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INTRODUCCION

Nuestra recompensa se encuentra
en el esfuerzo y no en el resultado,
un esfuerzo total es una victoria completa.

-Mahatma Gandhi
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La supervivencia de la humanidad a través de la historia ha sido una lucha constante del
hombre contra su entorno y las consecuentes lesiones. El desarrollo y el progreso de la
curacion de heridas en el cuerpo humano han estado intimamente ligados a la capacidad
de producir y manipular materiales para prolongar y mejorar la calidad de vida en el ser
humano (Callister, 2007).

El ser humano, como ser biolégico, cuenta con una proteccidn contra agresiones externas
que es la piel. La piel como material biol6gico, se expone a deterioraciones (contusiones,
gquemaduras, intoxicacion, luxaciones y agrietamientos), al pertenecer a un sistema vivo, es
capaz de reparar el deterioro a través de procesos naturales; cuando se presenta dificultad
para ello debido a diversos factores, la medicina acude a procesos artificiales con intencion

de reparar el dafio (Vacanti, 2001).

Cualquier riesgo biologico en heridas cutaneas depende de una serie de factores. La
diabetes mellitus (DM), la obesidad, la desnutricion, tener edad mayor a 60 afios, la
vasculopatia periférica severa, el cancer, una infeccion, la inmovilidad, los estados de
inmunodeficiencia, los procesos inflamatorios locales y el uso de inmunodepresores, se han
posicionado como los factores mas populares en la prolongacién de la curacién de las

heridas en la piel, que convergen como un problema de supervicencia.

Una herida es definida como una pérdida de continuidad de la piel 0 mucosa con afectacion
variable de estructuras subyacentes causadas por un agente productor (Sierra, 2012).
Cuando se produce una lesién, el sistema responde para combatir al agente agresor, la
curacion comienza cuando los tejidos son incapaces de regenerarse; si se desestructura el
tejido conjuntivo subyacente, o después de exudados extensos (Pardo, 1998), el sistema

intenta contener la lesién y preparar a las células supervivientes para la replicacion.

El entendimiento adecuado de la fisiologia del microambiente de una herida, desde el punto
de vista molecular, infeccioso y genético, el manejo multidisciplinario, el conocimiento de la
tecnologia de heridas, la ubicacién y el tamafio de la herida (Sierra, 2012), permiten tratar

estas complicaciones con rigor cientifico y sentido critico.

La curacion de una herida es un proceso complejo e implica una combinacion de
regeneracion y depdsito de tejido conjuntivo denominado fibrosis o cicatriz (Pardo, 1998).

El proceso de cicatrizacion cutdnea es una respuesta fibroproliferativa que conduce a la
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regeneracion del epitelio y reemplazamiento de la dermis por tejido fibroso, formado por
colageno con caracteristicas diferentes al tejido colageno normal (Martinez, 2008); la
cicatrizacién va a depender de factores internos y externos, es una compleja suma de la
naturaleza del paciente, donde intervienen factores fisicos, psicosociales, retraso de la

cicatrizacién y tamafio de la herida, factores econémicos, entre otros.

Cuando la herida en la piel es de largo tiempo de evolucion, aparecen en ella una gran
cantidad de células senescentes (incapaces de reproducirse), la acumulacién del 15 % de
este tipo de fibroblastos, constituye el umbral a partir del cual la herida pasa a ser
considerada de “dificil cicatrizacion” (Villareal, 2013). En los Ultimos afios el uso de
biomateriales en curacién de lesiones, ha cobrado suma importancia para la mejora en la
calidad de vida de personas con heridas en la piel con dificutad para su regeneracion. Dado
lo anterior, un tratamiento que disminuya el tamafio de la lesién, asi como el riesgo de

infeccion, sera el objetivo ideal para la curacidn de heridas de dificil cicatrizacion.

El quitosano y el PRP son biomateriales usados en cuidados terapéuticos para la
proliferaciéon celular en seres vivos (Velasco, 2011) (Alcaradz, 2015); en su caso, el Plasma
Rico en Plaguetas (en adelante PRP) ha demostrado competir con rigor en el campo de la
biomedicina (dependiendo de la via de administracion) con aportaciones importantes en la
ortopedia, aplicaciones estéticas, el tratado de Ulceras y tejidos tisulares (Herrera, 2013). El
Quitosano por su parte, dentro de las diversas disciplinas biolégicas que abarca y para
interés de este trabajo, ha sido estudiado en la interaccién directa con sangre
anticoagulada, comprobando que sus propiedades germicidas no se ven afectadas
(Riguelme, 2005).

En este trabajo se propone un tratamiento para curacion de heridas en piel con

biomateriales en sinergia para lograr una regeneracion pronta, efectiva y segura.
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Objetivo general

Utilizar los biomateriales: Plasma Rico en Plaguetas (PRP) y Quitosano en conjunto, para

su aplicacién en regeneracion de piel.

Objetivos especificos

e Obtener PRP utilizando la metodologia clinica del protocolo para obtencién de PRP.

e Evaluar el material biol6gico PRP.

e Preparar Plasma Rico en Plaguetas para aplicar a una herida de manera
subcuténea.

e Sintetizar el biopolimero, Quitosano, por hidrélisis quimica.

e Caracterizar el biomaterial Quitosano utlizando la técnica de Espectroscopia
infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR), para determinar su grado de
desacetilacion.

e Caracterizar el biomaterial Quitosano utilizando la técnica de Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM).

e Aplicar PRP y Quitosano en una herida sobreexpuesta de un ser vivo, como una
aproximacion del tratamiento bajo condiciones de la LEY DE BIENESTAR ANIMAL
DEL ESTADO DE PUEBLA y normativas establecidas en la NOM-062-ZO0-1999
(NOM, 1999).

Hipotesis

Mediante el uso de dos biomateriales, Plasma Rico en Plaquetas (PRP) y Quitosano, se
puede mejorar el proceso de regeneracion cutanea interna y externa, en la pérdida de ella
principalmente por heridas de dificil cicatrizacion, basado en la activacion de Factores de

Crecimiento del PRP y las propiedades germicidas del Quitosano.
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ANTECEDENTES

Siempre parece imposible hasta que se hace.

-Nelson Mandela
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Plasma Rico en Plaquetas

El plasma rico en plaquetas se define como el volumen de plasma autélogo con una alta
concentracion de plaquetas o trombocitos. Es el sobrenadante que se obtiene una vez que
la sangre anticoagulada (Figura 1) se somete a centrifugacién (Gonzéalez, 2012). El PRP se
trata de una opcion de bajo coste e inocuidad, facil manejo y con utilidad en procesos

patoldgicos esquivos a tratamientos convencionales (Moreno, 2015).

“a
'

Figura 1. Plasma Rico en Plaquetas.

En el campo de dermatologia, las investigaciones se han ido afianzando y las aplicaciones
estéticas son prioridad, debido a la reordenacion del colageno, gracias a los factores de
crecimiento presentes en el PRP, y como relleno adiposo (Diaz, 2016). En el aspecto
regenerativo ha aumentado su uso en lesiones articulares, sellamiento superficial en

heridas de dafios articulares y tratamiento de huesos y cartilago (Podoactiva, 2017).

En los dltimos afos esta herramienta ha surgido con fuerza debido a la notoriedad de su
empleo por la capacidad de incrementar la regeneracién dsea y tisular (Simental, 2015). Se
ha demostrado ser eficaz para reiniciar el proceso de cicatrizacién en heridas crénicas
complejas, en heridas recalcitrantes a otras terapias coadyuvantes (Moreno, 2015).
También se ha demostrado que hay una activacion masiva cuando hay estimulantes en el

proceso, aumentando su potencial de curacion (Avila, 2018).
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En estas aplicaciones, deben tomarse todas las precauciones necesarias para evitar una
infeccidn; su uso en heridas de dificil cicatrizacién inyectado en los bordes y los laterales
de Ulcera cubierta con geles, acortan en un 50% el tiempo de curacion previniendo posibles

infecciones.

Como lo menciona (Mora, 2015) en su texto “Terapia regenerativa con plasma rico en
plaguetas en pacientes con quemaduras”, el plasma rico en plaquetas favorece a la
epitelizacién y aumenta los leucocitos polimorfonucleares y macrofagos en lesiones, con

esto, la defensa contra la infeccidn en areas afectadas también aumenta.

Otra ventaja del uso del plasma rico en plaguetas para tratar heridas, es que, al obtenerse
del propio paciente no genera reacciones alérgicas y las variaciones de concentracion y
efectividad sélo se ven afectadas en pacientes con condiciones de salud menores a las

normales.
Quitosano

Actualmente, se le ha prestado especial atencion al quitosano, por ser un polisacarido de
gran potencial. Entre las principales utilizaciones del quitosano, se puede citar que absorbe
y compacta las grasas, control del colesterol, promueve la recuperacion de Ulceras y
lesiones, accion germicida, actua como antiacido, inhibe la formacion de placa en los
dientes, ayuda al control de la presidén sanguinea, previene la constipacion, aumenta el
contenido de calcio, reduce los niveles sanguineos de acido Urico, ademas de observarse
una accion antitumores (Nakamatsu, 2012). En los ultimos afos, la mayoria de las
investigaciones en el campo de las aplicaciones del quitosano se han enfocado en el estudio
de sus propiedades para la liberacion de principios activos en el campo de la agricultura,
veterinaria y medicina en general; es precisamente en este Gltimo campo, en el que se
concentra la mayoria de los esfuerzos cientificos a nivel mundial, ya que tanto el quitosano
como sus derivados han presentado excelentes propiedades fisicas y quimicas para
desarrollar un amplio nimero de productos con caracteristicas sumamente interesantes
para el sector de la salud (Martinez, 2009). Desde hace varios afios el quitosano ha sido
utilizado en la produccién de scaffolds para la ingenieria tisular, notando en ellos también
un crecimiento de la poblacion de células (Mercedes, 2008); también se han optimizado los

scaffolds en conjunto con quitosano y otros biomateriales para dichos fines. Las
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aplicaciones del quitosano en regeneracion de tejidos y cicatrizacion, se deben a sus
propiedades fisicoquimicas, atribuidas al grupo amino, se encuentra protonado y por ende,

reactivo (Ramirez, 2016).

Se ha demostrado que las lesiones cutaneas aceleran el proceso de cicatrizacién cuando
son tratados con apésitos modernos, desarrollados como peliculas, membranas,o
recubrimientos; basados en materiales de origen natural e igualmente, han sido
ampliamente investigados para aplicaciones biomédicas como: la administracion de
farmacos, la ingenieria de tejidos y la cicatrizacion de heridas, debido a su
biocompatibilidad, biodegrabilidad y propiedades similares a los tejidos humanos (Valencia,
2016).

Las principales caracteristicas de los apdsitos para el tratamiento de lesiones deben ser: la
seguridad de la herida, la falta de inmunogenicidad, la biodegradabilidad y presentar una
estabilidad suficiente en el destino deseado, sobre todo si es para uso interno. Ademas de
la féacil colocacion en la zona lesionada, actian como una barrera fisica, que evita la

deshidratacién de los tejidos e infeccion por microorganismos oportunistas.

