B-Braun, Mesulgen, Alemania).

=  Prueba de deteccién de antigeno frente a FeLV (p27) y deteccidn de anticuerpos frente a

FIV (SNAP® IDEXX FeLV/FIV)

= Kit recoleccién de sangre PRGF®-Endoret® (BTl Biotechnology Institute, Alava, Espafia)

(Figura 3B):
o Sistema Vacutainer de extraccién 22G.
o Tubos Vacutainer de 9 mL de citrato sédico 3,8%.
o Solucidn para activado del PRGF® (Cloruro calcico 10%).

o Tubos sin aditivo para recoleccion de las fracciones plasmaticas.
Soluciones y fairmacos

= Solucidn Ringer Lactato Braun® (B-Braun, Barcelona, Espafia).
= Dexmedetomidina (Dexdomitor®, Esteve, Espafia).
= Butorfanol (Butomidor®, Richter Pharma, Wels, Austria).

= Alfaxalona (Alfaxan®, Jurox, Dublin, Irlanda).

Figura 3. Equipo para preparacién PRGF®-Endoret®

A. centrifuga para PRGF (PRGF® System VI, B. Kit recoleccidn de sangre PRGF®-Endoret® (BTI

Biotechnology Institute®, Alava, Espafia). Biotechnology Institute, Alava, Espafia).
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Métodos

Para la obtencién de los objetivos planteados en esta Tesis Doctoral, se han realizado 3 estudios
diferentes. En una primera fase, llevada a cabo en pacientes sanos, se ha buscado la obtencidn de
un hemoderivado que cumpliera con los criterios PRGF®-Endoret®. Para ello, el primer estudio de
la Tesis Doctoral tiene como objetivo estandarizar el protocolo de obtencién de PRP en gatos
segln las condiciones PRGF®-Endoret®. Estas condiciones se centran en una concentracion
moderada de PLTs, libre de WBCs y RBCs. Para ello, se valoraron diferentes protocolos

modificando las g en la centrifugacion.

En una segunda fase y una vez establecido el mejor protocolo, se desarrollaron dos estudios,
uno en gatos infectados con FelLV y otro en gatos infectados con FIV, con el objetivo de evaluar la
respuesta de los pacientes enfermos a este protocolo y como afecta cada una de estas

enfermedades a la obtencidn de los factores de crecimiento PDGF-BB y TGF-R1.
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Recoleccion de sangre

Para asegurar el correcto muestreo y minimizar el estrés de los pacientes, la extraccion de
sangre se realizd bajo sedacién utilizando una combinacién IM de butorfanol (0,3 mg/kg),
dexmedetomidina (12 pg/kg) y alfaxalona (0,8 mg/kg). Después de la sedacion, la vena cefélica fue
cateterizada con un catéter de 22G para recoger 0,5 mL de sangre que fueron trasladados
inmediatamente a un tubo de 0,5 mL que contenia K3-EDTA para el contaje sanguineo como

muestra basal.

Consecutivamente, se recogieron un total de 27 mL de sangre de la vena yugular en condiciones
estériles en tres tubos vacutainer citrato sddico al 3,8%, 9 mL en cada tubo, y se realizé el posterior
andlisis de FC. Se recogidé menos del 10% del volumen total de sangre en cada paciente y tras la
extraccién de sangre, cada gato recibié 27 mL de solucién Ringer Lactato IV durante los primeros
30 minutos para restaurar el volumen vascular extraido y prevenir complicaciones como

hipotensidn o hipovolemia.

En los estudios de leucemia e inmunodeficiencia se recogieron solo 9 mL de sangre en
condiciones estériles de la vena yugular mediante un tubo vacutainer citrato sédico al 3,8% (Tubos
Colectores de Sangre ©, BTl Biotechnology Institute, Alava, Espafia) para la preparacién PRGF®-
Endoret®. Finalmente, cada gato recibié 9 mL de solucién IV Ringer Lactato durante los primeros

20 minutos para restaurar el volumen vascular y prevenir complicaciones hemodinamicas.
Preparacion del PRP

La preparacion del PRP se llevd a cabo segin metodologia PRGF®-Endoret® (Anitua 1999,
Anitua, Sanchez et al. 2008, Anitua, Prado et al. 2017). En el primer estudio, las muestras de sangre
de los gatos sanos fueron recogidas en tubos de citrato de sodio y fueron centrifugadas
inmediatamente a temperatura ambiente, empleando para ello la centrifuga System IV® (BTI

Biotechnology Institute S.L.) siguiendo tres protocolos diferentes:

= Protocolo A: 255 g x 10 minutos.
=  Protocolo B: 260 g x 10 minutos.

= Protocolo C: 265 g x 10 minutos.

Después de la centrifugacion de la sangre, se obtuvieron tres capas diferenciadas: concentrado
de RBCs, la capa leucocitaria (buffy coat) y la fraccidn plasmatica (Figura 4A). A continuacion, el
plasma fue dividido en dos fracciones, las cuales fueron pipeteadas: la fraccidn considerara como

PPP, correspondiente al 60% del volumen superior del plasma y, la fraccién PRP, equivalente al
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40% del plasma situado justo superior al buffy coat. El pipeteado del plasma se llevd a cabo bajo
condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar y siempre realizado por el mismo
investigador. Las muestras pipeteadas fueron transferidas a tubos sin aditivo del propio kit (Figura
4B). A continuacion, las diferentes fracciones plasmaticas fueron analizadas empleando el
analizador hematoldgico automatizado Advia®2120i. Finalmente, PPP y PRP fueron activadas
anadiendo cloruro célcico al 10% correspondiente al 5% del volumen del plasma, para lograr la
desgranulacion de las PLTs y liberacion de los FC obteniendo asi PRGF. Las muestras obtenidas
fueron inmediatamente congeladas en tubos eppendorf a temperatura de —-80°C para,

posteriormente, determinar las concentraciones de PDGF-BB y TGF-R1.

En los posteriores estudios, tanto en gatos FeLV como en gatos FIV, una vez estandarizado el
protocolo de centrifugacidn para la obtencién de PRGF en el gato segun resultados del estudio, se
procedio a la centrifugacién de las muestras sanguineas empleando para ello una fuerza g de 265
durante 10 minutos. La centrifugacion de las muestras permitié obtener dos fracciones: fraccion
PPP, correspondiente al 60% del volumen de plasma superiory, fraccion PRP, considerando el 40%
del plasma restante sobre la capa leucocitaria o también nombrada como “buffy coat”. De nuevo,
se siguié el mismo procedimiento que anteriormente descrito en gatos sanos: ambas fracciones
fueron pipeteadas en condiciones estériles y siempre por el mismo investigador. Posteriormente,
las muestras se transfirieron a tubos sin aditivos y su celularidad fue analizada. Ademas, las
fracciones PPP y PRP se activaron agregando cloruro de calcio al 10% a razén del 5% del volumen
del plasma garantizando asi la obtencidn de PRGF con la desgranulacion de las PLTs y liberacion
de los FC al medio. Finalmente, las muestras de plasma, determinadas como PPP y PRP fueron
pipeteadas en tubos eppendorf e inmediatamente congeladas a temperatura de -80°C para

posteriormente determinar la concentracién de los factores PDGF-BB y TGF-R1.
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Figura 4. Obtencion de PRGF®-Endoret®

A. Obtencion de las diferentes fracciones sanguineas en el tubo de sangre tras la centrifugacion. GR:
Globulos rojos, PPP: Plasma pobre en plaquetas, PRP: Plasma rico en Plaquetas; B. Pipeteado de PPP y PRP
para su posterior contaje celular y, posterior activacion con solucion para activado del PRGF® (Cloruro

cdlcico 10%) previa congelacion y andlisis de factores de crecimiento: PDGF-BB y TGF-f31.

A continuacién, a modo de esquema aparece representado el disefio del estudio en gatos sanos

(Figura 5), asi como el disefio del estudio en gatos FelV (Figura 6) y en gatos FIV (Figura 7).
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Figura 5. Esquematizacion del disefio del estudio: obtencion de muestras de sangre, centrifugacion
siguiendo los tres protocolos mediante la metodologia PRGF®-Endoret®, obtencion de las fracciones

PRP y PPP, posterior activacion de ambas fracciones con activador BTI®.

Seleccionados para
el estudio
[GEED)]

Extraccion de 3
tubos BTI® (27mL)
(n=90tubos)

CENTRIFUGACION

260g, 10 min
(n=30)

Excluidos PPP255g coagulo
fibrina (n=2)

Excluidos PRP255g coagulo
fibrina (n=1)

Excluidos PRP265g
muestra insuficiente (n=1)

PPP incluidos: Activador
255g (n=28) BTI®5%vol
260 (n=30)
265 (n=30)

PRP incluidos:
255g (n=29)
260 (n=30)
265 (n=29)

Muestras congeladas a -802C
y posterior analisis de FC:
PDGF-BB y TGF-R1

g: fuerza de centrifugacion; PPP: Plasma Pobre en Plaquetas; PRP: Plasma Rico en Plaquetas; PRGF: Plasma Rico
en Factores de Crecimiento. TGF-f31: Factor de crecimiento transformante beta-1; PDGF-BB: Factor de crecimiento

derivado de las plaquetes-BB.
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Figura 6. Esquematizacidon del diseiio del estudio en gatos FeLV: obtencion de muestras de sangre,
centrifugacion siguiendo el protocolo elegido cumpliendo la metodologia PRGF®-Endoret®, obtencion
de las fracciones PRP y PPP, posterior activacion de ambas fracciones con activador BTI® y

congelacion a -80°C para su posterior analisis de FC.

Elegidos para el

Positivos a FelV
(n=11)
Testados pars
FIV/FelV

Re-testados y Extraccion tubo Contrifugacitn
positivos a FelV | el [ESTICITPE acs
265 g 10 min
[n=11) gato FelV + el
incluidos {n= 11 tubos) i)

PPP incluidos
(n=11)

PRP incluidos
(n=11)

g: fuerza de centrifugacion; PPP: Plasma Pobre en Plaquetas; PRP: Plasma Rico en Plaquetas; PRGF: Plasma Rico
en Factores de Crecimiento. TGF-f31: Factor de crecimiento transformante beta-1; PDGF-BB: Factor de crecimiento

derivado de las plaquetes-BB.
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Figura 7. Esquematizacion del disefio del estudio en gatos FIV: obtencion de muestras de sangre,

centrifugacion siguiendo el protocolo elegido cumpliendo la metodologia PRGF®-Endoret®, obtencién

de las fracciones PRP y PPP, posterior activacion de ambas fracciones con activador BTI® y

congelacion a -80°C para su posterior analisis de FC.

Elegidos para el
estudio:
n =16 gatos

Positivosa FIV
(n=16)

Testados para
FIV/FelV

Re-testadosy
positivos a FIV
(n=16)

incluidos

ﬁ

Extraccién tubo
9ml (BTI®) a cada
gato FIV+
(n =16 tubos)

Centrifugacion
265g 10 min

(n = 16 tubos)

PPP
60%

@

Activacién con activador
BTI® (5% del volumen)
P Congelacion a -80°C para
PPP incluidos determinar PDGF-BBy TGF- B1
(n=16)

PRP incluidos
(n=16)

g: fuerza de centrifugacion; PPP: Plasma Pobre en Plaquetas; PRP: Plasma Rico en Plaquetas; PRGF: Plasma Rico

en Factores de Crecimiento. TGF-f31: Factor de crecimiento transformante beta-1; PDGF-BB: Factor de crecimiento

Analisis hematolégico

derivado de las plaquetes-BB.

El recuento de glébulos rojos (RBC; M/uL), gldbulos blancos (WBC; K/uL), linfocitos (LYMPH;

K/uL), monocitos (MON; K/uL), neutréfilos (NFS; K/uL), plaquetas (PLT; K/uL) y el recuento del

volumen plagquetar medio (VPM; fL) fueron determinados en la sangre basal y en las fracciones

PPP y PRP utilizando un analizador hematoldgico automatizado Advia® 2120i para su posterior

estudio descriptivo y comparativo de las muestras.

El nimero absoluto de PLTs, asi como la presencia de agregados plaquetares fueron verificados

por el mismo clinico mediante frotis sanguineo tefiido con tincién de Romanowsky.
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Cuantificacion del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF-BB) y factor de

crecimiento transformante 81 (TGF- 31)

Las concentraciones de PDGF-BB y TGF-31 se midieron posterior a la activacidén y congelacion a
-80°C de las fracciones PPP y PRP para evaluar el efecto de la centrifugacion en las PLTs y en los

FC asociados.

TGF- R1y PDGF-BB se midieron utilizando kits ELISA (Human TGF- beta 1 DuoSet ELISA de R&D
Systems DY240-05 y Human PDGF-BB DuoSet ELISA de R&D Systems DY220, respectivamente) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Estos FC se determinaron utilizando anticuerpos
humanos ya que estos kits se han utilizado para los mismos fines en otros estudios de
concentrados plaquetares en gatos (Arata, Ohmi et al. 2005, Silva, Alvarez et al. 2012) ya que se
ha informado que el PDGF-BB humano y el felino presentan una alta homologia de secuencia

peptidica (Van den Ouweland, Van Groningen et al. 1987).

Método estadistico

El andlisis estadistico se realizé con un software informdtico apropiado, IBM® SPSS® Statistics
Versidn 27. Los datos obtenidos en esta Tesis Doctoral se han analizado en varios apartados

diferentes, en todos los andlisis estadisticos, el nivel de significancia fue p < 0,05.
A continuacion, se describen los andlisis estadisticos empleados en cada uno de los apartados.

= Se realizd un estudio descriptivo de todos los valores, expresados en media * desviacion
estandar de la media, indice de confianza 95% (IC 95%) y maximo y minimo de cada una
de las variables estudiadas.

= Para el estudio de la eleccion del protocolo de centrifugacion, en primer lugar, se
comprobd la normalidad de los datos y la homogeneidad de las variables, mediante las
pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. En segundo lugar, las variables en las
que los datos cumplian con la normalidad se realizé un modelo mixto lineal seguido de
post-hoc de Tukey para cada una de las variables. En este modelo, teniendo en cuenta a
los pacientes como individuo, se tomdé como factor entre-sujetos el protocolo de
centrifugacion aplicado (255 g, 260 g y 265 g), mientras que el factor intra-sujetos fue el
tipo de muestra obtenida (sangre entera, PRP y PPP). En aquellos casos en los que los
valores no cumplian con los criterios de normalidad se realizé una prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis, para evaluar las diferencias estadisticas de los distintos protocolos de

estudio, en cada una de las muestras evaluadas.
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= La correlacidn entre variables se calculd con el coeficiente de Pearson cuando los datos
cumplian con la normalidad y con el coeficiente de Spearman cuando la distribucién no

fue normal y/o las variables no eran homogéneas.
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Resultados

Resultados

A continuacion, se exponen los resultados obtenidos durante la fase experimental de esta Tesis
Doctoral en los diferentes estudios, recogidos en tablas y figuras. Todos los resultados se expresan
como la media y la desviacion tipica para todas las variables estudiadas. En todos los casos se ha

tomado como diferencia estadisticamente significativa un p-valor < 0,05.

Para una mejor exposicién de los datos obtenidos, el apartado de resultados se ha dividido en

los siguientes puntos:

= OBJETIVO 1: ESTANDARIZACION DEL PROTOCOLO DE CENTRIFUGACION PRGFe®-
ENDORET® EN GATOS SANOS
o Estudio descriptivo de los pacientes.
o Estudio descriptivo y comparativo del andlisis de células en sangre basal y las
diferentes fracciones plasmaticas PPP y PRP.
o Estudio descriptivo y comparativo de la concentracién de los FC PDGF-BB y TGF-

R1 en las fracciones plasmaticas PPP y PRP.
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* OBJETIVO 2: INFLUENCIA DE FELV EN LA OBTENCION DE PRGF®
o Estudio descriptivo de los pacientes FelV.
o Estudio descriptivo y comparativo del andlisis de células en sangre basal y las
diferentes fracciones plasmaticas PPP y PRP.
o Estudio descriptivo y comparativo de la concentracién de los FC PDGF-BB y TGF-
R1 en las fracciones plasmaticas PPP y PRP.
*  OBJETIVO 3: INFLUENCIA DE FIV EN LA OBTENCION DE PRGF®
o Estudio descriptivo de los pacientes FIV.
o Estudio descriptivo y comparativo del andlisis de células en sangre basal y las
diferentes fracciones plasmaticas PPP y PRP.
o Estudio descriptivoy comparativo de la concentracion de los FC PDGF-BB y TGF-

R1 en las fracciones plasmaticas PPP y PRP.
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Objetivo 1: Estandarizacion del protocolo PRGF® en gatos

Estudio descriptivo de los animales

Para la realizacidn del primer estudio se incluyeron un total de 30 animales, antes de comenzar
la fase experimental todos los gatos fueron evaluados para determinar su estado de salud
mediante una exploracién fisica completa, hematologia y bioquimica. Ademads, todos los pacientes
debian tener un peso igual o superior a 4 kg para no superar el 10% del volumen de extraccién

sanguinea.

Todos los animales del estudio participaron por no presentar alteraciones analiticas ni en la
exploracién fisica. Fueron un total de 21 machos y 9 hembras, todos estaban esterilizados, con

una edad media de 5,3 afios (rango 2,7 — 7,9 afios) y un peso medio de 6,0 kg (rango 4,87 — 7,13

kg).
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Un total de 2 muestras PRP fueron descartadas del estudio, una de ellas al emplear el protocolo
de 255 g por formacidon macroscdpica de coagulo de fibrina y, una de ellas al emplear el protocolo

265 g por muestra insuficiente.

Dos muestras PPP fueron descartadas para el protocolo 255 g por formar codgulo de fibrina tras

su centrifugacion.

Estudio descriptivo y comparativo del analisis de células en sangre basal y las

diferentes fracciones plasmaticas PPP y PRP

Concentracion de PLTs, agregados plaquetares y VPM

Plaquetas

A continuacién, se muestran los resultados del estudio descriptivo y comparativo de las PLTs
(Tabla 2), VPM, (Tabla 3), RBCs (Tabla 4), WBCs (Tabla 5), LYMPH (Tabla 6), NFS (Tabla 7), MON

(Tabla 8) en cada uno de los protocolos del estudio en gatos sanos.
Enlatabla 2, se detallan los resultados de las PLTs obtenidos en los distintos grupos de muestras

segun para cada uno de los protocolos empleados, asi como el estudio comparativo entre ellos.

Tabla 2: Estudio descriptivo y comparativo de las concentraciones de PLTs (K/mL) en gatos sanos en los

diferentes protocolos de centrifugacion.

PROTOCOLO MUESTRA N MEDIA DE EE i i€ gf:f\’n SUPER, MIN MAX
SANGRE 30 328,50a 155,86 28,46 270,30 386,70 6,00 542,00
PRP 29  462,10b 277,97 51,62 356,37 567,84 2,00 961,00
PPP 28 293,54a 179,14 33,85 224,07 363,00 4,00 591,00
SANGRE 30 328,50a 155,86 28,46 270,30 386,70 6,00 542,00
PRP 30 426,03b 307,19 56,09 311,33 540,74 2,00 1007,00
PPP 30 300,80a 180,70 32,99 233,32 368,28 2,00 577,00
SANGRE 30 328,50a 155,86 28,46 270,30 386,70 6,00 542,00
PRP 29  481,41b 275,00 51,07 376,81 586,02 11,00 1156,00
PPP 30 293,33a 161,41 29,47 233,06 353,60 8,00 539,00

g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,
DE: desviacion estandar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias significativas entre las muestras en cada protocolo del estudio. p<0,05:

estadisticamente significativo.
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Como podemos observar la media de las PLTs fue estadisticamente superior en la fraccion PRP
con respecto a la sangre basal (p=0,026). El valor medio de las PLTs en la fraccién PRP segln
protocolo de centrifugacidn fue de: 462,1 + 277,9 K/uL, 426,0 + 307,2 K/ulL vy, 481,4 + 275,0 K/uL,
a centrifugaciones de 255 g, 260 g y 265 g, respectivamente (Tabla 2; Figura 8).

La concentracion plaquetar fue registrada y comparada entre las diferentes fracciones y la
sangre basal para los diferentes protocolos de centrifugacién. En la fraccién PRP se obtuvo una
concentracion de PLTs de 1,4 empleando 255 g en la centrifugacién, un aumento de 1,3
empleando 260 g y 1,5 veces cuando la fuerza aumentd a 265 g, siempre con respecto a la sangre
basal. Los resultados muestran una mayor concentracién de PLTs a 265 g, sin embargo, no hubo

diferencias estadisticamente significativas entre protocolos de centrifugacién (Figura 8).

En cuanto a la comparacién de la concentracién de las PLTs entre la fraccion PPP y sangre basal

no hubo diferencias significativas para ninguno de los protocolos.

Por otro lado, se estudid el porcentaje (%) de la concentracion plaquetar en la fraccién PRP con
respecto a la sangre basal por rango segln protocolo, obteniendo diferencias entre individuos.

Los resultados obtenidos se detallan a continuacién:

=  Protocolo 255 g, 10 minutos: 14 gatos (46,7%) concentraron mas o igual de 1,5 veces,
10 animales (33,3%) entre 0,5y 1,49 veces y, 6 gatos (20%) concentraron menos de 0,5
veces las PLTs.

=  Protocolo 260 g, 10 minutos: 11 gatos (38%) concentraron mas o igual a 1,5 veces, 11
gatos (38%) entre 0,5y 1,49 veces y, 7 gatos (24%) concentraron menos de 0,5 veces
las PLTs.

=  Protocolo 265 g, 10 minutos: 13 gatos (43,3%) concentraron mas o igual a 1,5 veces, 14
gatos (46,6%) entre 0,5y 1,49 veces y, 3 gatos (10%) concentraron menos de 0,5 veces

las PLTs.
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Figura 8. Evaluacion de la concentracién de PLTs en los distintos protocolos de centrifugacion en los

diferentes tipos de muestra.
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PLT: plaquetas, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, g: fuerza de centrifugacion,
NC: No centrifugada. Diferentes letras indican diferencias entre las muestras segun protocolo empleado. °:

Circulos outlier. p<0,05: estadisticamente significativo.

Agregados plaquetares

Se analizaron un total de 206 muestras, de las cuales 14 presentaron agregados plaquetares, 8
de sangre basal (27%) y 6 de PRP (7%), de las cuales empleando el protocolo 255 g no se obtuvieron
agregados en la fraccién PRP, sin embargo, a 260 g solo una muestra de PRP tuvo agregados
plaguetares y 5 muestras en el protocolo 265 g (Figura 9). De acuerdo con los criterios ADVIA 2120i
(Mitander W. 2008) y el nimero de agregados plaquetares en los frotis observados, 13 de las 14
muestras mostraron de 1 a 7 agregados plaquetares con mas de 10 PLTs cada uno, mientras que

la muestra restante mostré mas de 50 PLTs en cada agregado plaquetar.
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Figura 9. Presencia de agregados plaquetares en las muestras de gatos sanos.
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A. Agregados en muestras basales; B. Agregados en muestras empleando protocolo 255 g; C. Agregados en

muestras empleando protocolo 260 g; D. Agregados en muestras empleando protocolo 265 g.

Volumen plaquetar medio (VPM)

Se obtuvo un valor de VPM superior en las muestras de sangre basal analizadas con respecto a
las fracciones PRP y PPP (p<0,001), sin diferencias estadisticamente significativas entre protocolos

ni fracciones plasmaticas (tabla 3).

Adicionalmente, se analizé la posible correlacion existente entre este valor y la presencia de
agregados plaquetares, observando una correlacion positiva entre ambos valores (r=0,559;

p<0,001).

A continuacion, se presentan los resultados descriptivos y comparacion obtenidos con relacién

al VPM segun los diferentes protocolos de centrifugacién en la tabla 3.
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Tabla 3: Estudio descriptivo y comparativo de VPM (fL) en gatos sanos en los diferentes protocolos de

centrifugacion.

1C 95%
PROTOCOLO MUESTRA MIN

LIMINF.  LIM SUPER.

SANGRE

16,34a

255g PRP 29 11,76b 2,00 0,37 11,00 12,52 6,00 15,90
PPP 28 11,25b 1,68 0,32 10,60 11,90 7,10 14,00

SANGRE 30 16,34a 5,06 0,92 14,45 18,23 10,10 28,70

PRP 30 11,89 2,57 0,47 10,93 12,85 6,20 18,00

PPP 30 11,26b 1,56 0,29 10,68 11,85 8,20 15,30

SANGRE 30 16,34a 5,06 0,92 14,45 18,23 10,10 28,70

PRP 29 12,38b 2,35 0,44 11,49 13,28 9,70 19,60

PPP 30 11,41b 1,76 0,32 10,75 12,07 9,30 17,40

g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,
DE: desviacion estandar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.
Concentracion de RBCs

El numero medio de RBCs fue estadisticamente superior en sangre basal que en las fracciones
PRP y PPP (p<0,001). No se identificaron diferencias significativas en relacién con este parametro
entre ambas fracciones plasmaticas. En comparacion con el valor inicial, el nimero de RBCs se
redujo en un 99% en todas las muestras analizadas, sin diferencias estadisticamente significativas

entre protocolos de centrifugacién utilizados en el estudio (Tabla 4; Figura 10).

Tabla 4: Estudio descriptivo y comparativo de las concentraciones de RBCs (M/mL) en gatos sanos en los

diferentes protocolos de centrifugacion.

1C 95%
L E ED| DE EE
PROTOCOLO MUESTRA MEDIA LUMINE.  LIM SUPER. MIN MAX

7,19 811

SANGRE

7,65a 1,23 0,22 4,70 9,50

255g PRP 29 0,07b 0,06 0,01 0,05 0,10 0,00 0,30
PPP 28  0,05b 0,06 0,01 0,03 0,07 0,00 0,30

SANGRE 30 7,65a 1,23 0,22 7,19 811 4,69 9,53

PRP 30 0,07b 0,04 0,01 0,05 0,08 0,01 0,16

PPP 30 0,04b 0,02 0,00 0,03 0,04 0,00 0,08

SANGRE 30 7,65a 1,23 0,22 7,19 811 4,69 9,53

PRP 29 0,07b 0,05 0,01 0,05 0,09 0,01 0,19

PPP 30 0,04b 0,02 0,00 0,03 0,05 0,00 0,08

g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamaiio de la muestra,
DE: desviacion estdndar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.
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Figura 10. Evaluacion de la concentracion de RBCs en los distintos protocolos de centrifugacion en

los diferentes tipos de muestra.

g
A Enc
10
255
260
[H265
8
)
§ 6
4
2
B B B B B B
0—-&_&_&—.&&____
SANGRE PRP PPP

RBC: eritrocitos, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, g: fuerza de centrifugacion,
NC: No centrifugada. Diferentes letras indican diferencias entre las muestras segtin protocolo empleado. °

Circulos outlier. p<0,05: estadisticamente significativo.

Concentracion WBCs

El nimero medio de WBCs fue estadisticamente mayor en las muestras de sangre basal que en
las fracciones PRP y PPP (p<0,001), sin diferencias estadisticas entre ellas. En comparacion con el
valor inicial, el nUmero de WBCs disminuyé mas del 95% en las fracciones PRP y PPP, sin diferencias

significativas entre los protocolos (Tabla 5; Figura 11).

Tabla 5: Estudio descriptivo y comparativo de las concentraciones de WBCs (K/mL) en gatos sanos en los

diferentes protocolos de centrifugacion.

1C 95%
LIM SUPER.

