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RESUMEN

En la actualidad hay una técnica médica, no quirdrgica con productos de
relleno facial inyectables, disponibles en el mercado, efectivos, pero muy
costosos y con resultados adversos si hay alergia.El propdsito de esta
investigacion fue establecer métodos para la obtencion, caracterizacion y
valoracion del plasma gel plaquetario obtenido de la sangre propia del
paciente y demostrar que un producto autdlogo, econémico, facilmente
obtenible puede ser tan eficaz o mejor que un comercial (heterdlogo, caro
y no seguro) en beneficio del usuario. El proyecto consta de tres etapas:
1.- Elaboraciéon experimental in-vitro para estandarizar la obtencion del
Plasma Gel Plaquetario, a partir de las fracciones resultantes Plasma Rico
y Pobre en Plaquetas, (Plasma Rico en Factores de Crecimiento: PRGF®
del método patentado del Dr. Anitua). 2.- Caracterizacion biomecéanica
con tecnologia de un Laboratorio de Materialescon un Reometro de
Rotacién de ultima tecnologia,asi como su durabilidad en ambientes
abiertos y cerrados en el tiempo y su andlisis estadistico. Su estudio
microestructural se realiz6 con Microscopia Optica y Microscopio
Electrénico de Barrido (SEM).3.- La evaluacion experimental in-vitropara
ello se aplico el plasma gel en recipientes para ambiente abierto, y en
cartuchos cook de vidrio y en jeringas con tapones tipo luer, para su
documentacion iconografica. Los resultados de este estudio nos
permitieronnormalizar procesos de produccién de este biomaterial a fin de
llenar un vacio en la literatura mundial, aportando una reduccion de
costos al usuario con otros productos similares de relleno de la industria

estética y este producto una vez caracterizado se pueda mejorarlo.

Palabras clave: Factores de Crecimiento, Plasma Rico en plaquetas,

Rellenos inyectables, Valoracion Biomecanica, Evaluacion facial.
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ABSTRACT

Currently there is a medical, non-surgical technique with fillers, facial
injectables, available on the market, effective, but very expensive and
adverse if there is allergy. The purpose of this research was to establish
the methods for obtaining, characterizing and evaluating the plasma, the
gel, the platelet obtained from the patient's own blood and to demonstrate
that an autologous, economical, easily obtainable product can be as
effective or better than commercial (heterologous, expensive and unsafe)
for the benefit of the user. The project consists of three stages: 1.-
Experimental in vitro elaboration to standardize the obtaining of the
Plaquetary Gel Plasma, from the resulting fractions Rich and Poor Plasma
in Platelets, (Plasma Rich in Growth Factors: PRGF® of the patented
method of the Dr. Anitua). 2.- Biomechanical characterization with
technology from a Materials Laboratory with a Rotation Rheometer of the
latest technology, as well as its duration in open and closed environments
over time and its statistical analysis. His microstructural study was carried
out with Optical Microscopy and Scanning Electron Microscope (SEM). 3.-
The experimental in-vitro evaluation for this was applied to plasma gel in
open-environment containers, and in glass cook cartridges and in syringes
with luer-type plugs, for iconographic documentation. The results of this
study allowed us to normalize the production processes of this biomaterial

and its product once it can be identified. update it

Key words: Growth Factors, Platelet Rich Plasma, Injectable Fillers,

Biomechanical Assessment, Facial Evaluation.
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INTRODUCCION

El proceso del envejecimiento es normal, pero: “es duro mirarse en el
espejo, ver fotografias anteriores y darnos cuenta que el tiempo ha
pasado”, son las marcas tipicas del envejecimiento facial debidas la
pérdida de volumen: surcos, arrugas,entre otras, acuérdese que “el

rostro es nuestra carta de presentacion”.

En la actualidad existen tres tratamientos en laMedicina Estética no
quirtrgica: 1) La toxina botulinica (“Botox”)el cual es una neurotoxina
elaborada por una bacteria que provoca pardlisis muscular y se usa en el
tercio superior de la cara, contra las arrugas dindmicas de la frente, del
entrecejo,patas de gallo.2) Los rellenosinyectables se usan en el tercio
medio e inferior de la cara (alrededor de la boca, mandibula y labios.y 3)
el Plasma Rico en Plaquetas, para laflacidez de la piel del rostro, cuello,
escote y las manos, especialmente a partir de los 30 afios, ya que la piel
empieza a perder su poder de regeneracion y los signos de
envejecimiento comienzan a hacerse visibles; estos tres procedimientos si
bien funcionan perfectamente separados, aplicados de manera
combinada se complementan y potencian logrando un rejuvenecimiento

facial natural, sin necesidad de ir a la cirugia (“liftings quirargicos”).

Los dos primeros productos que estan disponibles en el mercado, son
efectivos, pero muy costosos ycon resultados adversos si hay alergia,
especialmente losproductos estéticos de relleno inyectables, tales como el
acido hialurénico de origen animal o bacteriano y los biopolimeros
sintéticospermanentes, que son los culpables de producir una nueva
enfermedad: laAlogenosis latrogénica, con resultados a veces,

catastroficos cuando estos productosmigran a érganos vitales.

Es aqui, donde surgenlas ventajas de utilizar el Plasma Rico en Plaquetas
(PRP) un producto que se obtiene al centrifugar la sangre extraida del

mismo paciente ycuyo objetivo es retroceder las sefiales comunes del



envejecimiento de la piel, también busca mejorar algunas patologias
como manchas, acné (y sus secuelas), estrias y cicatricesy precisamente
de uno de sus componentes se obtiene un nuevo relleno facial: el Plasma
Gel Plaquetario (biologico y autdlogo) de facil manipulacion, el cual se ha
utiizado en una forma empirica, no existe en la literatura mundial
publicaciones o estudios formales acerca de su obtencién, caracteristicas
de su composicion, comportamiento y de su duracion como un implante
con alguna técnica de analisis facial para que se pueda comparar con los

productos de relleno comerciales que oferta la industria cosmética.

Por lo que surge la siguiente Hipotesis:Si el plasma gel plaguetario cuenta
con propiedades biomecanicas y moleculares apropiadas para servir
como un elemento estructural de origen biolégico, entonces la duracion “in

vitro” del producto obtenido deberia mantenerse en el tiempo.

Mediante investigacion experimental al paciente se extrae su sangre para
obtener primero el Plasma Rico en Plaquetas, pero como no hay ningun
procedimiento estandarizado como tal, se debe obtenerlo con el método
del Dr. Anitua que ya esta patentado y es la Técnica de Plasma Rico en
Factores de Crecimiento (PRGF), luegose selecciona la 1ra y 3ra Fraccion
de sucontenido liquido y se caracteriza las propiedades biomecanicas
mediante un equipo para ensayos metroldégicos Yy reoldgicos
especializados propios de laboratorio de materiales, asi como las
caracteristicas oOpticasmoleculares mediante Microscopia Electronica de
Barrido SEM.AI producto obtenido loevaluamos” in situ” su degradacion
en ambientes abiertos y cerrados, mediante observacion y recoleccion de

datos al medio ambiente y en tubos o jeringas.

Se evaltala duracion “in vitro” del producto mediante investigacion
experimental inyectando en recipientes en ambiente abierto (en contacto
con el aire del medio ambiente), y en ambiente cerrado con cartuchos de

vidrio y jeringas etiquetadas de acuerdo a su origen de la Fraccion liquida



correspondiente al sobrenadante del Plasma Rico(PRGF®). Enun &rea de
registro en forma estandarizada y con una camara profesional,finalmente
demostramos su durabilidad a lo largo del tiempo, recolectando los datos
y comparando su duracién, frente aproductoscomerciales heterdlogos que

se oferta en el mercado ecuatoriano.

Breve descripcion del contenido de capitulos

CAPITULO | En este apartado se aborda el Problema investigado, la
justificacion de mi trabajo, los objetivos propuestos para la investigacion y

por ultimo la delimitacién de problema formulado.

CAPITULO Il Esta conformado por los antecedentes investigativos
relacionado con la tematica abordada, asi como las bases tedricas,

cientificas y legales que sustentan y argumentan la investigacion.

CAPITULO Il Aborda la caracterizacion de la zona de trabajo, el marco
metodoldgico, protocolos de obtencién,asi como las técnicas e

instrumentos para la recoleccion de informacion.

CAPITULO IVAqui se expone la categorizacion de la informacion
recolectada por medio de la entrevista y su respectivo analisis e

interpretacion teorica.

Para finalizar estd el capitulo compuesto por las conclusiones y

recomendaciones de la investigacion de acuerdo a los objetivos.



CAPITULO |

1. EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema.

El Plasma Gel Plaguetario es un biomaterial que se emplea como un
producto de relleno en intervenciones cosméticas, por la ventaja de ser
autologo es econdmico y seguro, pero se desconocen las propiedades

biomecanicas del material y su comportamientocomo implante facial.

1.2. Formulacién del problema.

1.2.1. Problema general.

¢Es posible caracterizar las propiedades biomecéanicas del plasma-gel,

como varian dichas propiedades en funcion de los pardmetros de

extraccién y procesamiento y como se conservan las propiedades a lo

largo del tiempo?



1.2.2. Anélisis critico.

E
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¢ | plasma gel plaquetario de otros productos de secundarios, por precio de los
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u de diferentes rellenos son rellenos son extraidos consumo
i fracciones del PRP importados de diferentes especies exclusivo
s autélogo (tecnologia costosa) (heterdlogos)

GRAFICO1:(Freire H. 2017). Arbol de problemas.

1.2.2.1. Relacién causa - efecto.

Causa: El Plasma Gel Plaquetario extraido de diferentes fracciones del

PRP autdlogo, presenta propiedades biomecanicas apropiadas.
Efecto:La duracion del Plasma Gel Plaquetario se mantiene en el tiempo
conservando sus caracteristicas como producto de relleno de origen
bioldgico, sobre el encarecimiento y efectos secundarios de los productos
de relleno heterdlogos y comerciales.

1.3. Objetivos.

1.3.1. Objetivo general.

Caracterizar las propiedades biomecanicas y moleculares del plasma gel

plaquetario como relleno facial autdlogo.



1.3.2. Objetivos especificos.

1. Seleccionar procedimientos estandarizados para la obtencion del

Plasma Gel Plaquetario a partir de la 1ray 3ra Fraccién del PRGF.

2. ldentificar las caracteristicas y propiedades fisicas escalares,
vectoriales y tensoriales del plasma gel mediante equipos y dispositivos

para ensayos reoldgicos y microscopicos.