El Plasma Rico en Plaquetas y el Quitosano, se han utilizado por separado para la
regeneracion de heridas en la piel, aun asi, ambos presentan propiedades para
aplicaciones diversas. De igual manera, han sido utilizados, cada uno en conjunto con otros
materiales para acelerar el proceso de cicatrizacion, sin embargo, la consideracion para
utilizar Quitosano y PRP para la misma finalidad aln no se ha propuesto, imaginando una

regeneracion acelerada y con resultados visiblemente estéticos.
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO

En medio de la dificultad yace la oportunidad.

-Albert Einstein
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Este capitulo describe el marco tedrico a utilizar para el
desarrollo de la investigacion, que incluye la comprension y
el adentramiento del proceso de curacion de heridas, asi
como el conocimiento de la naturaleza bioquimica del PRP
y el Quitosano.

Los biomateriales son sustancias naturales o sintéticas cuya mision es reemplazar una
parte o alguna funcion de nuestro organismo, de forma segura y fisiologicamente aceptable,
por lo que debe poseer unas propiedades caracteristicas tanto mecénicas como biologicas
(Figura 2). La caracteristica esencial que deben cumplir todos los biomateriales es la
biocompatibilidad; debido a las caracteristicas del sistema inmunoldgico cuando se

introduce un cuerpo extrafio en el organismo éste tiende a rechazarlo o incluso a atacarlo.

T

LN .
DS

Figura 2. Biomateriales como sustituyentes de una funcidn biolégica para el organismo.

La piel es un 6rgano primordial para el ser humano que proporciona proteccion a toda la
complejidad sistémica del cuerpo. La pérdida de piel puede ocurrir por trastornos genéticos,
traumas, heridas cronicas, por intervenciones quirdrgicas y por traumas térmicos; este
tltimo con importantes areas de la piel involucradas y a menudo sin posibilidad de
regeneracion (Shevchenko, 2010). Las heridas, dependiendo de su profundidad, pueden
ser: epidérmica, superficial de espesor parcial (Blanpain, 2004), profundas de espesor
parcial y de espesor completo (Chester, 2004).

De acuerdo a la propuesta de esta investigacion, el enfoque se centra en heridas externas;

la cicatrizacion se lleva a cabo en tejidos que son incapaces de regenerarse, produciéndose
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un deposito de tejido conjuntivo, es una respuesta fibroproliferativa que mas que restaurar

el tejido, lo "parcha”.

1.1 Regeneracion y tejido de granulacion

La granulacion de la herida es una etapa importante en la curacion, donde la lesion se llena
con una matriz fibrosa de tejido conectivo y vasos sanguineos. Incluso las heridas grandes

pueden sanar con el tiempo si granulan correctamente.

Las lesiones pasan por tres etapas de curacién: En la fase inicial, defensiva, el cuerpo
utiliza la creacion de coagulos y otras medidas paliativas para abordar el problema de
inmediato. La proliferacion, la granulacion de la herida comienza, las células crecen y se
cierra la lesion. En la fase final de maduracién, consiste en el aislamiento lento de la

superficie de la herida y la finalizacién del proceso de curacion.

El tejido de granulacion es el colageno rico en tejido que se forma en el sitio de una lesion.
A medida que el cuerpo se cura, este tejido llena la lesion y con el tiempo puede cicatrizar
mas. Cuando una herida comienza a crear tejido de granulacién significa que el cuerpo esta
comenzando a reconstruirse después de la lesion. Este tejido fibroso es normalmente de
color rosa, debido a que el cuerpo produce numerosos vasos sanguineos para proporcionar

un suministro de oxigeno (Oy) y nutrientes para eliminar los residuos (Pardo, 1998).

1.2 Factores que modifican la curacion de las heridas

En el proceso de reparacion de las heridas hay influencias generales y locales, positivas y

desfavorables (Fernandez, 2016).
1.2.1 Factores locales

Aporte sanguineo: Cuanto mejor sea la vascularizacién de la zona herida, mejor cicatrizara.
Las heridas curan mas rapido en la cara que en las extremidades inferiores. La hipertension

venosa facilita el edema vy dificulta la cicatrizacion.
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Tipo de herida: Las heridas limpias con poca necrosis, se reparan antes que las que tienen

bordes desgarrados y/o con necrosis tisular.

Tamanfo de la herida: Cuanto mayor sea el tamafio de la herida, mas tiempo tardara en

curarse.

Ubicacion de la herida: Una herida en la piel no puede contraerse en los lugares donde la
piel esta separada de los huesos por escaso tejido. Las lesiones cutaneas en tales zonas,
en especial las quemaduras, requieren a menudo injertos de piel debido a que sus bordes

no pueden unirse.

Distraccion: La presencia de colecciones heméticas, serosas o cuerpos extrafios, facilitan

la infeccion, por lo que también retrasan la cicatrizacion.

Radiaciones: Las radiaciones ultravioleta aceleran la curacion de las heridas; sin embargo,
las radiaciones ionizantes retrasan la curacion por prorrogar la formacion de tejido de

granulacion e impedir las mitosis de células endoteliales y fibroblastos.

Inervacion: Se ha demostrado que la piel denervada cicatriza igual que la piel inervada
adecuadamente, sin embargo la alteracion de las aferencias nerviosas con la pérdida de
los mecanismos de defensa incitados por la sensacion de dolor facilita la aparicion de

complicaciones que impiden la cicatrizacion.

Infeccion: Las heridas infectadas no cicatrizan. Si no se toman las medidas oportunas, la

infeccion es la regla y la causa mas importante de cicatrices retardadas y defectuosas.

Agentes corrosivos: El uso indiscriminado de ciertos antisépticos que pueden dafar los

tejidos, retrasa légicamente la cicatrizacion.

1.3 Complicaciones de la curaciéon de las heridas

Cualquier herida puede retrasar la curacion por diversas alteraciones que afectan a la
reparacion, contraccion o regeneraciéon de los tejidos. Las complicaciones mas frecuentes
de la curacion de las heridas son: defecto de la cicatrizacion, ulceracion, exceso de

contraccién e infecciones (Pardo, 1998).
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1.3.1 Defecto de la cicatrizacion

Dehiscencia o separacién de los bordes de la herida, provocada por factores mecanicos,

como el aumento de la presion local o la torsion.

1.3.2 Ulceracion

Hipertrofia de la cicatriz: formacién de queloide, por no producirse en la remodelacién de la
herida el paso de colageno tipo Il a tipo I. Parece existir una predisposicion hereditaria a la

formacion de queloides.

Exceso de contraccién: se asocia a quemaduras graves que estan cicatrizando y puede

afectar al movimiento de las articulaciones.

1.3.3 Infecciones

Son la causa aislada mas importante de retraso de la cicatrizacion porque prolonga la fase

inflamatoria del proceso y puede contribuir a la lesién local del tejido.

La curacion de los tejidos duros y blandos es mediada por una compleja serie de eventos
intracelulares y extracelulares que estan regulados por la sefializacién de proteinas. Para
promover la regeneracion de tejidos duros y blandos se ha desarrollado el uso del PRP para

ser usado extensamente en diversos campos médicos (Rodriguez, 2012).

El plasma rico en plaquetas desempefia un rol para la activacion plaquetaria en respuesta
a dafio de tejido y la exposicion vascular, resulta en la formacion de un tapon de plaquetas
y la sangre coagulada para proporcionar hemostasis y la secrecion de proteinas

biol6gicamente activas.

El PRP, en vista de su naturaleza autéloga, esté libre de enfermedades transmisibles y
exento de reacciones de hipersensibilidad. Inicialmente se tuvo la concepcion de que las
plaguetas actuaban exclusivamente en el proceso de hemostasia (Villareal, 2013). No
obstante, actualmente se ha aprendido que poseen ademas la capacidad de liberacion de
sustancias proteicas bioactivas, denominadas factores de crecimiento, responsables de la

atraccion de macrofagos, células mesenquimales pluripotenciales y osteoblastos; esto
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sugiere que la aplicacién autégena de PRP puede mejorar la cicatrizacion de heridas, como
se ha demostrado en estudios con animales controlados tanto para los tejidos blandos y
duros, sin embargo queda aun una exposicion superficial cuyo microambiente puede dejar
el riesgo de una infeccion. Existen materiales biolégicamente compatibles, con buenos
potenciales germicidas; de acuerdo a una consulta literaria, se ha seleccionado un
biopolimero como el mejor candidato al quitosano, para complementar la aceleracion y el

aseguramiento de la curacién éptima de heridas.

El quitosano es un polisacéarido lineal compuesto de cadenas distribuidas aleatoriamente
de D-glucosamina y de N-acetil-D-glucosamina. Es un material bioadhesivo, biocompatible
y biodegradable. Sus propiedades le permiten aplicaciones en encapsulacion de células,
transporte de principios activos a través de las superficies epiteliales, cultivo celular,
reparacion de cartilago y reconstruccion de huesos (Colorado, 2013). Es presentado como
un material ideal para la ingenieria de tejidos, de facil manejo, transferencia y aplicacion. El
quitosano y su uso en soluciones viscosas permiten a la dermis la union dermo-epidérmica
y la reconstruccién de la reepitelizacion del espesor de la piel (Boucard, 2007). Una
propiedad indispensable para cualquier transferencia fisica (migracion) de las células vivas

a lo largo de su estructura, es la porosidad.

Los biomateriales utilizados para implantes e interaccion directa con tejido biol6gico deben
cumplir con propiedades biolégicas, fisicas, quimicas y mecanicas aptas para procesos de
locomocién y adhesidn celular, con baja toxicididad, alta promocién celular, estabilidad a la
degradacién y un adecuado comportamiento térmico, entre otras (MacNeil, 2007). El
enfoque actual de la investigacién en aplicaciones dérmicas, epidérmicas y sustitutos de
componentes de la piel, se dirige hacia el desarrollo de una ingenieria de tejidos equivalente

que combine fuentes celulares activas con materiales naturales o sintéticos.

1.4 Plasma Rico en Plaquetas

Cuando se produce una herida, la membrana plaguetaria se une al factor
plasmatico/endotelial Von Willebrand a través de la glicoproteina IB que permiten la union

al colageno expuesto de la pared vascular mediante adhesién uniéndose entre si; este
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proceso llamado agregaciéon se encarga de evitar la pérdida de sangre durante la lesion del

tejido (Reyes, 2002) ademas de atribuir un potente efecto antiinflamatorio (Benito, 2011).

Es importante destacar que las condiciones hematoldgicas normales (Tablal), influyen

considerablemente en el proceso de cicatrizacion.

Tabla 1. Valores de un Hemograma (Bethesda, 2017).