PROTOCOLO MUESTRA

LIM INF.
SANGRE

255¢g PRP 29 0,35b 0,45 0,08 0,18 0,52 0,00 1,90
PPP 28 0,17b 0,20 0,04 0,09 0,25 0,00 0,80
SANGRE 30 9,46a 3,18 0,58 8,27 10,65 560 15,32
PRP 30 0,28b 0,26 0,05 0,18 0,38 0,03 123
PPP 30 0,15b 0,15 0,03 0,09 0,20 0,01 0,70
SANGRE 30 9,46a 3,18 0,58 8,27 10,65 560 15,32
PRP 29 0,27b 0,28 0,05 0,16 0,38 0,02 144
PPP 30 0,12b 0,12 0,02 0,08 0,17 0,01 0,56

g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,
DE: desviacion estdndar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.
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Figura 11. Evaluacion de la concentracion de WBCs en los distintos protocolos de centrifugacion en

los diferentes tipos de muestra.
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WBC: globulos blancos, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, g: fuerza de
centrifugacion, NC: No centrifugada. Diferentes letras indican diferencias entre las muestras segtn protocolo

empleado.*: Datos anémalos, no incluidos en el estudio. °: Circulos outlier. p<0,05: estadisticamente significativo.

Se decidié un analisis mas exhaustivo de los WBCs, diferenciando sus poblaciones, se detallan

a continuacion:

Linfocitos (LYMPH)

El recuento de LYMPH fue estadisticamente superior en sangre basal comparado con las
fracciones PRP y PPP (p<0,001), disminuyendo su concentraciéon en mas de un 90% en la fraccion
PRP y en un 95% en la fraccién PPP, sin diferencias estadisticas entre protocolos de centrifugacion

(Tabla 6; Figura 12).
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Tabla 6: Estudio descriptivo y comparativo de las concentraciones de LYMPH (K/mL) en gatos sanos en
los diferentes protocolos de centrifugacion.

1C 95%
LIM INF. LIM SUPER.

PROTOCOLO MUESTRA DE

SANGRE

PRP 29  0,30b 0,42 0,08 0,14 0,46 0,00 1,78
PPP 28  0,15b 0,19 0,04 0,07 0,22 0,01 0,75
SANGRE 30 3,11a 1,53 0,28 2,53 3,68 0,87 6,96
PRP 30 021b 0,18 0,03 0,15 0,28 0,01 0,65
PPP 30 0,2b 0,13 0,02 0,07 0,17 0,00 0,57
SANGRE 30 3,11a 1,53 0,28 2,53 3,68 0,87 6,96
PRP 29 0,25b 0,31 0,03 0,18 0,31 0,00 1,78
PPP 30 0,2b 0,15 0,02 0,09 0,15 0,00 0,75

g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,
DE: desviacion estdndar, EE: error estandar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.

Figura 12. Evaluacién de la concentraciéon de LYMPH en los distintos protocolos de centrifugacion

en los diferentes tipos de muestra.
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LYMPH: linfocitos, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, g: fuerza de
centrifugacion, NC: No centrifugada. Diferentes letras indican diferencias entre las muestras segun protocolo
empleado. *: Datos andmalos, no incluidos en el estudio. °: Circulos outlier. p<0,05: estadisticamente

significativo.
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Neutrdfilos (NFS)

En comparacion con las fracciones plasmaticas, el recuento de NFS fue estadisticamente
superior en sangre basal (p<0,001), disminuyendo su concentracion en un 99% en PRP y PPP. No

se obtuvieron diferencias significativas entre los protocolos de centrifugacién (Tabla 7; Figura 13).

Tabla 7: Estudio descriptivo y comparativo de las concentraciones de NFS (K/mL) en gatos sanos en los
diferentes protocolos de centrifugacion.

1C 95%
LIM INF. LIM SUPER.

PROTOCOLO MUESTRA N DE

SANGRE

PRP 29 0,03b 0,04 0,01 0,02 0,05 0,00 0,17
PPP 28 0,02b 0,03 0,01 0,01 0,04 0,00 0,14
SANGRE 30 5,95a 2,90 0,53 4,86 7,03 1,21 13,35
PRP 30 0,06b 0,16 0,03 0,00 0,12 0,00 0,85
PPP 30 0,02b 0,03 0,01 0,01 0,03 0,00 0,12
SANGRE 30 5,95a 2,90 0,53 4,86 7,03 1,21 13,35
PRP 29 0,04b 0,10 0,01 0,02 0,06 0,00 0,85
PPP 30 0,02b 0,03 0,00 0,02 0,03 0,00 0,14

g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,
DE: desviacion estandar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.

Figura 13. Evaluacién de la concentracion de NFS en los distintos protocolos de centrifugacién en

los diferentes tipos de muestra.
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NFS: neutrdfilos, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, g: fuerza de centrifugacion,

NC: No centrifugada. Diferentes letras indican diferencias entre las muestras segun protocolo empleado. *: Datos

andmalos, no incluidos en el estudio. °: Circulos outlier. p<0,05: estadisticamente significativo.
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Monocitos (MON)

El recuento de MON fue estadisticamente superior en las muestras de sangre basal comparado
con las fracciones PRP y PPP tras la centrifugacion (p<0,001), disminuyendo su concentracién en
un 100% en ambas fracciones plasmaticas sin diferencias significativas entre los protocolos (Tabla

8; Figura 14).

Tabla 8: Estudio descriptivo y comparativo de las concentraciones de MON (K/mL) en gatos sanos en los

diferentes protocolos de centrifugacion.

I 0,
PROTOCOLO MUESTRA N MEDIA DE EE £98% MIN MAX
LIMINF.  LIM SUPER.

SANGRE

255g PRP 29 0,00b 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,02
PPP 28 0,00b 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01

SANGRE 30 0,22a 0,14 0,03 0,16 0,27 0,04 0,68

PRP 30 0,00b 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02

PPP 30 0,00b 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02

SANGRE 30 0,22a 0,14 0,03 0,16 0,27 0,04 0,68

PRP 29 0,00b 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02

PPP 30 0,00b 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02

g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamaiio de la muestra,
DE: desviacion estandar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.

Figura 14. Evaluacion de la concentracion de MON en los distintos protocolos de centrifugacion en

los diferentes tipos de muestra.
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MON: monocitos, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, g: fuerza de
centrifugacion, NC: No centrifugada. Diferentes letras indican diferencias entre las muestras segun protocolo
empleado. *: Datos andmalos, no incluidos en el estudio. °: Circulos outlier. p<0,05: estadisticamente

significativo.
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Estudio descriptivo y comparativo de la concentracion de los FC

PDGF-BB

Las concentraciones medias de PDGF-BB en la fraccién PRP segun protocolo (255 g 10 min, 260
g 10 min y 265 g 10 min) (1281,9 + 1110,5; 1271,8 + 965,7 y 1346,6 + 1197,8 pg/mL,
respectivamente) fueron estadisticamente superiores a las de la fraccion PPP (649,6 + 596,8
pg/mL; 559,9 + 462,5 y 616,6 * 556,6 pg/mL) (p<0,001). El analisis de la variacién no reveld
significacidn estadistica en las concentraciones de PDGF-BB segun los protocolos de centrifugacion
utilizados en el estudio (Tabla 9; Figura 15). La presencia de agregados plaquetares no afecté a las

concentraciones de PDGF-BB en las fracciones de PRP.

Tabla 9: Estudio descriptivo y comparativo de las concentraciones de PDGF-BB (pg/mL) en gatos sanos

en los diferentes protocolos de centrifugacion.

1C 95%
PROTOCOLO  MUESTRA E MIN MAX
LIMINF.  LIM SUPER.

859,4 1704,3

PRP 29 45 3795

1281,9a  1110,53 206,22

PPP 28 649,7b 596,83 110,83 422,6 876,7 34 2315

PRP 30 1271,85a 965,69 176,31 911,25 1632,44 115 3450
A PPP 30 559,99b 462,52 84,44 387,28 732,7 98 1829

PRP 29 1346,57a 1197,80 222,43 890,95 1802,19 129,00 4518,00
Al PPP 30 616,64b 556,59 101,62 408,81 824,47 80,00 2237,00

g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,
DE: desviacion estdndar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.
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Figura 15. Evaluacion de la concentracion de PDGF-BB seguin protocolo de centrifugacién en los

diferentes tipos de fraccion plasmatica.
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PDGF-BB: factor de crecimiento derivado de plaquetas-BB, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma

5000

PDGFBB (pg/ml)

Pobre en Plaquetas, g: fuerza de centrifugacion, NC: No centrifugada. Diferentes letras indican diferencias

entre las muestras segun protocolo empleado. °: Circulos outlier. p<0,05: estadisticamente significativo.

TGF-R1

Las concentraciones medias de TGF-R1 en la fraccion PRP (17450,3 + 10105,3 y 17085,9 + 7988,9
pg/mL) fueron estadisticamente superiores a las de la fraccién PPP (12441,1 £+ 5165,9y 12404,1 +
4539,6 pg/mL) cuando se utilizaron protocolos de centrifugacién a 255 g (p=0,017) y 265 g
(p=0,002). Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre la fraccién PRP y PPP empleando
el protocolo a 260 g. No se detectaron diferencias significativas en las concentraciones de TGF-R1
entre los protocolos de centrifugacion (Tabla 10; Figura 16). La presencia de agregados tampoco

afecto las concentraciones de TGF-R1 en las fracciones de PRP.

Tabla 10: Estudio descriptivo y comparativo de las concentraciones de TGF-B1 (pg/mL) en gatos sanos en

los diferentes protocolos de centrifugacion.

0,
PROTOCOLO MUESTRA N MEDIA DE EE 1ES5% MIN MAX
LIMINF.  LIM SUPER.

13606,5 21294,2

17450,4a  10105,31 1876,51 2051 36025

PPP. 28  12441,1b 516597 9593 104761 144061 2968 24226

PRP 30 14193,89" 7705,72 1406,87 11316,53 17071,26 1260,00 33725,00

PPP 30 12499,17n  4962,94 906,11 10645,97 14352,36  1360,00 20848,00
PRP 29 17085,94a 7988,96 1483,51 14047,10 20124,78 5295,00 33725,00

PPP 30 12404,14b  4539,67 828,83 10709,00 14099,28 4984,00 21463,00
g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,

DE: desviacion estdndar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite

superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras. p<0,05: estadisticamente significativo.
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Figura 16. Evaluacion de la concentracion de TGF-B1 seguin protocolo de centrifugacion en los

diferentes tipos de fraccion plasmatica.
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TGF-31: Factor de crecimiento transformante beta-1, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en

Plaquetas, g: fuerza de centrifugacion, NC: No centrifugada. Diferentes letras indican diferencias entre las

muestras. °: Circulos outlier. p<0,05: estadisticamente significativo.
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Objetivo 2: Evaluacion del Plasma Rico en Plaquetas (PRGF®-
Endoret®) en gatos con leucemia: Valoracion de PDGF-BB y TGF-
B1.

Estudio descriptivo de los animales

De los 14 gatos incluidos inicialmente en el estudio, 3 de ellos fueron excluidos: dos presentaron
anemia moderada y uno dio negativo en la segunda prueba para FelLV. Un total de 11 gatos
cumplieron los criterios de inclusién, 6 machos y 5 hembras, con edades comprendidas entre 1,5
y 6,5 afios (Media: 4,4 aios; DE: 1,6 afios), y un peso entre 3,7 kg y 5,8 kg (Media: 4,7 kg; DE: 0,7

kg), todos ellos esterilizados.

Laura Miguel Pastor 77



Resultados

Estudio descriptivo y comparativo del analisis de células en sangre basal y las

diferentes fracciones plasmaticas PPP y PRP

Los datos hematoldgicos y el estudio comparativo entre sangre basal, PPP y PRP para las
diferentes lineas celulares empleando el protocolo 265 g durante 10 minutos de centrifugacién

guedan reflejadas en las tablas 11-19.

Concentracion de PLTs, agregados plaquetares y VPM

Plaquetas

El nimero medio de PLTs fue estadisticamente superior en la fraccién PRP (392,1 + 130,7 PLTs)
comparado con la fraccién PPP (260,8 + 83,9 PLTs) (p=0,024) y sangre basal (307,3 + 106,2 PLTs)

(p=0,043) sin diferencias estadisticas entre sangre basal y PPP (Tabla 11; Figura 17).

Tabla 11: Estudio descriptivo y comparativo de las concentraciones de PLTs (K/mL) en gatos FeLV en los

diferentes protocolos de centrifugacion.

0,
PROTOCOLO MUESTRA N  MEDIA DE EE (S MIN MAX
LIMINF.  LIM SUPER.

SANGRE 11 307,27a 106,20 32,02 235,92 378,62 118,00 432,00

PRP 11 392,09b 130,67 39,40 304,30 479,88 159,00 670,00

PPP 11 260,82a 83,93 2531 204,43 317,21 123,00 414,00
g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,

DE: desviacion estdndar, EE: error estandar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.

A continuacidn, la figura 17 representa los datos extraidos del estudio comparativo segun tipo

de muestra.
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Figura 17. Evaluacion de la concentracion de PLTs en los diferentes tipos de muestra en gatos FelLV

positivo.
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PLT: plaquetas, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, Diferentes letras indican
diferencias entre las muestras segtn protocolo empleado. °: Circulos outlier. p<0,05: estadisticamente

significativo.

Agregados plaquetares

Los agregados plaquetares se encontraron presentes en 4 (36%) de las muestras de sangre
basal. En las fracciones plasmaticas, las muestras que presentaron agregados en las PLTs fueron 2

(18%) de PRP y 2 (18%) de PPP (Figura 18).

Segun la equivalencia entre los agregados plaquetares por ADVIA 2120i (Mitander W. 2008), de
las 8 muestras totales con agregados, 7 presentaron de 1 a 7 agregados con mds de 10 PLTs por

campo, y una muestra presentd de 1 a 3 agregados con mas de 50 PLTs por campo.

Figura 18. Presencia de agregados en muestras de gatos FelV.
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PRP: Plasma Rico en Plaquetas; PPP: Plasma Pobre en Plaquetas.
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VPM

El analisis estadistico de las muestras no mostré diferencias significativas para el valor VPM

entre sangre basal, PPP y PRP (Tabla 12).

Tabla 12: Estudio descriptivo y comparativo de VPM (fL) en gatos FeLV positivo en las diferentes

fracciones plasmaticas.

1C 959
PROTOCOLO MUESTRA N MEDIA DE EE . MIN MAX
LIMINF.  LIM SUPER.

SANGRE 11 17,04a 5,29 1,59 13,48 20,59 10,00 27,70
PRP 11 14,06a 3,63 1,09 11,62 16,50 11,00 23,80

PPP 11 13,33a 3,42 1,03 11,03 15,63 9,90 22,00
g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,

DE: desviacion estdndar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.

Concentracion de RBCs

La concentracién de RBCs fue estadisticamente superior en sangre basal comparado con las
fracciones PRP y PPP (p<0,001), sin diferencias entre ambas fracciones plasmaticas (Tabla 13;

Figura 19).
El protocolo de centrifugacidn establecido de 265 g durante 10 minutos consiguid reducir en un

99% el numero total de RBCs en la fraccién PPP y PRP.

Tabla 13: Estudio descriptivo y comparativo de RBCs (M/mL) en gatos FeLV positivo en las diferentes

fracciones plasmaticas.

0,
PROTOCOLO MUESTRA N MEDIA DE EE (ES MIN MAX
LIMINF.  LIM SUPER.

SANGRE 11 7,42a 1,09 0,33 6,69 8,15 5,97 9,89

PRP 11  0,08b 0,05 0,01 0,05 0,11 0,02 0,18

PPP 11 0,06b 0,05 0,01 0,03 0,09 0,02 0,18
g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,

DE: desviacion estandar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.

En lafigura 19 se representa el estudio comparativo segln datos extraidos para la variable RBCs

en gatos FelV.
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Figura 19. Evaluacion de la concentracion de RBCs en los diferentes tipos de muestra en gatos FelLV

positivo.
A
10
o
8
= §
2 5 o
2
U
o
e
4
2
B B
0 s I}
SANGRE PRP PPP

RBC: eritrocitos, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, Diferentes letras indican

diferencias entre las muestras segun protocolo empleado. *: Datos andmalos, no incluidos en el estudio. °:

Circulos outlier. p<0,05: estadisticamente significativo.

Concentracion de WBCs

El nimero total de WBCs en sangre basal fue estadisticamente superior en comparacién con la

fraccion PRP y PPP (p<0,001), sin diferencias estadisticas entre ellas (Tabla 14).

La concentraciéon media de WBCs se consiguid reducir en un 95% en la fraccidon PRP y hasta un

97% en la fraccién PPP (Figura 20).

Tabla 14: Estudio descriptivo y comparativo de WBCs (K/mL) en gatos FelV positivo en las diferentes

fracciones plasmaticas.

1C 95%
LIM SUPER.

SANGRE 11 12,07a 5,40 1,63 8,44 15,69 431 22,18

PROTOCOLO MUESTRA
LIM INF.

PRP 11 0,64b 0,34 0,10 0,41 0,87 0,21 1,29

PPP 11 0,32b 0,23 0,07 0,17 0,48 0,12 0,83
g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamaiio de la muestra,

DE: desviacion estandar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.

La figura 20 representa los datos extraidos del estudio comparativo entre los distintos tipos de

muestra en gatos FelV.
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Figura 20. Evaluacién de la concentracién de WBCs en los diferentes tipos de muestra en gatos FelLV

positivo.
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WBC: globulos blancos, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, Diferentes letras
indican diferencias entre las muestras seguin protocolo empleado. °: Circulos outlier. p<0,05: estadisticamente

significativo.

Linfocitos (LYMPH)

El recuento de LYMPH fue estadisticamente superior en sangre basal comparado con las
fracciones PRP y PPP (p<0,001), disminuyendo su concentracién en un 88% en ambas fracciones

plasmaticas, como puede observarse en la tabla 15y figura 21.

Tabla 15: Estudio descriptivo y comparativo de LYMPH (K/mL) en gatos FelLV positivo en las diferentes

fracciones plasmaticas.

1C 95%
LIMINF.  LIM SUPER.

SANGRE 11 2,47a 0,48 0,14 2,15 2,79 1,88 3,14
PRP 11  0,54b 0,26 0,08 0,37 0,72 0,18 1,09

PPP 1 0,27b 0,19 0,06 0,14 0,39 0,09 0,70
g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,

PROTOCOLO MUESTRA

DE: desviacion estandar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.

82 Laura Miguel Pastor



Resultados

Figura 21. Evaluacion de la concentracion de LYMPH en los diferentes tipos de muestra en gatos

FelV positivo.
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LYMPH: linfocitos, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, Diferentes letras indican
diferencias entre las muestras segtn protocolo empleado. °: Circulos outlier. p<0,05: estadisticamente

significativo.

Neutrdfilos (NFS)

El recuento de NFS fue estadisticamente superior en sangre basal comparado con las fracciones
PRP y PPP (p<0,001), disminuyendo su concentracion en un 99% en PRP y PPP. Estos valores se

recogen en la tabla 16, quedando representados en la figura 22.

Tabla 16: Estudio descriptivo y comparativo de NFS (K/mL) en gatos FelLV positivo en las diferentes

fracciones plasmaticas.

1C 95%
LIM SUPER.

PROTOCOLO MUESTRA

LIM INF.
SANGRE 11 8,75a 5,00 1,51 5,39 12,10 2,07 17,96

PRP 1 0,07b 0,08 0,02 0,02 0,13 0,00 0,22

PPP 1 0,04b 0,03 0,01 0,01 0,06 0,00 0,11
g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,

DE: desviacion estdndar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.
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Figura 22. Evaluacion de la concentracion de NFS en los diferentes tipos de muestra en gatos FelLV

positivo.
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NFS: neutrdfilos, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, Diferentes letras indican
diferencias entre las muestras segtn protocolo empleado. °: Circulos outlier. p<0,05: estadisticamente

significativo.

Monocitos (MON)

El recuento de MON fue estadisticamente superior en las muestras de sangre basal con respecto
a las fracciones plasmaticas (p<0,001). La concentracion de MON se redujo en un 97% en las

fracciones PRP y PPP comparado con la sangre basal (Tabla 17; Figura 23).

Tabla 17: Estudio descriptivo y comparativo de MON (K/mL) en gatos FelV positivo en las diferentes

fracciones plasmaticas.

I 0,
PROTOCOLO MUESTRA N MEDIA DE EE S MIN MAX
LIMINF.  LIM SUPER.

SANGRE 11 0,3a 0,2 0,11 0,16 0,64 0,07 1,34

PRP 11 0,01b 0,01 0,00 0,00 0,02 0,00 0,04

PPP 11 0,01b 0,01 0,00 0,00 0,02 000 0,02
g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,

DE: desviacion estdndar, EE: error estandar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.
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Figura 23. Evaluacion de la concentracion de MON en los diferentes tipos de muestra en gatos FelLV

positivo.
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MON: monocitos, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, Diferentes letras indican
diferencias entre las muestras segtin protocolo empleado*: Datos anémalos, no incluidos en el estudio. p<0,05:

estadisticamente significativo.

Estudio descriptivo y comparativo de la concentracion de los FC

PDGF-BB

No se encontraron cambios estadisticamente significativos para la concentracién de PDGF-BB
entre PRP y PPP. Los datos descriptivos y el estudio comparativo entre las diferentes fracciones
plasmaticas quedan representados en la tabla 18 y figura 24. Sin embargo, los niveles de este FC
fueron estadisticamente superiores en las muestras con presencia de agregados plaquetares en

comparacién a aquellas muestras sin agregados (p<0,001; r = 0,9).

Tabla 18: Estudio descriptivo y comparativo de PDGF-BB (pg/mL) en gatos FelV positivo en las

diferentes fracciones plasmaticas.

0,
PROTOCOLO  MUESTRA N MEDIA DE EE S0 MIN MAX
LIM INF. LIM SUPER.

248,34

152,30 45,92 146,02 350,66 79,00 544,00

265g
PPP 11 198,51 143,19 43,17 102,31 294,71 24,00 467,00

g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,
DE: desviacion estdndar, EE: error estandar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite

superior. p<0,05: estadisticamente significativo.
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Figura 24. Evaluacion de la concentracion de PDGF-BB en los diferentes tipos de muestra en gatos

FelV positivo.
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PDGF-BB: factor de crecimiento derivado de plaquetas-BB, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre
en Plaquetas. Diferentes letras indican diferencias entre las muestras segtin protocolo empleado. p<0,05:

estadisticamente significativo.

TGF-R1

Los niveles de TGF-R1 fueron estadisticamente superiores en la fraccion PRP en comparacion a
la fraccién PPP (p=0,02) (Tabla 19; Figura 25), no viéndose afectada su concentracion ante la

presencia de agregados plaquetares en la muestra plasmatica.

Tabla 19: Estudio descriptivo y comparativo de TGF-B1 (pg/mL) en gatos FelLV positivo en las diferentes

fracciones plasmaticas.

0,
PROTOCOLO MUESTRA N MEDIA DE EE (ES8% MIN MAX
LIMINF.  LIM SUPER.

11 7135,00 29523,00

17556,91a 7084,24 2135,98

PPP 11 11487,30b 3427,71 1033,49  9184,53 13790,06 5481,00 16209,00
g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la

12797,65 22316,16

muestra, DE: desviacion estandar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER:

limite superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras. p<0,05: estadisticamente significativo.
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Figura 25. Evaluacion de la concentracion de TGF-B1 en los diferentes tipos de muestra en gatos

FelV positivo.
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TGF-f31: Factor de crecimiento transformante beta-1, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en

Plaquetas. Diferentes letras indican diferencias entre las muestras segun protocolo empleado. p<0,05:

estadisticamente significativo.
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Objetivo 3: Caracterizacion del PRGF en gatos infectados por el
virus de la inmunodeficiencia felina (FIV): analisis celular y de los

factores de crecimiento PDGF-BB y TGF-B1.

Estudio descriptivo de los animales

Se recolectd sangre de un total de 16 gatos adultos asintomaticos con FIV. Se correspondieron
1 hembra esterilizada y 15 machos castrados. El peso medio fue de 5,2 kg (rango de 3,4 — 5,4 kg)

y la edad media fue de 5,3 afios (rango de 2 - 9 afos).
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Estudio descriptivo y comparativo del analisis de células en sangre basal y las

diferentes fracciones plasmaticas PPP y PRP

Concentracion de PLTs, agregados plaquetares y VPM

Plaquetas

Se encontré una diferencia estadisticamente significativa entre la media de PLTs en la fraccion
PRP (359,3 + 90,6 PLTs) y la fraccion PPP (258,8 + 79,6 PLTs) (p=0,007), sin diferencias estadisticas

entre las muestras de sangre basal y PRP o entre sangre basal y PPP (Tabla 20; Figura 26).

Tabla 20: Estudio descriptivo y comparativo de PLTs (K/mL) en gatos FIV positivo en las diferentes

fracciones plasmaticas.

1C 95%
PROTOCOLO MUESTRA EE MIN MAX
LIMINF.  LIM SUPER.

SANGRE 16 329,50ab 94,74 23,68 279,02 379,98 143,00 537,00
PRP 16 359,31a 90,62 22,66 311,02 407,60 189,00 495,00

PPP 16 258,75b 79,55 19,89 216,36 301,14 128,00 483,00
g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamaiio de la muestra,

DE: desviacion estdndar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite

superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras. p<0,05: estadisticamente significativo.

En la figura 26 se pueden observar los datos extraidos del estudio comparativo entre los

distintos tipos de muestra de los gatos FIV positivo.

Figura 26. Evaluacion de la concentracion de PDGF-BB en los diferentes tipos de muestra en gatos

FIV positivo.
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PLTs: plaquetas, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas. Diferentes letras indican

diferencias entre las muestras segun protocolo empleado. °: Circulos outlier. p<0,05: estadisticamente significativo.
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Agregados plaquetares

Del total de las 48 muestras analizadas, se obtuvieron agregados plaquetares en 8 (50%)
muestras de sangre basal y en 4 (25%) muestras de PRP (Figura 27). Segun los criterios establecidos
para ADVIA 2120i (Mitander W. 2008), y el nimero de agregados PLTs en los frotis, todas las

muestras mostraron de 1 a 7 agregados plaquetares con mds de 10 PLTs cada uno.

Figura 27. Presencia de agregados en muestras de gatos FIV.
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PRP: Plasma Rico en Plaquetas; PPP: Plasma Pobre en Plaquetas.

Volumen plaquetar medio (VPM)

El VPM fue estadisticamente mayor en sangre basal respecto a la fraccion PRP y PPP (p=0,001

y p<0,001, respectivamente) sin diferencias estadisticas entre PRP y PPP (Tabla 21).

Tabla 21: Estudio descriptivo y comparativo de VPM (fL) en gatos FIV positivo en las diferentes

fracciones plasmaticas.

1C 95%
PROTOCOLO MUESTRA EE MIN

LIM INF.  LIM SUPER.
SANGRE 16 18,63a 3,08 0,77 16,99 20,27 13,40 24,90

PRP 16 14,85b 2,82 0,71 13,35 16,35 11,40 20,30

PPP 16 14,11b 2,46 0,61 12,80 15,41 10,80 19,60
g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamaiio de la muestra,

DE: desviacion estdndar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.
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Concentracion de RBCs

La concentracion media de RBCs en las fracciones PRP y PPP fueron de 0,07 £ 0,02 M/uL y 0,04
+ 0,02 M/uL, respectivamente, disminuyendo significativamente en un 99% en comparacion con
las muestras de sangre basal (7,7 = 1,3 M/uL) (p<0,001), sin diferencias significativas entre las

fracciones PRP y PPP (Tabla 22; Figura 28).

Tabla 22: Estudio descriptivo y comparativo de RBCs (M/mL) en gatos FIV positivo en las diferentes

fracciones plasmaticas.

1C 95%
LIM SUPER.