3. Evaluar la duracion “in vitro” del producto en ambientes abiertos y

cerrados.

1.4. Justificacion.

A nivel mundial se observa un incremento significativo del consumo de
productos estéticosen hombres y mujeres sanos y emocionalmente
estables que quieren mejorar su aspecto fisico y devolver a su rostro un
aspecto mas joven, en Latinoamérica y en nuestro medio persiste esta
tendencia en la aplicacion de productos de relleno, especialmentecon
productos derivados del &cido hialurénico para rejuvenecimiento facial, los
cuales como son de origen heterélogo, pueden ser inseguros, aparte que
son costosos (Anexo 1),pero que tienen como respaldo un buen soporte
bibliografico internacional, que les da cierta complacencia en su uso a los
usuarios en el campo médico estético, pero hay un nuevo material
autologo y facil de obtener como es el Plasma Gel Plaquetario, que se
extrae a partir de una de las fracciones resultantes: la Fraccion 1 (PPP)
(Gréfico 2) esta fraccion normalmente se desecha luego de la elaboracion
del Plasma Rico en Plaquetas (método PRGF patentado, que consiste en
una técnica sencilla de centrifugacion, capaz de realizarse en un
consultorio médico) (Anitua E, 2016); (BTI Biotechnology Institute, 2012).



Plasma Rico en Plaquetas
Tecnologia:PRGF® |
Plasma Rico en Factores de Crecimiento
Patentado por Dr. Anitua: basado en Endoret ®

Eraccion 1

Eraccion 2

Eraccion 3

GRAFICO 2: (Freire H. 2017). Las Fracciones resultantes de la

elaboracién PRFC, del cual se elaborara el Plasma Gel Plaguetario.

Realizando una busqueda en Pubmed con el término Plasma Gel, no se
encuentran articulos. Replanteando y empleando el término cercano
Platelet-Rich-Fibrin (Plasma Rico en Fibrina), se encuentran 1390
referencias. Si se combina dicho término con cosmetologia aparece un
solo articulo en caninos, que no es en absoluto relevante. Si se combina
el primer término con biomecanica, aparecen dos trabajos relacionados
con tendones, que tampoco son relevantes. Si en vez de emplear plasma
rico en fibrina se emplea plasma rico en plaguetas y biomecanica,
aparecen 59 referencias, todas sobre tendones, las cuales nuevamente
no son relevantes para el presente trabajo. Empleando las palabras clave:
plateletrich plasma and nasal cartilage, aparecen 10 trabajos que son los
mas cercanos al tema tratado, de estos 10 trabajos referidos, Unicamente
el trabajo de (Gentile, 2016) es concurrente con la presente investigacion.



En dicho trabajo 11 pacientes se sometieron a reconstruccion nasal alar
con microinjertos de condrocitos vertidos suavemente sobre PRP en
forma solida. El resultado de dicha investigacion muestra que
microinjertos de condrocitos-PRP que se inyectaron por via subcutanea
producen un tejido cartilaginoso persistente con una morfologia
adecuada, una perfusiébn nutricional central adecuada sin necrosis u
osificacion central y un dorso nasal aumentado adicionalmente sin una

contraccion y deformacion obvias.

El trabajo de (Gentile, 2016) no realiza ningun tipo de caracterizacion
biomecanica del implante. Sus resultados favorecen el uso de PRP y
condrocitos para la regeneracion del cartilago pero no evaliuan el empleo

anico de PRP, tal y como se realiza en este trabajo de maestria.

La ausencia de publicaciones cientificas sobre este Plasma Gel
Plaquetario para uso estético, se explica porque hay una confusién en la
percepcion de su terminologia parecida con los geles o adhesivos de
fibrina, que se obtienen al procesar los diferentes concentrados

plaguetarios.

Practicamente existe un argot de términos similares, (por ejemplo “Gel de
Fibrina del PRGF’, “Gel de Plaquetas Autélogo”que se obtiene cuando se
coagula el PRP, “Coagulo de PRGF o Coagulo Blanco”, “Fibrina
Autéloga”, “Cola de Fibrina”, “Fibrina Armada”, “Coagulos de Fibrina” en
forma de placas o mallas, productos de la membrana adherente muy util
para suturas, etc.) y Variantes de Concentrados Plaquetarios (por
ejemplo: “PRP”, “PRGF”, “P-PRP”, “L-PRP”, “P-PRP- Puro”, “PRF: Fibrina
Rica en Plaquetas, “A-PRF”, “I-PRF”, “L-PRF”: Fibrina Rica en Plaquetas y
Leucocitos, PRP de 2° Generacion: “PRP Foto Activado”, PRP de 3°
Generacion: “PRP-O3” “Ozonizado”, PRP de 4° Generacion:

“Termoactivado”, efc.)



Un ejemplo claro al continuar revisando Pubmed: la mayoria de
publicaciones hacen referencia al uso del Gel Autdlogo Plaquetario para
uso en Cirugia estética como un pegamento corporal, sellante, e inclusive
hay equipos (Smart PRP, Harvest Smart auto, Friadent—Schitze, etc.) que
producen estos sistemas de concentrados plaquetarios, pero no hay una
sola referencia del plasma gel para uso cosmeético de relleno, ni existe

ninguna publicacién en revistas de impacto. (Everts P. A. M., 2006).

Inclusive la mayoria de médicos estéticos en nuestro medio que realizan
estos procedimientos, confunden el significado entre PRP y PRFC
(Plasma Rico en Plaquetas y Plasma Rico en Factores de Crecimiento),

asi como los concentrados plaquetarios de nueva generacion.

El uso estético de este extracto plaquetario, se ha estado utilizando de
forma empirica, no existen estadisticas serias e informacion cientifica
exacta sobre su preparacion, caracterizacién y su correlacion clinica en
pacientes, aunque existe un auge repentinosobre estos preparados
plasmaticos que han generado grandes expectativas en la Medicina
Regenerativa y un buen negocio con los kits de obtencion comerciales,
pero hay poca evidencia clinica de sus efectos, y una gran variabilidad en
la preparacion de los concentrados, en la literatura actual no se encuentra

ninguna evidencia cientifica: (Carrasco J., 2014).

En estos ultimos afios han aparecido en el Mercado (especialmente en
Internet) equipos que producen plasma gelificado, de origen chino
“armados” en Colombia y Argentina, que no poseen normas técnicas
serias, (ISO, etc.) cuya funcion es gelificar el plasma por calor y luego
enfriarlo para que el personal estético lo aplique, sin ninguna garantia,

protocolo o referencia cientifica de su fabricacion.

En tal virtud, es necesario plantear una propuesta de investigacion que

nos permita en forma documentada establecerla viabilidad biomecénica y



molecular del material. Asi mismo, la presente investigacion cumple con
las normas de investigacion superior enfocadas al Plan Nacional del Buen
Vivir, considerando como principal objetivo el No. 3: Mejorar la Calidad de
Vida de la Poblaciéon (2009 — 2013) en sus literales: 3.1 Promover
practicas de vida saludable en la poblacion. 3.2 Fortalecer la prevencion,
el control, y la vigilancia de la enfermedad. (SENPLADES, 2009) En la
Ley Organica de la Salud: Art. 196.- “Toda investigacion que sea para
beneficio y cumplimiento de la ley que existe en nuestro pais es bien
recibida. La salud en los ultimos afios desde que esté este gobierno en el

poder ha dado un vuelco gigantesco”.

Con los resultados que se generen en esta investigacion podremos
demostrar nuevas caracteristicas evidentes para tratar los problemas de
envejecimiento con una nueva técnica eficaz, en corto tiempo de
recuperacion sin necesidad de equipos costosos, sabemos que la
medicina esta en constante evolucién, y a la hora de ofrecer un producto
0 un servicio este debe ir a la par de las nuevas tecnologias y poder
ofrecer un nuevo biomaterial innovador con implicaciones biomédicas:
viabilidad, biocompatibilidad, baja toxicidad y que puede competir con
productos caros y hasta peligrosos de la industria cosmética y como
sustitutos a futuro, e incluso ser mejorados gracias a los avances de las
técnicas de la Biotecnologia Molecular en futuros proyectos donde nuevas

generaciones instauren campos de accion.
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CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de lainvestigacion.

ElIPlasma gel derivado de las plaquetas, esta definido segun la percepcion
Regenerativa como el coagulo de fibrina que va a ser util como un
sellante y en la regeneracion de tejidos, practicamente es un biopolimero
gue actia como un tejido de sostén, una estructura de soporte o un
“scaffold” (andamio) cuando hablamos de la Ingenieria Tisular, ya que es
biocompatible, no tiene respuesta inmune e incluso en su superficie tiene
algo de porosidad, es decir que es un sustrato tridimensional

poroso(Gamboa, 2011).

Este plasma gel es un polimero biolégicamenteinerte, y este biomaterial
va a simular al colageno como un “sellante de fibrina”, con un buen éxito
en cirugias cardiotoracicas, Oseas, oftalmicas, ya que actia como un
soporte natural. Muy utilizada en el area clinica, su uso se extendio

alrededor del mundo como adhesivo y agente hemostatico.

El Plasma Gel Plaquetario, practicamente es la fibrina coagulada, y como
tal actia como un soporte natural, cuyo principal componente es el
Fibrindbgeno, que tiene un tamafio de 450 Armstrong y un peso molecular
de 340.000 kDalton, su estructura se compone de subunidadesAa, B, y

11



Y; compuestas de 610, 461 y 411aminoacidos
respectivamente(Standeven KF, 2005).

Fibrinopéptidos

Dominio aC
o s VC\, ) ‘ L
Dominio aC / / .

Dominio D

Dominio D

Dominio E

GRAFICO 3:(Gamboa T, 2011).Estructura de la molécula de fibrindgeno.
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GRAFICO4:(Noori A., 2017).Estructura de fibrinégeno. Las cadenas Aa

se muestran en azul, las cadenas B3 se muestran en verde, y las cadenas
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Yy se muestran en rojo. Los puentes disulfuro que estabilizan las regiones

de espiral enrollada se muestran en amatrillo.