Tipo de células | No. de células por volumen
Eritrocitos 4, 5-5 millones/mm3
Hemoglobina 13-18 g/dL
Hematrocito 38- 48%
HCM 26-32 pg
CHCM 32-37%

VCM 89-98
Leucocitos 6000-10000/mm?
Linfocitos 30-40%
Monocitos 3-8%
Neutrofilos 60-70%
Eosindfilos 1-5%
Basofilos 0-1%
Plaquetas 150000-400000/mm?3

Las plaguetas dentro del PRP constituyen la principal fuente de actividad mitégena en el
plasma sanguineo (Reyes, 2002), tras su activacion, liberan proteinas llamadas citocinas,
las cuales se comportan como sefializadores y dirigen procesos celulares como la
diferenciacion, la mitogénesis y la quimiotaxis, es decir, factores de cremimiento (Benito,
2011), las citocinas también pueden ser obtenidos mediante procedimientos de ingenieria
genética y recombinante; tienen un costo elevado y se requieren dosis repetidas para
conseguir el efecto terapéutico ideal, a diferencia del PRP que es facil de obtener,
econdmico y con una alta concentracion de Factores de Crecimiento y aplicable a diversas
patologias médicas (Moreno, 2015). Dado lo anterior, las plaquetas funcionan como
vehiculo portador de factores de crecimiento, fibronectina y proteinas adhesivas que

desempefian un papel importante en la cicatrizacion del tejido (Reyes, 2002). Las plaquetas
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no tienen ADN gendmico, pero contienen ARN mensajero (ARNm) derivado de los

megacariocitos y la maquinaria translacional, necesarios para la sintesis de las proteinas.

Después de la lesion tisular, las plaguetas se exponen a los vasos sanguineos dafiados, lo
gue los coloca en contacto directo con el colageno, las membranas basales de los capilares,
y microfibrilla subendotelial. Esta interaccién hace que las plaguetas que se agreguen en el
sitio, cambien de una forma redondeada a una que incluye protuberancias grandes y
pegajosas, 0 pseudopodia. Este proceso se denomina activaciéon (Figura 4). Durante la
activacion, los granallas (granulos alfa) se fusionan con la membrana plasmatica de
plaguetas y liberan su contenido de proteinas a los alrededores. Otros factores que median
la activacion incluyen difosfato de adenosina, que se libera por las plaquetas activadas, y

trombina y adrenalina.

Para los pequefios defectos vasculares, este tapon de plaquetas puede ser suficiente para
detener la pérdida de sangre; sin embargo, si el defecto es grande, puede ser necesario un
coagulo de sangre. La coagulacién sanguinea se inicia por una de dos vias, intrinseca y
extrinseca. Ambas vias implican una secuencia de reaccion en cascada mediante la cual
los factores inactivos se activan para girar y catalizar la formacién de otros productos a
partir de precursores que van a catalizar reacciones subsiguientes, lo que lleva a la

formacion de un coagulo.

De acuerdo con (Garcia, 2017), se requiere de iones de calcio para que la reaccién de
activacion continte hasta la terminacion. La fase rica en plaquetas se puede activar con
diferentes métodos, siendo los mas empleados el cloruro célcico y la trombina. Las
plaguetas participan en multiples niveles en la secuencia de reaccion que genera hebras
de fibrina, y son parte de la composicion final del coagulo, que se compone de una malla
de fibrina con un agregado de plaquetas activadas y las células de sangre, rojas y blancas.
Dentro de 20 minutos a 1 hora después de la formacion del coagulo, el coagulo se retrae

por medio de la contraccién de las plaquetas.

El PRP, considerado como uno de los materiales de trabajo, se obtiene retrasando la
coagulacion; la capacidad de coagulacion de la sangre debe estar deshabilitada para que
la sangre se mantenga en estado liquido, en vivo, para los propositos del procesamiento,

esto se logra con el tubo para recoleccion de sangre con anticoagulante (Anexo A). La
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coagulacion de la sangre depende principalmente de iones de calcio; debido al estado vivo
que debe mantener la sangre, es necesario “obligar a los iones de calcio” a ser incapaces
de participar en la secuencia de reaccién, para esto sirve la propuesta del uso de un
conservador sanguineo (los conservadores tipicos sanguineos incluyen dextrosa citrato
acido y citrato fosfato dextrosa que, ademas de citrato, contiene otras sustancias para
mantener viabilidad celular), como lo es un ion citrato capaz de unirse con el ion de calcio,

el calcio forman citrato, una sustancia soluble, pero no-ionizable.

Los tratamientos que emplean el plasma aut6logo rico en plaquetas (PRP) mimetizan los
eventos que se suceden durante el proceso fisioldgico de cicatrizacion debido a la liberacién

de diversos factores de crecimiento.

1.4.1 Plasma Rico En Plaquetas Y Factores De Crecimiento

El primer factor de crecimiento fue descubierto por la neurofisidloga Rita Levi en 1949, fue
denominado Factor de Crecimiento Nervioso (Luigi, 2004). Desde 1990 se conoce que la
regeneracion de tejidos blandos, heridas y huesos depende de la accion de diferentes
componentes sanguineos (fibrina, fibronectina, FC entre otros) y que su presencia en

elevadas concentraciones puede alterar o acelerar este proceso (EI-Domyati, 2012).

Las plaguetas contienen grandes cantidades de factores de crecimiento que tienen un papel
trascendental en el proceso de cicatrizacion, como el factor de crecimiento derivado de
plaquetas AB (PDGF-AB), el factor de crecimiento trasformador beta (TGF-b) y el factor de
crecimiento vascular (VEGF) entre otros que son capaces de estimular la proliferacion
celular, la quimiotaxis, la remodelacién de la matriz extracelular y la angiogénesis
(Schwartz, 2011).

Las plaquetas son principalmente conocidas por su papel en el proceso de hemostasia en
el cual contribuyen a evitar la pérdida de sangre en las zonas vasculares heridas. Para
llevarlo a cabo, las plaguetas se adhieren, se agregan y forman una superficie pro-
coagulante, que provoca la generacién de trombina y la formacion de fibrina. La formacién

de un hematoma o un coagulo inicia la formacion de la cicatrizacion (Kang, 2011).
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El factor de crecimiento derivado de plaquetas (en inglés, PDGF, por platelet derived growth
factor) es uno de los numerosos factores de crecimiento, o proteinas que regulan el
crecimiento celular y la division celular. El Factor de crecimiento derivado de las plaquetas
fue uno de los primeros en ser descubierto y aislado, tiene la capacidad de actuar sobre
una amplia variedad de células: éseas, fibroblastos, gliales, musculares, etc., por lo cual
esta clasificado como un factor de amplia especificidad. Se encuentra almacenado en los
granulos alfa de las plaguetas. Este factor actlia sobre los fibroblastos aumentando mucho

su proliferacién (Pardo, 1998).

1.4.2 Metodologia para la obtencion de Plasma Rico en Plaquetas

El PRP se obtiene mediante un procedimiento sencillo de extraccion y centrifugado
convencional donde se busca la liberacion al espacio extracelular de los factores de
crecimiento contenidos en los granulos alfa de la sangre en condiciones asépticas (Chase,
1997). El tiempo de ayuno, la necesidad de abstenerse de fumar y beber, el registro del uso
de algun medicamento, la realizacion de algun procedimiento diagndstico o terapéutico

previo, entre otros, son aspectos relevantes.

1.4.3 Fase pre-analitica

Para facilitar el conocimiento del estado clinico del paciente, es recomendable realizar una
biometria hematica (Anexo C), que proporciona informacién detallada y cuantitativa sobre
tres tipos de células presentes en la sangre: gldbulos rojos (transportan oxigeno y eliminan
productos de desecho), glébulos blancos (combaten infecciones) y plaquetas (detienen

hemorragias mediante la formacion de coagulos) (Multicolor, 2016).

Las principales recomendaciones para el proceso de extraccién de sangre venosa

(Andriolo, 2010) son dadas bajo el régimen de condiciones preanaliticas:

1. Fluctuacion cronobioldgica: Son las alteraciones clinicas en la concentracion
de un determinado parametro en funcion del tiempo.

2. Sexo: Diferencias hormonales y caracteristicas de cada sexo, otros
parametros sanguineos y urinarios, las diferencias metabdlicas y de la masa

muscular.
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Edad: Diversos factores, como la madurez funcional de los 6rganos y
sistemas, contenido hidrico y masa corporal.

Actividad fisica: Movilizacion de agua y otras sustancias entre los diferentes
compartimentos corporales, necesidades energéticas del metabolismo y
modificacion fisioldgica que la propia actividad fisica.

Ayuno: Los estados postprandiales, en general, estan acompafiados de
turbiedad del suero, que puede interferir en algunas metodologias.

Dieta: Puede interferir en la concentracion de algunos componentes,
dependiendo de las caracteristicas organicas del propio paciente.

Uso de farmacos para usos terapéuticos y no terapéuticos, y drogas de
abuso: Pueden ocasionar variaciones, ya sea por el propio efecto fisiolégico,

in vivo, o por la interferencia analitica, in vitro.

1.4.4 Consideraciones para el proceso de obtencion de muestra de

sangre venosa

Verificacion de la solicitud o peticién del tratamiento a realizar.
Comunicacion amena con el paciente.

Realizar la asepsia de manos adecuada.

Verificar la preparacion y el ayuno del paciente. Preguntar sobre posibles
alergias.

Eleccién de la zona para realizar la venopuncion (Leslie, 2014) (Anexo B).
Observar las venas de mayor calibre.

Preparacion del sitio de venopuncion: La limpieza empieza en el centro de
la vena y debe seguir hacia fuera en circulos concéntricos.

Uso adecuado del torniquete: El tiempo de aplicacién no debe exceder de
un minuto. Cuando su aplicacién excede un minuto, puede producir estasis
localizada, hemoconcentracion e infiltraciébn de sangre en los tejidos, dando
valores falsos para los analitos basados en medidas de proteinas, albumina,
potasio, creatinina y acido lactico, disminucién de glucosa, cambios en la
eritrosedimentacion, pruebas de estallido respiratorio de leucocitos,
alteracion del volumen celular y otros elementos celulares.

La posicién del paciente durante la extraccion.
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e La extraccion de sangre.

1.4.5 Separacion de fases para recoleccion de plasma rico en
plaguetas mediante centrifugacion.

Para separar fases de la fuente de obtencion del material, se utiliza el principio de
centrifugacion, que separa suspensiones mediante densidades diferentes. La
centrifugacion se utiliza en la sangre para la separacioén de dos fases; suero o plasma de
las células (Antonia, 2015); las condiciones de centrifugacibn a considerarse son

principalmente el tiempo, la fuerza centrifuga y el equilibrio entre las muestras.

El protocolo de obtencion de plaquetas recomienda 250 gravedades durante 10 minutos.
La calibracion de la centrifugadora va a depender principalmente del radio de la
centrifugadora. Para ajustar las 250 gravedades a RPM es de utilidad la siguiente formula
(DJB Labcare, 2017):

FCR = (1.118 x 1073)R (rpm)? (i)

e FCR = fuerza centrifuga relativa
e R =radio (cm)
e rpm= velocidad de rotacién

1.5 Quitosano

Es el riesgo de infeccidén lo que lleva a la investigacion de agentes germicidas con
aportaciones bioldgicas y compatibles, asociados a la curacion de heridas; como ejemplo

de un material con éstas caracteristicas, destaca el quitosano (Sanchez, 2007).