PROTOCOLO MUESTRA

LIM INF.
SANGRE 16 7,72a 1,30 0,33 7,02 8,41 6,06 10,80
PRP 16 0,07b 0,03 0,01 0,06 0,08 0,03 0,10

PPP 16 0,05b 0,03 0,01 0,03 0,06 0,02 0,08
g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,

DE: desviacion estandar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.

A continuacion, la figura 28 muestra los datos extraidos del estudio comparativo entre los

distintos tipos de muestra de los gatos FIV positivo.

Figura 28. Evaluacion de la concentracion de RBCs en los diferentes tipos de muestra en gatos FIV

positivo.
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RBC: eritrocitos, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, Diferentes letras indican

diferencias entre las muestras segun protocolo empleado. p<0,05: estadisticamente significativo.
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Concentracion de WBCs

En comparacion con la sangre basal (WBCs: 11,4 + 5,2 K/uL), la concentracion media de WBCs
en las fracciones PRP y PPP (0,9 + 0,7 K/uL y 0,5 = 0,5 K/uL, respectivamente) disminuyd

significativamente en un 92% (p<0,001) en todas las muestras analizadas (Tabla 23; Figura 29).

Tabla 23: Estudio descriptivo y comparativo de WBCs (K/mL) en gatos FIV positivo en las diferentes

fracciones plasmaticas.

1C 95%
PROT L MUESTRA N MEDIA DE EE MIN MAX
SISECE0 S LIM INF. LIM SUPER.

SANGRE 16 11,36a 5,19 1,30 8,60 14,13 5,06 24,40
PRP 16  0,93b 0,72 0,18 0,54 1,31 0,30 3,04

PPP 16 0,55b 0,50 0,13 0,29 0,82 0,12 1,71
g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamaiio de la muestra,

DE: desviacion estandar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.

En la figura 29 se reflejan los datos extraidos del estudio comparativo entre los distintos tipos

de muestra de los gatos FIV positivo

Figura 29. Evaluacion de la concentracion de WBCs en los diferentes tipos de muestra en gatos FIV

positivo.
A
25 N
20
o
35
)
v
=]
=
10
5 B 8
L]
m—— —
0
SANGRE PRP PPP

WBC: glébulos blancos, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, Diferentes letras
indican diferencias entre las muestras segun protocolo empleado. °: Circulos outlier. p<0,05: estadisticamente

significativo.

Laura Miguel Pastor 93



Resultados

Linfocitos (LYMPH)

En comparacién con la sangre basal, el nimero de LYMPH disminuyé significativamente en un
81% (p<0,001) y 86,5% (p<0,001) en las fracciones PRP y PPP, respectivamente (Tabla 24; Figura
30).

Tabla 24: Estudio descriptivo y comparativo de LYMPH (K/mL) en gatos FIV positivo en las diferentes
fracciones plasmaticas.

1C 95%
LIMINF.  LIM SUPER.

PROTOCOLO MUESTRA

SANGRE 16  3,80a 2,65 0,66 2,38 5,21 1,46 10,61
PRP 16  0,74b 0,67 0,17 0,38 1,09 0,26 2,99

PPP 16  0,50b 0,47 0,12 0,24 0,75 0,06 1,68
g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,

DE: desviacion estdndar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.

Figura 30. Evaluacion de la concentracion de LYMPH en los diferentes tipos de muestra en gatos FIV

positivo.
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LYMPH: linfocitos, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, Diferentes letras indican
diferencias entre las muestras segtn protocolo empleado. *: Datos anémalos, no incluidos en el estudio. °:

Circulos outlier. p<0,05: estadisticamente significativo.
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Neutrdfilos (NFS)

La concentracidon media de NFS disminuyd significativamente en un 99% tanto en las fracciones

PRP como PPP con respecto a la sangre basal (p<0,001) (Tabla 25; Figura 31).

Tabla 25: Estudio descriptivo y comparativo de NFS (K/mL) en gatos FIV positivo en las diferentes

fracciones plasmaticas.

1C 95%

PROTOCOLO MUESTRA N  MEDIA DE EE MIN MAX
LIMINF.  LIM SUPER.

SANGRE 16 6,87a 2,78 0,69 5,39 8,35 2,32 11,34

PRP 16 0,09 0,12 0,03 0,03 0,16 0,01 0,40

PPP 16  0,04b 0,05 0,01 0,01 0,07 0,00 0,20
g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,

DE: desviacion estdndar, EE: error estandar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.

Figura 31. Evaluacion de la concentracion de NFS en los diferentes tipos de muestra en gatos FIV

positivo.
12,00 A
10,00
=5 8,00
3
a
=
L 6,00
=z
4,00
2,00
B B
00 - -
' SANGRE PRP PPP

NFS: neutrdfilos, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, Diferentes letras indican

diferencias entre las muestras segun protocolo empleado. *: Datos andmalos, no incluidos en el estudio. °:

Circulos outlier. p<0,05: estadisticamente significativo.

Monocitos (MON)

Las concentraciones medias de MON comparadas con la sangre basal, disminuyeron
significativamente en un 90% en la fraccion PRP y en un 97% en la fraccion PPP (p<0,001) (Tabla

26, Figura 32).
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Tabla 26: Estudio descriptivo y comparativo de MON (K/mL) en gatos FIV positivo en las diferentes
fracciones plasmaticas.

1C 95%
LIMINF.  LIM SUPER.

PROTOCOLO MUESTRA EE

SANGRE 16 0,35a 0,16 0,04 0,27 0,44 0,17 0,79
PRP 16 0,03b 0,05 0,01 0,00 0,06 0,00 0,22

PPP 16 0,01b 0,01 0,00 0,01 0,02 0,00 0,04
g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,

DE: desviacion estdndar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.

Figura 32. Evaluacion de la concentracion de MON en los diferentes tipos de muestra en gatos FIV

positivo.
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MON: monocitos, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, Diferentes letras indican
diferencias entre las muestras segtn protocolo empleado. *: Datos anémalos, no incluidos en el estudio. °:

Circulos outlier. p<0,05: estadisticamente significativo.

Estudio descriptivo y comparativo de la concentracién de los FC

PDGF-BB

No hubo diferencias significativas para los niveles del FC PDGF-BB entre las fracciones PRP y PPP
(Tabla 27; Figura 33). La presencia de agregados plaquetares en las muestras afectd

estadisticamente a la concentraciéon de PDGF-BB.
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Tabla 27: Estudio descriptivo y comparativo de PDGF-BB (pg/mL) en gatos FIV positivo en las diferentes

fracciones plasmaticas.

1C 95%

PROTOCOLO MUESTRA N MEDIA DE EE MIN MAX
LIMINF.  LIM SUPER.

16 199,80 33,47 271,15 36,00 534,00

PPP 16 159,76 104,03 26,01 104,33 215,19 33,00 387,00
g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,

128,45

133,89
265¢g

DE: desviacion estandar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.

Figura 33. Evaluacién de la concentracion de PDGF-BB en los diferentes tipos de muestra en gatos

FIV positivo.
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PDGF-BB: factor de crecimiento derivado de plaquetas-BB, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre
en Plaquetas. Diferentes letras indican diferencias entre las muestras segtn protocolo empleado. p<0,05:

estadisticamente significativo

TGF-R1
Las concentraciones de TGF-B1 fueron significativamente mayores en el PRP que en las
fracciones PPP (p=0,02) (Tabla 28; Figura 34).

En comparacion con las muestras sin agregados, las concentraciones de TGF-R1 son mayores

en las muestras con agregados plaquetares (p = 0,03; r = 0,6).
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Tabla 28: Estudio descriptivo y comparativo de TGF-B1 (pg/mL) en gatos FIV positivo en las diferentes
fracciones plasmaticas.

1C 95%
LIM INF. LIM SUPER.

PROTOCOLO MUESTRA N MEDIA

16 16 14381,89a  7044,55 1761,14 18135,67 8351,00

PPP 16 16 9403,73b  4031,92 1007,98 7255,27 11552,19 4713,00
g: fuerza gravitacional, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en Plaquetas, N: tamafio de la muestra,

10628,12

265g

DE: desviacion estdndar, EE: error estdndar, IC: intervalo de confianza, LIM INF: limite inferior, LIM SUPER: limite
superior. Las diferentes letras indican diferencias entre las muestras y protocolos del estudio. p<0,05: estadisticamente

significativo.

Figura 34. Evaluacion de la concentracion de TGF-B1 en los diferentes tipos de muestra en gatos FIV

positivo.
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TGF-f31: Factor de crecimiento transformante beta-1, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, PPP: Plasma Pobre en
Plaquetas. Diferentes letras indican diferencias entre las muestras segun protocolo empleado. °: Circulos outlier.

p<0,05: estadisticamente significativo.
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Protocolo de Obtencion de Plasma Rico en Plaquetas (PRP) en
el Gato (Felis silvestris catus) y su Relacion con Enfermedades

Viricas Felinas (Leucemia e Inmunodeficiencia)






Discusion

Discusion

Para un mejor entendimiento de los resultados obtenidos en los estudios realizados en esta

Tesis Doctoral, se expondra la discusién de forma independiente para cada uno de ellos.
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Estudio 1: Optimizacion del protocolo PRGF® en gatos

Concentracion plaquetar

En este estudio se buscaba el protocolo de centrifugacion mas ajustado a la tecnologia PRGF®-
Endoret®, para ello se han comparado 3 protocolos de centrifugacion diferentes variando las g
(255 g, 260 g, 265 g) y con una duracién de la centrifugacidon de 10 minutos en todos los protocolos.
De acuerdo con los resultados obtenidos en el estudio segun los diferentes protocolos de
centrifugacion, con el protocolo de 265 g se consiguié un enriquecimiento medio de PLTs en las
preparaciones de PRGF®-Endoret® en gatos sanos de 1,5 veces (147%) las PLTs basales, protocolo
similar al buscado. Resultados similares a los publicados en la bibliografia documentada acerca de
PRGF®-Endoret® en otras especies como el conejo o el perro, donde este sistema comercial
aumenta las PLTs en la fraccién PRP en 1,5 veces la linea de base (Damia Giménez, Carrillo Poveda
et al. 2012, lkumi, Hara et al. 2018). Los protocolos de centrifugacién utilizados en estos estudios

exponen una concentraciéon media de PLTs superior a 300.000 PLTs/uL, considerada como la
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concentraciéon minima requerida para ser un concentrado plaquetar de calidad seguin Anitua y
colaboradores (Anitua, Andia et al. 2004). No obstante, algunos estudios en humana han descrito
rangos de PLTs moderados (1,5 a 2 veces el valor basal o, de 1,3 a 4 veces las PLTs basales) para
proporcionar un mayor beneficio clinico (Anitua, Sdnchez et al. 2009, Carmona, Lépez et al. 2012,
Anitua, Zalduendo et al. 2013, Dhurat and Sukesh 2014), resultados similares a los obtenidos
aplicando los protocolos de 255 gy 260 g, que fueron de 1.4 (140%) y 1,3 (130%), respectivamente.
Se ha documentado que existen variaciones en las concentraciones de PLTs, WBCs y RBCs en los
protocolos de obtencion de PRP para una especie determinada (Castillo, Pouliot et al. 2011, Carr,
Canapp et al. 2015, Franklin, Garner et al. 2015). Del mismo modo, un protocolo establecido para
una especie en concreto sufre variaciones al reproducirlo en especies diferentes (Stief, Gottschalk
et al. 2011, Chun, Canapp et al. 2020). Un estudio publicado por Boswell y colaboradores expuso
que algunos individuos pueden no concentrar satisfactoriamente las PLTs con un determinado
sistema, pero pueden hacerlo empleando otro sistema comercializado (Boswell, Cole et al. 2012).
Por tanto, es posible que no se genere PRP en todos los casos para un sistema concreto. Se sugiere
gue deberia realizarse un contaje celular completo del supuesto PRP obtenido a cada paciente, de
este modo el clinico podria asegurar la aplicacién de PRP en cada individuo y los estudios obtener
mayor relevancia (Boswell, Cole et al. 2012). En nuestro trabajo, coincidiendo con lo expuesto
anteriormente, no hemos obtenido resultados uniformes en todas las muestras analizadas debido

a las caracteristicas individuales y a la variabilidad de cada paciente.

Las publicaciones acerca de concentrados plaquetares en el gato son muy escasas y no hay
publicados datos especificos acerca del rango exacto de PLTs requerido en la fraccion plasmatica
para considerarse como PRP en esta especie. De hecho, aunque varios métodos comerciales
mostraron aumentos de PLTs entre 151% y 187% con respecto a la sangre basal en gatos, no
obtuvieron concentraciones de PLTs por encima del rango ideal reportado (Silva, Alvarez et al.
2012, Chun, Canapp et al. 2020, Ferrari and Schwartz 2020). Comparando nuestro estudio con
publicaciones previas en gatos, Silva y colaboradores recolectaron las muestras sanguineas en
tubos de 8,5 mL, obteniendo un aumento de PLTs con respecto a la sangre basal de 187%
empleando un protocolo de centrifugacion de 85 g durante 6 minutos (Silva, Alvarez et al. 2012).
Chun y colaboradores recolectaron las muestras sanguineas de los gatos en tubos de 12,5 mLy
sometieron a las muestras a un protocolo de doble centrifugacién. Después de la primera
centrifugacion a 3.600 revoluciones por minuto (rpm) durante 1 minuto, la fraccién plasmatica fue
aspirada y centrifugada de nuevo durante 5 minutos a 3,800 rpm obteniendo una concentracién
plaquetar del 151% con respecto a la sangre basal (Chun, Canapp et al. 2020). Autores como

Ferrari y colaboradores compararon en gatos dos sistemas comercializados para

104 Laura Miguel Pastor



Discusion

perros. En el primer sistema se recolecté un volumen sanguineo de 13,5 mL con 1,5 mL de
anticoagulante ACD-Ay se llevd a cabo una centrifugacion simple a 1.300 rpm durante 5 minutos.
En el segundo sistema empleado se recolectd un volumen sanguineo a cada paciente de 12,5 mL
con 2,5 mL de ACD-A, sometiendo las muestras a una primera centrifugacion de 3.600 rpm durante
1 minuto. Tras esta centrifugacién se transfirid la fraccién plasmatica y buffy coat a una segunda
centrifugacion a 3.800 rpm durante 5 minutos. El sistema 1 no permitié una concentracion
plaguetar, de hecho, disminuyd el nimero de PLTs en un 3% con respecto a la sangre basal,
probablemente debido a una fuerza de centrifugacién excesiva. Sin embargo, el sistema 2 permitié
la concentracidon de las PLTs en un 187% comparado con las muestras de sangre basal (Ferrari and
Schwartz 2020). No obstante, este sistema no es comparable al buscado en este estudio ya que uno

de los objetivos del sistema PRGF®-Endoret® es el empleo de una centrifugacidn unica.

En nuestro estudio, siguiendo las recomendaciones de PRGF®-Endoret®, se emplearon tubos de
recoleccidn sanguinea de 9 mL y un protocolo de centrifugacion simple. Debido a la necesidad de
optimizar el protocolo, la g fue modificada segliin 3 protocolos estudiados (255 g, 260 g y 265 g)
siempre con una variable tiempo de 10 minutos. Teniendo en cuenta las publicaciones previas, los
autores manifiestan que factores como el volumen de muestra basal, la fuerza gravitacional, el
numero de centrifugaciones y el tiempo de centrifugacién empleados en los diferentes protocolos,
podrian ser los responsables de las variaciones observadas entre estudios, ya que el recuento de
PLTs en la sangre basal de los gatos de los diferentes estudios fueron muy similares. Nos gustaria
enfatizar también que, algunas caracteristicas como el modelo o el didametro de la centrifuga, asi
como las g aplicadas no fueron especificados en los estudios mencionados anteriormente, por lo
que los autores consideran importante la necesidad de detallarlos para la caracterizacién del
producto PRP especifico en cada especie por un sistema determinado y poder compararlos con

otros sistemas disponibles en el mercado.

Pureza del PRP obtenido

La obtencién de PRP dota de un elevado interés en el campo de la medicina regenerativa desde
hace mas de tres décadas, principalmente por la accidn regenerativa de los FC presentes en el
interior de las PLTs (Marx 2001). Hay muchos sistemas de purificacién de PRP disponibles
comercialmente (Wasterline, Braun et al. 2012), lo que supone variabilidad en el PRP obtenido en
término de concentracion de PLTs, WBCs, RBCs y FC (Dhurat and Sukesh 2014). La tecnologia

PRGF®-Endoret® es un tipo de PRP adquirido a partir de pequeios volumenes de sangre mediante
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un Unico proceso de centrifugacion y posterior pipeteado del plasma. Emplear un volumen
pequefio de sangre para la obtencién de PRP es importante en la practica del gato, ya que, debido
al pequefio tamarfio de esta especie el volumen de sangre total requerido podria considerarse un
factor limitante. El volumen de sangre extraido en nuestro estudio no superd el volumen maximo
de extraccion permitido en ningun gato (Davidow 2013, Ferrari and Schwartz 2020), garantizando

asi una correcta volemia y perfusién en cada paciente.

La tecnologia PRGF®-Endoret® cataloga a su producto hemoderivado como un P-PRP, estd
moderadamente enriquecido en PLTs, no contiene RBCs ni WBCs, y su activacion se realiza con
cloruro de calcio (Anitua, Sdnchez et al. 2007). Estos criterios se cumplen en los 3 protocolos
utilizados en nuestro estudio, en los que la presencia de células que puedan alterar la eficacia de
este producto en el control de la inflamaciéon y regeneracién de los tejidos, como los RBCs y WBCs
se redujeron a valores cercanos a cero. Resultados similares fueron mostrados por Ferrari y
Schwartz utilizando un sistema de centrifugacion simple (1.300 rpm x 5 min), sin embargo, cuando
utilizaron un sistema de centrifugacion doble (3.600 rpm x 1 miny 3.800 rpm x 5 min), se informéo
una reduccion del 80% en los WBCs, lo que resulté en un producto lejos de cumplir el canon P-
PRP. Existen diferentes formulaciones de PRP segun la presencia o ausencia de leucocitos: LP-PRP,
P-PRP y LR-PRP (McCarrel, Minas et al. 2012, Dohan Ehrenfest, Andia et al. 2014, Rossi, Murray et
al. 2019). Teniendo en cuenta esta clasificacion, el protocolo de doble centrifugacion utilizado por
estos autores proporciond un LP-PRP (Ferrari and Schwartz 2020). Todavia actualmente, la
presencia o ausencia de WBCs en el PRP se discute con frecuencia en la literatura. Los WBCs
podrian ser una fuente adicional de FC y dotar de propiedades antimicrobianas (Castillo, Pouliot
et al. 2011, Filardo, Kon et al. 2012) pero, por otro lado, los WBCs liberan citoquinas
proinflamatorias que podrian provocar el proceso inflamatorio y contrarrestar el efecto positivo
sobre la regeneracion tisular (Castillo, Pouliot et al. 2011, McCarrel, Minas et al. 2012). Nuestro
estudio no evalud la eficacia clinica de los productos PRGF® obtenidos y se desconoce si estos
productos con concentracion moderada de PLTs, pero RBCs y WBCs indetectables tendrian
aplicaciones in vivo. La versatilidad y biocompatibilidad de estos productos han estimulado su uso
terapéutico en numerosos campos médicos y cientificos, incluyendo odontologia, implantologia
oral, ortopedia, tratamiento de Ulceras e ingenieria de tejidos, entre otros. El uso de este
hemoderivado rico en FC revela resultados prometedores como tratamiento de la osteoartritis en
perros (Vilar, Morales et al. 2013, Cuervo, Rubio et al. 2014) y conejos (Torres-Torrillas, Damia et
al. 2021, Torres-Torrillas, Damia et al. 2022), tendinopatias en caballos (Torricelli, Fini et al. 2011,
Geburek, Gaus et al. 2016, Romero, Barrachina et al. 2017) y ovejas (Fernandez-Sarmiento,

Dominguez et al. 2013), cicatrizaciéon de heridas en conejos (Chicharro, Carrillo et al. 2018,
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Chicharro-Alcantara, Rubio-Zaragoza et al. 2018) o cicatrizacidn de Ulceras corneales en diferentes
especies (Rushton, Kammergruber et al. 2018, Farghali, AbdEIKader et al. 2021). Los gatos son
susceptibles a diversas enfermedades musculoesqueléticas y también pueden sufrir dafios
traumaticos (Chandler and Beale 2002), ademas, en los ultimos afos se han identificado mas
enfermedades ortopédicas en los gatos, especialmente osteoartrosis (Chun, Canapp et al. 2020).
Es razonable suponer que la terapia PRGF® podria ser efectiva para pacientes felinos de manera
similar a lo que ocurre en otras especies animales pudiendo ser una buena opcion terapéutica

para el tratamiento de la osteoartritis, la cicatrizacién de heridas y las tendinopatias.

Actualmente los estudios de aplicacidn in vivo de PRP en diferentes patologias en gatos estd

aumentando, aunque todavia son muy escasos.

La publicacion acerca de la aplicacion clinica de PRP en los felinos mas antigua data del afio
2017. Gemignani y colaboradores, fueron pioneros en la aplicacién clinica de este hemoderivado
en el gato, apostaron por la aplicacion de PRP heterdlogo para la cicatrizacién de una herida
ocasionada por mordedura de perro a un gato adulto joven FIV-FelV negativo. La herida, de dos
dias de evolucién, se encontraba en la regién del cuello y fue clasificada como herida contaminada.
Después de valorar el caso, optaron por la aplicacion tépica de PRP de un perro donante obtenido
mediante el método tubo descrito por Perazziy colaboradores (Perazzi, Busetto et al. 2013). Previa
a la aplicacién confirmaron mediante contaje celular que la muestra a aplicar contenia un rango
Optimo de PLTs para considerarlo PRP. Posteriormente, la herida fue cubierta con un apésito para
mantener el lecho himedo y evitar exposicién a microorganismos, que se retiraba cada dos dias
para eliminar los apdsitos sucios y evaluar la evolucidon de la herida. El paciente no recibio
tratamiento con antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), pero si amoxicilina potenciada con
acido clavulanico como terapia antimicrobiana. En la descripcion del caso clinico descrito no
referencian mds de una aplicaciéon de PRP en el proceso de curacién de la herida ni otros
tratamientos cicatrizantes. El progreso de la herida se evalud segun el area total y los porcentajes
de contraccion y de epitelizacién de esta segin Bohling y colaboradores (Bohling, Henderson et al.
2004). La aplicacion de PRP en este caso consiguid cambios favorables desde los dos primeros dias
tras su aplicacidn, con una cicatrizacion completa de la herida a los 20 dias (Gemignani, Perazzi et
al. 2017). Este ha sido el Unico articulo acerca del uso de PRP heterélogo en gatos que se ha
publicado hasta el momento. No obstante, aunque no fueron evidenciados efectos secundarios
en el paciente descrito anteriormente por el uso de PRP heterdlogo, una de las ventajas que ofrece
y defiende PRGF®-ENDORET® es su seguridad por ser puramente autdlogo. Coincidiendo con

Gemignani y colaboradores, el tamafio de los gatos podria ser un inconveniente
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dependiendo del volumen necesario de PRP a aplicar, sin embargo, la tecnologia PRGF® dispone

de tubos de extraccion de 8 mL, un volumen asequible para casi cualquier gato adulto.

El primer estudio acerca de la aplicacién clinica de PRP autélogo en gatos se publicé en 2021
por Farghali y colaboradores. Los autores evaluaron el efecto de inyectar PRP autdlogo
subconjuntival en el tratamiento de diferentes tipos de Ulceras corneales en perros y gatos. Las
Ulceras corneales se definen como un defecto en el epitelio con pérdida del estroma que puede ir
acompafiado de inflamacidn (Acosta, Castro et al. 2014). Un total de 16 gatos fueron evaluados
en el estudio, donde la raza persa y las hembras fueron las mds afectadas por Ulceras corneales,
ademas, uno de los principales factores desencadenantes de las Ulceras fue el herpesvirus felino
(FHV-1). Los autores obtuvieron PRP siguiendo un protocolo de doble centrifugacion descrito
previamente por Kececiy colaboradores (Kececi, Ozsu et al. 2014). Siguiendo el protocolo descrito,
se sometid a las muestras de sangre (tubos de 9 mL con citrato de sodio al 3,8%) a una primera
centrifugacion suave a 250 g durante 10 minutos para, posteriormente, pipetear la fraccién del
plasma superior (PPP) y la intermedia (PRP y WBCs) y seguidamente centrifugarlas aumentando la
fuerza de centrifugacidn a 2000 g durante 10 minutos. Una vez obtenido el PRP, éste fue activado
con cloruro calcico e incubado a 37°C durante una hora antes de aplicarlo. Finalmente, para
recuperar el PRP activado debié someterse a una tercera centrifugacion de 3000 g durante 20
minutos para poder administrarlo via subconjuntival. Lo que observaron en el estudio fue que la
administracién de PRP ayudo en la cicatrizacidn de las ulceras tanto en perros como en gatos, sin
embargo, el nimero de inyecciones necesarias hasta la curacidn total varié segun paciente y tipo
de ulcera. En general, los gatos necesitaron un mayor nimero de inyecciones que los perros (3 y
2 inyecciones, respectivamente) (Farghali, AbdEIKader et al. 2021). Aunque los resultados del
estudio fueron prometedores en el tratamiento de ulceras corneales, cabe destacar que el
protocolo de obtencién de PRP fue el mismo para perros que para gatos y que el protocolo original
estaba descrito en humana. Ademas, en ningin momento el estudio detalla el contaje celular de
la fraccién plasmatica considerada como PRP. En la mayoria de las especies animales, incluida la
humana, el tamafio plaquetar puede oscilar de 2 a 4 milimetros (mm), pero en los gatos la
variacion entre PLTs puede variar de 2 hasta 6 mm. De hecho, las macroplaquetas presentes en
los gatos alcanzan el mismo tamafio que los RBCs (Boudreaux, Osborne et al. 2010), por lo que
este factor puede interferir con la concentracion plaquetar en el PRP para esta especie, ya que la
diferenciacion de las distintas capas obtenidas tras la centrifugacion de la sangre (RBC, buffy coat
y fraccién plasmatica) se debe a diferencias en la densidad de las diferentes células sanguineas,
siendo los RBCs las primeras células en precipitar al final del tubo. Por ello, cabe pensar que los

gatos con un tamafio de PLTs mas grande podrian no alcanzar el rango 6ptimo o esperado de
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concentracién plaquetar en la fraccidn plasmatica determinada como PRP, motivo por el cual los
autores consideran adecuado realizar un contaje celular previamente a la aplicacion del PRP en

esta especie.