2.2. LaFibrinay su proceso de polimerizacion.

La Fibrina es una proteina fibrosa, no globular que normalmente esta
involucrada en la coagulacién de la sangre, se forma por la accién de la
trombina (una proteasa) sobre el fibrinbgeno que hace que se polimerice.
La fibrina polimerizada junto con las plaquetas forma un tapén o coagulo
hemostético sobre un sitio de la herida, el factor de coagulacion Xl o
Factor Estabilizador de la Fibrina, es una proteina plasmatica de sintesis
hepatica y plaquetaria, es activado por la Trombina, en presencia de
calcio en las etapas finales de la cascada de coagulacién, estabiliza al
coagulo blando de Fibrina es decir que lo polimeriza a la fibrina, con la
formacion de enlaces covalentes entre los residuos aminoacidicos de
Glutamina y Lisina de las fibras de Fibrina, estabilizando las uniones
intermonomeéricas y evitando la lisis del coagulo y completa su reticulacion
para que se endurezca y se contraiga, esta fibrina reticulada forma una

malla encima del tapon de plaquetas que completa el coagulo.

La Fibrina estructuralmente tienecorrelacion con el origen de los
monomeros de fibrina, ya que forman largas hebras de proteina insoluble
resistente que se unen a las plaquetas donde por interacciones
hidrofobicas se desligan los fibrinopéptidosy se forman los monémeros de
fibrina insolubles en el plasma.Asi mismo, existen los Fibrinopéptidos A y
B, activan al Fibrindbgeno y dejan un “Knob”, cuando hay disminucion de la
concentracion de la Trombina se ramifica en fibras gruesas pero por lo
general tienen una agregacion lateral, aqui es cuando los coagulos
desarrollan fibras delgadas, es mas existen sitios del Fibrinbgeno que

intervienen en el ensamble de la fibrina.(Lauricella A, 2007).
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GRAFICOS5: Sitios del Fbg que intervienen en el ensamble de la fibrina.
Ana Maria Lauricella, Acta bioquimica clinica latinoamericana version On-
line ISSN 1851-6114. Acta bioquim. clin. latinoam. v.41 n.1. La Plata
ene/mar2007.

2.3. Conceptos de Plasma Gel segln la concepcion estética.

Aclaracion: El Plasma Gel Plaquetario como producto cosmético, no esta
descrito formalmente en la literatura cientifica, a diferencia del Gel
derivado Plaquetarioreferido en la parte Regenerativacomo un sellante,
adhesivo y agente hemostatico donde existen numerosas referencias
bibliograficas, a continuacién, se citan 3 definiciones como lo percibe y

como lo mencionan los colegas estéticos en internet.

“El PLASMA GEL es una herramienta estética novedosa, con humerosos
estudios realizados al respecto y otros muchos en marcha, con el fin de
establecer las propiedades de este preparado de gel de Plasma
(BiofillerPlasm) capaz de mejorar las caracteristicas de diferentes partes
del cuerpo con algun grado de deterioro como la pérdida de volumen” Dr.

Carlos Moreno, Director Centro Biocar, Bogota- Colombia(Moreno, 2009).

“‘El Plasma Gel, es unproducto novedoso, mediante un proceso muy

especializado derivado de las proteinas extraidas en la muestra durante la
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realizacion de un procedimiento de plasma autdlogo. ContinGa siendo un
derivado de la propia sangre del paciente... ya que se requiere de un
proceso muy especializado en el laboratorio clinico se requieren de 2
horas de espera para la obtencion de la Fase de Gel del plasma Pobre en
Plaquetas.”(MEDESTETICA, 2017).

“‘El Gel de Plasma es un producto que se obtiene mediante la
centrifugacion o aféresis de la propia sangre del paciente a intervenir;
primero se separa el plasma, enseguida se coloca en una aparatologia
especial que lo condensa... es ideal para el tratamiento de lineas de
expresion y arrugas superficiales como patas de gallo y arrugas
peribucales, aunque lleva un proceso mas largo que el PRP, sigue
tratAndose de un producto totalmente autélogo, esto evita cualquier riesgo
de rechazo del material, reacciones alérgicas, ademas de evitar el riesgo
de trasmision de enfermedades... es revolucionario, que sin duda puede
llegar a convertirse en uno de los rellenos autdlogos favoritos de la
industria estética” (LAUDACE, 2017).

2.4. El Plasma Gel segun la Reologia.

La Reologia es la ciencia del flujo que estudia la deformacion de un
cuerpo sometido a esfuerzo extremo, en condiciones controladas; la
Viscosidad es una medida de la resistencia a la deformacién del fluido,
sus unidades: en milipascales por segundo (mPa-s=1 pas), existen 3 tipos
de viscosidad: dindmica o0 absoluta, cinematica y aparente; la
viscoelasticidad: es la deformacion de la muestra reversible, con respecto
al flujo y deformacién: hay dos tipos: flujo de cizalla y flujo de
elongaciones, todo los flujos son resistidos por la viscosidad, la velocidad

se reduce cuando la viscosidad aumenta.
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Gracias a los ensayos de fluencia y recuperacién, se determina el rango
visco elastico lineal de la muestra del gel, los geles pueden ser mas
viscosos que elasticos (recuperacion elastica) y segun su capacidad de
retencion de agua, se puede conocer si el plasma gel, cuanto es
resistente, manejable y flexible por sus propiedades reoldgicas.

La Reologia en general, permite identificar: lafluidez, procesabilidad y
desempeiio de un producto, su estructura y estabilidad, suviscosidad, el
punto de gel y el curado, la nivelacién, sedimentacién y vida del producto

e incluso su peso molecular.

Debemos concentrarnos en la caracterizacion reologica del material sélido
blando: para ello disponemos del Reémetro, MALVERN KINEXUS PRO +,
capaz de determinar la viscosidad del producto segun su temperatura,
determina graficamente la viscosidad elastica vs velocidad de
cizallamiento, como es un sistema de redémetro rotativo aplica una
deformacion de corte controlada a la muestra, para la medicion de las
propiedades de flujo (tales como viscosidad de corte y propiedades de
material dinamico (modulo viscoelastico y angulo de fase de ensayos de
oscilacion) para obtener: control de deformacion directa, de velocidad de
corte, del estrés por cizallamiento, con rangos de: 10nNm a 200mNm.

(Viscometria) y de 2nNm a 200mNm (Oscilacion).

2.5. El Plasma Gel segln la microscopia.
“‘Es importante proceder en esta fase de la caracterizacion con la

microscopia optica, como punto de partida mas obvio, para observar con

mas detalle la superficie celular: la Microscopia Electronica de Barrido
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(SEM, de ScannigElectronMicroscopy), para definir la superficie y la

naturaleza de las interacciones entre sus elementos” (Herrdez, 2012).

Tanto los microscopios Opticos y el microscopio electrénico de barrido,
usan lentes para enfocar “manchas de luz o electrones en la muestra”
para luego analizar las sefiales generadas por el haz que interactta con la
muestra, existe un punto que luego se escanea sobre la muestra para
analizar una region rectangular, se logra la ampliacion de la imagen al
mostrar los datos del escaneo de un &rea de muestra fisicamente

pequefia en una pantalla relativamente grande.

2.6. Microscopio 6ptico compuesto.

Los microscopios Opticos tienen vidrio refractivo y ocasionalmente plastico
0 cuarzo, para enfocar la luz hacia el ojo u otro detector de luz. Utilizan luz
visible y un sistema de lentes para ampliar las imagenes de muestras
pequefias, hay muchos disefios complejos que apuntan a mejorar la
resolucién y el contraste de la muestra, la imagen se magnifica por una
segunda lente o un grupo de lentes oculares como una imagen virtual

invertida ampliada del objeto.

2.7. Inmersidén en aceite.

La inmersion en aceite es una técnica utilizada para aumentar el poder de

resolucién del microscopio. Esto se logra sumergiendo tanto la lente del

objetivo como la muestra en un aceite transparente de alto indice de

refraccion, aumentando asi la apertura numeérica de la lente del objetivo.
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Los aceites de inmersion son aceites transparentes que tienen
caracteristicas Opticas y de viscosidad especificas necesarias para su uso
en microscopia. Los aceites tipicos utilizados tienen un indice de
refraccion alrededor de 1.515. Un objetivo de inmersion en aceite es un

lente objetivo especialmente disefiado para ser utilizada de esta manera.

Muchos condensadores también ofrecen una resolucién 6ptima cuando la
lente del condensador estd sumergida en aceite. Mejora la potencia de
resoluciéon en un factor 1/n. Los indices de refraccion del aceite y del
vidrio en el primer elemento del lente son casi los mismos, lo que significa
que la refraccion de la luz sera pequefia al ingresar a la lente (el aceite y
el vidrio son Opticamente muy similares). El aceite de inmersion correcto
para una lente de objetivo debe usarse para garantizar que los indices de
refraccion coincidan correctamente (Fankhauser, 2009), existen lentes de
contraste de fase con microscopio de inmersién con lentes objetivo de
hasta 100x (CreativeCommonsAttribution-ShareAlike, 2010).

2.8. ScanningElectronMicroscope (SEM).

La Microscopia Electronica de Barrido es una técnica bien conocida no
destructiva que utiliza una sonda de haz de electrones para analizar las
muestras de superficie a nanoescala, poseen una serie de lentes
electromagnéticos y electrostaticos para enfocar un haz de electrones de
alta energia en una muestra, producen imagenes de alta magnificacion y

alta resolucion, incluye sistemas de SEM de emision de gran rendimiento.
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2.9. Elaboracion del Plasma Gel Plaquetario.

Gracias a la fuerza centrifuga, vamos a obtener de la sangre extraida del
paciente la porcidon del plasma, del cual se va a obtener el producto final,

gelificandolo por temperatura con un equipo bafio maria.

Sabemos que el centrifugado es una “sedimentacion acelerada”, porque
la aceleracion de la gravedad se sustituye por la aceleracion centrifuga.
La férmula w?r: donde w es la velocidad angular de giro de la
centrifugadora y r es la distancia al eje de la centrifugadora. Esta
velocidad puede ser de miles de revoluciones por minuto, se alcanzan

aceleraciones mucho mayores que la intrinseca de la gravedad.

El equipo Bafio Maria que se utilice es importante que tenga un control de
temperatura de hasta 100° C,y debe ser un equipo que se usa con agua
destilada, en el laboratorio para realizar pruebas serologicas Yy
procedimientos de incubacién y aglutinacion, cabina de acero inoxidable,
control de temperatura por termorregulador bimetalico y calentador en
forma de U., siempre hay que tener cuidados con el equipo de Bafio
Maria: Evitar el uso en ambientes en los que estén presentes materiales
inflamables o combustibles, los liquidos pueden causar quemaduras si se
mete la mano inadvertidamente dentro del equipo y es importante cuando
se usa agua, la maxima temperatura del producto del recipiente superior
no excedera los 100°C (punto de ebullicion del agua a la presion de 1
atmosfera) Se debe utilizar siempre la bandeja difusora para colocar los
tubos de ensayo y evitar el uso si algunos de los controles fallan (el de
temperatura o limite) para ello cambiar el agua después de utilizarla y

siempre mantenerla con agua destilada.
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2.10. Aplicaciones del Plasma Rico en Plaguetas y Productos de

relleno similares al Plasma Gel.