El quitosano es un polisacérido de cadena lineal poco frecuente en la naturaleza y que se
obtiene mediante la desacetilacion extensiva de la quitina parcialmente desacetilada. La
produccién de este tipo de biopolimero, biocompatible, es relativamente econémico, en
mayor medida debido a la materia prima de obtencién. Esta presente en la pared celular de
hongos, levaduras, y en el exoesqueleto de invertebrados como cangrejos e insectos,
mismos que se encuentran libremente en la naturaleza; la obtencién es un proceso
complicado que requiere de mucho cuidado en el manejo del material entre procesos, con

uso de quimicos como medios de desacetilizacién y polimerizacion.
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El quitosano se obtiene por modificacion quimica de la quitina, la cual es tratada con una
solucion alcalina concentrada y caliente, el polimero que se obtiene posee ciertas

caracteristicas quimicas y fisicas de gran interés.

La quitina es un polimero natural que se clasifica dentro del tipo polisacarido, considerado
a menudo como un derivado de la celulosa por sus caracteristicas, pero con ciertas
diferencias en su estructura molecular. La quitina es blanca, dura, inelastica y es la mayor
fuente de contaminacién superficial de las areas cercanas al mar. El quitosano es un
derivado de la quitina, éste es un polimero con propiedades tales como biocompatibilidad,
biodegradabilidad, toxicidad nula, que lo hacen util para tratamientos de reconstruccion de

la piel por medio de sus caracteristicas humectantes y germicidas (Esmieu De Le6n, 2015).

La quitina es facil de obtener del exoesqueleto de mariscos (Araneda, 2015), para ello se
requiere un tratamiento quimico con el fin de remover los pigmentos, las sales tales como
el carbonato de calcio y las proteinas que se encuentran asociadas con ella. Con el fin de
retirar la mayor cantidad de unidades acetilo de la estructura del polimero, el proceso de
obtencion de quitosano se realiza por medio de un tratamiento con alcali concentrado y

caliente.

Posee una amplia actividad contra espectros patégenos como la inhibiciéon de crecimientos
patégenos y la resisencia sistémica a infecciones. Tiene la propiedad de inhibir el
crecimiento de hongos, bacterias, y virus fitopatdgenos, asi como la de activar in vivo
diversos mecanismos vinculados con la resistencia sistémica y la habilidad de enlazarse
con sustancias cargadas negativamente tales como lipidos y proteinas; asi como su

comportamiento como floculante, adherente y adsorbente (Rodriguez, 2009).

Estas propiedades biolégicas permiten que el quitosano sea util para el tratamiento de
reconstruccion de la piel, convirtiéndolo en una pelicula que sirve como soporte para las
células epiteliales y que por medio de sus caracteristicas humectantes y germicidas, sea

atil para personas con quemaduras graves o con problemas de la piel (Pardo, 1998).

Gracias a sus caracteristicas, se ha popularizado el uso de quitosano para apoésitos y
tratamientos, como acetato y sales de quitosano para tratar lesiones de pie diabético,
hidrogeles de quitosano obtenido a partir del camardén para soportes en ingenieria de

tejidos, parches médicos para regenerar y curar heridas (Valdespino, 2013). Actualmente
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el desarrollo de la tecnologia de apdésitos, ha disminuido complicaciones y costos, y ha

mejorado la tasa de curacion de estas entidades (Jiménez, 2008).

Sus propiedades biologicas permiten que el quitosano sea Util para en la industria
farmacéutica, gracias a su biocompatibilidad, biodegradabilidad, baja toxicidad,
bioadhesividad, capacidad de adsorcién, la propiedad filmégena, efecto hemostatico sobre
la coagulacion de la sangre, y la acciéon contra bacterias, hongos y virus. Por sus
propiedades aplicables en el campo farmacéutico, el quitosano fue elegido como polimero
para aplicacién tépica (Dos Santos, 2009), principalmente porque se ha observado que las
membranas de quitosano proveen estabilidad mecanica y flexibilidad, mayor captacién de
agua y tienen propiedades bacteriostaticas y fungistaticas (Castro, 2015). Las
investigaciones citadas en (De Souza Paiva, 2014), demuestran el gran potencial de este
polisacéarido en la lucha contra los microorganismos patdgenos, y la eficacia de quitosano

germicida como un posible nuevo medicamento natural contra infecciones.

Una caracteristica del quitosano es que sus unidades estdn mayormente desacetiladas
(Figura 3), lo que lo hace uno de los pocos polimeros cationicos naturales; e influye en sus
propiedades quimicas y bioldgicas como la actividad microbiana (Creces, 2017), debido a
la carga positiva de los grupos amino, que se unen a los grupos aniénicos de los
microorganismos de hongos, bacterias, y virus fitopatégenos (Rodriguez, 2009). Ademas,
los productos de degradacion del quitosano no son tdxicos ni alergénicos (Ravi-Kumar,
2000).

La actividad germicida del quitosano es de amplio espectro y por lo tanto es capaz de actuar
contra un nimero considerable de bacterias (Gram positivas y Gram negativas), hongos
filamentosos y levaduras (Dutta, 2009) La actividad germicida es una caracteristica que
depende de diversos factores entre los que se cuentan: los factores microbianos, factores
intrinsecos del quitosano, estado fisico y factores ambientales (Martinez, 2010). Las
propiedades de la quitina y el quitosano, como el peso molecular y el grado de
desacetilacién, dependen principalmente de su método de produccién y la fuente de

obtencién.

Existen también caracteristicas propias del quitosano que influyen directamente en su

actividad germicida; por ejemplo, dependiendo del proceso y las condiciones de obtencion,
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este biopolimero adquiere un mayor o menor Grado de Desacetilaciéon (GD) y por

consiguiente una Densidad de Carga Positiva (DCP) mayor o menor (Kong, 2010).

Transmittance (%)
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Figura 3. Espectro IR de Quitosano Puro (Santosh K., 2012).

En términos generales, el mecanismo mediante el cual un agente bactericida catiénico
actlia se puede resumir en los siguientes pasos: 1) Adsorcién en la superficie celular de las
bacterias. 2) Difusibn a través de la pared celular. 3) Adsorcién en la membrana
citoplasmatica. 4) Ruptura de la membrana citoplasmatica. 5) Salida de los compuestos
constituyentes del citoplasma. 6)Muerte celular. De esta forma, se ha encontrado que la
estructura policationica del quitosano produce cambios en las células que les resultan
letales (Giraldo, 2015).

1.6 Desechos marinos como fuente de obtencidn de Quitosano

En las ultimas décadas, ha aumentado considerablemente el uso de productos naturales
como agentes terapéuticos; la utilizacion de productos fitoterapéuticos sigue una linea
ascendente debido a la creciente evidencia de su seguridad y eficacia. Diversos productos

naturales con propiedades farmacoldgicas importantes han sido identificados, entre los que
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se encuentran un gran namero de componentes celulares y metabolitos secundarios
(Wasser, 1999).

Dentro del campo de la quimica organica, las investigaciones mundiales hacen que el area
de los productos naturales sea la de mayor crecimiento. En la actualidad se reportan cerca
de un millén de productos naturales aislados a partir de diferentes fuentes, una de ellas

incluye los desechos marinos comunes (Jiménez, 2007).

En el procesamiento de los desechos marinos por consumo humano (crustaeos
principalmente), para el aprovechamiento del muasculo, se generan residuos soélidos de
dificil disposicion (exoesqueletos), que se van acumulando en basureros, constituyendo un
contaminante ambiental. Estos residuos tienen una composicion rica en componentes como
la quitina, el carbonato de calcio y pigmentos (carotenoides). Los desechos de comida
actualmente, en la industria del quitosano, son una fuente de materia prima ya que son
toneladas de desperdicios alimenticios los que se tiran por afio. Las técnicas de extraccion
de quitina reportadas son muy variadas, pues dependen en gran medida de las
caracteristicas de la fuente. La composicidén del material de partida varia notablemente de
una especie de crustaceo a otra, o bien dentro de la misma especie, encontrandose
caparazones gruesos y carbonatados, en contraposicion a otros de laminas calcareas

delgadas.

El aprovechamiento de desperdicios de crustadceos como materia prima, significa un nuevo
eslabon en la cadena productiva de crustaceos, integrando los sectores pesqueros,
acuicolas y de procesamiento. La disposicion de desperdicios es una problematica comun
a nivel nacional, el camardn es la principal especie en la produccién pesquera en México
(Matsumoto, 2015). Una pesca complementaria de la pesca de camaron es la de jaiba. En
promedio, el rendimiento de carne es de 14% del peso total (Delicias Prehispanicas, 2016),
incluso antes de los procesos alimenticios, lo que significa que la cantidad disponible
(desechos) de la jaiba es mas pura, ya que no sufre modificaciones, y ademas, el peso es
mayor debido a la anatomia del crustaceo, pues la coraza es significativamente pesada. El

tamafo minimo comercial de la jaiba es de 12.5 cm (Veladzquez de la Cruz, 2014).

Tan solo en el afio 2011 se tiraron 20 262 toneladas, esto debido principalmente a que sélo

se consume la carne y se desecha su caparazon. A continuacién se muestra una tabla
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comparativa de los principales crustaceos en la pesqueria Mexicana, donde se observa que

en relacion al consumo, el desecho es mayor en la jaiba, ademas de ser mas econémico.

Tabla 2. Comparacién de crustaceos ( (DNR, 2017) - (PROFECO, 2012) - (FEN, 2011))

Especie | Tamafio [m] | Peso [kg] | Porcion comestible [%] | Precio [MXN]

Langosta | 0.23-0.50 0.07-7 38 620.71
Jaiba 0.12 -0.23 05-1 14 55.38

Camarén | 0.05-0.08 | 0.02-0.045 46 210

Las tallas de jaiba son pequefias debido a que su pesca es incidental (Pesca, 2012). Una
jaiba en promedio, pesa alrededor de 57g de carne, el tamafio de la jaiba es mayor al del
cangrejo, tiene menos cantidad de carne, que se encuentra en las tenazas y las patas
traseras (Alvarado, 2016). Convenientemente, partir de los caparazones de los crustaceos
como la jaiba se puede obtener quitina y quitosano (Comisiéon Nacional de Acuacultura y
Pesca, 2011). La quitina que posee el exoesqueleto de dicho crustaceo es un componente
clave para la obtencién de quitosano, debido a su amplio espectro de aplicaciones y
propiedades, asimismo, puede ser valorizado si se disefia y aplica un método de extraccion

adecuado.

El consumo de jaiba es una alternativa viable en virtud de dos circunstancias; en primer
lugar, porque las temporadas de pesca de la especie permiten alternar la actividad con otras
ya consolidadas, como la captura del camaroén, y porque se plantea como un tipo de pesca
comercialmente atractiva, es decir, es una labor que requiere poca inversion y ofrece

ganancias que, aungue sin ser altas, son constantes (Pesca, 2012).