Recientemente se han publicado dos estudios acerca de la aplicacién clinica de PRP en gatos.
De nuevo, estos dos estudios emplean sistemas de obtencidn de PRP no validados previamente
en esta especie. Angelou y colaboradores evaluaron la respuesta de la inyeccién de PRP
intralesional en la curacién de heridas cutdneas en 8 gatos adultos FIV-FelV negativos. Se prefirié
la inyeccidn Unica intralesional en lugar de la aplicacién diaria de solucion PRP en gel porque la
aplicacién local puede dar lugar a la produccion de liquido de origen inflamatorio y retrasar la
contraccion de la herida, ademas de afectar su absorcién con el cambio de vendaje (Dionyssiou,
Demiri et al. 2013). Para la obtencidon de PRP emplearon un kit comercial validado en humanos
previamente, para ello extrajeron de cada paciente 11 mL de sangre que fueron introducidos en
un tubo con gel de separacién y anticoagulante acido citrato dextrosa (MACD7) para
posteriormente centrifugarla durante 10 minutos a 1.500 rpm obteniendo un total de 7 mL de
plasma de los cuales 4 mL fueron considerados como PRP. Se crearon 6 heridas (3 de ellas fueron
elegidas aleatoriamente como grupo control y las otras 3 para aplicacidon de PRP) con un bisturi
incluyendo el musculo panicular y el tejido subcutaneo separadas 3 cm entre ellas (3 heridas a
cada lado del dorso del paciente). Se inyectd un total de 1 mL de PRP en cada herida, aplicado en
las esquinas de ésta. La evolucion de las heridas fue evaluada macroscopicamente por foto
planimetria y mediante flujometria laser Doppler e histologia a diferentes tiempos. Los pacientes
recibieron buprenorfina como tratamiento analgésico posoperativo y las heridas fueron vendadas.
Los autores analizaron el PRP obtenido y este fue administrado en la primera hora tras su
obtencidn. El incremento de PLTs en la fraccion PRP fue de 2 a 8,2 veces el rango basal sin RBCs y
unos niveles de WBCs de 0,73 + 0,4 K/L, unos resultados similares a los proporcionados por el
fabricante del kit. Los autores del estudio no hallaron diferencias significativas en la aparicion de
tejido de granulacién entre las heridas tratadas con PRP y las heridas del grupo control, ademas,
el tiempo de aparicion de este tejido de granulacién coincidid con lo previamente descrito
(aproximadamente 6 dias) en la bibliografia (Bohling, Henderson et al. 2004). No obstante, la
cicatrizacion total de las heridas en el grupo PRP en comparacién al grupo control fue casi el doble,
concluyendo que la inyeccién intralesional de PRP mejora la cicatrizacidn de heridas cutaneas en

el gato (Angelou, Psalla et al. 2022).

Por otra parte, Farid y colaboradores determinaron el potencial del PRP como tratamiento en

la esclerosis multiple (EM) en gatos. La EM supone una enfermedad desmielinizante autoinmune
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y progresiva del sistema nervioso central, sin una terapia eficaz hasta el momento. El estudio se
desarrolld en gatos adultos de raza persa a los cuales se les provocé la EM en la zona toracolumbar
(T12 - L2) empleando bromuro de etidio (BE), descrito previamente por Torres-Fuentes y
colaboradores (Torre-Fuentes, Moreno-Jiménez et al. 2020). Los gatos fueron divididos en 3
grupos de 5 gatos cada uno. El grupo 1 se correspondia con el grupo control negativo, a los cuales
no se les provocod lesidn ni recibieron tratamiento ninguno. El grupo 2 o control positivo fue
tratado con una inyeccién Unica de solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) por via intratecal
en el agujero magno tras haber provocado la desmielinizacidn con BE. Finalmente, los gatos del
grupo 3 fueron sometidos a BE y posteriormente tratados con una inyeccién de 1 mL de PRP en
soluciéon PBS previamente activado con laser via intratecal en el agujero magno. La administracién
de farmacos intratecal evita la barrera hematoencefalica, favoreciendo asi su llegada hasta el
sistema nervioso central (SNC). Para la obtencidn de PRP en este estudio, la sangre extraida de
cada paciente fue sometida a una primera centrifugacién de 3000 rpm durante 3 minutos que
permitié separar la fraccidn plasmatica y buffy coat de los RBCs y volver a centrifugar el plasmay
WBCs para centrifugarlos a 4000 rpm durante 15 minutos. Se consideré como fraccion PRP el
tercio inferior de la muestra obtenida. Los resultados obtenidos indicaron que la administracion
de PRP puede mejorar significativamente la recuperacion de la marcha y actividad sensorial al
mejorar la regeneracion de los axones, promoviendo la remielinizacidn, inhibiendo la apoptosis y
mejorando la angiogénesis. Asi pues, el PRP puede tener efectos neuroprotectores en gatos (Farid,
Abouelela et al. 2022). Conviene subrayar que la fuerza centrifuga relativa depende de las rpm y
del radio del rotor de la centrifuga empleada, por lo que un protocolo bien descrito debera
siempre indicar las g empleadasy no rpm porque el tamafio de los rotores difiere entre centrifugas
y, por tanto, a su vez la g sera diferente. De este modo los autores desconocen si el protocolo
empleado por Farid y colaboradores es extrapolable al sistema en el que se basaron descrito
previamente por Giraldo y colaboradores (Giraldo, Alvarez et al. 2015). Ademas, los autores
tampoco comprobaron la pureza del plasma obtenido, asumiendo que aplicaron PRP. En nuestro
estudio, pudimos demostrar la oscilacion en el porcentaje de PLTs obtenido segln protocolo
empleado ademas de la variabilidad individual que existe y la falta de reproducibilidad de
protocolos para especies diferentes. Coincidiendo con publicaciones previas, consideramos
esencial evaluar las caracteristicas del PRP obtenido antes de su aplicacién debido a las diferencias
entre los sistemas comerciales disponibles en el mercado (Franklin, Garner et al. 2015, Ferrari and

Schwartz 2020).

Actualmente, en medicina veterinaria no existe una concentracién dptima de PLTs defendida

por la bibliografia, lo que hace necesario ampliar las investigaciones en este campo (Chun, Canapp
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et al. 2020). Ademas, los autores consideran interesante evaluar la respuesta del PRP obtenido
con un mismo método en diferentes patologias o tejidos, ya que el porcentaje de PLTs requerido

puede ser diferente segun el tejido a tratar (Weibrich, Kleis et al. 2002).

Agregacion plaquetar y VPM

La elevada prevalencia de agregados plaquetares en las muestras sanguineas en gatos es un
fendmeno que se conoce desde hace décadas y es el responsable de que el contaje de PLTs
mediante métodos automadticos no sea siempre preciso. Segun bibliografia contrastada, la
prevalencia de estos agregados oscila entre un 40% y un 70% (Moritz and Hoffmann 1997,
Zelmanovic and Hetherington 1998, Norman, Barron et al. 2001, Ellis, Bell et al. 2018, Ferrari and
Schwartz 2020). En nuestro estudio se obtuvo un porcentaje menor (27%) de agregados
plaquetares en las muestras de sangre basal con respecto a la bibliografia publicada. El factor
delimitante en la agregacion plaquetaria en esta especie no se conoce con exactitud, postulando
diversas teorias como factores propios de la especie, el método y calidad de recoleccién de la
sangre, el anticoagulante empleado en la muestra o el tiempo transcurrido hasta analizar la

muestra sanguinea (Riond, WaRmuth et al. 2015, Ferrari and Schwartz 2020).

En nuestro proyecto, la recolecciéon de las muestras de sangre basal mediante goteo a través de
cateterizacion de la vena cefélica con catéter 22G, fue diferente al sistema de recoleccion de las
muestras de sangre yugular mediante sistema vacutainer 22G de citrato de sodio al 3,8% para su
centrifugacion y obtencion de PRP. Este hecho podria haber influido también en la formacién de
agregados plaquetares. Hasta hace aproximadamente 10 afios, la calidad de la obtencién de la
sangre en gatos se habia considerado una de las principales causas de agregacién plaquetaria. Sin
embargo, Riond B. y colaboradores estudiaron el comportamiento de las PLTs de los gatos tras la
recoleccidon sanguinea en EDTA en un tiempo transcurrido de 24 horas. Ademas, estudiaron la
relacion entre la calidad de extraccién de la sangre y la presencia de agregados plaquetares. La
presencia de estos agregados estuvo presente en el 57% de las muestras a diferentes tiempos, no
obstante, demostraron que la separacidn plaquetar una vez formados los agregados fue posible,
ya que, transcurridas 24 horas tras la recoleccion de la sangre, los agregados habian desaparecido
en el 100% de las muestras. Al activarse, las PLTs se desgranulan y vierten al medio proteinas y
citoquinas, esto les permite formar y mantener agregados plaquetares. Los autores del estudio
sugieren que la desagregacion plaquetaria podria estar relacionado con los niveles de glucosa
presente en las muestras, ya que observaron una mayor palidez en las PLTs que se encontraban

formando agregados en comparacion a las PLTs solitarias. Las PLTs son capaces de absorber
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glucosa de la sangre a través de transportadores de membrana de glucosa, de este modo obtienen
la energia necesaria para activarse, romper sus granulos y formar y mantener los agregados
plaquetares. Por lo tanto, se puede teorizar que la desagregacién podria ocurrir debido a una
deficiencia de energia intracelular en PLTs desgranuladas. Otro dato destacable en esta
publicacion fue que la calidad en la extraccion de la sangre no estaba correlacionada con la
formacion de los agregados plaquetares (Riond, WaRmuth et al. 2015). Teniendo en cuenta esta
desagregacion plaquetaria, en nuestro estudio, podria haber resultado util analizar las muestras
transcurridas 24 horas para obtener el contaje de PLTs sin agregados. No obstante, teniendo en
cuenta que uno de los objetivos de nuestro trabajo es comparar la concentracidn celular de las
muestras de sangre basal, PRP y PPP y que esta informacion solo se encuentra contrastada
previamente en el analisis de las PLTs en muestras recogidas en EDTA, no seria extrapolable al
analisis de otras células como WBCs o RBCs ni extrapolable a muestras con citrato como son las

muestras recogidas con el kit PRGF®-Endoret®.

Aunque el indice de agregados plaquetares en muestras basales en nuestro estudio ha sido
inferior a estudios previamente publicados (Norman, Barron et al. 2001, Ellis, Bell et al. 2018,
Ferrari and Schwartz 2020), EDTA podria no ser el anticoagulante de eleccidn en gatos. Tvedten y
colaboradores compararon la efectividad que tenia afiadir iloprost o PGE1 a las muestras
sanguineas recogidas en EDTA en la reduccién de la formacién de agregados plaquetares. El
estudio realizado en 35 gatos demostré que la adicién de estos antiagregantes, especialmente
iloprost, disminuyd la presencia de agregados plaquetares en las muestras de EDTA, pero de
ningdn modo evitd la formaciéon de estos en el 100% de las muestras analizadas. Ademas,
demostraron que las muestras detectadas con agregados plaquetares por el analizador ADVIA se
correspondian con pseudotrombocitopenia al comprobar la agregacidon plaquetar en frotis
sanguineo demostrando una vez mds, que el frotis sanguineo es el método mds sensible para la

deteccion de pseudotrombocitopenia en el gato (Tvedten, Ljusner et al. 2013).

Por otro lado, la diferencia en la g o modificacion en el tiempo de centrifugacién utilizados en
la técnica de obtencion de PRP daran lugar a diferencias significativas en los rendimientos, la
concentracion, la pureza, la viabilidad y el estado de activacion de las PLTs aisladas (Fadadu,
Mazzola et al. 2019). El hecho de haber aplicado centrifugaciéon en las muestras podria ser
responsable de las variaciones en los porcentajes de agregados plaquetares obtenidos en nuestro
estudio, ya que, tanto en gatos sanos como en leucemia e inmunodeficiencia positivos, el nimero
de agregados plaquetares fue superior en las muestras basales (27%, 18% y 50%, respectivamente)

en comparacion a la fraccién plasmatica PRP (7%, 18% y 25%, respectivamente).
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Los agregados plaquetares en la fraccion PPP fue de un 7% en gatos sanos y un 18% en gatos FELV.

En gatos FIV no hubo agregacién plaquetar en la fraccién PPP.

En comparacion con publicaciones previas (Silva, Alvarez et al. 2012) en los que el VPM fue
menor en las muestras analizadas de sangre basal en comparacién con los concentrados
plaquetares, nuestro estudio revelé un VPM significativamente superior en muestras basales
contrastado con las fracciones plasmaticas PPP y PRP independientemente del protocolo de
centrifugacién empleado y correlacionado positivamente con la presencia de agregados
plaquetares. VPM es un parametro asociado a la agregacion plaquetar y diversos factores pueden
influir en este valor, tales como el anticoagulante empleado en la muestra, el tiempo transcurrido
hasta analizar la muestra o la propia metodologia (Jackson and Carter 1993). La diferencia en el
VPM podria deberse a los distintos anticoagulantes empleados, ya que EDTA puede provocar que
las PLTs se hinchen. Esto podria explicar un mayor VPM en las muestras de sangre basal con
respecto a las muestras obtenidas en citrato en nuestro estudio. El VPM en las fracciones
plasmaticas de nuestro trabajo fueron comparables a las publicadas por Silva y colaboradores en
los concentrados plaquetares que obtuvieron empleando ACD-A como anticoagulante (Silva,

Alvarez et al. 2012).

Respecto al tamafio de las PLTs en gatos, este puede alcanzar valores superiores a 60 fL
(Tvedten, Ljusner et al. 2013) y, aunque el analizador ADVIA es uno de los mas fiables para el
analisis de estas células en esta especie (Zelmanovic and Hetherington 1998), podria no detectar

las PLTs de mas de 60 fL dando lugar a valores inferiores en el porcentaje plaquetar.

Caracterizacion de factores de crecimiento: PDGF-BB y TGF-131

Los estudios acerca del andlisis de los FC en gatos son muy escasos. Segun bibliografia
consultada, solo existe una publicacién en la cual se compard la concentracién de FC como el
PDGF-BB y TGF-R1 entre plasma basal y concentrados plaquetares en esta especie (Silva, Alvarez
et al. 2012). Nuestro trabajo obtuvo valores superiores de ambos FC en las fracciones PRP y PPP
en comparacién con las muestras de plasma basal analizadas por Silva y colaboradores empleando
cualquiera de los 3 protocolos descritos. Sin embargo, estos valores fueron inferiores en

comparacion con los concentrados plaquetares para el mismo estudio.

La activacion de las PLTs y liberacién de FC depende de diversos factores. En el estudio de Silva
y colaboradores los FC fueron analizados en plasma basal, que para su obtencién aplicaron una

centrifugacion de la sangre de 1.500 g durante 15 minutos. No obstante, el analisis de los FC en
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los PC-Ay PC-B fueron activados segun lote con gluconato cdlcico al 10% o con trombina bovina y
posteriormente incubados a 37 °C durante 3 y 6 horas tras su centrifugacién, para finalmente ser
analizados. No obtuvieron diferencias significativas para el tipo de activador empleado y
observaron una mayor concentracion de los FC analizados a las 3 h con respecto a las 6 h (Silva,

Alvarez et al. 2012).

Otro estudio publicado acerca de la concentracidon de TGF-$1 en 12 gatos sanos declara valores
medios de 21.480 + 8.948 pg/mL (Arata, Ohmi et al. 2005). Estos valores son superiores a los que
obtuvimos en nuestro trabajo en las fracciones plasmaticas y superiores en comparacién a los
niveles basales de Silva y colaboradores, pero similares a los que obtuvieron en los concentrados
plaquetares (Silva, Alvarez et al. 2012). Sin embargo, cabe sefalar que las muestras analizadas por
Arata y colaboradores fueron a partir de suero, esto podria haber influido en la concentracién de
TGF-R1 por causar una activacion temprana de las PLTs, ya que las muestras sanguineas en suero
se coagulan al no contener anticoagulante. Este codgulo de fibrindgeno y plaquetas requiere una

activacion plaquetaria para su formacién con la consecuente liberacién de los FC.

La diferencia en los niveles de PLTs entre individuos de una misma especie como puede
observarse en nuestro estudio plantea que existan a su vez, diferencias en los niveles de FC basales
individualmente. Se considera necesario ampliar las investigaciones acerca de la concentracién de

FC en el plasma basal en gatos.
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Estudio 2: Evaluacion del Plasma Rico en Plaquetas (PRGF®-
Endoret®) en gatos con leucemia: Valoracion de PDGF-BB y TGF-
B1.

FeLV es uno de los virus mas prevalentes en gatos a nivel mundial y aunque su prevalencia y
desarrollo han ido disminuyendo a lo largo de las ultimas décadas debido, principalmente a un
diagndstico precoz y a programas de vacunacion efectivos, la disminucién de la prevalencia se ha
estancado en algunos paises. Como se ha comentado en la revisidn bibliografica de esta Tesis,
existen cuatro posibles cursos de infecciéon por FelLV determinado por la interaccién entre el
sistema inmune del gato y el propio virus: progresiva, regresiva, abortiva y atipica focal. Estas fases
de la infeccién pueden determinarse con el uso consecutivo de diferentes pruebas diagndsticas.
El impacto del virus en el gato infectado junto con los resultados en diferentes pruebas
diagnésticas, plantean desafios al veterinario en la toma de decisiones clinicas o pueden afectar
al pronéstico del paciente. Ademas, el impacto de la infeccion regresiva por FelLV en el gato aln

no se conoce con exactitud (Hartmann and Hofmann-Lehmann 2020).
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Todos los gatos que participaron en este estudio se clasificaron como gatos FelV positivo en
fase progresiva de la enfermedad. El diagndstico se realizd mediante dos inmunoanalisis,
separados entre 6 y 9 meses, que permitieron detectar la presencia del antigeno p27 de FelLV. Se
empled el SNAP® FIV/FelLV Combo de Idexx con una sensibilidad del 100% y especificidad del

97,8%, siendo el valor predictivo positivo elevado para esta prueba (Krecic, Velineni et al. 2018).

Contrastando con la bibliografia publicada, no hemos observado diferencias significativas en la
prevalencia de FelLV entre machos y hembras al igual que otros estudios (Lee, Levy et al. 2002).
Sin embargo, otras publicaciones destacan un mayor indice de FelLV en gatos machos no
esterilizados, probablemente debido al factor de la agresividad. Por tanto, las peleas y mordiscos
entre gatos podrian tener mayor relevancia de lo que se ha documentado hasta el momento y no
solo el contagio mediante lamidos y conducta amistosa (Goldkamp, Levy et al. 2008, Hofmann-

Lehmann, Gonczi et al. 2018).

Concentraciéon plaquetar

Segun el conocimiento del autor, este es el primer trabajo publicado acerca de la obtencion de

PRP y analisis de FC en gatos naturalmente infectados de FelV.

FelLV predispone a los gatos infectados a ciertas enfermedades e infecciones secundarias,
siendo las heridas por mordedura o abscesos una de las principales complicaciones (Goldkamp,
Levy et al. 2008). Se ha comentado anteriormente el papel que desempefian las PLTs en la
cicatrizacion de heridas y regeneracién tisular, por ello, consideramos que este trabajo puede

aportar nuevas estrategias en el tratamiento de patologias frecuentes en pacientes leucémicos.

En esta segunda parte del estudio, se aplicé el protocolo seleccionado de centrifugacién con el
que se hallé la mayor concentracion de PLTs obtenida, 265 g durante 10 minutos, a la sangre
obtenida de los pacientes FelV positivo. Tras la centrifugacion, separacién de las diferentes
fracciones plasmaticas y analisis celular de las mismas, se obtuvo un enriquecimiento medio
plaquetar del 143% (1,4 veces) en la fraccidn PRP con respecto a la sangre basal de los gatos. Estos
resultados reflejaron datos muy similares a los obtenidos en pacientes sanos donde se obtuvo un
enriquecimiento de PLTs del 147% (1,5 veces) con respecto a valores basales. En nuestro estudio,
elrango de PLTs basales fue similar en gatos sanos (328,5 + 155,8 K/ulL) y gatos FeLV (307,3 £ 106,2
K/uL), no obstante, la presencia de este virus podria relacionarse con un menor nimero de PLTs
(Ellis, Bell et al. 2018). Se ha visto que, la principal causa de trombocitopenia en gatos son las

enfermedades viricas, siendo FelLV el agente causal principal (Ellis, Bell et al. 2018).
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Es dificil estimar el porcentaje de PLTs obtenido segun el protocolo de centrifugacion o kit
comercial empleado debido a la alta variabilidad individual. Hay solo dos publicaciones recientes
gue evallan distintos kits comercializados para otras especies en gatos (Chun, Canapp et al. 2020,
Ferrari and Schwartz 2020). Chun y colaboradores consiguieron un aumento de PLTs en la fraccidon
PRP del 151% con respecto a la sangre basal a partir de una muestra de sangre de 12,5 mL con 2,5
mL de citrato dextrosa como anticoagulante, sometida a doble centrifugacion, una primera a 3.600
rom durante 1 minuto, que permitié separar la fraccion plasmatica y WBCs de los RBCs para,
posteriormente volver a centrifugar la suspensién por encima de los RBCs a 3.800 rpm durante 5
minutos (Chun, Canapp et al. 2020). Este sistema se probd previamente en perros obteniendo un
enriquecimiento plaquetar del 550% (Carr, Canapp et al. 2015). Por otra parte, Ferrari y
colaboradores disefiaron un estudio para evaluar celularmente el PRP obtenido a partir de dos
sistemas comerciales para perros, en gatos. Para no superar el 10% del volumen sanguineo
extraido en los gatos que participaron en el estudio, adaptaron el volumen segun el sistema,
siendo necesario disminuir los mL sanguineos y, por tanto, los de anticoagulante en el segundo
sistema. Para el primer sistema evaluado, fueron necesarios 13,5 mL de sangre centrifugada una
Unica vez a 1.300 rpm durante 5 minutos. Por el contrario, el segundo sistema constaba de 2
centrifugaciones, una primera donde la sangre (12,5 mL) fue sometida a 3.600 rpm durante 1
minuto, permitiendo separar la fraccién PPP y WBCs de los RBCs y centrifugarlos durante 5
minutos a 3.800 rpm. Con este protocolo consiguieron una concentracién del 187%, sin embargo,
no fue considerado como un PRP éptimo puesto que el fabricante recomendaba porcentaje de
PLTs de 2 a 5 veces el valor basal (Ferrari and Schwartz 2020). Este sistema es el mismo kit
empleado en el estudio de Chun y Colaboradores, lo que pone de manifiesto la variabilidad que
existe para un mismo sistema comercial entre especies diferentes y dentro de la misma especie

(Chun, Canapp et al. 2020).

Los estudios descritos anteriormente reflejan los protocolos empleados en rpm y no en g, esto
no permite comparar adecuadamente los protocolos entre trabajos. La fuerza centrifuga relativa
o g es la aceleracidn que se aplica a la muestra, es relativa a la fuerza de la gravedad de la Tierra 'y
depende de las rpm y del radio del motor de la centrifuga empelada. Por tanto, un protocolo bien
redactado debera sefalar las g empleadas en lugar de las rpm porque el tamafio de los rotores

diferird entre centrifugas y, por tanto, la fuerza g sera distinta (Checas Rojas 2018).

El efecto del PRP sobre la regeneracion tisular depende de variables como la concentracion
plaquetar obtenida, el volumen de PRP administrado, el tipo de lesién o tejido a tratar y de las

condiciones del propio paciente (Alsosou and Harrison 2017). La concentraciéon de PLTs éptima en
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el PRP varia segln publicaciones, sin embargo, Anitua y colaboradores recomiendan unos valores
de PLTs justo por encima de 300.000 PLTs/ul (Anitua, Andia et al. 2004). Otro dato importante
surge del estudio publicado por Choi y colaboradores donde observaron que concentraciones
elevadas de PLTs tenian un efecto negativo sobre la regeneracién tisular en comparacién con
porcentajes inferiores (Choi, Zhu et al. 2005). Destacando estos datos, el sistema 2 evaluado por

Ferrari y colaboradores cumpliria un rango apropiado de PLTs.

Silva y colaboradores disefiaron un protocolo de centrifugacién de 85 g durante 6 minutos,
empleando para ello tubos de extraccién de 8,5 mL con 1,5 mL de anticoagulante ACD-A. Las
fracciones plasmaticas se dividieron equitativamente, clasificandose como PC-A (50% del plasma
inferior, justo por encima del concentrado de RBCs) y PC-B (50% del plasma superior),
posteriormente fueron activadas con gluconato cdlcico e incubadas a 37 °C durante 3 y 6 horas
para el analisis de los FC. En comparacidn a nuestro estudio, ellos obtuvieron un incremento de
PLTs de 1,8 y 1,7 veces los valores basales para la fraccién PC-A y PC-B, respectivamente, no
obstante, debemos tener en cuenta que ellos emplearon estos protocolos exclusivamente en
gatos sanos. Como puede observarse, la diferencia entre el concentrado plaquetar no es notable,
por lo que se deberian plantear mayores estudios acerca de la separaciéon de las fracciones
plasmaticas. En nuestro estudio se ha seguido las indicaciones de BTI-Endoret® donde se considera
fraccion PRP el 40% de la fraccion de plasma superior y, PPP el 60% del plasma inferior, justo
localizado por encima del concentrado leucocitario. Si bien, nos gustaria puntualizar la necesidad
de ampliar trabajos de investigacién en el gato que pudieran establecer el porcentaje éptimo de
plasma en cada fraccién. La discrepancia observada entre sistemas en los diferentes trabajos pone
de manifiesto la importancia de disefiar un protocolo de obtencién de PRP especifico para cada

especie.

Pureza del PRP obtenido

Las investigaciones en el campo de la medicina regenerativa con el uso de PRP como terapia en
diferentes especialidades ha aumentado en los ultimos 50 afos. Desde hace décadas, las terapias
con PRP son opciones de tratamiento adecuadas con beneficio clinico en el paciente (Gentile and
Garcovich 2020). Sin embargo, no existen regulaciones claras con respecto a la formulacién y
composicion del PRP (Beitzel, Allen et al. 2015) y la composicion de este hemoderivado varia
notablemente de una formulacién a otra en cuanto a porcentaje de PLTs, WBCs, RBCs y FC (Everts,
van Zundert et al. 2008, Mazzucco, Balbo et al. 2012). La presencia de WBCs en la fraccidon

plasmatica sigue siendo tema de controversia en la bibliografia, ya que pueden provocar cambios
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significativos en los tejidos. Algunos autores defienden la presencia de estas células, por lo que se
han disenado diferentes sistemas con la capacidad para concentrar poblaciones de las células
blancas de forma heterogénea segun prescripcion (Melo, Luzo et al. 2019). Los NFS son células
implicadas en la angiogénesis y restauracion de los tejidos (Phillipson and Kubes 2019), aun asi,
pueden provocar efectos no deseables como aumento de la fibrosis, al estimular la proporcién de
colageno tipo Ill con respecto al colageno tipo |, asi como liberar citocinas inflamatorias y
metaloproteinasas de matriz promoviendo efectos proinflamatorios y catabdlicos al aplicarse

sobre los tejidos (Zhou and Wang 2016, Fedorova, Ksenofontov et al. 2018).

Silva y colaboradores con el protocolo de centrifugacién establecido (85 g, 6 minutos) no
consiguieron obtener un P-PRP, ya que la concentracién de WBCs fue elevada en la fraccién PC-A
y PC-B (5,19 x 103/ul y 2,24 x 103/ul, respectivamente) y la contaminacién con RBCs notable (425
x 103/uly 323 x 103/ul, respectivamente) (Silva, Alvarez et al. 2012). Los RBCs administrados junto
al PRP, al entrar en contacto con los tejidos liberan citoquinas que inhiben la migracién de células
madre y la proliferacion de los fibroblastos causando una marcada inflamacion (Repsold and
Joubert 2018). Los autores Silva y colaboradores en su trabajo solo estudiaron concentraciones
celulares plasmaticas, pero teniendo en cuenta la elevada contaminacion en WBCs y RBCs deberia

cuestionarse su aplicacion como opciones terapéuticas apropiadas.