Tomando en cuenta que el Plasma Rico en Plaquetas concentra niveles
elevados de factores de crecimiento, es un excelente revitalizante o
Regenerador Tisular, mientras que el Plasma Gel Plaquetario: tiene un
enfoque como un producto de relleno comercial: es decir que debe
serideal para el tratamiento de lineas de expresion y arrugas superficiales
como patas de gallo y arrugas peribucales, en rellenos de arrugas faciales
como las del entrecejo, surcos nasogenianos o lineas de marioneta,
disefiado para restaurar volimenes del rostro asi como para el perfilado
labial, aumento del volumen de labios, refuerzo de las comisuras e

hidratacion labial.

Los productos de relleno inyectables, se destacan por ser efectivos pero
costosos, sonbiodegradables y no biodegradables de origen animal,
humano, bacteriano y sintéticos para reponer volimenes y armonia al
rostro: como son los productos de relleno temporales como el Colageno,
Acido Hialurénico, y permanentes: como son los biopolimeros disponibles

en el mercado, con resultados adversos en alergias.

Existen en el mercado muchos productos, algunos mejores que otros, por
consiguiente, unos mas empleados que otros, por ejemplo, el Botox no es
un relleno, es un inyectable que evita las arrugas paralizando
temporalmente como maximo hasta seis meses los musculos, que causan
la contraccion por ejemplo sobre las arrugas de la frente y alrededor de
los ojos. El Botox es aprobado por la FDA para fines cosméticos, es
considerado seguro y efectivo, pero por cada jeringa contiene 100
unidades de un complejo de neurotoxina sin conservantes, de la bacteria

Clostridiumbotulinum.
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Los rellenos de coldgeno de origen humano son biocompatibles y sus
resultados son de cuatro 0 mas meses, para los rellenos de colageno que
se derivan de las vacas,es necesario realizarse una prueba de toleranciaa

este producto debido a potenciales alergias.

También hay productos aprobados por la FDA que contienen particulas
de hidroxiapatita de calcio, suspendidas en una solucion a base de agua.
Este relleno es biocompatible, los resultados duran hasta seis meses o
mas. También hay productos con &cido sintético polilactico, conocido bajo
la marca de Sculptra, otros que son biopolimeros permanentes como el
“ArteFill” que fue aprobado por la FDA en el 2006 para el tratamiento de

los pliegues nasolabiales o lineas de expresion.

Asi mismo es importante conocer que estos productos de relleno aunque
fueron aprobados por la FDA para ciertos usos no cosméticos, es
comunmente utilizado para una serie de usos cosméticos,no solo lo que

se indica en la etiqueta.

De acuerdo a la respuesta en su performance: en su eficiencia,
durabilidad que presente el plasma gel plaguetario en esta tesis de
maestria se cataloga, como un nuevo relleno facial autélogo con técnicas

estandarizadas de evaluacioén facial.
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2.11. Medidas faciales.

2.11.1. Angulo Naso Labial.

Formado por la interseccion de las dos lineas en el area subnasal: una es
la tangente a la base de la nariz y la otra es la tangente al borde externo
del labio superior (Celi, 2015). De acuerdo a los canones de proporciones
estéticas: El angulo naso labial debe ser mas abierto en las mujeres que
en los hombres: menos de 105 grados en hombres y menos de 120

grados en las mujeres (Nacul, 2009).

HOMBRES
90°- 105°

‘MUJERES
100°- 120°

GRAFICO6: (Nacul, 2009) Angulo Naso-Labial.

Cabe destacar que el angulo Nasolabial es muy caracteristico de cada
persona, existen diferencias significativas en el valor de la poblacion
(Garcia Linares S, 2014).

2.11.2. Plano horizontal de Frankfurt.

Es el “Plano cefalométrico que pasa por el punto infraorbitario (punto mas
bajo del reborde inferior de la 6rbita) y por el porion (punto mas alto del

conducto auditivo externo)”.
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GRAFICO7: (Witriw) 2012. Plano de Frankfurt horizontal.

2.11.3. Seguimiento.

Se lo debe hacer: midiendo la durabilidad en un area inicua (angulo nasal)
gue representan el desplazamiento y caida de los tejidos por la gravedad
dando las marcas tipicas del Envejecimiento Facial: los surcos y arrugas.
“es decir a mayor duracion del producto: el angulo naso-labial debe estar

mas abierto, no hay caida de la punta nasal” (Witriw A., 2012).
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CAPITULO 3

3. METODOLOGIA O DISENO DE LA
INVESTIGACION

3.1. Materiales y métodos.

3.1.1. Caracterizacion de la zona de trabajo.

La presente investigacion se realiz6 en el Centro Médico Red Salud Total
cuyo local se encuentra ubicado en la Av. Santa Rosa y La Paz, en la
Provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, canton Santo Domingo.
(Anexo 2).

# 0@

)

GRAFICO 8:Ubicacion del centro operativo, donde se realizé el presente

estudio.
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GRAFICO 9:Ubicacién del Laboratorio LEMAT, ESPOL, donde se

realizaron estudios de caracterizacion reométrica.

Direccion: Campus "Gustavo Galindo", Km 30.5 Via Perimetral. Facultad
de Ingenieria Mecénica y Ciencias de la Produccion. Area de Materiales y

Procesos de Transformacion.

3.2. Tipos deinvestigacion.

Al realizar la caracterizacion biomecanica y molecular del Plasma Gel
Plaquetario como relleno facial plaquetario en el Centro Médico Red

Salud Total, se aplicaron los siguientes tipos de investigacion cientifica:

cuantitativa, experimental, descriptiva y bibliogréfica.

25



3.2.1. Investigacion cuantitativa.

Se lo considera a esta investigacion cuantitativa, debido a que el estudio
mide los componentes a investigar a través de la recoleccion de datos de

las pruebas realizadas, permitiendo probar la hipétesis planteada.

3.2.2. Investigaciéon experimental.

El disefio de investigacion a utilizar es de tipo experimental debido a que
se manipul6 variables para reconocer su efecto,donde el investigador
manipula una variable y controla/aleatoriza el resto de las variables. Los
sujetos son pacientes voluntarios, que han sido asignados al azar entre
los grupos que se solicito y el investigador s6lo pone a prueba un efecto a
la vez. Asimismo, es importante saber qué variable(s) se desean probar y

medir.

Una definicibn muy amplia de la investigacion experimental, o un cuasi
experimento, es porque en esta investigacion en donde el investigador
influye activamente en algo para observar sus consecuencias, registrando
paso a paso la duracion del Plasma Gel Plaquetario en ambientes

abiertos y cerrados.

3.2.3. Investigacién descriptiva.

Seconsidera descriptiva, ya que se busca describir la situacion actual de
la literatura nos puede revelar que hay “piezas y trozos” de teoria con
apoyo empirico moderado esto es, estudios descriptivos que han
detectado y definido ciertas variables, tal es el caso de la nula existencia
estrictamente cientifica del plasma gel plaquetario en la parte Cosmética,
pero que sin embargo existen blogs y portales de colegas médicos que

opinan y aportan informacién de esta.
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3.2.4. Investigacion bibliogréfica.

Unainvestigacion bibliografica es un proceso de busqueda de informacion
en documentos para determinar cual es el conocimiento existente en un
area particular y precisamente este proceso de busqueda de informacién

nos determinara cudl es el conocimiento existente en un area particular.

Por tal motivo en esta tesis pretendemos presentar la materia simple y
claramente con los principales hechos e ideas, de modo que su lectura

sea interesante y estimulante.

3.3. Estudio transversal.

Existen ventajas que nos permiten estudiar varias variables por ejemplo
los resultadoscon la exposicion del plasma gel en ambientes abiertos y
cerrados. Asi mismo existe un tiempo limitado de ejecucion del estudio, y
no genera un costo alto.Por ello es un buen paso inicial en la elaboracion

de un estudio de cohorte.

3.4. Justificacion de la eleccion del diseio.

El presente estudio contiene un enfoque cuantitativo. Asi mismosiendo de

la misma manera descriptivo y a su vez el corte del estudio es transversal

por tratarse de una recoleccion de datos en un momento especifico en el
tiempo (Hernandez R., 2010).
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3.5. Poblacion y muestra.

Para el presente estudio, se recolectaron las muestras de sangre en un
grupo de pacientes del sexo femenino, voluntarias de Red Salud Total, la
campafia para la inclusién de pacientes en el grupo experimental empezo

en el mes de octubre del 2015 hasta febrero del 2017.

La muestra fue determinada a partir de un universo de 4020 historias
clinicas (Anexo 3) del Centro Médico de Especialidades RED SALUD
TOTAL, para lo cual se empled el célculo de muestreo para poblaciones
finitas, establecida por nivel de confianza y margen de error (Suarez M. ,

2011), (Suarez M. , 2004), utilizando la siguiente férmula:

FORMULA

N*Zz*p*q
(N-1)E*+Z%p*q

Donde:
N= | Tamafio de la poblacién 4020
Z= | Nivel de confianza 84%
E= | Margen de error 16%
p= | Probabilidad de éxito 50%
g= | Probabilidad de fracaso 50%
n= | Tamafio de la muestra ?

TABLA 1: (Freire H, 2017) Datos para la formula.

NIVEL DE 75% | 80% | 85% | 90% | 95% | 97,50% | 99%
CONFIANZA

Z 1,15 128 | 1,44 | 165 | 1,96 2,24 2,58

TABLA 2:(Freire H, 2017) Nivel de confianza.
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| N E P q n
4020 0,16 0,5 0,5 1992,37632 numerador

103,382016 | denominador

TABLA 3: (Freire H, 2017) Aplicacion de datos para en la formula.

Se obtuvo que 20 pacientes es una muestra representativa, debido a que
equivalen al 0,50% de la poblacion total de historias clinicas del Centro
Médico de Especialidades Red Salud Total. De la cual se las clasifico de
la siguiente manera: 10 pacientes jévenes sanas, con edades
comprendidas entre 18 a 37 afios y 10 pacientes en edad climatérica
entre los 37 y los 65 afios de edad, las mismas que seran convocadas

para esta investigacion, cada paciente tiene su historia clinica registrada.