La preparacion de la jaiba como alimento, implica el desprendimiento del caparazén, para
asi poder limpiar la hueva y los drganos internos, encargados de los procesos de
circulacion, respiracion y digestion. El uso de este material como precursor de quitosano

resultaria econdémico y con propiedades efectivas para el proceso del tratamiento.
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Para que el tratamiento se lleve a cabo con éxito, es necesario mantener cautela en el
proceso. Es importante conocer el equipo y la instrumentacién, asi como la capacitacion del

personal para evitar complicaciones y tener mayor probabilidad de éxito.

1.7 Importancia de los antibioticos

Es de suma importancia dejar en claro los términos de actividad microbiana; al hablar
acerca de un antibiotico o sustancia bactericida se hace referencia a uno que es capaz de
destruir el agente patdgeno de interés (destruccién de la pared celular de la bacteria).
Dentro de este grupo se encuentran las penicilinas, las quinolonas, las cefalosporinas, la

vancomicina, los aminoglucésidos y la polimixina (Pulsomed, 2017).

Los productos naturales cumplen un importante rol en el descubrimiento que conlleva al
desarrollo de drogas para el tratamiento de enfermedades humanas. Estos ofrecen una
amplia diversidad de componentes, los cuales pueden servir como fuentes de farmacos, asi
como revelar nuevos mecanismos de accién para el control de enfermedades infecciosas
(Garcia, 2004).

1.8 Experimentaciones

Durante la Primera Guerra Mundial, y sobre todo al final de la guerra, el desarrollo de metal
de alto rendimiento, de ceramica y materiales poliméricos, abrieron las posibilidades para
el uso de estos materiales duraderos e inertes; inmediatamente intrigé a los cirujanos con
necesidades para reemplazar o curar partes del cuerpo dafiadas. Estos materiales,
fabricados originalmente para aviones, coches, relojes y radios, fueron utilizados por los
cirujanos para su aplicacion en problemas médicos. Justo después de la Segunda Guerra
Mundial, hubo pocos precedentes para los cirujanos para colaborar con los cientificos e

ingenieros.

Los profesionales médicos y dentales de esta época se veian en la necesidad de inventar

e improvisar porque la vida de su paciente estaba en juego.

Hacer biomateriales era llevado rapidamente a un nuevo orden caracterizado por la ciencia

y la ingenieria, por controles de calidad del gobierno e intercambio de las decisiones antes
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de tratar altos riesgos y procedimientos. Sin embargo, una parte contradictoria a los actos
médicos herdicos, es la experimentacién ilicita que necesariamente involucra la ética en la

biomedicina.

Terminada la Segunda Guerra Mundial, los excesos exhibidos por los experimentos
realizados por los médicos nazis motivaron la elaboracion del Codigo de Niremberg
(Nuremberg, 1947), sobre “Normas éticas acerca de experimentacion en seres humanos”
que establece las normas que debiesen regir la investigacion médica en seres humanos
con fines diagnésticos/terapéuticos en contraposicion a la investigacion biomédica con fines

no-terapéuticos. Este cddigo ha sido actualizado en varias oportunidades.

1.9 Animales de experimentacion

Si bien la investigacion con seres humanos posee un marco referencial bioético bastante
amplio, los aspectos bioéticos involucrados en la utilizacion de animales de
experimentacion en la investigacion cientifica son mas recientes y mas circunscritos. Estos
aspectos bioéticos cobran inusual connotacion publica por parte de distintos movimientos
sociales, entre los que destacan las agrupaciones ecologistas anti-viviseccionistas. Ellas
sostienen la prohibiciéon absoluta de usar animales de experimentacion, lo que ha traido
serios conflictos con la investigacion biomédica que requiere de la realizacién previa de
ensayos experimentales en animales, antes de ser realizados en seres humanos. En la
actualidad, es posible prevenir enfermedades, que hasta hace muy poco destrozaban la

vida de miles de personas.

Las propuestas de tratamientos para consumo humano, necesitan estrictamente una
investigacion previa, fidedigna y segura. Para ello, las pruebas experimentales y gran parte
de los avances en la medicina, no serian posibles sin el uso de modelos animales
(Mediavilla, 2014). Aunque existen métodos de investigacion alternativos donde en vez de
ejemplares vivos se evalGan cultivos celulares o de tejidos (in vitro), plantas, modelos
virtuales computarizados (in silico), humanos voluntarios aquejados por alguna enfermedad
e incluso referencias retrospectivas de estudios epidemiol6gicos o poblacionales
(Cardenas, 2017), la investigacion biomédica seria casi imposible de llevar a cabo sin poner

en peligro a gran cantidad de personas; sin menospreciar las especies, existe un codigo
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ético pensado para limitar al maximo el sufrimiento de los animales y la cantidad empleada

en los estudios.

Los animales y los humanos somos muy parecidos; estamos dotados de los mismos
organos que desempefian las mismas funciones de una manera similar. Las técnicas
modernas de cirugia, incluida la operacién de reemplazo de cadera, los transplantes de
rifones, los transplantes de corazoén y las transfusiones de sangre se perfeccionaron en

experimentos con animales.

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) reconoce la funcién esencial del uso de
animales vivos en la investigacion y la educacion. Las pautas de orientacion de la OIE para
el bienestar animal estipulan que dicho uso aporta una importante contribucion al bienestar
humano y animal y subraya la importancia de cumplir el principio de las tres erres en
experimentacion animal; se trata de: reemplazo, reduccion y refinamiento. El reemplazo
consiste en sustituir, siempre que sea posible, a los animales por modelos informaticos o
cultivos celulares para probar el efecto de farmacos o posibles téxicos. La reduccién trata
de reducir el nimero de animales empleados. Y el refinamiento consiste en buscar

métodos para minimizar el sufrimiento de los animales (OIE, 2016).
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

El hombre que mueve montanias
comienza cargando pequerias piedras.

-Confiucio
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En este capitulo se sustenta el proceso de obtencién de los
biomateriales Plasma Rico en Plaquetas y Quitosano, asi
como el disefio de las diferentes fases del tratamiento para

la regeneracion de piel.

2.1 Metodologia para la obtencion de Quitosano

2.1.1 Generalidades

El protocolo de obtencién de quitosano llevado a cabo, establecié el siguiente orden:

A) Obtencion de materia prima. La materia prima fue adquirida en el mercado 5 de Mayo,
ubicado en la ciudad de Puebla de Zaragoza; Av. 18 Pte, Centro.

B) Extraccién de quitina a partir de caparazones de crustaceos y transformaciéon a
quitosano. El proceso inicial fue la extraccién de minerales y luego, la proteina. Este

método consistid en hidrélisis de proteinas y remocién de material organico.

La extraccion de quitina por el método quimico, se realiz6 conforme a lo descrito a

continuacion:

2.2 Obtencion de quitosano

2.2.1 Preparacion de la materia prima

El caparazon de jaiba se lavé con agua corriente (Figura 4), procurando remover la mayor
cantidad de materia organica posible. Los exoesqueletos, después de quedar sin residuos,
se secaron de manera natural (secado solar) durante 24 horas, para su posterior triturado

y molienda (Figura 5).
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Figura 5. Molienda del caparazén de jaiba

2.2.2 Tamizado

Se separ0 la mezcla de particulas de diferentes tamafios por un tamiz (Figura 6). Se realizo
un analisis granulomeétrico con un tamiz 256, con un tamafo de grano de entre 0,8 mm y

1,5 mm.

Figura 6. Separacion de tamafio de particula de caparazén molido.
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2.2.3 Desproteinizacion de la muestra

Se utilizé una solucién de Hidréxido de Sodio (NaOH) al 3% (Figura 7), en una relacion de
sélido:liquido 1:10 a una temperatura de 80°C durante 2 horas con agitacion constante para

asegurar una completa desproteinizacion.

En cada una de las etapas del proceso, el producto obtenido se lavd con agua destilada

(Figura 8) hasta obtener un pH neutro.

Figura 7. Inmersion en NaOH(3%) 1:10 sol:liq 2h ,80°C

Figura 8. Lavado y filtrado de las muestras después de la inmersion en NaOH (3%) 1:10
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2.2.4 Desmineralizacion de los exoesqueletos

Se pesb6 una cantidad del polvo de crustaceo, después se coloc6é en un matraz con una
solucion de &cido clorhidrico (HCI) 2N (Figura 9) en una relacion 1:5 sélido:liquido con una

temperatura de 27°C durante 90 minutos con agitacién constante.

Figura 9. Inmersién en HCI (2N) 1:5, 90 min

La quitina obtenida, finalmente fue sometida al proceso de desacetilacion enzimética,

mediante el cual se convertié en quitosano.

2.2.5 Extraccion de quitosano

Como se menciona, al someter la quitina obtenida a un proceso de desacetilacion
enzimatica o quimica se obtiene quitosano. La desacetilacion enzimatica de quitina para la

obtencion de quitosano es un método bioldgico:

La quitina fue vertida en una solucion de NaOH al 50% en una relacion 1:10 sdlido:liquido,

por 1 hora a 100°C (Figura 10), el producto obtenido fue el quitosano.
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Figura 10. Inmersion en NaOH (50%) 1:10 sol:lig, 1 h, 100°C

Al concluir la etapa, la quitina se lavd nuevamente con abundante agua destilada (Figura
11) hasta tener un pH neutro, se filtr6 con papel de filtro y se obtuvo el sélido.

Figura 11. Lavado y filtrado de quitosano
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2.3 Obtencidon de Quitosano

Posteriormente, al evaporarse el exceso de agua, se obtuvo la muestra de quitosano en
polvo (Figura 12). Como ultimo paso, se procedié a la caracterizacion del biomaterial

obtenido.

Figura 12. Muestra de quitosano en su etapa final

35|Pagina



2.4 Caracterizacion del Quitosano

2.4.1 Espectroscopia Infrarroja (IR)

La muestra de quitosano, fue caracterizada con un equipo de espectroscopia infrarroja
(Figura 13), con un detector de KBr en un intervalo espectral de 500 y 4000 cm™. Se

midieron las muestras con una resolucién de 4 cm con 50 acumulaciones.

El estado del material se mantuvo en estado fisico de polvo colocado en un portador de
muestra, a una temperatura de 22°C. Se obtuvo el espectro de infrarrojo del quitosano,

empleando el método de transmision como técnica de interaccion.

Figura 13. Los grupos funcionales caracteristicos de las muestras de quitosano fueron

evaluados en un espectrofotémetro de Infrarrojo marca Vertex 70.

2.4.2 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Las muestras secas se recubrieron con oro mediante spputtering para conferirles
propiedades conductivas (debido que el quitosano es un material no conductor), empleando
aumentos entre 100 y 1000 um. Posteriormentel las muestras fueron colocadas en la
montura de aluminio de un microscopio JEOL, modelo JSM- 5600LV (Figura 14).
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Figura 14. Microscopio Electrénico de Barrido

2.5 Extraccion de sangre venosa, preparacion y aplicacion de PRP
y Quitosano como una aproximacion de la aplicacion del

tratamiento.

El proceso que se describe en este capitulo fue usado con éxito por ser sencillo,

comprobado, econdmico, seguro y reproducible (Dominijanni, 2012):

Los principios éticos sirven para supervisar y definir las medidas necesarias para los
conflictos en la experimentacién animal. Por respeto a la vida y a la dignidad del paciente.
Al implementarlos, se debe tener en cuenta la seguridad del hombre, el animal y el medio
ambiente, y proteger la diversidad genética de las especies animales y vegetales.