Existen dos publicaciones acerca de la evaluacién de un mismo sistema de obtencién de PRP en
perro aplicado en sangre felina, donde ninguno de los dos estudios consiguié eliminar la
concentracion de WBCs en la fraccion PRP. Ferrariy colaboradores redujeron un 80% los WBCs de
la fraccién PRP con respecto a la basal (Ferrari and Schwartz 2020), mientras que Chun vy
colaboradores solo lograron disminuir el porcentaje de WBCs a un 36% (Chun, Canapp et al. 2020).
Sin embargo, la poblacion de los NFS en ambos trabajos se consiguié reducir notablemente, por
debajo del 75%. La inclusién o no de los WBCs en los hemoderivados sanguineos ya ha sido
discutida anteriormente, cabe puntualizar que los NFS son la poblacién de WBCs que mayor
inflamacidn pueden producir en los tejidos (Zhou and Wang 2016), por lo que, en aquellos casos
donde se requiera la aplicacion de L-PRP, este sistema evaluado en gatos podria ofrecer una
opcidn terapéutica al presentar un porcentaje leve de NFS. No obstante, nuestro estudio avala las
condiciones de PRGF®-Endoret® libre de WBCs, garantizando el control de la inflamacién sobre los

tejidos.
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Agregacion plaquetar y VPM

La agregacién plaquetar en gatos es un fendmeno frecuente que como consecuencia da lugar a
un contaje erréneo de PLTs conocido como pseudotrombocitopenia (Moritz and Hoffmann 1997).
En comparacidon con otros estudios publicados previamente, nuestro trabajo documentd
pseudotrombocitopenia por agregados plaquetares en 4 muestras (36%) de sangre basal
recolectada en EDTA. Los resultados obtenidos fueron superiores en comparacion con la poblacidn
de gatos sanos de este mismo trabajo (27%). Las PLTs presentan en su membrana glicoproteinas
gue actuan como receptores implicados principalmente en la hemostasia primaria: adhesion de las
PLTs a componentes de la matriz extracelular de la pared vascular, agregacién plaquetaria e
interaccion de las propias PLTs con otras células. Un estudio reveld diferencias entre las
glicoproteinas de membrana plaquetar de gatos y humanos, donde estas proteinas tenian un
mayor numero de microvesiculas positivas en los felinos, siendo probablemente el resultado de
un aumento de la susceptibilidad a la activacién de las PLTs en esta especie. Estas glicoproteinas
se han visto implicadas en diversas enfermedades como la trombocitopenia inmunomediada,
cardiopatias o uremia y, aunque se desconocen estudios acerca de la expresidn de estas
glicoproteinas en diferentes enfermedades en gatos (Tablin, Johnsrude et al. 2001), se considera
interesante el desarrollo de futuros trabajos que evallen si la presencia de FelV podria verse
implicada en la alteracidon de las glicoproteinas transmembrana afectando a la formacién de

agregados plaquetares.

Otros factores que se asocian con la agregacion plaquetaria son la concentracion de serotonina
o0 ADP en gatos (Russel 2010), pero no se han encontrado publicaciones que evallen estos factores

en gatos con FelV al respecto.

Con relacién a la calidad en la recoleccidn de la muestra, hay autores que creen que podria
verse relacionada con la presencia de agregados plaquetares. El daiio que se produce al incidir con
una aguja en el vaso para la recolecciéon de las muestras sanguineas provoca la adhesion
plaquetaria a través del FvW por glicoproteinas de membrana de las PLTs (Brooks and Catalfamo
2010). Sin embargo, autores como Riond y colaboradores no encontraron una concordancia entre
estos factores (Riond, WaRmuth et al. 2015). Contrastando con bibliografia previa, donde se ha
documentado agregacidon plaquetaria en porcentajes superiores (40-71%) (Zelmanovic and
Hetherington 1998, Norman, Barron et al. 2001, Riond, WaBmuth et al. 2015, Ferrari and Schwartz
2020) y aun coincidiendo el calibre de la aguja (22G), consideramos que la recoleccién de nuestras
muestras basales por sistema de goteo a través de cateterizacién cefalica podria verse implicado

en la diferencia entre los porcentajes de agregados plaquetares en los gatos.
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El tamafio plaquetar es uno de los factores implicados en la pseudotrombocitopenia en gatos,
siendo en esta especie el VPM superior con respecto a otras especies. Por ejemplo, en el perroy
en humana los valores de VPM son de 7 a 9 fL, mientras que en el gato el rango fisioldgico de VPM
alcanza los 11 fL (Boudreaux, Osborne et al. 2010). También se ha visto que existe una relacion
inversa entre el valor VPM vy el contaje de PLTs, dando lugar a un mayor VPM en muestras con
agregados PLTs (Zelmanovic and Hetherington 1998), incluso se ha llegado a documentar valores
de VPM en gatos de 60 fL pudiendo no ser detectados por los analizadores automaticos (Tvedten,

Ljusner et al. 2013).

El VPM en los gatos FelV positivo de nuestro estudio tuvo un valor medio de 17,03 + 5,29 fL
(rango registrado por ADVIA 2120°: 8,6 - 18,9 fL) en sangre basal sin diferencias estadisticas con
PRP y PPP (14,1 + 3,6 fL y 13,3 + 3,4 fL, respectivamente). Este dato difiere de los valores VPM
obtenido en gatos sanos de nuestro estudio, donde se registré un valor estadisticamente superior
en este pardmetro en las muestras basales (16,3 + 5,0 fL) con respecto a PRPy PPP (12,3 +2,5fLy
11,4 £ 1,8 fL, respectivamente). Esto podria estar relacionado con un mayor nimero de agregados
plaguetares en gatos FelLV respecto a gatos sanos en nuestro estudio, ya que VPM es unindicador
de agregacién plaquetar (Vagdatli, Gounari et al. 2010). Resultados diferentes fueron obtenidos por
Silvay colaboradores, donde las muestras de sangre basal reflejaron valores inferiores de VPM con
respecto a los concentrados plaquetares, aunque siempre dentro del rango fisioldgico (Silva,

Alvarez et al. 2012).

Un VPM menor en nuestras muestras de PRP y PPP en comparacion con la sangre basal podria
indicar que la metodologia PRGF®-Endoret® usada para obtener PRP en gatos no produce
agregacion plaquetar. Este concepto es importante, sobre todo para certificar la obtencién de un
hemoderivado rico en PLTs no activadas y, por tanto, garantizar la liberacién de los FC al medio en

el momento deseado tras su activacion con cloruro calcico segin BTI-Endoret®.

Caracterizacion de factores de crecimiento: PDGF-BB y TGF-131

Este trabajo supone el primer estudio acerca de la relevancia de FelV en la calidad de
concentrados plaquetares en gatos, asi como las concentraciones de PDGF-BB y TGF-R1
determinadas segun tecnologia BTI®-Endoret®. Los valores medios de PDGF-BB resultaron
inferiores en gatos positivos a leucemia en comparacidn con gatos sanos en la fraccion PRP y PPP.
Sin embargo, los valores de TGF-31 obtenidos en el grupo FelLV fueron similares a los valores

obtenidos en gatos sanos.
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Comparar los resultados obtenidos para los valores de los FC analizados resulta complicado
debido a la escasa bibliografia documentada. Solo existe una publicacion en gatos sanos donde se
estudid la concentracion de PDGF-BB y TGF-R1 en concentrados plaquetares y muestra basal
(plasma) (Silva, Alvarez et al. 2012). Contrastando resultados, los gatos FelV positivo en nuestro
estudio referenciaron valores inferiores de PDGF-BB en PRP y PPP en comparacion con los
concentrados plaquetares y plasma basal de Silva y colaboradores. Sin embargo, los valores
obtenidos de TGF-R1 en la fraccion PRP de nuestro trabajo fueron superiores con respecto a las

muestras de concentrados plaquetares y plasma basal del estudio publicado con anterioridad.

Otros autores han destacado valores superiores de TGF-31 en muestras basales de gatos sanos
comparado con los valores en PRP y PPP en nuestros gatos FelLV. No obstante, para poder
comparar correctamente estos valores, ambas muestras deberian haberse obtenido a partir de
plasma, ya que Arata y colaboradores analizaron este FC en muestras de suero, pudiendo verse
afectado por la activacion plaquetaria en la formacién del codgulo por no contener anticoagulante

en el tubo de suero (Arata, Ohmi et al. 2005).

Un estudio publicado en pacientes humanos con leucemia destacé valores inferiores de TGF-131
en comparacién con pacientes sanos, ademas, una vez resuelta la leucemia, los niveles de TGF-31
volvieron a rangos fisiolégicos y volvieron a disminuir en situacién de recaida para la enfermedad
(Wu, Chen et al. 2012). Aunque la leucemia en humanos no ocurre por un virus y es diferente a la
leucemia en gatos, ambas tienen repercusion en las células hematopoyéticas, por tanto, seria
interesante valorar la concentracién de TGF-R1 en las diferentes fases de FelV y estudiar cémo
este virus podria alterar la composicién del PRP y calidad de los FC obtenidos en gatos FelLV

positivo.
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Estudio 3: Caracterizacion del PRP en gatos infectados por el
virus de la inmunodeficiencia felina (FIV): analisis celular y de los

factores de crecimiento PDGF-BB y TGF-B1.

La infeccidn por FIV en gatos presenta una amplia distribucion geografica, que junto a FelV es
uno de los retrovirus con mayor impacto en la salud de la poblacién felina. Existen al menos 5
subtipos bien determinados de FIV distribuidos mundialmente (A-E), siendo los subtipos Ay B los
mas prevalentes y, especificamente en Espafia, el subtipo B (Hosie, Addie et al. 2009). Parece
haber diferencias especificas de subtipo en la enfermedad, por ejemplo, el subtipo A se ha visto
mayormente implicado en el desarrollo de enfermedad neurolégica asociada a FIV (de Rozieres,
Thompson et al. 2008) en comparacion con el subtipo B, que parece ser menos sintomatico
(Bachmann, Mathiason-Dubard et al. 1997). El analisis de FIV en los gatos de esta Tesis se llevo a
cabo mediante la realizacién de un ELISA, método diagndstico del virus indirecto que se basa en
la deteccidn de anticuerpos capaces de reconocer proteinas estructurales del virus, en particular
la proteina p24 de la capsula del virus y la glucoproteina gp41, por lo que se desconoce con

exactitud el subtipo de FIV en cada gato, aunque contrastando informaciéon previamente
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publicada se asume que el subtipo presente en Espafia es el B, ademds todos nuestros gatos eran

asintomaticos para FIV (Hosie, Addie et al. 2009).

La prevalencia de FIV en Europa representa datos de hasta el 30% (Carlton, Norris et al. 2022,
Priolo, Masucci et al. 2022) y en Espafia constituye entre el 1y el 20,9% de la poblacién de gatos
(Ayllén, Diniz et al. 2012, Mird, Rupérez et al. 2014, Montoya, Garcia et al. 2018, Alcover, Basurco
et al. 2021, Candela, Fanelli et al. 2022, Villanueva-Saz, Giner et al. 2022).

Los gatos adultos enfermos con un sistema inmune debilitado, los gatos machos y los gatos de
vida libre o acceso al exterior son los mas susceptibles de infectarse con FIV, siendo la principal via
de contagio la saliva a través de mordiscos. Todos los gatos FIV positivos que participaron en
nuestro estudio habian tenido acceso al exterior en algiin momento de su vida y coincidiendo con
publicaciones previas, observamos una mayor prevalencia en los machos (94%) con respecto a las

hembras (6%).

Haciendo hincapié en la patogenia de este virus ya descrita previamente en la revisidon
bibliografica, todos los gatos inmunodeficientes que participaron en este trabajo se encontraban
en una fase progresiva de la enfermedad. Para ello, realizamos dos pruebas consecutivas con un
intervalo de tiempo entre 6 y 9 meses empleando SNAP® Combo IDEXX, esta prueba capaz de
detectar anticuerpos frente a las proteinas p24 y gp41 del virus tiene una sensibilidad del 98% y
una especificidad del 99% en la deteccion de FIV (Little, Levy et al. 2020). Durante esta fase
asintomatica la carga viral permanece estable, pero existe una disminucién progresiva de los
linfocitos T CD4+ vy, por tanto, conduce a una inmunodeficiencia funcional que evolucionard al
desarrollo de un sindrome de inmunodeficiencia adquirida y muerte del paciente (Torten,
Franchini et al. 1991). No obstante, los gatos infectados de FIV pueden vivir tanto tiempo como
los gatos no infectados, aunque se ha demostrado que tienen mayor riesgo de desarrollar signos
clinicos principalmente secundario a otras enfermedades como infecciones, enfermedades
autoinmunes y neoplasias (Hosie, Robertson et al. 1989, Addie, Dennis et al. 2000), ademds se ha
demostrado que la duracién de la fase asintomatica varia segln la variante del virus (Pedersen,
Leutenegger et al. 2001). No existe un tratamiento especifico para FIV, la atencidn clinica de estos
pacientes debe basarse en el tratamiento de enfermedades secundarias a la inmunosupresién

desarrollada por FIV como infecciones y neoplasias (Little, Levy et al. 2020).

Sabiendo que la terapia con PRP ha demostrado eficacia en el tratamiento de multiples
enfermedades de caracter inflamatorio, el propdsito de este trabajo ha sido la estandarizacion de

un protocolo de obtencidn de PRP en el gato y ver si la presencia de FIV puede alterar la calidad
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de este hemoderivado, pudiendo realizar estudios futuros como terapia en gatos con diferentes

patologias asociadas a FIV.

Concentracion plaquetar

Esta Tesis Doctoral describe por primera vez un protocolo manual de centrifugacion simple
(PRGF®-Endoret®) para obtener PRP de sangre felina, concentrando asi los FC (TGF-R1 y PDGF-BB)
en gatos infectados naturalmente con FIV. La obtencién de PRP se llevd a cabo aplicando el
protocolo de centrifugacién 265 g durante 10 minutos previamente estudiado en gatos sanos por

ser el protocolo que en mayor medida cumplié con las caracteristicas PRGF®-Endoret®.

Los resultados del presente estudio mostraron que el protocolo descrito en la fase de
caracterizacién de éste en gatos sanos y, posteriormente reproducido en gatos FelV positivo, no
alcanzé valores éptimos de PLTs en gatos FIV positivo. Dado que la tecnologia PRGF®-Endoret®
considera producto PRP aquel que contenga un nimero de PLTs superior en al menos 1,5 veces
las PLTs basales (Anitua, Sanchez et al. 2007), el concentrado obtenido en este trabajo en gatos
con inmunodeficiencia de 1,1 sobre las PLTs basales, no se caracterizd como un PRP segln la
concentracion plaquetar, aunque si cumplié con las caracteristicas de reduccidon extrema de RBCs
y WBCs. Teniendo en cuenta que todos los gatos que participaron en esta fase fueron gatos FIV
en fase progresiva de la enfermedad, se desconoce si el protocolo empleado podria ser
reproducible en otras fases del virus como la aguda o la latente. No obstante, se considera

necesario ampliar estos resultados con mas estudios.

Las fases previas de esta Tesis reportan concentrados plaquetares de 1,5 en gatos sanos y 1,4
en gatos FelV positivo. Dado que se utilizdé la misma tecnologia, las diferencias en el grado de
enriquecimiento de PLTs, en principio, no deberian relacionarse con la metodologia, sino con

caracteristicas propias del virus.

Uno de los mayores obstaculos que surgen a la hora de evaluar hemoderivados ricos en PLTs es
la amplia gama de productos que el mercado ofrece para su obtencion, con declaraciones en el
enriquecimiento de PLTs y otras células como WBCs y RBCs diversas (Everts, Onishi et al. 2020).
Ademas, se ha podido demostrar que cada protocolo de centrifugacion no es reproducible para
especies diferentes en la mayoria de las situaciones, incluso existe variabilidad individual. En
algunos estudios que evaluan diferentes kits comerciales o métodos de obtenciéon de
concentrados plaquetares en gatos se obtuvo PRP con diferente composicién en comparacion a

otras especies. Estos autores concluyeron que es necesaria la estandarizacion de un protocolo de
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centrifugacidn segun especie, asi como que se requieren mas investigaciones para determinar las
concentraciones ideales de PLTs, RBCs y WBCs para conseguir un efecto terapéutico en esta
especie, asi como son necesarias también para conocer cudles serian las concentraciones ideales
segln la patologia tratada (Chun, Canapp et al. 2020, Ferrari and Schwartz 2020). Chun y
colaboradores evaluaron en gatos sanos un sistema comercial descrito en perros de doble
centrifugacion con el que consiguieron obtener una concentracion plaquetar moderada (151%)
con respecto a la sangre basal con una reduccidon notable de RBCs (95%), sin embargo, no
consiguieron eliminar la concentracién de WBCs. Ademas, observaron una variabilidad individual
notable, destacando que en algunos gatos la concentracién plaquetar no fue posible. Por el
contrario, la reduccién de RBCs se comportd del mismo modo en todos los pacientes del estudio
(Chun, Canapp et al. 2020). Ferrari y colaboradores comprobaron la concentracidn plaquetar en
gatos empleando el mismo sistema que el estudio anteriormente descrito, consiguiendo una
concentracién de PLTs algo superior (187%) sin presencia de RBCs y con una disminucion de WBCs
del 80% con respecto a la sangre basal, los autores destacaron que el producto obtenido deberia
clasificarse como L-PRP (Ferrari and Schwartz 2020). Este dato pone de manifiesto que no solo
puede existir variabilidad entre un mismo kit comercial dentro de una misma especie en la
concentracién plaquetar sino también en la reduccidon de los WBCs. Ferrari y colaboradores
compararon otro sistema comercial descrito previamente en perros, en gatos. A diferencia del
primer sistema, este dispositivo requeria de una centrifugacion simple, no obstante, en este caso
la reduccién de RBCs y WBCs fue del 100% y las PLTs disminuyeron un 3% con respecto a la sangre
basal. Esta diferencia entre sistemas pone de manifiesto la posibilidad de que, por las
caracteristicas de la sangre felina, el segundo paso de centrifugacién sea importante para la
concentracién de las PLTs o, por el contrario, que la configuracion de la centrifuga deba
modificarse segln especie. Al no haber evaluado la eficacia clinica de los productos obtenidos, se
desconoce si los productos PRP logrados que tenian concentraciones de PLTs similares a las
muestras basales con una concentracién de RBCs y WBCs significativamente reducida, tendria
aplicaciones in vivo (Ferrari and Schwartz 2020). Coincidiendo con publicaciones previas, la
reduccion casi en su totalidad de RBCs (99%) fue posible en todos los gatos FIV de este trabajo y
la disminucién en los WBCs fue notable en todos los pacientes (95%). Del mismo modo que Ferrari
y colaboradores concluyeron que se requeria de estudios in vivo, consideramos que la aplicacién
del producto obtenido en este trabajo libre de RBCs y WBCs podria tener beneficio clinico segun

patologia adin con un rango de PLTs 1,1 veces la muestra basal.

Autores como Anitua y colaboradores 2004, pionero en la tecnologia PRGF defienden como

producto PRP aquel concentrado con un ndmero de PLTs superior a 300.000 PLTs/uL (Anitua,
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Andia et al. 2004) y, aunque el protocolo establecido en gatos FIV no consiguioé una concentracion
de PLTs superior a 1,5 veces la concentracién basal, se registraron en todos los gatos valores
medios de PLTs de 359,3 + 90,6 K/uL en la fraccién PRP, libre de RBCs y WBCs, por lo que podria

catalogarse como un hemoderivado rico en PLTs.

Agregacion plaquetar y VPM

Una de las principales causas de trombocitopenia en el gato son las enfermedades infecciosas,
especialmente aquellas ocasionadas por retrovirus como FelLV y FIV. Un estudio publicado en
Reino Unido evalud las causas de trombocitopenia en 194 gatos, destacando como principales
motivos las enfermedades hematoldgicas (15%) y enfermedades infecciosas (15%), seguido de
neoplasias (13%), donde tan solo un 3% de los gatos trombocitopénicos por causa infecciosa
fueron FIV positivos (Ellis, Bell et al. 2018). Estudios mds antiguos revelan prevalencia de gatos FIV
trombocitopénicos del 6 al 16% (Shelton, Waltier et al. 1989, Yamamoto, Hansen et al. 1989, Hart
and Nolte 1994). No obstante, la pseudotrombocitopenia asociada a la agregacion plaquetaria es
una manifestacion mucho mdas comun en gatos en comparacion a otras especies dando lugar a un
recuento errdneo en el contaje de las PLTs, por lo que uno de los métodos mas fiables y aceptados
para el recuento de estas células en gatos es siempre el contaje manual mediante frotis sanguineo
(Riond, WalBmuth et al. 2015). De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, las
muestras basales analizadas en gatos FIV positivos reflejaron una agregacién plaquetaria del 50%.
Comparando nuestros resultados con estudios previamente publicados en gatos, podriamos
afirmar que la formacion de agregados plaquetares se comporta siguiendo el estdndar para esta
especie, ya que la bibliografia refleja datos de pseudotrombocitopenia del 36% al 72% (Moritz and
Hoffmann 1997, Zelmanovic and Hetherington 1998, Norman, Barron et al. 2001). Todo esto nos
hace pensar que la presencia del virus no predispone directamente a la formacion de estos
agregados, aunque contrastando con los resultados obtenidos en este trabajo en el grupo de gatos
sanos donde el porcentaje de agregados plaquetares fue del 27% y en gatos FelLV positivos del
36% para sangre basal, los resultados fueron superiores en el grupo FIV positivo. Cabe destacar
que el porcentaje de agregacion plaquetar en las muestras PRP de los gatos FIV fue de un 25% y
nulo en las muestras PPP. Comparando los resultados con las muestras basales, donde la
activacién de las PLTs y, por tanto, formacién de agregados, fue del doble, puede afirmar que la
centrifugacion segun la tecnologia BTI-Endoret® no aumenta la formacidon de agregados

plaquetares, por lo que la liberacidn de FC al medio no se veria repercutida.
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El factor anticoagulante de la muestra es otro factor para tener en cuenta en la formacién de
agregacion plaquetar. Como se ha comentado anteriormente, un estudio publicado por Tvedten
y colaboradores demostrdé una reduccién de estos agregados anadiendo iloprost o PGE1 a las
muestras con EDTA, aunque no pudo evitar la agregacién de las PLTs en el 100% de las muestras
(Tvedten, Ljusner et al. 2013). Los autores, consideran interesante este dato y podria emplearse

para futuros estudios en gatos FIV positivo.

La adhesion entre plaquetas es un fendmeno fisioldgico de la hemostasia primaria y como ya se
ha comentado con anterioridad en esta Tesis Doctoral, un factor responsable de una mayor
reactividad de las PLTs felinas podria ser la presencia de glicoproteinas de membrana plaquetar
con un mayor nimero de microvesiculas positivas en comparacion a otras especies como perros
y humanos. Al mismo tiempo, ciertas enfermedades como trombocitopenia inmunomediada,
cardiopatias o uremia se han relacionado con la actividad de estas glicoproteinas de membrana
(Tablin, Johnsrude et al. 2001). Asi bien, faltan estudios acerca de la expresidn de estas proteinas
de membrana en gatos con diferentes enfermedades, consideramos por ello interesante estudiar
si los gatos FIV positivo podrian presentar particularidades en las glicoproteinas de membrana

plaguetar que pudieran ser responsables de la formacién de agregados.

Como se ha expuesto previamente, la formacidon de agregados plaquetares en gatos se ha
relacionado con diferentes causas, como un tamafio plaquetar elevado, una mayor concentracion
de serotonina o niveles inferiores de ADP, entre otros (Riond, WalRmuth et al. 2015). Por otro lado,
aunque los trastornos hemostaticos en gatos FIV positivo son raros (Hart and Nolte 1994), es
posible que las PLTs en estos gatos tengan caracteristicas propias, sean mas reactivas o fragiles y
no resistan los protocolos de centrifugacion y, de esta forma se vean afectados los niveles de FC
en las muestras. Los autores no han encontrado bibliografia documentada acerca de cémo la
presencia de FIV en los gatos podria relacionarse con estos factores, considerando interesante la
realizacion de mayores estudios con relacion a la formacidn de agregados plaquetares en gatos FIV

positivo.

El VPM estandar en gatos es muy variable, el rango registrado por ADVIA 2120® es de 8,6 - 18,9
fL. Sin embargo, se han registrado valores de hasta 60 fL (Tvedten, Ljusner et al. 2013). Por ello, a
menudo se superpone con el tamafo de los RBCs dando como resultado contajes erréneos. Por
otro lado, la presencia de agregados plaquetares puede resultar en un contaje falso de WBCs, esto
ocurre especialmente cuando se emplea maquinaria basada en impedancia (Knoll and Rowell
1996). Analizando los resultados de esta Tesis, en el grupo de gatos FIV positivo los valores medios

de VPM en muestras de sangre basal fueron superiores (18,6 = 3,1 fL) con respecto a gatos sanos
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(16,3 + 5 fL) y gatos FelV positivo (17,03 + 5,29 fL). No hay bibliografia documentada acerca del
VPM en gatos con la presencia de FIV. Sin embargo, habiendo obtenido un porcentaje superior de
agregados en muestras basales en este grupo de gatos, podria ser la causa de un mayor valor VPM

en sangre basal.

Caracterizacion de factores de crecimiento: PDGF-BB y TGF-131

Comparando los valores obtenidos en los tres estudios, la concentracion de FC en gatos FIV fue
menor comparado con gatos sanos y gatos FelV. Este dato es esperable, ya que los FC se
encuentran en el interior de los granulos alfa de las PLTs (Everts, Onishi et al. 2020). La
concentracién de PLTs en gatos con inmunodeficiencia fue de 1,1 sobre el valor basal, mientras
gue en gatos sanos fue de 1,5 y en gatos FelLV de 1,4. Sin embargo, la concentracidn de ambos FC
fue superior en las muestras con agregados plaquetares con respecto a las que no presentaron
agregados. Contrastando con los resultados obtenidos en gatos sanos y gatos FelV, la presencia
de agregados plaquetares no afecté a la concentracidon de PDGF-BB y TGF-31 en estos grupos de
gatos. La concentracion de FC inferior en el grupo FIV podria relacionarse con la
pseudotrombocitopenia, que fue superior en los gatos FIV con respecto a los gatos sanos y
leucémicos, ya que la activacion de las plaquetas al agregarse hace que se liberen FC. Teniendo en
cuenta este resultado, las muestras de PRP que presentaran agregados plaquetares podrian aun

asi tener beneficio clinico en los pacientes. Si bien, se deben ampliar los estudios.
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En base a los objetivos fijados al inicio de la presente Tesis Doctoral y teniendo en cuenta las
condiciones del estudio, se enumeran las conclusiones derivadas tras el analisis y discusion de

los resultados obtenidos:

= Primera: La aplicaciéon de una velocidad de centrifugacion de 265 g durante 10
minutos es el mejor protocolo de los evaluados. Permite obtener un hemoderivado
gue cumple con los estdndares de la metodologia PRGF®-Endoret® en gatos sanos
(esto es, 1,5-2,5 veces la concentracion basal de PLTs en sangre y ausencia de RBCs y
WABCs).

= Segunda: El empleo de la metodologia PRGF®-Endoret®, segun el protocolo
estandarizado en gatos: 265 g durante 10 minutos, logré obtener y diferenciar las
fracciones PRP y PPP en gatos FelV positivo. El enriquecimiento moderado de PLTs y
la reduccion absoluta de RBCs y WBCs en las muestras obtenidas permiten clasificar

a este producto como P-PRP. No obstante, aunque la concentracién minima de PLTs
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segln los estandares PRGF®-Endoret® no se alcanzd, fueron muy similares a los
obtenidos en gatos sanos. En consecuencia, la optimizacién y la estandarizacion del
protocolo para el uso del PRGF podria ser utilizado terapéuticamente como una
opcion para paliar los efectos de enfermedades concomitantes en gatos leucémicos.
Tercera: El protocolo estandarizado de obtencién de PRGF®-Endoret® no fue
reproducible en gatos infectados de inmunodeficiencia felina. Este resultado podria
estar relacionado con un mayor nimero de muestras con agregados plaquetares en
sangre basal en comparacidon a gatos sanos y leucemia. No obstante, la fraccion
plasmdtica obtenida podria categorizarse como un concentrado plaquetar al
mostrarse libre de RBCs y WBCs y tener una concentracion de PLTs de mas de 300.000
PLTs/uL.