3.6. Viabilidad.

El presente estudio ya despertd interés como un proyecto de Desarrollo +
Investigacion + Innovacion de la Ciudad del Conocimiento (Universidad
YachayTech) (Anexo 4) por lo que las autorizaciones correspondientes
son factibles asi como el uso de servicios de laboratorios especializados
con acreditacion internacional privados (Netlab) y de universidades y
politécnicas ecuatorianas (LEMAT, ESPOL, ESPE) entre otras, ademas
laboro como médico tratante y propietario del centro de Estética “Total
Estetic” y del Centro Médico de Especialidades de Red Salud Total con
sede en la ciudad de Santo Domingo.
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3.7. Criterios de inclusién.

Se incluye en el presente proyecto de investigacion: Mujeres jovenes
sanas, sin tratamiento, mayores de edad - hasta 37 afios, mujeres
mayores de 37 afos,en edad climatérica, sean premeopadsicas,
perimenopausicas, postmenopausicas, (indiferentes a las manifestaciones

clinicas del sindrome climatérico).

3.8. Criterios de exclusioén.

Se excluye en el presente proyecto de investigacion: Mujeres

embarazadas o en periodo de lactancia. Pacientes que se encuentren

participando en otro estudio clinico. Pacientes con diagndstico de cancer,

colagenopatias, lesiones cutaneas activas. Infecciones sistémicas.

3.9. Materiales, Equipos e Insumos.

3.9.1. Recursos humanos y materiales.

HUMANOS
DESCRIPCION CANTIDAD
Investigador 1
Tutor académico 1
Tutor metodoldgico 1
Operadores Reometria 2
Operadores Microscopia 2
Ayudantes obtenciéon muestras 2
Pacientes voluntarios 20
Personal disefio y tabulacion 2

MATERIALES
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EQUIPO TECNOLOGICO CANTIDAD

Computadora 1
Internet 1
Impresora 1
Camara digital 1
Pen driver 1
Redmetro oscilatorio 1
Microscopio éptico 1
Microscopio electrénico de Barrido 1
SUMINISTROS DE OFICINA CANTIDAD
Resma de papel 1
DVD-RAW 1
Cuadernos 1
Lapiceros 1
Anillados 1

TABLA 4:(Freire H, 2017) Recursos humanos y materiales.

3.10. Descripcién 'y caracteristicas de los productos vy

dispositivos utilizados.

3.10.1. Seccibén experimental para obtencién de Plasma Gel.

3.10.1.1. Utilitarios y procedimiento para extraccion de sangre

venosa.

Se utilizaron utiles propios para realizar la extraccion de sangre venosa
del paciente: tubos al vacio con sistema BD Vacutainer®, con
anticoagulante citrato de sodio de 3,2%., de tubo de doble pared para
asegurar la estabilidad del anticoagulante, Tapon de seguridad BD

Hemogard™ (Color: Celeste), almacenamiento entre 4-25°C, Jeringas
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desechables de plastico transparente de 5 ml con rosca LuerLock,

incorporado aguja 21Gx 1 74”".

3.10.1.2. Procedimiento para obtencion de sangre para Plasma Rico

en Plaquetas.

Estos pasos son un resumen de la Técnica patentada del Dr. Anitua como
Plasma Rico en Factores de Crecimiento (Anitua E, 2016), donde se
obtiene de la misma sangre del paciente una porcion de plasma rico en
factores vitales para iniciar y acelerar la reparacion y regeneracion tisular,
pero sin utilizar grandes cantidades de sangre, ni largas esperas en su
proceso, sin adicionar sustancias extras como la trombina bovina o

humana, ni utilizar lugares especiales que encarezcan su obtencién.

Con el siguiente proceso lo puedo hacer ambulatoriamente, inclusive en

un area de un consultorio que cumpla con las condiciones.

1. Extraccién: Debemos seleccionar la vena cuidadosamente por
palpacién, Limpieza de la zona de puncién con iodo povidona y alcohol,
Puncion venosa, Llenado de tubos con citrato de Sodio de 20 ml hasta
maximo 60 ml. (tubos de tapa celeste).

2. Centrifugacion: Aplicar tubos de manera cuidadosa sobre la
centrifuga ya calibrada por un tiempo de 15 minutos hasta 30 minutos (no

se necesita de realizar doble centrifugacion).

3. Separacion:1. Aspiracion de Cl2Ca al 0.5% con jeringa seleccionada.
2. Aspiracion del tercio inferior del plasma (PRP) si se desea utilizar para

la aplicacion al paciente.
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4. Activacion: Mezclar Cl2Ca al 10% junto con el plasma (PRP) y

homogenizar.

5. Aplicacion: Limpiar zona a tratar con iodo povidona y alcohol. Aplicar

anestesia topica dependiendo del umbral de dolor de cada paciente.

Para el presente estudio, se omite el paso 4 y 5, ya que obtenemos las 2
fracciones en la parte superior liquida del tubo y de ellas se va a obtener

el plasma gel plaquetario. (Grafico 2).

3.10.2. Utilitarios para obtencion del Plasma Gel.

Para la obtencion del bioproducto en el presente estudio se extrae y se
elabora el Plasma Gel Plaquetario, en dias ordinarios, a la paciente
modelo (Anexo 5), mediante venopuncion se extrae sangre intravenosa al
vacio de region cubital en tubos BD Vacutainer® de 4,5 ml con citrato de
sodio al 3.2%, agujas 21g x 11/2, se realiza centrifugacion con un
centrifuga Hettich, EBA 20 de 8 tubos de 6,000 RPM, g-force: 3,461, Bafio
Maria HH-W420 BEILI Control PID de temperatura de hasta 100°C,
control de tiempo hasta 120 minutos, gradillas de soporte para tubos de
ensayos, para ello se utilizé la técnica basada en la tecnologia PRGF
patentada del Dr. Anitua, se obtienen luego del centrifugado 3 fracciones
del plasma, el PRP destinado exclusivamente a la Regeneracién Facial
aplicada intradérmica, también se obtiene el Plasma Pobre en Plaquetas
(PPP) que generalmente se descarta pero se puede utilizar como un
nuevo relleno contra la pérdida de elasticidad, se debe obtener el Plasma
Rico en Plaquetas de una manera estéril, con un generador de Ozono
“Sanitron”, 35 watts, 115 Volts, salida de 75 pgr. Eqv. O3/ml.

Se utiliz6 un Bafo termostatico digital DT5-6A marca BEILI, con las

siguientes especificaciones: capacidad: 11 litros, voltaje: 110V 50-60 Hz,
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consumo de energia: 2000W,temperatura fluctuacion: + 0,5 °C, con

dimensiones de la camara de trabajo: 600 mm x 300 mm x 180 mm.

3.10.3. Caracterizacion de sus propiedades Fisico - Quimicas y

Reoldgicas.

El Plasma Gel Plaquetario, como es un producto terminado se realiz6 en
laboratorios apropiados en caracterizacion de materiales, como es
Laboratorio de Ensayos Metrologicos y de Materiales (LEMAT) de la
ESPOL (Escuela Superior Politécnica del Litoral), que inclusive dispone
de diversas técnicas complementarias, como: Microscopia Optica y
Electronica de Barrido (SEM).

3.11. Determinaciones Reométricas del Plasma Gel Plaquetario.

3.11.1. Disefio experimental.

Se aplicé un disefio de experimentos, el cual consistié en la recoleccién
de las muestras por duplicado, es decir, por cada tipo de muestra (de las
2 fracciones: Fraccion 1: PPP (de Plasma Pobre en Plaquetas) y

Fraccion3: PRP (de Plasma Rico en Plaquetas).

Para evaluar los efectos de las 2 fracciones, se realiz6 un disefio de
experimentos sobre la variable de respuesta G’ y G” por separado, en
donde se evidencio si las concentraciones de las 2 fracciones tienen un

efecto sobre las propiedades viscoelasticas del Plasma Gel.

Para evaluar si hay diferencia significativa entre las muestras con las dos

fracciones estudiadas, se ejecutd un disefio de experimentos de un solo
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factor, en este caso los niveles son ausencia o presencia del mismo en la

formulacion, sobre la variable de respuesta G’ y G”, por separado.

3.11.2. Analisis reologico.

Se realizd un analisis reologico de las muestras utilizando el reémetro
rotacional‘KINEXUS PRO de Malvern” en el laboratorio de ensayos
metrologicos y de materiales de la ESPOL.(Anexo 7), cabe destacar que
este equipo es el mas moderno y completo en cuanto a sus funciones y
sustituye a los otros equipos disponibles. Todas las funciones son
controladas y monitoreadas directamente a través del softwarerSpace,
ademas cuenta con un cartucho Peltier-Plato de capuchon activo con
gradiente térmico para sistemas de medicion de plato y utiliza un disefio
propio para evitar pérdidas térmicas de la muestra, especialmente en las
pruebas de temperatura critica. La caracteristica de un gel esta definida
en términos de dos mecanismos dinamicos: un modulo elastico (o de
almacenamiento) y un médulo viscoso (o de pérdida), considerablemente
menor que el mdédulo elastico en la regién de la meseta. Las pruebas de
cizallamiento oscilatorio de baja amplitud a una temperatura de 27°C +

1°C, utilizando el reémetro a esfuerzo inducido.

Las caracteristicas que vamos a evaluar son “la Componente Elastica o
modulo de almacenamiento G™”, “la Componente Viscosa o mdodulo de
pérdida G”, asi como también la relacion existente entre los dos

componentes conocida como Tan d.

Antes de proceder a la medicion de los moddulos de “Pérdida” y
“‘Almacenamiento” se hicieron pruebas para determinar la LVER (Region
Viscoelastica Lineal) de las muestras, que es el area en donde los
materiales exponen el menor grado de deformacion.Para la prueba de
LVER se utilizé la geometria de cono con separacion de 0,1650 mm y se

ejecutd a una “frecuencia constante de 1 Hz” y a un “rango de
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deformacion” de 0,1 a 100%, a una temperatura constante de 25 ° C.

Como este redOmetro es de tipo oscilatorio, después de determinar y
establecer la LVER, se midieron los moddulos de Pérdida vy
Almacenamiento mediante la prueba “Frecuency - Sweep”. Esta mide la
resistencia exhibida por el material a un movimiento oscilatorio, por medio
del cual se obtuvieron los resultados de los modulos, asi como la relaciéon

entre ellos, la Tan O.

Todos los parametros utilizados para esta prueba fueron tomados del
estudio realizado por Korus y Col (2008), en donde se especifica un rango
de “frecuencia angular’ de 0,1 a 100 rad/s a una temperatura constante
de 25°C. Se aplico el porcentaje de deformacion de 0,1% segun la

recomendacioén del estudio mencionado.