La aplicacion, como primera intencion de este trabajo, involucra aplicar el tratamiento. Una
aproximacion del tratamiento se realizé en una especie animal canina en condiciones
desfavorables, para la mejora de su calidad de vida. La especie presenta sarna, una
enfermedad provocada por acaros 0 parasitos externos microscopicos, que afecta
principalmente la piel que se observa en todo el cuerpo del perro, las lesiones aparecen

con enrojecimiento, inflamacién, caida de pelo y comezdn. Las lesiones pueden llegar a ser
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muy impresionantes, y debido al sobre crecimiento del acaro en los foliculos pilosos,

aparecen secrecion e inflamacién severas (Asteinza, 2017).

En el seguimiento de la aplicacion del tratamiento en la especie en cuestion, se tomo en
cuenta la necesidad de un trato humano para el animal y su bienestar. Para ello, es
necesario el apoyo de un veterinario, debido a que su formacion y habilidades unicas en

tratamientos con el cuidado animal (OIE, 2016) y poder asi cumplir los objetivos.

Como se ha mencionado anteriormente, el comienzo del tratamiento sugiere una pre-fase,
gue en este caso es adaptada al canino (Anexo D), debido a las coniciones fisiolégicas del
animal, es omitido el requerimiento de un hemograma. Por tal motivo, se procede

directamente a la extraccion de sangre (Figura 15).

2.5.1 Materiales y equipo

La seguridad y la garantia de una venopuncion efectiva con estandares de sanidad
adecuados, dependen del area fisica para realizar el analisis, como: iluminacion,
ventilacién, higiene, espacio, comodidad, al igual que el buen uso del equipamiento y los

materiales (Bio-one, 2011).

2.6 Obtencion de Plasma Rico en Plaquetas

Para la produccion del Plasma Rico en Plaquetas, segun las consultas (Alcaraz, 2015), los
métodos de obtencion y preparacién, se consideraron los factores principales: temperatura,

pipeteo y centrifugacion,

2.6.1 Obtencion muestra de sangre venosa

El proceso de venopuncion en la aproximacion a la ejecucion del tratamiento, fue realizado
por un profesional experimentado en seguimiento a las normativas de estraccion de sangre

para perros y gatos (Anexo B).

El animal fue colocado sobre una mesa en decubito esternal. Sostenido por una persona
que lo inmovilizo, utilizando una mano le extendié el cuello hacia arriba, agarrdndolo del
hocico y extendiendo la cabeza. Con la otra mano le sujet6 las extremidades delanteras,

tomandolo por los carpos.
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Las fases para realizar la venopuncién fueron las siguientes:

Se prepard la zona de venopuncion. Para preparar la piel para la extraccion de
sangre, se rasuro el pelo para lograr una mejor visualizacién de la vena.

La zona de venipuncién se limpié con alcohol para identificar mejor la venay eliminar
la contaminacién macroscépica de la piel y el pelo.

Se distendio la vena aplicando presion en el lateral de la zona traqueal con ayuda
de un torniquete.

Se insert6 la aguja con el bisel hacia arriba en un &ngulo como de 30 grados, a una
profundidad de menos de 1 cm (Figura 15). Se realizé la extraccion de sangre por
sistema de vacio (BD Vacutainer) que permitio la facilidad en la manipulacion, dado
gue el tubo EDTAK; para la extraccion de la sangre* por vacio tiene en su interior
vacio calibrado y en capacidad proporcional al volumen de sangre informado en su
etiqueta externa (Anexo A).

*Todos los tubos disponen de tapén de seguridad. El uso de un sistema de vacio elimina la

posibilidad de que durante la toma de la muestra se produzca el reflujo de la sangre hacia

el interior de la vena. El tubo adecuado es aquel que contiene citrato de sodio al 3.2%, que

es un anticoagulante que no dafia la membrana plaquetaria, manteniendo intactos la

cantidad y la funcion plaquetaria. Dicho tubo tiene una proporcidon de anticoagulante con

respecto a la sangre (1:9), para mantener las propiedades plaguetarias intactas.

Figura 15. Extraccién de muestra de sangre (4 ml) para posteriormente preparar PRP.
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2.7 Centrifugacion de la muestra

La centrifugacion se realizé en una centrifugadora de la marca Eppendorf modelo 5810R
de radio 4 (Figura 16), siguiendo el protocolo de obtencion de PRP, la fuerza centrifuga
relativa es de 2364.39 RPM con base en la formula (i) de la pagina 20 en el Capitulo 1.

N

Figura 16. Centrifugadora de rotor basculante para la obtencion adecuada de PRP de acuerdo

al protocolo de obtencion.

2.8 Activador

Para conseguir la degranulacion plaquetaria y la consiguiente liberacién de los factores de
crecimiento y de otras moléculas bioactivas se procedié a la activacién (Figura 17) de la

fraccion inferior de la fase plasmatica.

Activated platelets

Figura 17. Plaquetas activadas.
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2.8.1 Post-Centrifugado

El plasma como la fraccién de interés, se divide en plasma pobre en plaquetas, plasma con
concentracion intermedia en plaquetas y el plasma rico en plaguetas (Figura 18). Mediante
pipeteado se procede a la separacion de nuestra fraccion de Pasma Rico en Plaquetas,
para ello, se procuré realizar un pipeteado preciso con la intencién de obtener la mayor

cantidad de plasma “puro”.

. 1 Plasma
Fraccion pobre en plaquetas

Fraccion con concentracion
intermadia de plaquetas

’
Fraccion rica en plagustas ' |

|
|
|

Leucocitos y
plaquetas

Células rojas

Figura 18. Separacidon de fraccion de PRP.

La fase rica en plaquetas se activdé con Cas(CsHsO7)2 al 3%, contenido en la jeringa que
posteriormente se utilizé para la infiltracién subcutanea del plasma activado en la herida.
Para activar correctamente, se utilizé una agitacion a la jeringa contenedora hasta obtener
una mezcla homogénea. Posterior a esto, como es recomendable, se esperd un poco de
tiempo para que comenzara la activacion; esta demostrado que una activacion prematura
de las plaquetas conlleva una pérdida de factores que se eliminan o se degradan antes de
alcanzar el lugar donde deben actuar (Dugrillon, 2002).
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2.9 Aplicacion

Después de preparar el area a tratar, rasurando y desinfectando con una embrocacion; se
procedi6 a la anestesia local (Figura 19) para continuar con el método.

Figura 19. Limpieza, desinfeccion y esterilizacion del area a tratar

La mezcla activada se inyectd en un maximo de 10 minutos en la zona afectada mediante

una infiltracién local subcutanea (Figura 20).

Figura 20. Infiltracién subcutanea de Plasma Rico en Plaquetas.
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Como seguimiento del tratamiento, de manera tépica se aplicé Quitosano en la herida.

Figura 21. Aplicacion topica de Quitosano.

Segun el método propuesto, el reposo y espera dependen del tamafio de la herida. Como
ya se ha mencionado, la curacion de una herida depende del reposo, el estado fisiologico
y el microambiente de la herida.
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CAPITULO 3

RESULTADOS
Y DISCUSION
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En este capitulo se representa el andlisis de los materiales, se realizo
espectroscopia infrarroja para identificar los grupos funcionales
caracteristicos del quitosano, posteriormente se realiz6 una microscopia
electrénica de barrido para confirmar la porosidad requerida para este

trabajo.

Para constatar la autenticidad de un material, es indispensable realizar la caracterizacion
de éste. Existen técnicas de caracterizacion que ayudan a estudiar las propiedades y
caracteristicas Unicas en los materiales. Popularmente, y de acuerdo al tipo de material, se
utilizan las técnicas espectroscopicas para conocer cualitativamente los componentes

principales del material.

3.1 Caracterizacion de Quitosano

3.1.1 Determinacién del grado de acetilacion.

La espectroscopia infrarroja, por su simplicidad, puede ser utilizada tanto para identificar
estructuralmente quitosano como para evaluar su grado de acetilacion (DA). Este parametro
se define como el nimero de unidades acetiladas (-NHCOCHS3; ) presentes en la estructura

de la molécula de quitosano.

Una vez obtenidos los espectros correspondientes de FTIR (Figura 22), el DA se calcula
mediante la relacion de bandas de absorcion Apase /Areterencia Ubicadas acorde a su longitud

de onda (cm™) como se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3. Grupos funcionales caracteristicos del Quitosano (Maza, 2007)

N° Grupo Funcional cm? Intensidad |% Transmitancia
1 Grupo -OH 3456 VS 3,87

2 Grupo N-H 3314 VS 6,53

3 Grupo C-H 2870y 2912 SIS 21,75Y 22,92
4 Grupo amida primaria 1654 M 30,36

5 Grupo —NH; 1582 M 30,57

6 Grupo —CH: 1420 M 30,67

7 -CHz y C-CHs 1380 S 28,25

8 Amida terciaria 1320 VS 3,95

9 C-0-C 1154 S 10,49

10 Vibraciones del esqueleto 1036y 1082 VS/VS 3,95/ 1,62
11 |C-H de los grupos anoméricos 898 M 30,33

S: fuerte M: medio V: variable

El grado de acetilacion se obtiene a través de la expresion (Brugnerotto, 2001):

A1420

Aisz0: Area bajo la curva de la banda del espectro infrarrojo en Absorbancia base
Au20: Area bajo la curva de la banda del espectro infrarrojo en Absorbancia referencia
DA: grado de acetilacién

DD =100 - DA

La figura 22 muestra el espectro de absorcion correspondiente a la muestra desacetilada.
En el espectro se observan las bandas de los grupos funcionales caracteristicos de la
molécula de quitosano, se hace evidente la aparicion de la banda del grupo amino a 1643
cm?, y se observan las bandas de los grupos -OH a 3395 cm* y N-H a 3381. Haciendo una

comparacion con la figura 3 del Capitulo 1, en la que se muestra el espectro de quitosano
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puro, se puede confirmar que la muestra obtenida es quitosano, debido a que ambos

espectros muestran las bandas de absorcion caracteristicas del biomaterial.

Después de analizar esta comparativa de bandas de grupos caracteristicos, se procedio al
célculo de pureza de la muestra de quitosano obtenido, determinando el grado de

acetilacion aplicando la formula (ii).

QUITOSANO
100

90 -
—_ 1 NH2
© __cHsy C-CH% C-H
= 80+ AM | Cc-0O-C
(40}
kS
c
IS J
e
2
S 70 —
—

1 vibraciones
60 -
T I T I T I T I T I T I T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm’)

Figura 22. Espectro IR de Quitosano obtenido. Las lineas de base resaltadas.