Cuarta: La tecnologia PRGF®-Endoret® ha conseguido obtener concentraciones
plasmaticas para los FC PDGF-BB y TGF-R1. Este estudio representa el primer trabajo
acerca de las concentraciones plasmaticas de PDGF-BB y TGF- R1 en gatos en
fracciones plasmaticas en individuos sanos, FeLV y FIV positivos, considerandose un
estudio pionero en el tema.

Quinta: La escasa bibliografia documentada acerca de la estandarizacion y aplicaciéon
clinica del PRP en gatos, hace necesario ampliar con mas estudios acerca del rango
6ptimo de PLTs y FC en esta especie para la obtencién de un PRP con fines

terapéuticos.
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Limitaciones del estudio

Aplicando juicio critico, es interesante revisar el disefio y la metodologia empleada en esta
Tesis Doctoral con el fin de identificar las posibles limitaciones. De esta forma, se puede llevar a
cabo una interpretacién mas correcta de los resultados y plantear mejoras aplicables a futuros

trabajos de investigacién en esta linea, mejorando el impacto de estos.

Una de las principales limitaciones del investigador ha sido la falta de estudios previos en el
tema. Como se ha mencionado con anterioridad, son muy escasas las publicaciones acerca del
PRP en gatos, de la estandarizacion de protocolos para su obtencién o aplicacidn clinica. Los
estudios previos permiten fundamentar la relevancia de una investigacion, por ello los autores

de esta Tesis, consideran necesario ampliar con nuevos estudios acerca del PRP en esta especie.

Dado que existe una gran variabilidad interindividual en cuanto a la formacién de agregacién
plaquetar, se podria pensar que este hecho puede ser motivo de las discrepancias observadas
en los resultados de ensayos clinicos en gatos. Por lo tanto, hubiera sido interesante analizar

diferencias bioquimicas entre las PLTs de los diferentes grupos de gatos. No obstante, concurre
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una gran limitacidn general en la investigacién acerca de la reactividad de las PLTs de esta

especie animal.

Otra limitacion es que solo se realizo el analisis de los FC en las fracciones PRP y PPP y no en
plasma, por lo que hubiese sido interesante analizarlos en nuestro estudio para comprobar la
correlacién entre los niveles plasmaticos y séricos. Sin embargo, la aplicacién de fuerza g en la

centrifugacién para la obtencion de ese plasma podria repercutir sobre el valor basal de los FC.

Finalmente, también hubiese sido interesante incluir en el estudio el andlisis de otros FC, ya
gue la composicidn de los granulos alfa y las funciones de las PLTs no se limita Unicamente a la

implicacion de PDGF-BB y TGF-R1.

138 Laura Miguel Pastor



Limitaciones del Estudio y Futuras Lineas de Investigacion

Futuras lineas de investigacion

Finalizada esta Tesis Doctoral y después de analizar sus resultados y evaluar sus limitaciones,

se plantean como futuras lineas de investigacion:

En primer lugar, seria interesante ampliar los trabajos acerca de la estandarizacion del
protocolo de obtencién de PRP en gatos. Dado que se sabe que el kit empleado, la centrifuga y
las propias caracteristicas plaquetares de especie pueden modificar la pureza del PRP obtenido,
seria util llevar a cabo nuevos estudios acerca de la metodologia de obtencién y caracteristicas

celulares del hemoderivado variando los diferentes kits disponibles en el mercado.

Por otro lado, se conoce que la aplicacién clinica de PRP ofrece grandes beneficios como
terapia en el campo de la medicina regenerativa, garantizando resultados éptimos en la curacion
de heridas, control de la inflamacién y propiedades antibacterianas. Por todo ello, una posible
futura linea de trabajo seria la aplicacion clinica de PRGF®-Endoret® en patologias como
osteoartrosis y regeneracion dsea, cicatrizaciéon de Ulceras corneales o curacién de heridas,

entre otras como se aplicaba desde hace décadas en otras especies.
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Por ultimo, destacando las multiples propiedades de las PLTs y la implicacion de estas en la
regeneracion tisular y propiedades antiinflamatorias y, dado que nuestro trabajo indica que el
protocolo establecido para la obtencién de PRP en gatos sanos, gatos FelLV y gatos FIV garantiza
un hemoderivado libre de RBCs y WBCs, seria interesante realizar estudios de aplicacién clinica
de este hemoderivado sanguineo en las diferentes patologias que puedan padecer pacientes

enfermos.
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Desde hace mas de cuatro décadas, el PRP ha demostrado poseer propiedades moduladoras y
estimuladoras de la proliferacion de las células derivadas de células madre de origen
mesenquimal: fibroblastos, células endoteliales, miocitos, condrocitos y osteoblastos, entre otras.
De este modo, resulta un elemento util alternativo que promueve la regeneracion tisular. Son los
FC localizados en el interior de los granulos alfa de las PLTs, los responsables de estos efectos que,
tras la activacion plaquetar, son liberados al medio influyendo en muchos aspectos de la

cicatrizacion.

En medicina humana, son diversos los tipos de PRP que ofrece el mercado, sin embargo, todavia
no existe un consenso que establezca una rigurosa clasificacion, lo que genera discrepancia acerca
de su composicién. En el ambito veterinario, este hemoderivado se emplea cada vez mas con
mayores garantias de éxito en el tratamiento, especialmente en el campo de la traumatologia,
oftalmologia y curacidn de heridas. PRGF®-Endoret® es un tipo de P-PRP con las caracteristicas de
una concentraciéon moderada de PLTs (1,5-2,5 el valor basal), libre de RBCsy WBCs, cuya obtencion

se obtiene a partir de una centrifugacion simple. Son muchos los estudios en humana y en
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veterinaria que avalan este producto como tratamiento en medicina regenerativa. No obstante,

son muy pocos los estudios acerca de la obtencién y aplicacidn clinica del PRP en gato.

Debido a que en la literatura existen diferentes protocolos para la obtencion del concentrado
plaquetario, de acuerdo con cada sistema e incluso cada autor, el principal objetivo de este trabajo
fue estandarizar un protocolo de obtencién de PRP en el gato, comparando para ello, la
composicion celular de las diferentes fracciones plasmaticas (PPP y PRP) con la sangre basal.
También se evaluaron las concentraciones plasmaticas de FC como PDGF-BB y TGF-R1. Otro de los
objetivos de esta Tesis Doctoral fue estudiar como la presencia de enfermedades viricas comunes
en los gatos como son la leucemia y la inmunodeficiencia felina podria afectar a la calidad en la
obtencién y composicién de este hemoderivado. Para ello, la tesis doctoral se dividid en tres

estudios experimentales comparativos y prospectivos:

El primer estudio se realizé en 30 gatos sanos (FelV, FIV negativos y sin alteraciones analiticas
previas). Para la estandarizacion del protocolo de centrifugacidn se extrajo a cada gato 3 tubos de
9 mL de sangre, que fueron aleatoriamente centrifugados segin 3 protocolos diferentes: 255 g,
260 g y 265 g, siempre manteniendo el tiempo en 10 minutos. Se analizaron y compararon los
diferentes componentes celulares: PLTs, VPM, RBCs, WBCs, LYMPH, NFS y MON entre las
fracciones PRP, PPP y sangre basal. Ademas, se estudid la concentracion de los FC, PDGF-BB y TGF-

1, en las fracciones plasmaticas PPP y PRP.

Los resultados obtenidos en el primer estudio demostraron que la tecnologia PRGF®-Endoret®
permitié obtener una concentracién de PLTs con respecto a la sangre basal, libre de células de la
serie blanca y roja empleando cualquiera de los tres protocolos. Aunque no hubo diferencias
significativas entre protocolos, la centrifugacién a 265 g durante 10 minutos permitié obtener una
concentracién de 1,5 veces las PLTs basales. El VPM fue estadisticamente superior en sangre basal
con respecto a las fracciones PPP y PRP sin diferencias significativas entre protocolos. Las
concentraciones de PDGF-BB y TGF-R1 fueron estadisticamente superiores en la fraccion PRP con
respecto a la fraccién PPP sin diferencias entre protocolos, salvo empleando el protocolo 260 g

donde la concentracién de TGF-81 no tuvo diferencias significativas entre PPP y PRP.

Una vez estandarizado el protocolo de obtencion de PRGF®-Endoret® en gatos sanos: 265 g
durante 10 minutos, se aplicé a 11 gatos leucemia positivos (FeLV) y 16 gatos inmunodeficiencia

positivos (FIV).

En primer lugar, el protocolo en el grupo de gatos FelLV consiguié concentrar las PLTs en la
fraccién PRP en 1,4 veces con respecto a la sangre basal, disminuyendo los valores de RBCsy WBCs

en un 99%y 95%, respectivamente. El valor VPM no difirid significativamente entre las fracciones
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plasmaticas y la sangre basal. La concentracion del FC TGF-R1 fue estadisticamente superior en la
fraccién PRP en comparacion con la fraccién PPP. Sin embargo, no hubo diferencias significativas

entre las fracciones plasmaticas para la concentracion de PDGF-BB.

Por ultimo, en gatos FIV, el protocolo de centrifugacion establecido 265 g durante 10 minutos,
obtuvo una concentracién de PLTs significativamente superior en la fraccion PRP con respecto a
la fraccion PPP. No obstante, la concentracion plaquetar no difirid significativamente entre la
sangre basal y la fraccidon PRP ni entre sangre basal y la fraccién PPP. La concentracién de PLTs en
la fraccion PRP fue de 1,1 con respecto a la sangre basal. La concentracién de RBCs consiguio
disminuirse en un 99% y el porcentaje de WBCs disminuyé en un 92% en las fracciones PRP y PPP
respecto a la sangre basal. La concentracién de TGF-R1 fue estadisticamente superior en la

fraccion PRP respecto a PPP.

La tecnologia PRGF®-Endoret®, empleando el protocolo de centrifugacién 265 g durante 10
minutos, permitié la obtencién de un producto clasificado como P-PRP en gatos sanos con un
porcentaje moderado de PLTs. No obstante, y aunque la concentracion plaquetar en la fraccion
PRP de gatos FelLV no llegd a alcanzar el minimo estandar segin PRGF®-Endoret®, los valores
fueron muy similares respecto a gatos sanos. El protocolo estandarizado de nuestro trabajo no fue
reproducible en gatos FIV. Se desconoce la fisiopatologia que podria tener el virus de la
inmunodeficiencia sobre la obtencién de este hemoderivado, si bien, son muy escasos los articulos
acerca del PRP en el gato y no hay ningun estudio que evalue cual debe ser el nimero minimo de
PLTs y concentracion de FC en plasma requerido para obtener beneficios clinicos. Con todo ello,

esta Tesis Doctoral supone un trabajo pionero en el campo de la terapia con PRP en gatos.
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For more than four decades, PRP has shown to have modulating and stimulating properties for
different cell lines’ proliferation, especially for those derived from mesenchymal stem cells, like
fibroblasts, endothelial cells, myocytes, chondrocytes, and osteoblasts, among others. In this
sense, it is a useful tool in promoting tissue regeneration. The growth factors (GF) located inside
the alpha granules of the PLTs are released after PLTs activation, playing their role during the

healing process.

For humans, there are several types of PRP commercially available, however, there is a lack of
consensus regarding their classification and composition, generating disagreement between
research groups. In the veterinary field, the use of this blood derived product is increasing its use
with greater guarantees of success in treatment, especially in the field of traumatology,
ophthalmology, and wound healing. PRGF®-Endoret® is a type of P-PRP obtained after a single
centrifugation process and characterized by a moderate PLTs concentration (1.5-2.5 greater than

the basal value), and the absence of RBCs and WBCs. There are many human and veterinary
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studies that support this product as a valid treatment in regenerative medicine. However, there

are very few studies on the obtaining and clinical application of PRP in cats.

There are different protocols for PRP obtention described in literature depending on the
methodology used, thus, the main objective of this work is to standardize a PRP obtention protocol
for the cat species. With this aim, the cellular composition of both the PRP and PPP fractions have
been compared with the one of the whole bloods. Moreover, the plasmatic concentration of GFs
such as PDGF-BB and TGF-81 have been analyzed. Another objective of this Doctoral Thesis is to
study how the presence of common viral diseases in cats such as leukemia and feline
immunodeficiency could have an influence in the quality and composition of this blood derived
product. To this end, the doctoral thesis has been divided into three comparative and prospective

experimental studies.

The first study was conducted in 30 healthy cats (FeLV and FIV negatives, and with no previous
biochemical or hematological alterations). A total of 3 tubes of 9 mL of blood were collected from
each cat, and they were randomly assigned to a different centrifugation protocol: 255 g, 260 g,
and 265 g for 10 minutes. The cellular composition (PLTs, VPM, RBCs, WBCs, LYMPH, NFS and
MON) of the PRP and PPP fractions obtained following the different centrifugation processes were
analyzed and compared with the ones of the whole blood, with the aim of determine and
standardize the PRP obtention protocol appropriate for cats. Furthermore, the GFs, PDGF-BB and

TGF-B1 concentration was also assessed in the PPP and PRP fractions.

The results obtained in the first study demonstrated that the optimal PLTs concentration was
achieved by using the PRGF®-Endoret® technology when following either of the three proposed
protocols. Moreover, the absence of white blood cells and erythrocytes was also accomplished.
No significant differences between protocols were obtained, however, the centrifugation process
at 265 g for 10 minutes allowed to achieve a PLTs concentration 1.5 times higher than the one of
the whole bloods. With regards to the VPM, it was significantly greater in the basal blood than in
the PRP and PPP fractions, with no significant differences between protocols. PDGF-BB and TGF-
1 concentrations were statistically higher in the PRP fraction than in the PPP fraction, with no
significant differences between the 255 g and 265g protocols. However, the 260 g protocol

showed no significant differences for TGF- 1 concentration between the PRP and PPP fractions.

Once the PRGF-Endoret obtention protocol for healthy cats was standardized (centrifugation at
265 g for 10 minutes), it was thereafter applied to 11 leukemia positive (FeLV) and 16 feline

immunodeficiency positive (FIV) cats.
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Regarding the FelV cats, PLTs were concentrated 1.4 times in comparison with basal blood,
while RBCs and WBCs decreased in 99% and 95% respectively. The VPM value did not
significatively change between the plasmatic fractions and the whole blood. The TGF- 1
concentration was significantly higher in the PRP fraction than in the PPP fraction, however, no

significant differences for the PDGF-BB were observed between fractions.

Finally, with regards to the FIV cats, the 265 g for 10 minutes centrifugation protocol obtained
a PLTs concentration significantly higher in the PRP fraction than in the PPP. However, the PLTs
concentration in the PRP fraction was not significantly different to that of the whole blood, being
134.1 times higher in the PRP than in the whole blood. A 99% and 92% decrease in the
RBCs and WBCs respectively was achieved both in the PRP and PPP fractions. Moreover,

TGF- R1 concentration was significantly higher in the PRP than in the PPP fraction.

In summary, PRGF-Endoret technology, together with the 265 g for 10 minutes centrifugation
protocol, allowed the obtention of a product classified as P-PRP in healthy cats, with a moderated
PLTs concentration. Furthermore, the PLTs concentration in FelLV cats did not achieve the
minimum required by PRGF-Endoret technology, however, the obtained values were remarkably
close to those of healthy cats. On the other hand, the standardized protocol was not reproducible
in FIV cats. The physiopathology of the virus that could has a negative effect on the obtention of
this blood derived product is unknown, nevertheless, there is little evidence regarding the clinical
use of PRP in cats and to our knowledge there is no study in which the minimum PLTs

concentration and GFs required to obtain clinical effects are described.

Therewith, this Doctoral Thesis is a pioneer work in the field of PRP therapy in cats.
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Introduction: Platelet-rich plasma (PRP) is an autologous plasma with platelet (PLT)
concentration above that of whole blood (WB). PLTs contain growth factors (GFs) that
promote tissular repair.

Objectives: To determine and compare the concentrations of PLT, red blood cells
(RBC) and white blood cells (WBC) between WB samples, PRP and platelet poor plasma
(PPP) samples; and to analyze the concentrations of platelet-derived growth factor BB
(PDGF-BB) and transforming growth factor 1 (TGF-1) in the PRP and PPP of healthy
adult cats using a standardized protocol with PRGF®-Endoret® characteristics.

Material and Methods: WB was collected from 30 cats. PRP was obtained following
three centrifugation protocols using PRGF®-Endoret® technology: 255, 260, and 2659
for 10min each. The cellular components, RBC, WBC, PLT, and the concentrations of
PDGF-BB and TGF-g1 in the PRP and PPP fractions were determined for each protocol.

Results: PLTs in the PRP fraction were statistically higher than WB, with no statistical
differences between PPP and WB. In PRP fraction, PLT concentration was increased
1.4 times on average at 255¢g; 1.3 times at 260g and, 1.5 times at 265g without
statistical differences among them. The mean platelet volume (MPV) was significantly
higher in WB compared to PRP and PPP fractions without significant differences between
protocols. Compared to WB, the number of RBCs and WBCs was reduced by 99%
and by more than 95% in PRP and PPP respectively, without significant differences
between protocols. PDGF-BB concentrations were statistically higher in PRP than in
PPP fractions, however, TGF-B1 concentrations did not vary between fractions at 260 g.
Comparing the three protocols within PRP and PPP fractions, no differences in PDGF-BB
and TGF-B1 concentrations were observed.

Clinical Relevance: The study shows scientific evidence regarding the obtention of
PRP in cats using the PRGF®-Endoret® technology for the quantification of PDGF-BB
and TGF-B81. At 265g for 10min, PLT concentration was increased 1.5 times with
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unnoticeable erythrocytes and leukocytes in the samples. These results clearly show that
the PRGF®-Endoret® methodology is suitable to obtain PRP in cats. Further studies are
needed to determine the clinical efficacy of the obtained PGRF in the treatment of different

pathologies in cats.

Keywords: cat, platelet count, Platelet-Rich Plasma, platelet-derived growth factor BB, transforming growth factor

p1, PRGF®@

INTRODUCTION

Platelet-Rich Plasma (PRP) is the fraction of autologous plasma
that contains a platelet (PLT) concentration above baseline (1).
PLT a-granules contain active substances such as chemokines,
cytokines, and growth factors (GFs) among others. GFs include
platelet-derived growth factor (PDGE, A-B-C), insulin-like
growth factor 1 (IGF-1), transforming growth factor B1 (TGF-
B1), vascular endothelial growth factor (VEGF), hepatocyte
growth factor (HGF), epithelial growth factor (EGF), fibroblast
growth factor (FGF) and connective tissue growth factor (CTGF).
Therefore, PLTs are an important reservoir of GFs, which
are biologically active polypeptides involved in chemotaxis,
migration, cell proliferation and differentiation, angiogenesis,
and extracellular matrix synthesis (2-7). Additionally, it has
been demonstrated that PLTs are able to recruit, stimulate, and
provide a scaffold for stem cells, which supports the use of
GFs together with stem cells to prompt tissue regeneration and
repair processes, as previously reported in dogs by this same
research group (8-10). PRP therapy has its bases in the role that
platelet growth factors (PGFs) play during the three phases of
wound healing and repair cascade: inflammation, proliferation,
and remodeling (11).

Currently, there is a wide variety of scientific evidence
showing promising results on the use of autologous PRP in
canine and equine species to treat some orthopedic pathologies
(8, 10, 12-15). PRP and PRGF are both plasma derivates; PRP is
a PLT concentrate with no red blood cells (RBC) present in it,
while PRGF is a subtype of PRP characterized by a moderate PLT
concentration and the absence of leukocytes (WBC). Compared
to PRP, PRGF prevents the proinflammatory effects of proteases
and acid hydrolases contained in WBC, reducing the side effects
of these cells such as pain, and inflammation. Moreover, PRGF is
a 100% autologous and biocompatible preparation elaborated by
a single centrifugation process (16-19). The literature regarding
the obtention and clinical use of PRP in cats is very scarce, and,
no PRGF study has been reported in cats, thus further studies for
standardization and validation of PRP and PRGFs protocols are
necessary in this species (20-22).

There is not a standardized protocol for PRP obtention, thus,
the composition of different PLT derivates vary greatly in PLT,
WBC and RBC content. Moreover, the concentration of GFs
and fibrin, led to a tremendous variety of PRP-like products
that are described by different terminologies and abbreviations
(11, 23, 24). The classification of these products is based on
the type of activation, PLT and GFs concentration, and the
presence or absence of WBC or fibrin (25, 26). Based on the fibrin

architecture and cell content, PLT products are classified into four
main families: Pure Platelet-Rich Plasma (P-PRP), such as the
Plasma Rich in Growth Factors Endoret (PRGF®-Endoret(®))
technique; Leukocyte- and Platelet-Rich Plasma (LR-PRP), such
as Biomet GPS system; Pure Platelet-Rich Fibrin (P-PRF), such
as Fibrinet; Leukocyte; and Platelet-Rich Fibrin (L-PRF), such as
Intra-Spin L-PRF. All these products present different biological
properties and mechanisms of action, as well as different clinical
indications (27). Revisions to terminology and new classification
criteria are still evolving today (11).

Furthermore, the ideal PLT concentration and leukocyte
types are still being discussed (11). PRGF®-Endoret®
Technology from BTI Biotechnology Institute has provided
precise technology to obtain this PRGF and several studies had
assessed its clinical use in wound healing, tissue regeneration
in oral implantology, orthopedics and sports medicine, as well
as treatment of corneal ulcers, among other studies (28, 29).
The main characteristics of the PRGF®)-Endoret®) are the use
of a single centrifugation and the extremely decrease of WBC
and RBC. This technology diminishes the proinflammatory
activity (29). Even though the collection system is similar for all
species, different centrifugation protocols have been described
for each species. The differences between platelet’s sizes and the
tendency to pseudothombocytopenia in cats make it necessary
to standardize a specific blood centrifugation protocol for PRP
obtention in cats (22, 23, 30).

There is currently no commercialized PRP system for cats
and PRP obtention protocols for this species is still far from
being standardized and the optimal characteristics compatible
with PRGF®-Endoret(®) suitable for clinical application in feline
medicine have not been achieved (21, 22, 31, 32). In other
species such as rabbits and dogs, the mean PLT enrichment of
PRP Endoret®) preparations was ~1.5 times higher than that
of WB (33, 34). Silva et al. obtained a PLTs concentrate (PC)
with significantly higher amounts of GFs compared to plasma,
but RBC and WBC where present on it. That indicates that PC
can be experimentally used in feline medicine (20). In addition,
a study published by the Clinical Hospital of the University of
Padua (Italy) showed wound healing in a cat using canine PRP
(35). Moreover, two recent articles describe the use of a platelet-
rich fibrin matrix in the resolution of an oronasal fistula (36)
and the application of PRP in a cutaneous wound secondary to
mammary gland tumor removal with satisfactory results (37).
In addition, plasma-rich fibrin (PRF), a second-generation PC
used to regenerate tissues and promote early healing without
risk of infection, has been identified and proposed to treat
different conditions in cats (38). Compared to PRP and PGRE,
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PRF are preparations with a high-density fibrin network. Per
definition, these products only exist in a strongly activated gel
form and cannot be injected or used like traditional fibrin glues.
Furthermore, because of their strong fibrin matrix, they can
be handled like a solid material for other applications (27).
Since PRP therapy offers enormous potential as an alternative
treatment for degenerative diseases and tissue regeneration, more
studies are needed to evaluate the clinical efficacy of PRP use
in cats (20-22, 31, 39). Even though there are some reports of
the application of PRF in cats, and several surgical conditions
involving skin, soft tissues, and orthopedics would also justify the
use of these products (40).

We hypothesize that P-PRP can be obtained in cats using
PRGF®-Endoret(® technology. Therefore, the purposes of this
study were (I) to determine and compare the concentrations
of PLT, RBC and WBC between samples of WB and in the
PRP and PPP fractions and (II) to analyze the concentrations
of PDGF-BB and TGF-B1 in PRP and PPP fraction in healthy
adult cats using a standardized protocol with PRGF®-Endoret(®)
characteristics: moderately PC and to avoid WBC and RBC
employing a single centrifugation.

MATERIALS AND METHODS

Animals

This clinical study was assessed and approved by the CEU
Cardenal Herrera University Committee of Ethics in Animal
Research and by the relevant regional authorities (code:
2018/VSC/PEA/0196) according to the Spanish Policy for Animal
Protection (RD53/2013), which complies with European Union
Directive 2010/63/UE.

A prospective study was performed from March 2019 to
December 2021 in the Veterinary Hospital of the Cardenal
Herrera-CEU University. A total of 30 domestic and non-
pedigree healthy cats were included in the study. Cats came
to our hospital for a routine medical check-up, an informed
consent was signed by cats’ owners to participate in the study.
Inclusion criteria for this study was the following: all cats were
tested by the commercially available combined enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kit for FIV antibody and FeLV
p27 antigen (Idexx SNAP Combo FeLV Ag/FIV antibody test)
providing negative results. A complete blood count and plasma
biochemistry were performed for each animal, reporting results
within the reference range values for the feline species. None of
the animals received medical treatment during the last 6 months
prior to the study. Each patient was monitored by a veterinarian
during the development of the procedure. Animals receiving
treatment during the previous six months or currently, presence
of diseases or testing positive for FeLV or FIV were excluded from
the study.

Blood Collection

In order to ensure correct sampling, blood collection was carried
out under sedation using a combination of intramuscular
butorphanol (0.3 mg/kg), dexmedotomidine (12 pg/kg)
and alfaxalone (0.8 mg/kg). After sedation, the cephalic vein was
catheterized using a 22 G catheter to collect 0.5 ml of blood which

were immediately transferred to 0.5ml tube containing Kj-
EDTA (BD Vacutainer; Becton, Dickinson) for blood count as
a WB. Thereafter, a total of 27 ml of blood were collected from
the jugular vein under sterile conditions in three vacutainer
sodium citrate 3.8% tubes (Blood-Collecting Tubes®), BTI
Biotechnology Institute, Alava, Spain), 9ml in each tube, and
subsequent analysis of GFs was carried out. Less than 10% of
the total blood volume was collected in each patient and after
blood collection, every cat received 27 ml of acetated Ringer’s
solution IV during the first 30 min to restore the vascular
volume and to prevent complications such as hypotension
or hypovolemia.

Preparation of Platelet Rich Plasma

Figure 1 shows the procedure for PRP obtention using
the PRGF®-Endoret® methodology followed in the
study. The PRP was prepared according to the PRGF®-
Endoret® methodology (41-43). Samples collected in
sodium citrate tubes were immediately centrifugated at
room temperature in a PRGF®)-Endoret®) System IV centrifuge
(BTI Biotechnology Institute S.L.) following three different
centrifugation protocols: 255g x 10min, 260g x 10min and
265g x 10min. After blood centrifugation three layers are
obtained: RBCs, the “buffy coat” and the plasma. The plasma
was separated into two fractions: the PPP fraction was the
upper 60% and was pipetted, and the PRP fraction, equivalent
to the 40% of the plasma, is located just above the “buffy
coat” and was also pipetted. The plasma pipetting and blood
collection procedure were carried out under maximum sterile
conditions with a laminar flow hood and always by the
same researcher. The samples were transferred to individual
fractionation tubes with no additive (PRGF® fractionation
tubes, BTI, Biotechnology Institute, Alava, Spain). Subsequently,
PRP and PPP were activated by adding calcium gluconate 10%
(PRGF(®) activator, BioTechnology Institute, Alava, Spain) (5%
of the plasma volume) to achieve PLT degranulation and
GFs release obtaining PRGF. The samples obtained were
aliquoted into eppendorf tubes and immediately after activation
were frozen at —80°C before the PLT plug was formed after
PLT activation for subsequent determination of TGF-f1 and
PDGEF-BB concentrations.