3.11.3. Anélisis estadistico.

Se procedio a estimar la media para cada observacion con el objetivo de
tener un solo grupo de datos para cada fraccion del plasma gel y de ésta

manera hacer a las unidades de investigacion mas representativas.

Para los promedios de cada observacion se realizaron las pruebas de
normalidad con el proposito de identificar que analisis de varianza es
factible a utilizar en el estudio correcto de los datos. Para los datos que
contindan en una distribucion de la forma normal, se recurrié a la
herramienta estadistica ANOVA, (Vicéns, Herrarte, & Medina, 2005) y
para los datos que no presentaron distribucion normal se utilizd la

herramienta no paramétrica Krusal - Wallis.
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3.12. Caracterizacion conMicroscopiaOptica.

Cuentan con lentes objetivo intercambiables, permiten al usuario ajustar
rapidamente la ampliacion. La ampliacion tipica de un microscopio Optico,
suponiendo una luz de rango visible, es de hasta 1250x con un limite de
resolucion tedrico de alrededor de 0,250 micras o 250 nandmetros. Esto

limita el limite de aumento practico a 1500x (Aspden, y otros, 2015).

GRAFICO10: (Freire H, 2017). Microscopio Optico Leica DMRB, con
camara digital Leica DC 500.

3.13. Analisis Estructural del Plasma Gel con

MicroscopiaElectronica.

3.13.1. Microscopio SEM, sistema MIRAS.

Precisamente el tipo MIRA3 es un sistema SEM de alto rendimiento que

cuenta con un emisor de alto brillo que logra imagenes de alta resolucion
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y bajo nivel de ruido, que aprovecha las ultimas tecnologias y desarrollos
en SEM; la adquisicién de imagenes es mas rapida, ya que posee un
sistema de escaneo ultrarrapido, ademas compensacion dinamica y
estatica con scripts incorporados para aplicaciones definidas por el

usuario.

GRAFICO11: (Freire H, 2017). Microscopio SEM, MIRA3 ubicado en el

laboratorio Cencinat de la ESPE, en Quito.

La técnica de analisis superficial, consiste en enfocar una muestra: un fino
haz de electrones, el cual es acelerado con energias de excitacion desde
0.1kV hasta 30kV y que permite obtener informacion morfolégica,
topogréfica y composicional de las muestras produciendo imagenes de

alta resolucion (de hasta 3 nm).
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GRAFICO 12: (KORINFO, 2015). Esquema del Microscopio SEM.

3.13.1.1. Caracteristicas clave.

Tiene una tecnologia en tiempo real: Real-time BeamTracing™ para su
rendimiento y la optimizacién del control directo y continuo del haz y la
corriente. Este equipo posee un emisor (Schottky) de alto brillo para
imagenes de alta resolucién / alta intensidad / bajo nivel de ruido. El
diseno Wide Field Optics ™ con lente Intermediate Lens (IML) patentada
que ofrece una variedad de modos de trabajo y visualizacion, para un
campo de vision o profundidad de enfoque mejorados. Cuenta con la
aplicacion: BeamDecelerationTechnology (BDT) para una excelente
resolucién, con excelente imagen a cortas distancias de trabajo con el

potente detector In-Beam.

Las camaras MIRA3 proporcionan un manejo superior de las muestras
con una etapa computarizada totalmente motorizada de 5 ejes y una

geometria ideal. Posee numerosos puertos de interfaz con geometria
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analitica optimizada - Investigacion de muestras no conductoras en
modos de presién variable. Varias opciones para el tipo de suspension de
camara aseguran una reduccion efectiva de las vibraciones ambientales

en el laboratorio.

Preparacion de muestras,se incluyen: Fijacion, deshidratacion, secado

de punto critico, metalizacion y evaporacion.

Debido a las caracteristicas propias de funcionamiento, las muestras
deben ser conductoras y que estén libres de humedad. Relativamente la
preparacion de las muestras es sencilla, y se pueden observar muestras
con objetos de tamafio desde centimetros hasta del orden de nanémetros.
Debido a su gran profundidad de campo, le da una apariencia
tridimensional a las imagenes, lo que permite enfocar y observar amplias
zonas de la muestra al mismo tiempo se reconstruyen las imagenes en

alta resolucion, de hasta 3 nm.

Es preciso que exista un equipo metalizador para que se produzca un
recubrimiento de grano fino (100 A) uniforme y conductor, de
revestimiento y recubrimiento con oro y técnicas de evaporacion con
carbono. También es necesario un equipo secador de punto critico,
mediante etapas de procesamiento, logra estabilizar y preservar la docil

estructura tridimensional de las muestras.

Las muestras deben ser cubiertas con un material conductor para su
observacion en el SEM. Para este fin se utiliza un Evaporizador de oro

SputterCoatingQuorum Q105R bajo condiciones especiales: 15 mA y 80
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mTorr por 60 segundos para producir una capa con espesor de

aproximadamente 20 nm.

GRAFICO 13: (Freire H, 2017) Derecha: Evaporizador de oro
SputterCoatingQuorum Q105R. Izquierda: sistema de pulverizacion

catédica Carbono de evaporacion anatech CEA 2.2 (ubicado en el

laboratorio Cencinat de la ESPE, en Quito.
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GRAFICO 14: (Freire H, 2017). El Q150R tiene una amplia gama de
opciones y accesorios, entre ellos esta el Sistema de pulverizacion
catédica Carbono de evaporacion Accesorio Anatech CEA 2.2.
Ademas, utiliza carbono y grafito para la evaporacién, especificamente
utiliza varillas de carbono y de grafito, sabemos que el grafito es la forma
estable de carbono. El grafito es uno de los mas suaves, en cambio el
diamante es uno de los minerales mas dificiles conocidos por el hombre,
el carbono es mas duro que el grafito, para las aplicaciones del

microscopio SEM, se recomienda el grafito.

Asi mismo, las peliculas de carbono y grafito son las mas utilizables en
SEM debido a sus caracteristicas: uniformidad amorfa y una gran
transparencia para los haces de electrones, debido a su bajo peso
molecular y su estructura Unica (ya que el grafito tiene una estructura tipo
lamina, es decir que todos los atomos se encuentran en un solo plano),
las peliculas de carbono y grafito tienen una excelente estabilidad
mecanica, e incluso el espesor de la pelicula es de aproximadamente 1-2
nm.

Las muestras de plasma gel plaguetario tanto de la Fraccion 1 (PPP)
Plasma Pobre en Plaquetas y Fraccion 3 (PRP) Plasma Rico en
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Plaquetas fueron obtenidas en forma de discos de 1 mm de espesor y
menos de 1 cm de didmetro, para que puedan ser contenidas dentro de

los pines del portamuestrasdel SEM (Grafico 15).

Luego fueron secadas en el laboratorio, por una hora a 60°C y luego
desecadas por 48 horas, para este fin se utilizd6 un evaporizador de oro
SputterCoatingQuorum Q105R a 15 mA y 80 mTorr por 60 segundos para
producir una capa con un espesor aproximado de 20 nm.A continuacion,
ambas muestras fueron cubiertas con un material conductor para su
observacion en el SEM. Las muestras fueron fijadas con cinta de carbono
conductora doble faz a un soporte para SEM. Finalmente, los
portamuestras fueron introducidos al microscopio electronico de barrido
TESCAN MIRA 3 alto vacio y fueron observadas con un voltaje de 5 kV
en modo SEM.

GRAFICO 15: (Freire H, 2017) Equipo de SEM, portamuestrasy sus

pines, elaboracion previa de plasma gel en discos para su analisis.
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GRAFICO 16:(Freire H, 2017) Parametros deanalisis.

3.14. Determinacion de la duracion “in vitro”del producto.

Para determinar cuantitativamente la duracién “in vitro” se procedié a
escoger las capas que se obtuvo de la Fraccion 1 (PPP) Plasma Pobre en
Plaquetas y de la Fraccion 3 (PRP) Plasma Rico en Plaquetas. Y vamos a

determinar su durabilidad en el tiempo:

Las muestras del plasma gel plaquetario, producto de la Fraccién 1 PPP y
Fraccion 3 PRP se los guardé en un anaquel, en ambiente cerrado y

abierto para luego ver qué pasa con su estructura, en el tiempo.

3.14.1. Duracion “in vitro” del producto en ambiente cerrado.

Se pipeted el bioproducto proveniente de la Fraccion 1 (PPP) Plasma
Pobre en Plaquetas y Fraccion 3 (PRP) Plasma Rico en Plaquetas
enjeringas y botellas de inyeccion esterilizadas para investigar su
consistencia en ambientes cerrados (sin contacto directo con el aire del
ambiente), y se los etiquetd para su identificacion, y se los almaceno en

alacena.
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3.14.2. Duracion “in vitro” del producto en ambiente abierto.

Se coloco el bioproducto proveniente de la Fraccion 1 (PPP) Plasma
Pobre en Plaquetas y Fraccion 3 (PRP) Plasma Rico en Plaquetas,en
recipientes de cristal y se expuso al aire libre, se los etiqueté para su
identificacion y se los guardo en alacena.

GRAFICO 17: (Freire H, 2017) Plasma Gel, jeringas y canulas.
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CAPITULO 4

4. ANALISIS E INTERPRETACION DE DATOS

4.1. Resultados y anélisis.

4.2. Procedimientos estandarizados para la obtencion del Plasma
Gel Plaquetario a partir de la 1ra y 3ra Fraccién del PRGF.

4.2.1. Procedimiento para gelificacion del Plasma.

Una vez obtenido el Plasma Rico en Plaquetas, concretamente el Plasma
Rico en Factores de Crecimiento, lo dividimos en 3 Fracciones (Grafico 2)
y es la Fraccion 1, el (PPP) Plasma Pobre en Plaquetas o (PPGF) Plasma
Pobre en Factores de Crecimiento de acuerdo a la tecnologia PRGF, es la
Fraccibn 1 la que nos interesa procesarle en Plasma Gel, la misma
fraccién que es desechada en la técnica anterior, ya que como su nombre
lo dice: es pobre en plaquetas, carece de los Factores de Crecimiento y
no me sirve como regenerante en la aplicacion al paciente, por lo que es

desechado.