Ramirez (2016), en su texto titulado “Determinacion del grado de desacetilaciéon de
quitosana mediante titulacidn potenciométrica, FTIR y Raman”, desarrolla un método para
determinacion de FTIR a través de Espectroscopia Infrarroja, siguiendo este método, se ha
seleccionado (Ver Figura 23) como banda de evaluacion (AB) a aquella localizada a 1320

cm-1, correspondiente al estiramiento C-N del grupo amida (amida Ill) con linea de base =
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1301-1338 cm-'y como referencia (AR) a la banda a 1420 cm-! asignada a la deformacién
-CH y con linea de base= 1400-1452 cm-1.

Figura 23. Region de evaluacién del FTIR de quitosano para el célculo del grado de

desacetilacion.

NN

Tabla 4. Calculo del area bajo la curva, con apoyo del software Origin 8.

Area Beginning X | Ending X Widgth Center Height
-41.35342 1400 1452 19.8852 1421 -1.91429
-9.36671 1301 1338 9.6467 1323 -0.86619

Evaluando los valores obtenidos en la ecuacion (ii), se obtiene el siguiente resultado:

9.36671
113534 = 03822 +0.0313 « DA
9.36671 —~0.3822
DD =100 — <—|41-35§f3|313 ) (ii)

Con base en el célculo, el quitosano posee un grado de acetilacion de 4.97, la proporcion
de grupos amino es menor en el quitosano obtenido que en la literatura de 20 a 10 (Gacén,
1996), lo que es indicativo de que el método de sintesis utilizado permite la obtencion de

un producto altamente desacetilado (férmula iii) con un DD de 95.03 (ecuacién iii).
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3.2 Evaluacién de la porosidad del quitosano

Las imagenes SEM de las peliculas obtenidas se muestran en la siguientes figuras. El
quitosano derivado de la quitina de jaiba presenta forma irregular y tamafio heterogéneo
(Figura 24), observandose particulas aglomeradas asimétricas y con poros facilmente
identificables en la mayoria de las particulas (Figura 25).

y

BES 20KV .WQﬁrmm =360 10Pa x50 SO0 LR
- Q@A

Figura 24. Micrografia de microscopia electrénica de barrido de las particulas de quitosano a
50X.
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BES | 20kV WD11Tmim™  SSE01 12Pa X100 JO0 I — BES  20kV WD13mm' 8860 10Pa.  x110Q 100N —
0001 0001

Figura 25. Morfologia superficial de quitosano a 100X (izquierda) y 110X (derecha).

Se observa una superficie porosa producida por el control de pH de 7.8, una superficie
porosa indica una densidad baja (Figura 26), lo que significa que la interaccion cationica del
quitosano es alta esto es un indicativo mas de que las propiedades germicidas que se

pretendian obtener en un principio son las esperadas.

EESI 20 Whi2imin: SS60. 1 0RasSE0

Figura 26. Micrografia de microscopia de quitosano a 500X
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El tamafio de las microparticulas obtenidas fue visualizado en un microscopio electrénico
de barrido se observaron tamafios de particulas cercanas a 10 um de diversas

profundidades.

BES 20kV WDI2mm  &8B0  10Ra  x1,000 1D RmM
GQaoA

Figura 27. Aproximacion de tamafio de poro con ampliacién de 1000X

En los resultados de las micrografias, se aprecia que el quitosano obtenido tiene un tamafio
aproximado de poro de 8.8 um (Figura 27), es decir, aumenta el area superficial lo que

facilita la interaccién entre iones (Flores, 2017) y por ende la actividad germicida eficaz.
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3.3 Caracterizacién de Plasma Rico en Plaguetas

Es probable que el efecto del PRP sobre la cicatrizacién de una herida sea funcién de
muchas variables, entre ellas la concentracién de plaquetas, el volumen afiadido de PRP,
la extension y el tipo de la lesion y la condicion médica global del paciente. El gran numero
de variables y su potencial interaccién es la razén por la que no existe una afirmacién del
nivel de aumento de plaquetas que debe producir el PRP sobre la linea base para ofrecer

sus efectos de la manera mas optima.

Antes de la centrifugacion, en el tubo de muestra, se estima que por cada gota de sangre
se encuentra aproximadamente una cuarta parte del total de plaquetas que podemos
encontrar en una gota de plasma después de la centrifugacién. Esto quiere decir que, al
aumentar la concentracion de las plaquetas, aumentamos el niumero de factores de
crecimiento derivado de las plaquetas. Tomando en cuenta las deficiencias fisioldgicas del
paciente y la cantidad de PRP en la muestra, resultan ser 0ptimos y proporcionales con las

expectativas de obtencién de PRP.

3.4 Respuesta al tratamiento

Los resultados del presente estudio demostraron un buen proceso de cicatrizacién. El
primer dia transcurrido después del tratamiento se observé un ligero enrrojecimiento
alrededor de la herida tratada, lo que indica que el efecto del PRP cumplié con su funcién
inmunolégica para la formacién de los vasos sanguineos en un menor tiempo (normal de 2
a 9 dias) (Xin-peng, 2015). El segundo dia se notd costra mostrando procesos acelerados
de cicatrizacion. El tercer dia presenta cicatrizacion como si tuviera aproximadamente 6
dias (Figura 28). La sanacion presentada por el sujeto en cuestion es muy favorable ya que
éste se encuentra enjaulado, causando estrés, con actividad fisica casi nula y presenta un
grado de anemia, es muy probable que sin dichos aspectos negativos la sanacion sera adn

mas rapida (Longo, 2012).
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Figura 28. Cicatrizacion temprana después de aplicar el
tratamiento de PRP y Quitosano

Basandose en la experiencia del veterinario que auxilié en este trabajo, es una propuesta
gue es viable, de bajo costo y que puede ayudar en los procesos de cicatrizacion en menor
tiempo. Otros factores que debemos tener en cuenta, cuando se trata de la curacién de
heridas, tales como el estado de salud actual, tales como la desnutricion que puede

ralentizar el proceso de curacion, medicamentos y cuidados.
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CONCLUSIONES
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La aplicacion en sinergia de los biomateriales propuestos, cumplio con las espectativas para
la aproximacién del tratamiento, logrando un ambiente agradable para el paciente y una

pronta curacion.

Se observé una considerable mejoria en el tiempo de regeneracion de la piel en la

aproximacion del tratamiento implementado en un perro con discontinuidad en la piel.

Se obtuvieron los biomateriales Quitosano y PRP con los protocolos de obtencion

propuestos.

El protocolo de obtencion del Plasma Rico en Plaguetas sugerido, es confiable y efectivo
para poder proseguir a la aplicacion con los precursores y activadores propuestos.

La evaluacion y caracterizacion del material biolégico Plasma Rico en Plaquetas va a
depender siempre de las condiciones fisiolégicas del paciente.

La preparacion del PRP demostré ser la adecuada para un tratamiento de activacion y

proliferaciéon de las plaquetas.

El quitosano obtenido a partir de jaiba como fuente principal, en seguimiento con el
protocolo de obtencién propuesto, presenta ventaja en costos y en el grado de
desacetilacion (95%) requerido para aplicaciones clinicas, comparado con quitosano de

otras fuentes. Ideal para su aplicacién en organismos vivos.

El tamafio de poro, la densidad, el grado de desacetilacion, son factores estrechamente

ligados con la actividad germicida del quitosano.

Es posible implementar un tratamiento sencillo con bajo costo aprovechando desechos

organicos y materiales autélogos.

La efectividad del desempefio del PRP, estad estrictamente ligada a los parametros
normales en una biometria hemética. Un sistema inmunolégico normal actla
adecuadamente en condiciones normales, sin embargo, el tratamiento aplicado en
personas con los requisitos estipulados haria del paciente un superhumano debido al

acelerado proceso de recuperacion.
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Al ser autélogo el PRP, la seguridad del procedimiento es alta y la cantidad requerida se
obtiene de la sangre del propio paciente. Es posible afirmar, que, en principio, no existe

ninguna contraindicacion absoluta.

En consideracion a futuras aplicaciones del tratamiento, para el seguimiento adecuado en
el proceso de obtencion, se anticipan las omisiones que puede presentar el tratamiento:

preparacion, calidad, volumetria, calibracion, higiene, procedimiento y aplicacion, etcétera.

Debido a que cada cuerpo presenta variaciones, lo mas recomendable es continuar con el
desarrollo de muchas tecnologias asociadas con la accesibilidad de materiales adecuados.
Un avance en la comprension de un tipo de material es a menudo el precursor a la

progresion de una tecnologia.
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Anexos

A. Tabla de tubos para extraccién de sangre

Tapén Contenido de tubo Area de uso Inversiones
v ¥ | Hemocuttivo Microbiologia L veces
Coagulacion (Tiempos de
Citrato de sodio coagulacion fibrinégeno, y 3 adveces
agregacion plaguetaria)
Gel separador Quimica clinica C wveces

5in anticoagulante, con

activador de coagulacion,

Quimica clinica, banco de sangre
serologia

8 a 10 veces

heparina de litio

con silicon
(el separador y trombina | Obtencidn de suero rapido 5 at6veces
Gel separador - .

P y Quimica clinica en plasma 5 veces

Heparina de sodio/itio

Quimica clinica (urgencias)
hematologia (fragalidad osmdtica)

2a 10 veces

EDTAK:

Hematologia, banco de sangre

2 a 10 veces

Gel separador y EDTAK:

e

Determinaciones de carga viral

2a 10 veces

Oxalato de Potasio/MaF

Quimica clinica, pruebas de
lactato y glucosa

Informacidn en base 2 extractos de los insartos témicos e Informadién de los productos BD Vaoutainers

8 veces
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B. Seleccion de zona para venopuncion

Hay dos tipos comunes: el patrén H compuesto por las venas cefalica, cubital mediana y
basilica, representan el 70% de los casos. El patron M, con una distribucion de las venas
cefalica, cefélica mediana, basilica y basilica mediana.

Las venas cubital mediana y cefalica son las mas utilizadas para la extraccion, cuando éstas
no se encuentran disponibles o son inaccesibles, las venas del dorso de la mano pueden

ser utilizadas.

No se deben utilizar zonas alternativas sin la autorizacion médica, debido al potencial
significativo de complicaciones médicas como trombosis 0 necrosis tisular. Evitar miembros
en los que se hayan colocado vias intravenosas, areas de cicatices de quemaduras, zonas
con hematomas, venas trombosadas, fistulas arteriovenosas, injertos vasculares o canulas

vasculares.

Para el caso de extraccibn de muestra de sangre en perros, la seleccion de vena son
principalmente yugular, cefélica y safena. Normalmente, se realiza la extraccién en la vena
cefélica, la que discurre cranealmente por encima de la extremidad delantera. Para sacar

sangre hay que canalizar cualquier vena.
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C. Biometria Hematica

Antes de la obtencidn del Plasma Rico en Plaquetas, es necesario solicitar una biometria o
hemograma, esta prueba comun ofrece informacion detallada sobre tres tipos de células
presentes en sangre: glébulos rojos (transportan oxigeno y eliminan productos de desecho),
glébulos blancos (combaten infecciones) y plaquetas (detienen hemorragias mediante la

formacion de coagulos).
Los conteos 0 mediciones basicas que contempla un hemograma son:

Numero de glébulos rojos (eritrocitos). Se miden en células por microlitro (células/mcl) de
sangre, y la cifra normal oscila entre 4.2 a 5.4 millones de células/mcl en mujeres, y 4.7 a

6.1 millones de células/mcL en hombres.