Hematological Analysis

Red blood cell (RBC; M/pL), white blood cell (WBC; K/pL),
platelets (PLT; K/pL) and mean platelet volume (MPV; fL)
count were determined in WB, PPP and PRP using an automated
hematology analyzer (Advia® 2120i Siemens Healthcare
Diagnostics Inc.). The absolute numbers of PLTs obtained by
ADVIA were verified in blood smears always by the same
clinical pathologist.

Platelet-Derived Growth Factor-BB
(PDGF-BB) and Transforming Growth

Factor-f1 Quantification (TGF-31)

TGF-B1 and PDGF-BB were measured after activation in
both PPP and PRP fractions to assess the effect of the
centrifugation in PLTs and associated GFs. TGF-Bl1 and
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FIGURE 1 | Schematization of the study design: biood sample obtention, centrifugation following the three protocols using the PRGF®-Endoret® methodology, PRP
and PPP fractions obtention, subsequent activation of both fractions with BTl-activator and freezing at —80-C for subsequent GFs analysis.
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PDGF-BB were measured using ELISA kits (Human TGF-
beta 1 DuoSet ELISA de R&D Systems DY240-05 and
Human PDGF-BB DuoSet ELISA de R&D Systems DY220,
respectively) according to manufacturer’s instructions. These
GFs were determined using human antibodies because
these kits have been used for the same purposes in other
feline PC studies (20, 44) since it has been reported that
human and cat PDGF-BB present high peptide sequence
homology (45).

Statistical Methods
The data were processed using the SPSS 20.0 program for
Windows (SPSS®) Inc., Chicago, USA).

A descriptive study of the mean, standard deviation and
confidence intervals were made for each variable. A value of
p < 0.05 was considered significant. Normality of data was
tested in every quantitative variable with Shapiro-Wilk test and
variance homogeneity with Levene test. ANOVA tests with a
post-hoc Tukey test was used to compare normally distributed
variables, while Non-parametric Kruskal-Wallis tests was used to
compare the variables which did not follow a normal distribution.
Correlations between variables were assessed using a Pearson
correlation test.

RESULTS

Blood samples were drawn from a total of 30 healthy, neutered
adult cats, 21 males and nine females. The mean age was 5.3 years
old (range 2.7-7.9 years old) and the mean weight was 6.0kg
(range 4.87-7.13 kg).

Table 1 shows PLT concentration, MPV, number of RBC and
WBC and the concentrations of PDGF-BB and TGF-81 in both
PRP and PPP according to the three centrifugation protocols
used in the study.

Platelet Concentration and Mean Platelet

Volume

The mean number of PLT was statistically higher in the PRP
fraction than in WB (p = 0.026). The mean value of PLT in
PRP fraction when centrifuging the samples at 255 g was 462.1 +
277.9, 426.0 £ 307.2 K/ul at 260 g, and higher when using 265¢g
(481.4 £ 275.0 K/ul). In the PRP fraction, PLT concentration
was increased 1.4 times on average at 255 g; 1.3 times on average
at 260g, and 1.5 times on average at 265g. There were no
statistical differences between the PPP and WB fraction. Using
the centrifugation protocol at 255 g x 10 min, the number of PLT
in the PRP fraction reached a mean value 1.5 times higher than
the WB one in 14 (46.7%), 0.5 to 1.5 times in 10 (33.3%) and in
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TABLE 1 | Mean + SD of platelet (PLT) concentrations, mean platelet volume (MPV), erythrocytes (RBCs) and leukocytes (WBCs) concentrations in whole blood
samples (WB) and in the PRP and PPP fractions; platelet-derived growth factor BB (PDGF-BB) and transforming growth factor g1 (TGF-p1) concentrations in the PRP and

PPP fractions in 30 cats (n = 30).

Centrifugation protocol 255g x 10 min 260g x 10 min 265g x 10 min
wB PRP PPP PRP PPP PRP PPP

PLT (K/pL) 3285+ 155.8 4621 +£277.9 293.5 + 179.1 426.0 +307.2 300.8 + 180.7 481.4 +275.0 2033+ 161.4
MPV (L) 163 £5.0 118+19 1125+1.7 11.9+26 113+ 16 123+ 25 114+18
RBC (M/pl) 7.65+1.23 0.07 £ 0.06 0.05 + 0.056 0.07 £ 0.04 0.04 +£0.02 0.07 £ 0.05 0.04 +£0.021
WBC (K/pl) 9.46 +3.18 0.35+0.45 0.17 +£0.203 0.28+0.26 0.15+0.14 0.27 £0.28 0.12+0.12
PDGF-BB (pg/mi) 12819 + 11105 649.6 + 596.8 1271.8 £ 965.7 559.9 + 462.5 1346.6 + 1197.8 616.6 + 556.6
TGF-81 (pg/mi) 174503 £ 101053 124411 £5165.9 141939+ 7705.7 12499.1 +4962.9 170859+ 79889 12404.1 + 4539.6

<0.5 times in 6 (20%) of the samples analyzed. Compared with
WB, the centrifugation protocol at 260 g x 10 min, the number
of PLT in the PRP fraction increased more than 1.5 times in
11 (38%), from 0.5 to 1.5 times in 11 (38%) and in <0.5 times
in 7 (24%) of the samples analyzed. By means of centrifugation
protocol at 265 g x 10 min, the mean number of PLT increased
more than 1.5 times in 13 (43.3%), from 0.5 to 1.5 in 14 (46.6%)
and in <0.5 times in 3 (10%) of the samples analyzed. However,
PLT concentrations did not differ significantly between the three
protocols (Table 1; Figure 2).

A total of 206 samples were analyzed and PLT aggregates were
obtained in 8 WB samples and 6 PRP samples. According to
ADVIA 2120i (46) criteria, and the number of PLT aggregates in
the smears, 13 out of the 14 samples, showed from 1 to 7 PLT
aggregates with more than 10 PLTs each, while the remaining
sample showed more than 50 PLTs almost in every PLT aggregate.
Due to severe clustering after centrifugation, 2 PRP and 2 PPP
samples were not included in the study.

The mean platelet volume (MPV) was statistically higher
in WB than in PRP and PPP fractions (p < 0.001) without
significant differences between protocols nor fractions (Table 1).
MPV was positively correlated with the presence of PLT
aggregates (r = 0.559, p < 0.001).

Erythrocyte Concentration

Even though, the mean number of RBCs was statistically higher
in WB than in the PRP and PPP fractions (p < 0.001),
no significant differences were identified in relation to this
parameter between both fractions. Compared to the initial value,
the number of RBCs was reduced by 99% in all the analyzed
samples, with no statistically significant differences between the
three centrifugation protocols used in the study (Table 1).

Leukocyte Concentration

The mean number of WBC was statistically higher in the WB
samples than in the PRP and PPP fractions (p < 0.001), with
no differences between them. Compared to the initial value, the
number of WBC decreased more than 95% in the PRP and
PPP fractions, without significant differences between protocols
(Table 1).

Platelet-Derived Growth Factor BB

(PDGF-BB) Concentrations

The mean concentrations of PDGF-BB in the PRP fraction
(1281.9 + 1110.5, 1271.8 &+ 965.7 and 1346.6 + 1197.8 pg/ml)
were statistically higher than those of the PPP fraction (649.6 +
596.8 pg/ml, 559.9 + 462.5 and 616.6 = 556.6 pg/ml) (p < 0.001).
The analysis of variation did not reveal statistically significant
differences in the concentrations of PDGF-BB according to the
centrifugation protocols used in the study (Table 1; Figure 3).
The presence of PLT aggregates did not affect PDGF-BB
concentrations in the PRP fractions.

Transforming Growth Factor Beta 1

(TGF-B1) Concentrations

The mean concentrations of TGF-f81 in the PRP fraction (17450.3
=+ 10105.3 and 17085.9 + 7988.9 pg/ml) were statistically higher
than those of PPP fraction (12441.1 £ 5165.9 and 12404.1 +
4539.6 pg/ml) when centrifugation protocols at 255 g (p = 0.017)
and 265g (p = 0.002) were used. No significant differences
were detected in TGF-81 concentrations among centrifugation
protocols. The presence of aggregates also did not affect TGF-81
concentrations in the PRP fractions (Figure 4).

DISCUSSION

According to our hypothesis the mean PLT enrichment in the
PRP fraction of the Endoret(®) preparations was 1.5 times higher
(147%) than in WB at 265 g x 10 min, with proportions of 140%
and 130% for 255 g x 10 min and 260 g x 10 min, respectively. In a
similar way to what happens in other species such as rabbits and
dogs (33, 34), the commercial system used in this study (PRGF®)-
Endoret(®) increases the concentration of PLTs at least 1.5 times
compared to baseline. The centrifugation protocols used in these
studies yielded a mean PLTs concentration >300,000 plt/L, which
is the minimum concentration required for a quality concentrate
(47). However, some authors have described more moderate
ranges of PLTs (1.5 to 2 times or 1.3 to 4 for WB) to provide
greater clinical benefit in humans (48-51). It is documented
that the protocols for PRP obtention show variations in the
concentrations of PLTs, RBCs and WBCs among them for a
specific species (52-54). In the same way, a validated protocol for
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FIGURE 2 | Comparison of the platelet (PLT) concentrations (mean =+ SD) in cat (n = 30) between whole biood (WB), PRP and PPP fractions according to the three
centrifugation protocols (g: 255, 260 and 265 in 10 min; NC: non-centrifugate). «: Outlyers data included in the statistically study.
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FIGURE 3 | Comparison of the platelet-derived growth factor BB (PDGF-BB) concentrations (mean + SD) in cat (7 = 30) between PRP and PPP fractions according
to the three centrifugation protocols (g: 255, 260 and 265 in 10min). «: Outlyers data included in the statistically study.

a specific species may not produce the same cellular composition ~ system, but contrarily, they are able to concentrate platelets
inany other species (22, 55). In other study, Boswell et al. affirmed  successfully when using a system from a different manufacturer.
that some individuals cannot concentrate platelets with a specific ~ This indicates that failure to generate PRP is possible in every
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FIGURE 4 | Comparison of the transforming growth factor g1 (TGF-B1) concentrations (mean + SD) in cat (7 = 30) between PRP and PPP fractions according to the
three centrifugation protocols (g: 255, 260 and 265 in 10 min). e: Outiyers data included in the statistically study.

individual and when using any system, therefore, it has been
suggested that a complete blood count should be performed on
each patient’s venous blood and PRP, so the clinician can ensure
that the patient is being treated with PRP (56). We have not
obtained uniform results in all samples analyzed in our study
due to individual characteristics and variability, as reported in
previous studies.

The existing literature on PC in cats is scarce. In addition,
there are no specific data on the exact range of PLTs required
in a clot to be considered PRP in this species. In fact, although
several commercial centrifugation methods showed increases in
PLT between 151 and 187% (20-22) with respect to WB, they did
not obtain PLT concentrations above the ideal range reported.

On the one hand, Silva et al. (20) collected WB samples cat
in 8.5mL tubes and after 6 min and 85 g centrifugation protocol
obtained an 183% increase in PLT after spontaneous formation of
the clot. Chun et al. (22) using WB volume of 12.5 mL, obtained
PC by double centrifugation. After the first centrifugation at
3,600 rpm for 1 min, the plasma suspension was aspirated and
centrifuged again at 3,800 rpm for 5 min, obtaining an increase
in PLTs of 151%. On the other hand, Ferrari and Schwartz (21)
compared two systems for obtaining PRP, using two volumes of
13.5 and 12.5 mL of WB. Although single centrifugation at 1,300
rpm for 5min did not concentrate PLTs, double centrifugation
at 3,600 rpm for 1 min and subsequently at 3,800 rpm for 5 min
produced an increase in PLTs of 187% compared to the initial
value (22, 55).

In our study, 9 mL tubes and a single centrifugation protocol
were used, varying the force (255, 260, and 265 g) in a standard

time of 10min. To the author’s knowledge, the WB sample
volume, the gravitational force, and the centrifugation times
considered in the different protocols for PRP obtention, could
be responsible for the variations observed between studies, since
the basal numbers of PLTs in WB were very similar. However,
some characteristics such as the model or diameter of the
centrifuge and the gravitational force were not specified in these
studies, therefore, the authors emphasize the importance of
characterizing the PRP product generated in a specific species by
a given system.

PLT aggregation in feline blood samples is common, with
reported prevalence ranging between 40% and 70% (21, 57-
60). In this study, PLT aggregation occurred in 27% of the WB
samples and in 7% of the PRP samples, with no evidence of PLT
aggregation in the PPP samples. PLT aggregation is suspected to
be due to species-specific factors, the sample collection method,
and the anticoagulation protocol (21).

Several factors in the cat may be specifically involved in
promoting aggregation tendency such as increased serotonin
concentration, irreversible aggregation and release of granules
when exposed to serotonin and irreversible aggregation in
response to low concentrations of ADP (61). The quality of
blood collection has been postulated to be the main cause of
the presence of PLT aggregates in feline blood simples (62).
The presence of PLT aggregates in these blood samples could
be related to the collection method, since the WB samples were
obtained directly by catheterization of the cephalic vein using
a 22G catheter, and it is well-known that vascular endothelial
injury produced by venipuncture causes adherence of PLTs to
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von Willebrand factor bound to subendothelial collagen with PLT
GPIba receptors, inducing additional PLT recruitment (63).

On the other hand, baseline PLT counts in our study
were performed using EDTA anticoagulated blood following
the manufacturer’s instructions. Although the nature of EDTA-
induced pseudothrombocytopenia is still uncertain (64), it
has been proposed that autoantibodies (IgG, IgM, and IgA)
present in plasma recognize and bind to an epitope of
glycoprotein IIb (GPIIb), which is part of the PLT surface
GPIIb/Illa complex, promoting PLT agglutination (65). PLT
counts by ADVIA were reduced in samples with EDTA-
induced pseudothrombocytopenia, whereas PLT aggregates were
observed in blood smears. In fact, in 7 samples, from 1 to
7 groups with> 10 PLTs were identified and in 1 sample
most of the cells were forming clusters of > 50 PLTs. This
reduction in the number of baseline PLT in the samples with
pseudothrombocytopenia using ADVIA could explain the wide
range of variation experienced in our results since, like the rest
of the samples, they were also included in the statistical study.
Although the presence of pseudothrombocytopenia in our study
was low, based on previous evidence, it seems that EDTA is not
the appropriate anticoagulant for feline blood.

Currently, antiaggregants such as prostaglandin E1 (PGE1)
and prostaglandin 12 (PGI2) (66) are used to prevent PLT
aggregation in cats. Iloprost is a PGI2 analogous that inhibits the
reactions induced by aggregating agents such as arachidonic acid,
collagen or epinephrine (62). Since Iloprost does not influence
cytological evaluations of blood smears or other hematological
parameters, the addition of these substances to EDTA tubes is
a good alternative to avoid PLT aggregation and increase the
reliability of feline PLT counts.

Compared with previous results (20) in which MPV was lower
in WB than in PC, MPV in WB in this study was significantly
higher than in both PRP and PPP fractions regardless of the
centrifugation protocol used. Certain factors such as the type of
anticoagulant used, the time required to perform the analysis,
and the methodology (67) could be some of the factors involved
in these differences. Indeed, the MPV greatly depends on the
measurement technique and on the duration and conditions of
storage before the blood is tested. ADVIA is considered to have
one of the best methods for the analysis of these cells as it
identifies size, optical density and detects PLTs up to 60 fL (57).
Feline blood can contain PLTs larger than 60 fL (66), so ADVIA
may not detect them. This failure to detect larger PLTs may be
the reason why the number of PLTs by ADVIA is falsely lower
in some of the samples tested. The increases in MPV correlated
with the decrease in the number of PLTs could indicate that
these blood samples had larger PLTs (66). Regarding the type of
anticoagulant, PLTs swell when stored in EDTA and, to a lesser
extent, in solutions containing citrate, making the determination
of MPV dependent on time (66).

Our study reported lower serum TGF-1 values than those
previously reported by Arata et al. (44). However, both the serum
concentrations of TGF-81 and those of PDGF-BB were higher
in the present study than the concentration obtained in plasma
by Silva et al. (20). Several factors such as the base fluid (plasma
or serum), the sample volume and the PLT activation method

used could have conditioned the differences between the results
obtained in the latest research (55). Serum differs from plasma
in that most of the fibrinogen is converted into a fibrin clot
in which PLTs can be attached to the fibrin matrix, activated
to form aggregates or both (68). Based on these events, it has
been postulated that PLTs in serum samples undergo premature
activation compared to plasma samples, with the consequent
release of GFs contained in the a-granules of PLTs (20). The
concentration of PDGF was higher in PRP than in PPP fraction
with all centrifugation protocols. However, TGF-f1 was more
concentrated in PRP than in PPP fraction when centrifugation
protocols at 255 and 265 g were used. Further studies are needed
to evaluate the temporal release kinetics after PLT activation and
the distribution of GFs in PLT a-granules in cats. Conversely, a
major finding of this study is an increased of PDGF-BB and TGF-
81 in samples with PLT clumping with no significant differences
to TGF-31. This suggests that pseudothrombocytopenia in cats
does not affect the concentration of GFs such as PDGF-BB
and TGF-81. Nevertheless, studies on PRP in cats are scarce,
and further investigation is required to determine the optimal
concentrations of GFs in PRP products in cats to achieve clinical
efficacy in cats.

PRP has been of interest in the field of regenerative medicine
due to the regenerative potential of its GFs (1). However, there
is considerable variability in the platelets’ gathering and the
concentration of GFs within different PRP preparations. There
are many PRP-purification systems commercially available (69),
and prepared PRP varies in terms of PLT concentration, degree of
WBC, RBC, and concentration of GFs (50). PRGF®-Endoret®)
technology is a type of PRP obtained from small volumes of
blood through a single centrifugation process and subsequent
fractionation of the plasma. This is important in cat practice
because the volume of blood required to obtain PRP for clinical
use could be a limiting factor due to the small size of this
species. The volume of blood extracted in our study did not
exceed the maximum volume of extraction allowed (21, 70)
in any cat, thus guaranteeing correct volemia and perfusion.
In addition, PRGF®-Endoret® technology is classified as P-
PRP, is moderately enriched in PLTs, does not contain RBCs or
WBCs, and its activation is performed with calcium chloride
(29). These criteria are met in the 3 protocols used in our
study, in which the presence of RBCs and WBCs was reduced
to values close to zero. Similar results were shown by Ferrari
and Schwartz (21) using a simple centrifugation system (1,300
rpm x 5min), however, when they used a double centrifugation
system (3,600 rpm x 1min and 3,800 rpm x 5min), a 80%
reduction in WBCs was reported, resulting in a PRP product
characterized by the presence of WBCs. There are different PRP
formulations according to the presence or absence of WBC:
Leukocyte poor PRP (LP-PRP), P-PRP and LR-PRP (24, 71, 72).
Taking this classification into account, the double centrifugation
protocol used by Ferrari and Schwartz (21) provided a LP-
PRP. Nevertheless, the presence or absence of WBCs in PRP
is frequently discussed in the literature. WBC could be an
additional source of GFs and antimicrobial properties (54, 73)
but, in the other hand, WBC release proinflammatory cytokines
that could prompt the inflammatory process and counteract the
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positive effect on tissue regeneration (54, 71). Our study did not
assess the clinical efficacy of PRGF products obtained, and it is
unknown if these products with moderate PLT concentration
and undetectable RBC and WBC would have applications in
vivo. The versatility and biocompatibility of these products
have stimulated their therapeutic use in numerous medical
and scientific fields including dentistry, oral implantology,
orthopedics, ulcer treatment, and tissue engineering among
others. The use of PRGF in the treatment of osteoarthritis in
dogs and rabbits (8, 10, 74), tendinopathies in horses (75-77)
and sheep (78), wound healing in rabbits (9, 79) or corneal
ulcer healing in different species (80, 81) is promising. Cats
are susceptible to various musculoskeletal diseases and can
also suffer traumatic damage (82), in addition, in recent years
more orthopedic diseases have been identified in cats, especially
osteoarthrosis (22). It is reasonable to assume that PRGF therapy
could be effective for feline patients in a similar way to what
occurs in other animal species for the treatment of osteoarthritis,
wound healing, and tendinopathies (21).

Future research is needed to evaluate the clinical efficacy
of PRGF obtained by PRGF®-Endoret® technology in
this species. The standardization and optimization of the
PGRF obtained by means of this methodology would allow
to formulate the preparations according to each specific
pathology (29).

CONCLUSIONS

The BTI-Endoret® methodology allows to obtain unnoticeable
RBC and WBC in the PRP fractions of healthy cats, so
it could be considered P-PRP and centrifugation at 265g
for 10min shows a mean PLT enrichment 1.5 times higher
in Endoret(® preparations than baseline. Moreover, even
if no statistical differences have been observed between
different protocols, when using 265g for 10min a higher
PLT concentration and lower concentration of WBC were
obtained. Following PRGF®-Endoret® technology greater
values of PDGF-BB and TGF-f81 than in basal serum samples
have been obtained in previous studies. Further studies
are needed to determine the technique reproducibility and
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Introduction: Feline leukemia virus (FelV) is a chronic disease that leads to the
weakening of a cat’s immune system. Platelet-rich plasma (PRP) offers therapeutic
effects for multiple diseases, the use of PRP and growth factors (GFs) determination
could be an alternative treatment to improve the quality of life in these patients.
The objectives of this study were to determine and compare the concentration of
platelets (PLTs), red blood cells (RBCs) and white blood cells (WBCs) between samples
of whole blood (WB), PRP and platelet-poor plasma (PPP) fractions, and to evaluate
the concentration of platelet-derived growth factor BB (PDGF-BB) and transforming
growth factor g1 (TGF-1) in both fractions in FelV cats using a PRGF®-Endoret®
protocol previously standardized in this species.

Methods: WB was collected from 11 asymptomatic FeLV-positive cats. PRP and PPP
was obtained following PRGF®-Endoret® technology according to centrifugation at
2659 for 10 min. Cellular components, RBCs, WBCs, PLTs, and the PDGF-BB and
TGF-B1 concentrations in PRP and PPP fractions were determined.

Results: PLT in the PRP fraction was statistically higher than WB and PPP fraction,
with no statistical differences between WB and PPP. PLT concentration increased 1.4
times in PRP fraction compared to WB. Mean platelet volume (MPV) did not differ
significantly between the WB, PRP, and PPP fractions. Compared to WB, the absolute
numbers of RBCs and WBCs were decreased by 99% and more than 95% in the PRP
and PPP fractions, respectively. TGF-R1 concentrations increased in PRP vs. PPP, with
no changes in PDGF-BB.

Discussion: Based on the degree of PLT enrichment and the absence of RBCs
and WBCs, this blood product could be classified as a Pure Platelet-Rich Plasma
(P-PRP). The presence of GFs in PRP and PPP samples suggests that the PRGF®-
Endoret® methodology is suitable for obtaining PRP in FelV cats, despite future
studies are necessary to optimize the technique, standardize the results and assess
clinical efficacy.

KEYWORDS
plasmarich in growth factors, PRGF®-Endoret?, feline leukemia, FelV, cat, PDGF-BB, TGF-81,
platelet

1. Introduction

Platelet-rich plasma (PRP) is an autologous blood product defined by a platelet (PLT)
concentration higher than baseline. Inside, the PLTs have granules that, when activated,
release growth factors (GFs), cytokines, and chemokines into the medium. Some of the most
important GFs released by PLTs in PRP include platelet-derived growth factor (PDGE, A-B-C),
transforming growth factor betal (TGF-81), vascular endothelial growth factor (VEGEF),
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fibroblast growth factor (FGF), hepatocyte growth factor (HGF),
connective tissue growth factor (CTGF), epidermal growth factor
(EGF), and insulin-like growth factor-1 (IGE-1), which are involved
in tissue restoration and immunomodulation (1-4).

Taking into account the cellular content and the presence or
absence of fibrin, four main groups of PRP products have been
identified (5): Pure Platelet-Rich Plasma (P-PRP), Leukocyte and
Platelet-Rich Plasma (LR-PRP), Pure Platelet-Rich Fibrin (P-PRF),
and Leukocyte and Platelet-Rich Fibrin (L-PRF). P-PRP, as a PRGF®-
Endoret® contains a moderate PLT concentration and no leukocytes
(WBCs); LR-PRP includes a WBC fraction, but the fibrin matrix is
sparse; P-PRF is a blood product with very low concentration of
WBCs and is collected owing to the specific separator gel used in
the method, PLT activation and fibrin polymerization are triggered
using calcium chloride. L-PRF is considered as second-generation
PLT concentrate because the natural concentrate is produced without
any anticoagulants or gelifying agents, and after centrifugation the
PRF clot forms a strong fibrin matrix in which most of the PLTs
and WBCs from the harvested blood are concentrated. Continuous
revisions of terminology and new classification criteria for PRP
bioformulations in regenerative medicine (2) have made it possible
to identify up to 15 types of PRP products with differences in
formulation, biological properties and mechanisms of action, as
well as different clinical indications and clinical results (6, 7). The
topical use of PLT concentrates is recent, and its efficiency remains
controversial. Several techniques for PLT concentrates are available,
and their applications have been confusing because each method
leads to a different product with a different biology and potential uses
(#). Even though PRP has been widely used in veterinary medicine,
no valid standardized classification methods for platelet-derived
products have been currently published.

Plasma-Rich Growth Factors (PRGF) represents a novel
technology that uses autologous proteins and GFs derived from PLTs
as therapeutic formulations for regenerative purposes, cell repair
and regeneration. PRGF®-Endoret® technology following a unique
centrifugation protocol allows a PRP product to be obtained with
moderate PLT enrichment and an extreme reduction of WBCs and
RBCs, which decreases the proinflammatory activity of WBCs. The
PRGF®-Endoret® protocol for obtaining GFs is widely documented
in different species and has been successfully applied in different
clinical areas (9-11), such as regenerative medicine for wound
healing, ophthalmology, dentistry, osteoarthritis, tendinopathies,
or aesthetic medicine in humans (12-19); traumatology and
ophthalmology in dogs (20-22) and horses (23); and wound healing
(24, 25) or the treatment of complete cartilage defects in rabbits (26).
Although different protocols for obtaining PRP in cats have been
described (27-32), the use of PRGF®-Endoret® technology in this
species has only been reported in a previous study carried out by the
same researchers. Due to the cellular characteristics of the autologous
blood product obtained following centrifugation, it was classified as
a P-PRP product (23). Despite this, there is no clinical evidence of its
application, and therefore future research is needed in this field of
feline internal medicine (28, 29, 33).

Feline viral leukemia is caused by feline leukemia virus
(FeLV), one of the retroviruses with the greatest impact on feline
health worldwide. The prevalence is highly variable depending
on the geographic location and the animal population analyzed,
varying between 3.0 and 28.4% in South America, 0.5 and
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24.5% in Asia and Australia/New Zealand, 2.3 and 3.3% in
the USA, and 0.7 and 15.6% in Europe, among others (34-
40). In Spain, specifically, the reported prevalence of FelV is
2.6% (41).