La gelificacion de esta fraccion la conseguimos calentando el material a
bafio maria (calentamiento indirecto por conveccion térmica desde el
medio liquido, en este caso: agua, con un rango sobre temperatura de 85
grados centigrados controlada por el termdémetro, en un periodo de 5
minutos.Es importante procurar que la temperatura sea estable para que
el material gelifigue correctamente, ya que un aumento de la temperatura
y/o lapso de tiempo podemos saturar la disposicion de gel y no se podra
utilizar, en nuestro estudio se realizé de una forma muy practica, con la

misma jeringa (de preferenciade 3 0 5 cm) que se extrajo la Fraccion 1 del
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Plasma Pobre en Plaquetas,la debemos introducir y mantener dentro de
la cubeta que contiene el agua y de preferencia en posicion horizontal y
colocados el respectivo tapon tipo luer. De este modo, se calienta en
primer lugar el liquido (agua destilada) contenido en el recipiente de
mayor tamafo (equipo de bafio maria) y este va calentando gradualmente
el contenido del recipiente menor (jeringa con fraccion liquida del plasma
pobre), de un modo suave y constante. Es indispensable que en todo
tiempo el recipiente interiormas pequefio (jeringa) esté en contacto con el

liquido para que se produzca la transmision de calor.(Gréfico 18)

Una vez producida la Gelificacion, el material debe ser enfriado, al cual lo
vamos a denominar con propiedad: Plasma Gel Plaguetario, componente
gue luego de este estudio va a ser utilizado como material de relleno, para
lo cual se debera colocar a la temperatura corporal del paciente, como

un relleno tisular autologo.(Gréfico 19)

PROCEDIMIENTO GENERAL PARA
OBTENCION DE PLASMA PLAQUETARIO

1. Extraccion

b= e Sl
o)
Q
=S
(o}
5
X
Q

PF:’_‘.’ . Fraccion 1 s“h '

Fraccion 2 = -

4. Plasma Gel Apto
Para Bio Rellenos
Faciales y Corporales

2. Carga <
en Probeta 3. Centrifuga PRP

GRAFICO 18: Freire H. (2017). Procedimiento general para la obtencion

del Plasma Gel Plaquetario.
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a.- Extraer la muestra de sangre c- Depositar las muestras en jeringas

al paciente y centrifugarla. de3as5ml
b.- Obtener el PPP (Plasma Pobre d.- Colocar el respectivo tapon a las
en Plaquetas de cada muestra. jeringas.

e.- Colocar las jeringas con el tapén en
la bandeja del equipo de Bafio Maria

f.- Retirar las jeringas del equipo, se los
retira los tapones y colocar sus respectivas
agujas o canulas para su respectivo implante
en el paciente.

GRAFICO19: (Freire H, 2017). Procedimiento para la obtencién del
Plasma Gel.

4.3. Identificacion de las caracteristicas y propiedades fisicas
escalares, vectoriales y tensoriales del plasma gel mediante
equipos y dispositivos para ensayos reolégicos vy
microscopicos.

4.3.1. Determinacion de andlisis con microscopia.

A. Optica.

La resolucion de 100 x, en la muestra de Fraccion 1 (PPP) liquida,donde

se observan algunas plaquetas aisladas, asi como cristales de calcio y
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microfibrillas (proteinas) dispersas muy largas sobre un fondo muy

-
*«-b
2% «a
‘ 3

«C

homogéneo. (Gréfico 20).

P
GRAFICO 20:(Freire H, 2017) Microfotografia 100x/i.a. de la Fraccién 1
(PPP) liquida, dePlasma Pobre en Plaquetas. Las flechas rojas con los
literales nos indican.a: filamentos de microfibrillasb: agregados

plaquetarios c: cristales

En la Fraccion 3 (PRP) liguida de Plasma Rico en Plaguetas,resolucion
de 100 x, con la presencia de gran cantidad de trombocitos, visualizamos
acumulos de fibrina coagulada (el material fibrilar estd coagulado sobre
una base amorfa con un numero aproximado de 900.000 x mm3), los
cuales son los llamados a generar la accibn de factores de

crecimiento.(Gréfico 21).
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GRAFICO 21: (Freire H, 2017) Microfotografia 100x/i.a. de la Fraccién 3
(PRP) liguida del Plasma Rico en Plaquetas.Las flechas rojas con los

literales nos indican. a: acumulos de material fibrilar en forma de

columnas.

LaFraccién 1 gelificada de Plasma Pobre en Plaquetas se puede apreciar
como un gran conglomerado que aglutind al material rico en fibrinégeno
en fibrina y que hace caracteristico al Plasma Gel Plaquetario, y que nos
da la ideacomo un material de relleno presenta un volumen propio, como
caracteristica principal es la presencia de las reticulas, frente a los
aglomerados plaquetarios en una relacion doscientos a uno.
Practicamente tiene una morfologia de un biopolimero, pero, de fibrina

coagulada.(Grafico 22).
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GRAFICO22:(Freire H, 2017) Microfotografia 100x/i.a. Plasma Gel

Plaguetario. Correspondiente a la Fraccion l1gelificada de Plasma Pobre
en Plaquetas, Las flechas rojas con los literales nos indican.a: agregados

plaquetarios en forma de columnas b: reticulas.

B. Microscopia Electronica de Barrido.

Para el presente analisis de las muestras: se los clasificoO en diferentes
carpetas digitales, donde se obtuvieron varias microfotografias a
diferentes  magnificaciones de cada wuna de las muestras
procesadas.(Grafico 23).Se analizé un total de 5 muestras:3 con Fraccién
3 (PRP) Plasma Rico en Plaquetas y 2 con Fraccion 1 (PPP)Plasma
Pobre en Plaquetas, podemos apreciar el portamuestras introducidas a la
camara del Microscopio de Barrido y en detalle elPin para SEM, con su
correspondiente muestra de Plasma Gel Plaquetario (estas muestras
deben ser de 1 mm de espesor y un diametro inferior a 1 cm (para que

pueda caber en dentro del Pin).
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5mm

5mm

5mm

GRAFICO 23: (Freire H, 2017). Microfotografias de las muestras
procesadasa: en recuadro: Portamuestras introducidas al SEM, TESCAN
MIRA 3., a laizquierda: b y c: pines con F1 (PPP),a la derecha: d, ey
f:pines con F3 (PRP), con una magnificacién de 15 x (campo visual: 13, 8

mm).

Resultados por Fraccion del Plasma Gel Plaquetario.

Para este andlisis, (Grafico 24). Vamos a tener como referencia: en la

parte superior una imagen guia a 15x, para que se pueda reconocer las
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zonas en las que se tomé la imagen, cada imagen tiene la codificacion de

la zona en la que fue tomada.

De las muestras obtenidas de la Fraccion F3 (PRP) Plasma Rico en
Plaquetas, podemos apreciar de las zonas de la periferia del disco en
elsector 1-3, a 1kx (1000x) una superficie no homogénea, algo uniforme
con presencia de pequefios poros, a 10 kx (10,000 x) estos agujeros se
aprecian no tan numerosos, aproximadamente de 1 a 3 um, aunque
también se aprecia plisados pero siempre con la presencia de poros, en el
sector 3 (mas central del disco), se aprecia ciertas elevaciones sobre un
fondo granulado, que no son mas que aglomeraciones de los agregados
plaquetarios y las llamadas reticulas, razén por la cual ya son evidencias

de una andamio estructural.

Como vemos en la parte superior del Gréfico 25en el mismo sector 3, hay
dos fotografias, la primera fotografiaa una resolucién de 5 kx se aprecia
un segmento muy homogéneo, (a manera de fragmento de unas 15 pum)
sobre una superficie granulosa, que corresponde a un pedazo de Plasma
Pobre, que esta encima de toda la extensibn muy heterogénea, granular y
rugosa del Plasma Rico, como se aprecia en el sector 4, mientras que la
fotografia con resolucion a 10 kx presenta la superficie particular del

Plasma Rico.

En el sector 5 vemos claramente el limite entre las 2 fracciones: lisa y
homogénea de la Fraccién 1 (PPP) frente a la superficie heterogénea y
granulosa de la Fraccion 3 (PRP), esto se debe a los artefactos propios
gue se producen en la obtencién de las 2 fracciones liquidas antes de la

gelificacion.
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GUIA
de las muestras

PRP 4@\ = procesadas

4 & Magnificacién a 15 x
‘ . Campo Visual: 13.8 mm
WD: 26.33 mm
SEM HV: 5.0 kv
MIRA 3 TESCAN

10kx CV:20,8 mm
A A

%
&
L X Z"a d.

10 kx CV:20,8 mm

1.00 kx CV:208 mm

GRAFICO24: (Freire H, 2017). Microfotografias SEM, de la Fraccion F3
(PRP), en la parte superior: se observa la Guia de la muestra procesada,
con una magnificacion de 15 x (campo visual: 13, 8 mm). Las fotos 1y 2

corresponde a la periferia de la muestra y la foto 3 corresponde al centro.
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GRAFICO25: (Freire H, 2017). Microfotografias SEM, de la Fraccion F3
(PRP), continuacién de la Guia procesada anterior, Las fotos 3,
corresponde a otra area de la parte central de la muestra, las fotos 4 en el

tercio externo de la muestra, y la foto 5 en la frontera.
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(Gréfico 26):

En esta muestra: el sector 1, ubicado en la parte central del disco, se
aprecia muy claramente a 1 kx: superficie granulosa de la Fraccion F3
(PRP) Plasma Rico en Plaquetas, con la presencia de poros, a manera de
crateres o lagunas, con espacios entre variables entre si entre 20 a 50
pm, a 10 kx: se visualiza un poro, cuya silueta no es del todo regular,
alrededor estan los trombocitos aglomerados, producto de la activacion
plaguetaria, y su morfologia cambia drasticamente.

En el sector 2, a 1 kx: en la parte periférica del disco de la muestra,
presenta el aspecto de un panal de abejas, de aproximadamente 40 a 50
um de didmetro, se aprecia en las partes centrales ciertos acumulos
plaquetarios a 10 kx estan magnificados la morfologia en 3D de las
plaguetas activadas, donde los trombocitos incrementan su tamaio, de

hasta mas de 5 um, en un patron de formas muy variables.

En el sector 3, a 5 kx: la superficie granular de esta fraccion queda
evidenciada por el gran conglomerado de plaquetas, los cuales se
encuentran aglutinados como se aprecia a 10 kx: con la consiguiente
disminucién de su sendo tamafo, de uno a tresum.y de una forma muy
desordenada, no dejando ninguna oportunidad para que se forma orificios

0 poros en su superficie.
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GUIA
de las muestras
procesadas
Magnificacién a 15 x
Campo Visual: 13.8 mm
WD: 26.33 mm
SEM HV: 5.0 kv
MIRA 3 TESCAN

Fraccion 3

PRP /

1.00 kKX CV:208 mm

5 kx V:1,5mm o 10 kx CV:20,8 mm

GRAFICO026: (Freire H, 2017). Microfotografias SEM, de la Fraccion F3
(PRP), en la parte superior: se observa la Guia de la muestra procesada,

con una magnificacion de 15 x (campo visual: 13, 8 mm). Las fotos 1 de la

parte central2sonborder line y 3 en un area saturada de plaquetas.
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(Grafico 27):

Con magnificacion a 1kx: la presencia de acumulos plaquetarios, de
aspecto mapeado es la constante en la superficie que le da un aspecto
granular, con la presencia de algunos poros de distribucion y tamafio

irregular (de entre uno a diez pm).