Numero de glébulos blancos (leucocitos). Su unidad también son las células/mcl, siendo

habitual el indice entre 4,500 y 10,000 células/mcl.

Conteo de plaquetas. Se registra en unidades por microlitro de sangre (W/mcl), resultando
ideales 150,000 a 400,000 p/mcl.

Valor de hemoglobina (Hb). Se valora en gramos por decilitro (g/dl), considerandose

normales las cifras 12.1 a 15.1 gm/dl para mujeres, y 13.8 a 17.2 gm/dl para hombres.

Valor de hematocrito (Ht). Su conteo es en porcentajes (%), tomandose como ideales 36.1

a 44.3% en mujeres, y 40.7 a 50.3% en hombres.

La obtencién de cifras de glébulos blancos menores a las esperadas (leucopenia) puede
ser indicador de: Insuficiencia de la médula Osea, presencia de sustancias toxicas;
enfermedades autoinmunes, como lupus eritematoso, en el que las células de defensa
atacan a los tejidos del organismo, Enfermedad del higado o el bazo, Exposicién a

radiacion.

En tanto, el conteo reducido de plaquetas o trombocitopenia puede deberse a Anemia

aplasica, ocasionada por el desarrollo incompleto o defectuoso de las células producidas

65| Pagina



en la médula 6sea; cancer o infeccion en la médula 6sea, Cirrosis, Deficiencia de algunos
nutrientes como acido foélico y vitamina B12, Mielodisplasia (afeccion que altera el

funcionamiento de la médula Gsea).

Un nimero de plaguetas mas alto de lo normal (trombocitosis), puede ser consecuencia de:
Anemia, Leucemia mieloide cronica (cancer que afecta a la médula 6sea), Policitemia vera,

Extirpacion reciente del bazo.

El conteo elevado de hematocrito puede ser indicio de: Deshidratacién, Quemaduras,

Diarrea, Policitemia vera, Baja concentracion de oxigeno en la sangre.

En contraparte, bajo porcentaje de hematocrito puede ser indicio de: Anemia de varios tipos,
Hemorragia o pérdida sanguinea, Insuficiencia de la médula 6sea, Hemalisis o destruccion
de glébulos rojos, Canceres como mieloma multiple y leucemia, Desnutricion, Artritis

reumatoide.

Las cifras mas altas de lo normal de hemoglobina pueden tener su origen en: Anemia
hemolitica (debida a destruccion prematura de globulos rojos), Infecciones, Reaccion
hemolitica a una transfusidon (que ocurre cuando el sistema inmunitario destruye los
glébulos rojos que reciben por donacién, al ser de diferente tipo de sangre), Enfermedades
gue ocasionan alta produccién de glébulos rojos, Padecimientos congénitos del corazon,

Cor pulmonale, Formacion de cicatrices en el tejido de los pulmones.

Finalmente, los valores bajos de hemoglobina suelen ser indicio de: Anemia de distintos

tipos, Pérdida sanguinea o hemorragia. (National Institutes of Health Clinical Center, 2017)
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D. Experimentacion Animal

LEY DE BIENESTAR ANIMAL DEL ESTADO DE PUEBLA TiTULO PRIMERO
DE LOS PRINCIPIOS GENERALES DE BIENESTAR ANIMAL

CAPITULO X DE LA EXPERIMENTACION ANIMAL Y VIVISECCION

ARTICULO 46. El uso de animales en actividades de investigacion, docencia, pruebas de
control de calidad y desarrollo de medicamentos debera realizase con apego a las normas
aplicables y procurando infringir el menor dolor o estrés posible.

Los experimentos que ocasionen dolor, sufrimiento, dafio o ansiedad a un
animal, seran limitados al minimo indispensable, y se debera verificar previamente, que
no existan métodos o procedimientos alternativos disponibles para la obtencion de los
resultados requeridos; asi como los avances cientificos existentes al momento de la
ejecucion del experimento, a efecto de evitar la repeticion de experimentos con los
mismos resultados.

No podran realizarse experimentos en los cuales el dolor, sufrimiento, dafios o
ansiedad provocados al animal, sean desproporcionados en relacién con los beneficios

que seran obtenidos por los mismos.

ARTICULO 47. Las instituciones de educacion superior que se apoyen en animales vivos
para actividades de investigacion o docencia deberan contar con un comité de bioética
que establezca los protocolos para dichas actividades.

En las préacticas de experimentacion en animal y viviseccion, el animal sera
usado so6lo una vez, debiendo estar previamente insensibilizado.

Solo se podrd utilizar mas de una vez, en aquellos casos que por el beneficio a
obtener para los seres humanos o para los animales esté plenamente justificado, para lo
cual se le proporcionara la atencién médica necesaria y sera alimentado antes y después
de su intervencion.

Si las heridas del animal empleado son de consideracion, implican mutilacién
grave, o su desarrollo o supervivencia quedaran comprometidos, seran sacrificados de

forma humanitaria sin dilacién, al término del proceso experimental.
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DEL PROCEDIMIENTO DE INSPECCION Y VIGILANCIA, MEDIDAS DE SEGURIDAD Y
SANCIONES.

CAPITULO | DISPOSICIONES GENERALES

ARTICULO 48. Las disposiciones del presente titulo se aplicaran en la realizaciéon de
actos de inspeccion y vigilancia, ejecucion de medidas de seguridad, determinaciéon de
sanciones administrativas, procedimientos y recurso administrativo, asi como la
presentaciéon de la denuncia popular.

Tratdndose de asuntos de competencia municipal los Ayuntamientos aplicaran
lo dispuesto en el presente Titulo, asi como en la normatividad que expidan en materia de

bienestar animal.
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E. Glosario

A

aminoglucoésidos: Son un grupo de antibidticos
bactericidas que detienen el crecimiento bacteriano
actuando sobre sus ribosomas y provocando la
produccién de proteinas andémalas. - 23

angiogénesis: Formacion de vasos sanguineos - 22

Esta técnica es considerada la ideal para conocer
un aproximado del tamafio de poroy las
caracteristicas superficiales. La porosidad
confiere a los materiales importantes propiedades
como una baja densidad, esto supone - 33

B

bacteriostaticas: Agente que inhibe el desarrollo de las
bacterias y se basa en los mecanismos de defensa del
huésped para la erradicacion final de la infeccion - 25

C

cefalosporinas: Son un gran grupo de antibidticos
derivados del hongo Acremonium (anteriormente
llamado Cephalosporium) que funcionan de manera
similar a las penicilinas - 23

células endoteliales: Es un tipo de célula aplanada que
recubre el interior de los vasos sanguineos y sobre
todo de los capilares, formando parte de su pared - 17

células mesenquimales: Son células multipotenciales
primitivas, con morfologia fibroblastoide, originadas a
partir de la capa germinal mesodermal, con la
capacidad de diferenciarse en diversos tipos de
células, - 19

D

D-glucosamina: Es un amino-aztcar que actua
especialmente como precursor en la glicosilacion de
las proteinas y de los lipidos. - 19

E

endotelial: Es un tejido que recubre la zona interna
de todos los vasos sanguineos, incluido el
corazon, donde se llama endocardio. - 20

F

factor de crecimiento derivado de plaquetas AB: Es
una proteina que regula el crecimiento celulary la
divisién celular. PDGF juega un rol significativo, en
especial para la angiogénesis, que implica el
crecimiento de vasos sanguineos a partir de tejido
vascular existente. - 22

factor de crecimiento trasformador beta: Es una
proteina que pertenece a la superfamilia de los
factores de crecimiento y que presenta multitud de
funciones. Entre ellas, destaca su papel en la
regulacion de la proliferacién y diferenciacidon de
varios tipos celulares, pero también de la respuesta
inmunitaria. - 22

factor de crecimiento vascular: es una proteina
sefializadora implicada en la vasculogénesis
(formacidn de novo del sistema circulatorio
embrionario) y en la angiogénesis (crecimiento de
vasos sanguineos provenientes de vasos
preexistentes). - 22

fibrina: Proteina fibrosa que resulta de la
descomposicion del fibrindgeno cuando la sangre se
extravasa, y contribuye a la formacidon del coagulo
sanguineo. - 22

fibroblastos: Es un tipo de célula residente del tejido
conectivo propiamente dicho, ya que nace y muere
ahi. Sintetiza fibras y mantiene la matriz extracelular
del tejido de muchos animales. - 17

fibronectina: Es una glucoproteina de unos 440 kDa que
puede presentarse en forma monomérica o dimérica y
esta presente en la matriz extracelular (MEC) de la
mavyoria de los tejidos celulares animales - 21

fungistaticas: Agente capaz de suspender el crecimiento
y el desarrollo de los hongos, o la germinacion de sus
esporas - 25
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Inervacion: Accién que produce el sistema nervioso en
las funciones de los demas érganos del cuerpo. - 17

M

macréfagos:Son células del sistema inmunitario que se
localizan en los tejidos. - 19

matriz extracelular: Es un entramado de moléculas,
sobre todo proteinas y carbohidratos, que se
disponen en el espacio intercelular y que son
sintetizadas y secretadaas por las propias células. - 22

megacariocitos: Son células de origen sanguineo grande
en la médula dsea. Dentro de la megacariocitos, la
sustancia principal de la célula, conocido como
citoplasma, se rompe en pequefios fragmentos para
formar lo que son llamadas plaquetas, o trombocitos -
21

mitogénesis: Proceso de induccion de la mitosis o
division celular cuando ésta resulta de la duplicacién
del material genético del nucleo - 20

penicilinas: Antibidticos del grupo de los betalactamicos
empleados profusamente en el tratamiento de
infecciones provocadas por bacterias sensibles - 23

polimixina: Es un antibidtico producido de manera
natural por la bacteria Paenibacillus polymyxa. - 23

pseudopodia: Es una proyeccién temporal llena de
citoplasma de una membrana celular eucaridtica o un
protista unicelular - 21

Q

guimiotaxis: Reaccidn de orientacion de los organismos

celulares libres como respuesta a un estimulo quimico. -

20

quinolonas: Grupo de agentes quimioterapeuticos
(agentes con actividad antimicrobiana con toxicidad
selectiva) sintéticos, es decir, que no son producidos
por microorganismos, a diferencia de los antibiéticos.
-23

N

necrosis: Muerte de las células y los tejidos de una zona
determinada de un organismo vivo. - 17

T

trombina: Enzima de la sangre que cataliza la
transformacion del fibrindgeno en fibrina durante el
proceso de coagulacion - 22

P

paliativas: Que sirve para atenuar o suavizar los efectos
de una cosa negativa, como un dolor, un sufrimiento
o un castigo. - 16

4

vancomicina: Es un glucopéptido de estructura
compleja que se sintetiza de modo natural por
Nocardia orientalis. Ejerce su efecto bactericida
inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana,
ya que posee gran afinidad por los precursores de
esta estructura. - 23
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F. Constancias de contribucibn con esta investigacion
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