Following the course of the infection, four different forms of
FeLV infection have been identified: abortive infection (“regressor
cats”), regressive infection (“transient viremia” followed by “latent
infection”), progressive infection (“persistent viremia®), and focal
or atypical infection (42). Progressive infections are categorized
by detectable antigenemia, FeLV RNA, and DNA provirus, since
the virus persistently sheds into the circulation and tissues
have low or no antibodies to FeLV (42). In 30-40% of cats
with progressive infection, FeLV virus has tropism for the
hematopoietic cells in the bone marrow (BM) associated with
proliferative, degenerative, and oncogenic diseases in erythroid,
myeloid, and lymphoid cell lineages (42). Both lymphoma (+43) and
myelodysplastic syndrome are relatively common abnormalities in
FeLV-infected cats. Non-neoplastic diseases, such as regenerative
anemia, immunosuppression, neutropenia, lymphopenia, and PLT
abnormalities like thrombocytopenia or PLT function alterations,
can occur in animals persistently infected with FeLV (35, 44-46).
Moreover, ~80% of cats die before 4-5 years of life; prognosis for
cats with progressive infections is variable depending upon current
immune status, stress, or concurrent disease such that cats can remain
without clinical signs for several years after the infection of the BM
(47, 48).

Due to the fact that GFs promote wound healing or tissue
g | injuries, such as osteoarthritis in
dogs (20-22), horses (23), rabbits (26), and humans (49, 50), the
authors considered that GFs could be an advantageous therapeutic
option in cats with FeLV. For this reason, the objective of the
study was to determine PLT concentrations and two specific types
of GFs, such as Platelet-Derived Growth Factor-BB (PDGF-BB)
and Transforming Growth Factor-81 (TGF-81), in both PPP and
PRP fractions following the PRGF®-Endoret® protocol previously
standardized for its application in cats by these same researchers (33).
The authors hypothesize that a P-PRP can be obtained in FeLV cats
following PRGF®-Endoret® methodology as in other species or in
healthy cats.

-ation in musculoskel

2. Material and methods

2.1. Animals

The study protocol was approved by the Animal Welfare
Ethics Committee (CEEA) of the CEU Cardenal Herrera University
in Valencia (Spain) in accordance with the Spanish Animal
Protection Policy (RD53/2013), which complies with the European
Union Directive European 2010/63/EU, with the following approval
code: 2018/VSC/PEA/0196.

This prospective study included cats brought to CEU-Cardenal
Herrera University Veterinary Clinical Hospital between October
2021 and July 2022 as part of a medical clinical study, during which
cats were examined for retroviral infections. A total of fourteen
non-pedigree FeLV-positive adult cats were included in the study.
All animal owners agreed to participate in the study by signing a
consent form.
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Only animals clinically healthy and with two positive subsequent
test results for FeLV by the commercially available combined
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit for feline
immunodeficiency virus (FIV) antibody and antigen FelV p27
(IDEXX SNAP® Combo FelLV Ag/FIV Antibody Test) were
included in the study. The first samples with positive results were
subsequently tested again from 6 to 9 months after, following
the same methodology, considering true positives or progressive
infection by FeLV those that tested positive twice. Discordant test
results were considered negative.

Animals receiving any treatment for the previous or current 6
months of the study and those that developed diseases or tested
positive for both FIV and FeLV or only FIV were excluded from
the study. Animals with hematological alterations consisting of
anemia, leukopenia or true thrombocytopenia were also excluded.
Each patient was monitored by a veterinarian throughout the
entire procedure.

2.2. Sample processing

To reduce stress, cats were first intramuscularly (IM) sedated with
a combination of butorphanol (0.3 mg/kg), dexmedotomidine (12
peg/kg), and alfaxalone (0.8 mg/kg). Following sedation, the cephalic
vein was catheterized using a 22G catheter to collect 0.5ml of
blood, which was immediately transferred to a 0.5 ml tube containing
K3-EDTA (BD Vacutainer; Becton, Dickinson) for blood count or
whole blood (WB) analysis. Thereafter, 9 ml of blood was collected
in sterile conditions from the external jugular vein by means of
a vacutainer sodium citrate 3.8% tube (Blood-Collecting Tubes®,
BTI Biotechnology Institute, Alava, Spain) for PRGF®-Endoret®
preparation. Subsequently, each cat received 9 ml of acetated Ringer’s
solution IV during the first 20 min to restore the vascular volume and
to prevent hemodynamic complications.

2.3. PRGF” -Endoret” processing

Feline samples collected in sodium citrate tubes were immediately
centrifugated at room temperature in a PRGF®-Endoret® System
IV centrifuge (BTI Biotechnology Institute S.L.) under a single
centrifugation protocol of 265 g for 10 min as described by Miguel-
Pastor et al. (33).

Following the PRGF®-Endoret® methodology, two fractions
were obtained after centrifugation: platelet-poor plasma (PPP) and
PRP. Sixty percentage of the upper plasma was considered PPP,
and the remaining 40% above the “buffy coat” was considered
the PRP fraction. Both fractions were pipetted under maximum
sterile conditions with a laminar flow hood and always by the same
researcher. Subsequently, samples were transferred to individual
fractionation tubes with no additives (PRGE® fractionation tubes,
BTI, Institute of Biotechnology, Alava, Spain). In addition, the plasma
fractions (PPP and PRP) were activated by adding 5% of the plasma
volume of 10% calcium gluconate (activator PRGF®, Institute of
Biotechnology, Alava, Spain) to achieve PLT degranulation and
release of the GFs, obtaining PRGE. Plasma samples were then
aliquoted into eppendorf tubes and immediately frozen at —80°C

Frontiers in Veterinary Science

10.3389/fvets.2023.1110055

following PLT activation for subsequent determination of TGE-1
and PDGE-BB concentrations (Figure 1).

2.4. Hematological analysis

A complete automated blood count was performed for each
feline specimen using the Advia® 2120i (Advia® 2120i Siemens
Healthcare Diagnostics Inc.), including red blood cell (RBG;
10ef/pL), hemoglobin concentration (HB; g/dL), packed cell
volume (PCV; %), mean corpuscular volume (MCV; fL), mean
corpuscular hemoglobin (MCH; pg), mean corpuscular hemoglobin
concentration (MCHGC; g/dL), mean hemoglobin content (CH; pg),
hemoglobin concentration distribution width (HDW; d/dL), red
blood cell distribution width (RDW; %), reticulocytes absolute
count (RET; 10e°/L), white blood cell (WBC; 10e*/p.L), neutrophils
(NFS; 10e*/pL), lymphocytes (LYMPH; 10e*/pL), monocytes (MON;
10¢*/L), eosinophils (EOS; 10e*/jL), and basophils (BAS; 10e*/uL).
Platelet (PLT; K/pL) counts and mean platelet volume (MPV; fL)
were also determined in WB samples. In the PRP and PPP fractions,
RBC, PLT, WBC, LYMPH, NFS, and MON counts, as well as the MPV,
were also determined. Verification of absolute PLT numbers, such as
the presence of PLT aggregates and differential WBC counts obtained
by ADVIA, was performed on Romanowsky-stained blood smears
and always by the same pathologist.

2.5. Platelet-Derived Growth Factor-BB and
Transforming Growth Factor-R1
quantification

The concentrations of both GFs in both plasma fractions (PPP
and PRP) were determined using an ELISA kit of development with
antibodies to human (Human TGF-betal DuoSet ELISA de R&D
Systems DY240-05 and Human PDGF-BB DuoSet ELISA de R&D
Systems DY 220, respectively), following the methodology previously
published by Miguel-Pastor et al. (33). To the knowledge of the
authors, there are no commercial kits for GF determination in cats,
so human kits were used for GFs determination as described by other
researchers (27, 51).

2.6. Statistical methods

Data were analyzed using SPSS 20.0 for Windows (SPSS® Inc.,
Chicago, USA). A descriptive study of the mean, standard deviation
and confidence intervals was performed for each variable. The
normality of the data was verified in each variable with the Shapiro-
Wilk test, and the homogeneity of the variance was verified with
the Levene test. The means of the variables were studied using a
linear mixed model. These models included the treatment group as
fixed effects and the cat as a random effect. If the interaction was
found statistically significant, analyses using a one-way ANOVA and
a Bonferroni test were used. Non-parametric Kruskal-Wallis tests
were used to compare variables not adjusted to a normal distribution.
P < 0.05 was considered significant.
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3. Results

3.1. Animals and sample acquisition

Of the 14 cats initially included in the study, three of them
were excluded: two pr d moderate ia and one tested
negative on the second FeLV test. A total of 11 sterilized cats met
the inclusion criteria, six males and five females, aged between 1.5
and 6.5 years (Mean: 4.4; SD: 1.6), and weighing between 3.7 and
5.8kg (Mean: 4.7; SD: 0.7).

The collection and centrifugation of blood were performed
with no intercurrence in all cats. Following this procedure, the
three fractions (erythrocyte, buffy coat area, and plasma fraction)
were obtained.

Table 1 shows the mean values = SD or median and the 95% CI
of all the hematological parameters considered in WB. Comparisons
between RBC, PLT, WBC, LYMPH, NFS, and MON counts, as well
as MPV between WB and PRP and PPP fractions, and comparisons
between PDGF-BB and TGF-f81 between PRP and PPP fractions are
presented in Table 2. Table 3 shows individually the number of PLTs
in WB, PRP, and PPP in relation to the volume of recovered plasma.
Table 4 shows the recovered volume of PRP and PPP individually,
considering the PCV in each animal.

3.2. Platelet concentration and mean platelet
volume

The mean number of PLT was statistically higher in PRP (392.1
+ 130.7 PLTs) compared to PPP (260.8 + 83.9 PLTs) fraction
(p = 0.024) and WB (307.3 £ 106.2 PLTs) (p = 0.043) with no
statistical differences between WB and PPP fraction (Tables 2, 3,
Figure 2A). MPV did not differ significantly between the WB, PRP,
and PPP fractions.

PLT aggregates were present in 4 (36%) WB samples, 2 (18%)
PRP samples, and 2 (18%) PPP samples. According to the equivalence
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between PLT aggregates by ADVIA 2120i and in smears (51), of the
eight samples, seven presented 1-7 aggregates with more than 10
PLTs per field, and the remaining 1-3 aggregates with more than 50
PLTs per field.

3.3. RBC concentration

The number of RBCs was statistically higher in WB compared to
the PRP and PPP fractions (p < 0.01), with no statistical differences
between them. The PRGF®-Endoret protocol allowed reducing the
number of RBCs by 99% in both PRP and PPP fractions (Figure 2B).

3.4. WBC concentration

The number of WBCs in WB was significantly higher compared
to the PRP and PPP fractions (p < 0.01). The mean concentration of
WBC was reduced by 95% in the PRP fraction and reduced by 97% in
the PPP fraction (Figure 2C).

3.5. Lymphocyte concentration

The number of LYMPH was significantly higher in the WB
fraction than in the PRP and PPP fractions. LYMPH concentration
was significantly decreased by 80% (p < 0.01) and 88% in the PRP and
PPP fractions (p < 0.01), respectively (Figure 2D). The mean number
of LYMPH was significantly higher in the WB fraction compared to
the PRP and PPP fractions.

3.6. Neutrophil concentration
The number of NFS was significantly higher in the WB

fraction compared to the PRP and PPP fractions. The mean NFS
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TABLE 1 Mean + SD of red blood cell (RBC) count, hemoglobin concentration (HB), packed cell volume (PCV), mean corpuscular volume (MCV), mean

corpuscular hemoglobin (MCH), mean (MCHC), mean h: bi (CH),
distribution width (HDW), red blood cell distribution width (RDW), reticulocytes absolute count (RET), white blood cell (WBC), trophil (NFS), ly Y
(LYMPH), yte (MON), eosi (EOS), il (BAS) and (PLT) counts, and mean platelet volume (MPV) in whole blood samples (WB) in 11

FeLV-positive cats (n = 11).

Parameter Mean + SD Minimun Maximum 90% CI 90% ClI Reference

(lower (upper range

reference reference

limit) limit)
Erythrogram
RBC (105/ul) 11 74+11 59 9.9 67 8.1 5.0-10.0
HB (g/dl) 1 106+16 83 140 95 1.7 8.0-15.0
PCV (%) 1 309+46 230 105 279 341 240-450
MCV (f) 11 41938 322 46.7 394 444 39.0-55.0
MCH (pg) 11 14315 112 16.4 133 153 12.5-17.5
MCHC (g/dl) 1n M1+16 207 352 331 352 30.0-36.0
CH (pg) 11 148+12 118 161 139 156 12.0-16.0
HDW (g/dl) 1 24402 212 288 22 25 1.6-29
RDW (%) 11 164 +09 146 185 158 17.1 14.0-18.0
RET (10°/pal) 11 543+ 406 138 1349 271 81.6 15.0-81.0
Leukogram
WBC (10%/ul) 1 121454 431 2218 84 157 55-195
NES (103/]) 11 87450 207 17.9 54 121 25-125
LYMPH (lo’lul) 11 25405 1.9 ER 21 28 1.5-7.0
MON (10%/p1) 11 032+0.19 01 07 02 04 0.0-0.9
EOS (10°/u1) 11 09417 00 61 0.0 20 0.0-0.8
BAS (10%/ul) 11 03409 0.0 3.0 00 0.9 0.0-0.2
Platelet parameters
PLT (10%/pl) 11 307.3 + 1062 1180 4320 2359 378.6 200-500
MPV (f]) 1 17.03 +529 100 27.7 135 20.6 8.6-18.9

Reference values for the cat determined using ADVIA 2021i Laboratory of the Veterinary Clinical Hospital of the CEU-Cardenal Herrera University.

TABLE 2 Mean + SD of (PLT) mean volume (MPV), erythrocytes (RBCs), leukocytes (WBC), (LYMPH),
neutrophils (NFS), and ytes (MON) in whole blood (WB) samples and in the PRP and PPP fractions; platelet-derived growth factor BB
(PDGF-BB) and transforming growth factor B1 (TGF-B1) concentrations in the PRP and PPP fractions in 11 FelV cats (n = 11).

Centrifugation protocol (265 g x 10 min)

PRP PPP

PLT (106/pu1) 307.3+106.2a 39214 130.7b 260.8 + 8392
MPV (fL) 17.0+53a 141+ 362 133+34a
RBC (10e/pL) 74+1Lla 0.140.0b 0.0 +0.0b
WBC (10e*/L) 121 +54a 0.6+ 0.3b 03+02b
LYMPH (10e*/pL) 25405a 05403b 03+02b
NFS (10¢*/ul) 87449 01+01b 0.0+ 0.0b
MON (10¢*/pL) 03+0.2a 0.0+ 0.0b 0.0 +0.0b
PDGE-BB (pg/ml) 2483+ 15232 198.5 £ 14322
TGF-B1 (pg/ml) 17,556.9 % 7,084.2a 11,487.3 £ 3,427.7b

Different letters (a, b) indicate differences between groups. P < 0.05 is considered statistically significant.
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TABLE 3 Number of platelets (PLT) in whole blood (WB) and platelet ing the total vol of plasma in the PRP and PPP fractions.
PLT (10e3/pL) % concentration
Animal WB PRP PPP PRP PPP
1 277 159 123 574 444
2 421 393 286 934 67.9
3 396 295 231 745 583
4 284 462 364 162.7 1282
5 18 370 244 313.6 206.8
6 432 670 414 155.1 95.8
7 308 391 301 126.9 97.7
8 375 433 169 115.5 45.1
9 134 273 197 203.7 147.0
10 364 484 295 133.0 8L0
1 271 383 245 1414 90.4
MEAN 3073 3921 260.8 143.4 96.6

TABLE 4 Individual packed cell volume (PCV; %) and recovered volumes of
PRP (mL of plasma corresponding to the bottom 407% of the total plasma
fraction) and PPP (mL of plasma corresponding to the top 60% of the plasma
fraction) for each cat.

Animal

2 239 27 4.1
3 369 23 34
4 29.1 25 38
5 304 25 38
6 297 25 33
7 405 21 32
8 277 26 39
9 296 25 33
10 323 24 37
11 278 26 39

concentration was significantly decreased by 99% in both PRP and
PPP fractions (p < 0.01; Figure 2E).
3.7. Monocyte concentration

The number of MON was significantly higher in the WB
fraction compared to the PRP and PPP fractions. The mean MON
concentration was significantly decreased by 97% in both PRP and
PPP fractions (p < 0.01; Figure 2F).
3.8. PDGF-BB and TGF-R1 concentrations

No significant differences were found between the PRP and

PPP fractions in PDGF-BB concentrations (Figure 3A), although in
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samples with PLT aggregates, the values were higher (p = 0.02) than
those without aggregates. The mean concentration of TGF-81 in the
PRP fraction was statistically higher than the PPP fraction (p = 0.02)
were not affected by the presence of aggregates (Figure 3B).

4. Discussion

To the authors’ knowledge, this is the first study to separate
the PRP and PPP fractions in cats naturally infected with FeLV.
The mean PLT enrichment was 1.4 (143%) times higher in the
PRP fraction compared to the WB fraction. These results differ
little from those observed in a previous study in healthy cats by
the same authors in which PLT concentrate was 1.5 (147%) times
higher in PRP fraction compared to the WB fraction using the
same centrifugation protocol (33). Nevertheless, in other studies
in which other types of protocols for obtaining PRP were used,
increases in the concentration of PLTs in the PRP fraction were also
detected compared to the WB fraction. Thus, Silva et al. showed 183%
PLT enrichment in PRP vs. WB using 85g gravitational force for
6min in 8.5mL tubes containing 1.5 mL ACD-A solution (trisodium
citrate, citric acid, and dextrose) (27). More recently, Chun et al.
reported a 151% PLT enrichment in a 12.5mL volume of WB in
a 30 mL syringe with 2.5mL citrate and dextrose anticoagulant by
double centrifugation at 3,600 rpm for 1 min and then 3,800 rpm
for 5 min (29). Likewise, Ferrari and Schwartz (28) evaluated the PLT
concentration of PRP within two commercial centrifugation systems.
With system 1, 13.5 ml of WB was included in a syringe with 1.5 ml
of ACDA and centrifuged at 1,300 rpm for 5min. Using system
2, 125mL of WB were taken in a syringe with 2.5mL of ACDA
following two consecutive centrifugations at 3,600 rpm for 1 min and
at 3,800 rpm for 5 min. While System 1 reduced PLT concentrations
by 3%, System 2 increased PLT concentrations by 187% (28). To
evaluate the effect of local autologous PRP on healing by secondary
intention of skin disorders in cats, a recent study by Angelou et al.
(32) included 11 mL of WB in a vacuum tube containing separating
gel and anticoagulant (MACD?7) and centrifuged at 1,500 rpm for
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Comparison of the platelet [PLT; (A)]. red blood cell [RBC: (B)]. white blood cell [WBC; (C)], lymphocytes [LYMPH: (D)1. neutrophils [NFS; (E)]. and
monocyte [MON:; (F)] concentrations {mean < SD) in FelV cats (n = 11) between whole blood (WB) and PRP and PPP fractions. Different letters (a, b)
indicate differences between groups. P < 0.05 statistically different

10 min. PLT counts in the obtained PRP product increased from taken into account since the basal PLT number in the WB fraction
2 to 8.2 times compared to WB in this latter study (32). Even  were similar.

though we cannot specify the exact origin of these differences, factors The mean number of PLTs in the PRP fraction in this study
such as WB volume samples, gravitational force, and centrifugation ~ was 392.1 £ 130.7 PLTs, not obtaining homogeneous results in all
times in the different protocols used to obtain PRP, should be  samples, as can be seen in the standard deviation (145.8 PLTs). This
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Comparison of Plateiet-Derived Growth Factor-BB [PDGF-BB; (A)] and transforming growth factor 81 [TGF-81; {B)] concentrations {mean <+ SD) in FelV
cats (n = 11) between PRP and PPP fractions. Different letters (a, b) indicate differences between groups. P < 0.05 statistically different

PPP

was probably the reason why there were no differences found between
WB and PPP. In addition, PLT concentrations in PRP of FeLV cats
was lower than that obtained previously in healthy animals (481.4
=+ 275.0 PLTs) by these same authors (33). A similar trend of PLTs
in PPP (260.8 + 83.9 PLTs) vs. healthy cats (293.3 & 161.4 PLT)
was observed. This fact is probably related to individual variability
since in both cases the PRP fraction was obtained using the same
sample volume, relative centrifugal force, temperature, and time of
centrifugation. The results of this study show that the PPP fraction
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contains a considerable proportion PLTs that should have been
concentrated in the PRP, as a result optimization of the technique
is crucial to obtain a more PLT-concentrated PRP. Following the
BTI-Endoret® methodology, the PRP fraction was obtained in this
study using a single centrifugation protocol. The authors highlight
the need of optimizing the protocol with future studies on blood
sample centrifugation protocols by varying the gravitational force or
the centrifugation time to obtain PRP with a higher concentration of
PLTs following PRGF®-Endoret® characteristics; or even taking into
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consideration the need of a second centrifugation to recover more
PLTs in the PRP and decrease them in the PPP fractions.

The moderate enrichment in PLT and the absolute reduction in
the number of RBCs and WBCs, including LYMPH, NFS, and MON,
in both the PRP and PPP fractions enabling a P-PRP in FelV cats
similar to those established in healthy cats by these same researchers
(33). However, there was a minimum requirement that a PRP of at
least 1.5 should compare to WB according to the PRGF®-Endoret®
methodology (9) as previously described in healthy cats (33), dogs
(20), and rabbits (52). A larger population of sick cats may elucidate
the origin of these differences, since none of the animals included in
the study presented thrombocytopenia.

Pseudothrombocytopenia in feline blood samples is a common
finding on blood smears in both FelLV positive and healthy
animals (53). In fact, from the 11 WB samples analyzed, four
presented aggregates, or 36%, as previously reported in these
same species (33). Other studies have reported higher rates of
pseudothrombocytopenia: 40% (28), 57% (54), 62% (53), and
71% (55, 56). The large size of PLTs, the secretion of granules
when exposed to high concentrations of serotonin, and irreversible
aggregation in response to adenosine diphosphate (ADP) reduction
are factors involved in the formation of PLT clumps in these
species (57). However, the sampling quality is the main cause
of PLT aggregation in feline WB samples (58, 59). The presence
of PLT aggregates in the samples of this study could be
related to the collection method, since the WB samples were
obtained directly by catheterization of the cephalic vein using
a 22G catheter. It is well-known that the lesion of vascular
endothelium produced by venipuncture causes PLT adherence to
von Willebrand factor bound to subendothelial collagen with PLT
GPIba receptors, which induces additional PLT recruitment (60,
61). PLT counts by ADVIA were falsely decreased in samples with
EDTA-induced pseudothrombocytopenia and was confirmed in the
corresponding blood smears. Since pseudothrombocytopenia is a
common occurrence in cats, the results of the samples with and
without aggregates were included in the same statistical study, which
could have induced the variations in PLT numbers in WB.

In this study, the MPV did not vary between the different
analyzed samples (WB, PRP, and PPP). The results in relation to this
parameter seemed controversial between studies. Indeed, compared
to PLT concentrate, MPV increased in WB samples (32) although
higher values in PLT concentrates compared to WB have been
reported (27). MPV represents the average size of PLTs, increasing
during PLT activation (62) and dependent on factors, such as
anticoagulant, temperature and storage time of the blood sample (63—
65). Although ADVIA is one of the best methods for PLT analysis
(53), feline blood can contain PLTs larger than 60 fL (66) and may
not be detected by the analyzer. This failure to detect large PLTs may
be the reason why the number is falsely lower in some of the samples
tested. Also, a low number of large PLT may not sufficiently increase
MPYV above the upper limit of the reference range.

Studies in cats with naturally occurring FelV infections are
valuable in providing practical clinical guidance and outcome
expectations. The diagnosis carried out on these animals consisted
of a rapid test (ELISA), detecting the presence of the virus
(antigen) in blood, which does not always indicate the presence
of the disease. Since these cats lived in an endemic area, the
probability of false positives in the test could be excluded. As
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the test was repeated between 180 and 270 days after the first
diagnosis of FelV, these animals were considered to have the
progressive form of the disease. Positive results could not be
due to vaccination or maternal transfer of the virus, since the
animals were adults and did not receive a vaccination regimen. The
normal erytrogram and leukogram in the present study reinforce
the hypothesis of the absence of BM involvement, since anemic,
leukopenic, or thrombocytopenic animals were excluded. It is
common that in persistently infected cats with the progressive
form of infection hematopoietic cells invade the bone marrow (42),
causing neoplastic hematopoietic pathologies, such as lymphoma
(43), myelodysplastic syndrome (48), or non-neoplastic, including
non-regenerative or regenerative anemia, immunosuppression,
lymphopenia, neutropenia, and thrombocytopenia (35, 44-47). A
leukogram characterized by leukocytosis with right shift neutrophilia
and lymphopenia in response to stress was identified in two cats.
Asymptomatic FeLV-positive animals are known to be less likely to
have reduced blood counts than symptomatic ones (47). However,
the type of viral strain, its pathogenicity and the type of study
with experimentally vs. naturally infected animals may explain these
discordant findings (67, 68), though future studies are needed to
elucidate it.

Although there is no previous evidence on the effect of viral
infections on the quality of PLT concentrate in cats, PDGF-BB and
TGF-f1 concentrations were determined in FeLV-positive animals
according to the PRGF®-Endoret® protocol previously described
(33). In contrast to Silvas et al. (27) study, lower values of PDGF-BB
were obtained in FeLV cats but similar or higher values of TGF-81
compared to healthy cats. In addition, in FeLV positive cats, lower
values of PDGF-BB but similar values of TGF-1 than in healthy cats
(33) have been obtained. Several reports in humans have documented
elevated TGF-881 in blood, lymphoid tissues and cerebrospinal fluid
in people infected with human immunodeficiency virus (HIV) (59).
This elevation of cytokines was associated with defective T-cell recall,
as well as B-lymphocyte proliferative responses and immunoglobulin
production related to proapoptotic mechanisms (69). The marked
increase in TGF-81 with advancing HIV-1 infection suggests an
important immunosuppressive role of TGF-£1 in the pathogenesis
of this infection (70, 71). On the other hand, PDGF-BB were
associated with severe disease in humans with COVID-19. This pro-
inflammatory mediator indicates that innate immune cell responses
and anti-viral T-cell responses are responsible for SARS-CoV-2
pathogenesis in COVID-19 patients (72).

The goal of this study was to characterize PRP and to determine
GFs in both PRP and PPP fractions in FeLV positive cats. One of
the most important limitations of this study was the small sample
size in which only positive asymptomatic animals were considered,
therefore, it cannot be considered representative of the entire FeLV
positive feline population. The lack of a control group or the use
of plasma from negative animals, same as the use of samples from
positive animals in which the virus was purified by extraction with
triton x 100 compared to the immunoassay for the detection of the
FeLV p27 antigen used in our study has not allowed us to obtain
comparative results.

On the other hand, since the GFs in PLT concentrates are
modified by the type of PLT activator and other factors such as
time and temperature, it would have been interesting to assess to
what extent the time and temperature before proceeding to the

frontiersin.org

Laura Miguel Pastor

189



Anexos

Miguel-Pastor et al.

freezing of the samples could have modified the concentrations
of TGF-f1 and PDGF-BB in this study. Taking these limitations
into account, further research with regards to GFs obtained by
PRGF®-Endoret® methodology is needed. Since PRP obtained in
our study showed similar characteristics to PRP products following
PRGF®-Endoret® system, asymptomatic animals could benefit
from the use of GFs in cutaneous wounds, osteoarthritis, or
bone fractures to improve their quality of life. since there is no
cure for FeLV. However, further studies are needed to evaluate
and define the potential clinical applications of PRP in FeVL-
positive cats.

5. Conclusions

Using PRGF®-Endoret® technology, it was possible to obtain
and differentiate the PRP and PPP fractions in FelV positive
cats. The moderate PLT enrichment and the absolute reduction
of RBCs and WBCs in the samples obtained have allowed the
product to be classified as a P-PRP, although the minimum required
for the PLT concentrate was not reached. The optimization and
standardization of the protocol for the use of PRGF could represent
an alternative to alleviate the side effects induced by the virus in
feline patients.
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