Con magnificacion a 5kx: se demuestra la presencia de los acimulos de
trombocitos aglomerados, que dan la apariencia en 3D, de formar
oleadas, producto de la gran congestién de estos acumulos plaquetarios
activados que dan la oportunidad de que se formen muy pocos poros y

muy pequenos en el resto de la superficie del gel plaquetario.

Con magnificacion a 10 kx: los trombocitos aglomerados, producto de la

activacion plaquetaria y su morfologia muy irregular.
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GUIA
de la muestra

Fraccion 3

PRP procesada
Magnificacién a 15 x
Campo Visual: 13.8 mm
WD: 26.33 mm
SEM HV: 5.0 kv
MIRA 3 TESCAN
1.00 kx
CV:208 mm
5 kx
CV:41,5mm
10 kx
CV:20,8 mm

g _w_‘v".:,

GRAFICO27: (Freire H, 2017). Microfotografias SEM, de la Fraccion F3

(PRP), en la parte superior: se observa la Guia de la muestra procesada,
con una magnificacion de 15 x (campo visual: 13, 8 mm). Las fotos 1,2y 3
estan en orden secuencial de acumulos plaquetarios.
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(Gréfico 28):

En la muestra, con la Fraccién 1 (PPP) Plasma Pobre en Plaquetas, se
aprecian 4 fotos del sector 1, al centro del disco de la muestra del gel
plaquetario, se han obtenido microfotografias SEM, a 1 kx: se aprecia una
superficie homogénea, no granular, a 10 kx: se aprecian pequefios
orificios y poros, los cuales no son uniformes en su distribucion y espacio

entre si, pero si son nUMerosos.

(Gréfico 29):

En los sectores 2 y 3, del disco de la muestra del gel plaquetario, de la
Fraccién 1 (PPP) Plasma Pobre en Plaquetas, se muestran casi el mismo
patréon homogéneo, a 1 kx: la superficie del plasma gel, da la apariencia
de ser levemente granuloso, pero a 10 kx: se aprecia la presencia de
poros, en un importante nimero, pero pequefios que no sobrepasan los

0,2 um. sobre una superficie homogénea.
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Fraccion 1
PPP

GUIA
de las muestras
procesadas

Magnificacion a 15 x
Campo Visual: 13.8 mm
WD: 26.33 mm
SEM HV: 5.0 kv
MIRA 3 TESCAN

1.00 kx CV:208 mm 10kx Cv:20,8 mm

10 kx CV:20,8 mm 10kx CV:20,8 mm

GRAFICO28: (Freire H, 2017). Microfotografias SEM, de la Fraccion F1
(PPP), en la parte superior: se observa la Guia de la muestra procesada,
con una magnificacion de 15 x (campo visual: 13, 8 mm). Las fotos 1
corresponden a la parte centralde la muestra.
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1.00 kx CV:208 mm 10kx CVv:20,8 mm

1.00 kx CV:208 mm 10 kx CV:20,8 mm

GRAFICO29: (Freire H, 2017). Microfotografias SEM, de la Fraccion F1
(PPP), es la continuacion de la muestra Guia del Grafico 28. Las fotos 2
corresponden a la parte central y las fotos 3 a la periferiade la muestra.

62



(Gréfico 30):

Estas fotos corresponden a la continuacion del Grafico 29, de la Fraccion

1 (PPP) Plasma Pobre en Plaquetas.

En el sector 4, de la muestra, a 1 kx: presenta la superficie casi el mismo
patrén homogéneo, constituido mayormente de fibrina coagulada, a 10 kx:
la presencia de pequefios y numerosos poros, distribuidos de forma

irregular.

(Grafico 31):

Las microfotografias SEM, de la muestraFracciéon 1 (PPP) Plasma Pobre
en Plaguetas, como referente presenta a 1 kx: una superficie con el
mismo patrén homogéneo, casi mondtono, constituido mayormente de
fibrina coagulada, a 10 kx: la presencia de pequefios y numerosos poros,
distribuidos de forma irregular.
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1.00 kx
CV:208 mm =

10 kx
CV:20,8 mm

GRAFICO30: (Freire H, 2017). Microfotografias SEM, de la Fraccion F1
(PPP), es la continuacion de la muestra Guia del Grafico 32, Las fotos 4
corresponden a la parte central de la muestra.
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Fraccion 1 GUIA
: de la muestra
PPP procesada

Magnificaciéna 15 x

ampo Visual: 13.8 mm
WD: 26.33 mm
SEM HV: 5.0 kv
MIRA 3 TESCAN

1.00 kx
CV:208 mm

10 kx
CV:20,8 mm |

GRAFICO31: (Freire H, 2017). Microfotografias SEM, de la Fraccion F1

(PPP), en la parte superior: se observa la Guia de la muestra procesada,

con una magnificacion de 15 x (campo visual: 13, 8 mm). Las fotos a la
parte marcada con asterisco de la muestra.
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4.4. Determinacion de andlisis con reologia.

4.4.1. Resultados de comparacion para G* por fraccion de Plasma

gel.

Debido a que las dos muestras de la fraccion 1 PPP y fraccién 3 PRP del
componente G’ tienen distribucidon no normal, se procedio a realizar la
prueba de analisis de varianza Kruskal-wallis a 2 niveles PPP y PRP, con
el cual se emplea el siguiente contraste de hipétesis: 0: Las medianas de
G’ de las dos fracciones son iguales. Vs H1: -HO.

Con esta prueba se obtuvo los resultados mostrados en la tabla 5que
indica un valor p=0,0761456, el cual es mayor que 0,05,concluyendo que

no existe una diferencia estadisticamentesignificativa entre las medianas,

con un nivel del 95,0% de confianza.

18,1429 3,14523
TABLA 5:(Freire H, 2017) Kruskal-Wallis para Médulo de

Almacenamiento (G’) de muestras con Fraccién 1 PPP Plasma Pobre en

Plaquetas.

En los graficos 32 y 33 se muestra como estan agrupadas lasunidades de
evaluacion de la data, ademas se puede apreciar laubicacion de la
mediana de una Fraccion con respecto a otra, loque puede llegar a dar
indicios de sus diferencias.

Por ultimo, se puede llegar a la conclusion de que el conjunto de datos

con la Fracciéon 3 de PRP posee una mayor variabilidad debido a la

extension de su grafico, cabe recalcar la presencia de un dato atipicoen el
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conjunto de datos con Fracciéon 1 PPP, el cual es representado por
pequefio cuadrado ubicado a 3400 (Pa) aproximadamente.
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GRAFICO 32:(Freire H, 2017) Diagrama de cajas para médulo de

almacenamiento (G’) de acuerdo a las fracciones de plasma gel.

Grafico de Medianas con Intervalos del 95,0% de Confianza

2400 —

2000

© 1600 |-

1200

800

Muestra 1 Muestra 2

Concentracion

GRAFICO 33:(Freire H, 2017) Diagrama de medianas para médulo de

almacenamiento (G’) de acuerdo a las fracciones de plasma gel.
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Como acotacion final se puede decir que las fracciones del PPP y del
PRP no presentaron diferencias significativas entre si, pero al observar
los gréaficos obtenidos en la prueba el dato se distingue que la Fraccion 1
de PPP tiene valores menores en comparacion con la Fracciéon 3 PRP, lo
gue hace imaginar que a mayor concentracion de algun componente
como por ejemplo el Fibrindgeno, la componente elastica de la muestra

puede tender a disminuir.

4.4.2. Resultados de comparacion para G” por Fraccion de Plasma

gel.

Se probd estadisticamente que las muestras poseen una distribucion
normal por lo que se procedié a realizar un analisis ANOVA, en donde se
plantea el siguiente contrate de hipotesis: HO: Las medias de G” de las
dos Fracciones del Plasma gel son iguales Vs H1: -HO.

La tabla 6, muestra un valor p=0,0541, lo que indica que no hayevidencia
estadistica suficiente para rechazar HO a favor de H1, conun nivel del
95,0% de confianza. Se puede concluir que las muestrasno presentan

diferencia significativa.

Entre grupos 440281 1 440281 3,94 0,0541

Intra grupos | 4,47391E6 40 111848

Total (Corr.) | 4,91419E6 | 41
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TABLA 6:(Freire H, 2017) ANOVA para G" Fraccion de plasma gel
Kruska.
En la tabla 7, se evidencia la prueba de mdltiples rangos donde se
demuestra que los dos grupos comparten una misma columna,
corroborando la conclusion de la tabla ANOVA.

Muestra 1 21 705,353 X
Muestra 2 21 910,125 X

TABLA 7:(Freire H, 2017) Pruebas de Multiple Rangos para G" Fraccion
de plasma gel.

A continuacion, se muestra el diagrama de cajas en el grafico 34 y el
diagrama de medias en el gréfico 35, donde se aprecia que no existe
diferencia significativa entre las dos muestras con la Fraccion 1 PPP, ya

gue sus medias estan casial mismo nivel.
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GRAFICO 34:(Freire H, 2017) Diagrama de cajas para médulo depérdida

(G”) de acuerdo a las fracciones del plasma gel.
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GRAFICO 35:(Freire H, 2017) Diagrama de medias para médulo

depérdida (G”) de acuerdo a fracciones de plasma gel.

Las componentes viscosas de las muestras con la Fracciéon 1 PPP y
Fracciéon 3 PRP, no presentaron diferencias entre si, pero los graficos de
cajas y medianas expresan que la muestra con Fraccion 1 PPP posee
valores inferiores de la componente viscosa en comparacion con la

muestra de la Fraccion 3 PRP.

Esto puede indicar la presencia de algin componente quea mayor

concentracion el G” tiende a disminuir.

En el Grafico 36, vemosel comportamiento viscoelastico del Plasma Gel
Plaquetarioa la deformacion, las dos Fracciones PRP y PPP, van casi
paralelamente y a la misma altura de acuerdo a la frecuencia progresiva
(expresada en Hz) que produce el reémetro, mientras se va aplicando el
esfuerzo de cizalla se co