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Resumen

Desde la década de los 70’s del siglo pasado, se observo que el suero de conejo contiene
sustancias bactericidas que actlan sobre ciertas bacterias Gram-positivas. Estudios
posteriores sugirieron que las plagquetas eran la fuente celular de esta actividad
antibacteriana. Desde estos primeros estudios, numerosos investigadores han intentado
aislar moléculas antimicrobianas plaquetarias. Ya para 1977 se describe un pequefo
péptido antibacteriano a partir de plaguetas de conejo que fue liberado de los granulos de
plaguetas como resultado de la agregacién plaquetaria inducida por trombina. En los 80’s
se informd de un péptido bactericida aislado a partir de suero de conejo sano. En esa
misma década el extracto plaquetario se us6 como adhesivo de fibrina, el cual aparece en
el ambito de la investigacion en respuesta a la necesidad de mejorar los agentes
hemostéticos y los adhesivos quirdrgicos, sobre todo en aquellos érganos en los que

resulta muy dificil controlar el sangrado como higado, rifiones, cerebro, etc.

Con base a estos antecedentes, en este trabajo se planed investigar el posible efecto
antimicrobiano de extractos plaquetarios humanos sobre bacterias multirresistentes a
antibidticos. Dichas bacterias seran aisladas de la superficie de piel sana de jovenes
voluntarios asintomaticos. Nuestra hipotesis es la de que dichos extractos plaquetarios
tendrdn un efecto sobra bacterias multirresistentes a antibiticos inhibiendo su

crecimiento.

Para saber si la hipbtesis es correcta, se hicieron los siguientes experimentos: se tomaron
las muestras de piel de individuos asintomaticos y se sembraron en medios para que las
bacterias se multiplicaran y activaran su metabolismo, luego se purificaron en medios
sélidos, posteriormente se aplicaron antibiogramas a todas las cepa y se escogieron las 5
cepas con alta resistencia a antibioticos. A estas se les aplicaba el extracto de proteinas
de plaguetas y se observo que afectaba el crecimiento de manera bacteriostatica. Se
pensé que el efecto bacteriostatico era por las proteinas de bajo peso molecular que se
encuentran en el extracto plaquetario por lo que se realizé una electroforesis para saber si
ocurria lo que se sospechaba. Los resultados mostraron que posiblemente las proteinas
responsables del efecto bacteriostatico son unas proteinas de bajo peso molecular

llamadas kinocidinas, pertenecientes al sistema inmune innato.



Introduccién

Composicion de la sangre

La sangre circula por todos los tejidos, transporta nutrientes y también productos de
eliminacion.

Un ser humano adulto promedio llega a contener entre 5 y 6 litros de sangre y casi la
mitad de ese volumen estd ocupado por tres tipos de células sanguineas: eritrocitos
(glébulos rojos), cargados de hemoglobina y especializados en el transporte de oxigeno y
diéxido de carbono; en una cantidad mucho menor, leucocitos (glébulos blancos) de
diferentes tipos, esenciales para el sistema inmunitario que defiende al organismo contra
infecciones; y plaquetas, que participan en la coagulacidbn sanguinea para evitar la
pérdida de sangre en las lesiones. La parte liquida es el plasma sanguineo, que contiene
un 90% de agua y un 10% de solutos (Lehninger, 1992).

Una vez que se centrifuga, la sangre puede separarse en plasma sanguineo y células. Un
10% del plasma sanguineo son solutos, de los que a su vez, un 10% son sales
inorgénicas, un 20% moléculas organicas pequefias y un 70% proteinas plasmaticas. En
la sangre las células se encuentran aproximadamente en las siguientes proporciones:

eritrocitos en un 90%, leucocitos en un 7% vy las plaquetas en un 3%.

Plasma

La porcion liquida de la sangre, el plasma, es una solucién que contiene gran cantidad de
iones, moléculas inorganicas y moléculas organicas que se encuentran en transito en
diversas partes del cuerpo o ayudan al transporte de otras sustancias. El volumen normal
del plasma es aproximadamente el 5% del peso corporal o cerca de 3.5 litros en un varén
de 70 kilogramos. Cuando el plasma se pone en reposo, este coagula, a menos que se
ponga en contacto con algun anticoagulante. Si se extrae sangre del organismo

dejandose coagular y el coagulo que se forma se retira, el liquido restante es suero.

La composicion quimica del plasma es muy compleja ya que en el plasma pueden existir

las siguientes especies: lipoproteinas, nutrientes, metabolitos, productos de desecho,
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iones inorganicos y hormonas. Mas de un 70% de los sdlidos del plasma son proteinas
plasmaticas. Las principales proteinas plasmaticas incluyen inmunoglobulinas
(anticuerpos circulantes), seroalbumina, apolipoproteinas implicadas en el transporte de
lipidos (como VLDL, LDL, HDL), transferrina (transporta hierro), y proteinas para la
coagulacion sanguinea como el fibrinbgeno (este en pequefas fracciones) y la
protrombina asi como albumina y globulina. Las fracciones proteinicas se pueden separar
y caracterizar por su velocidad relativa de sedimentacion en la ultracentrifugacion o por su
velocidad de migracibn en un campo eléctrico; a esta técnica se le conoce como

electroforesis (Ganong, 1993).

Plaguetas

Las plaquetas son cuerpos granulosos de 2 a 4 micrOmetros (um) de diametro. Hay
aproximadamente 300,000 por microlitro (uL) de sangre circulante y en condiciones
normales su vida media es de casi 4 dias. Los megacariocitos (células gigantes de la
médula désea) forman plaquetas al desprenderse de fragmentillos de citoplasma y
expulsarlos hacia la circulacién. La produccion de plaquetas esta regulada por los factores
estimulantes de colonia que controlan la produccién de megacarocitos. Entre el 60 y 75%
de las plaquetas expulsadas por la médula 6ésea se encuentra en la sangre circulante

mientras que el resto se encuentra en el bazo.

Las plaquetas, ademas de su funcion de hemostasia, contienen varios factores de
crecimiento que han sido sintetizados por el megacariocito, recogiendo ademas durante
su recorrido sanguineo proteinas plasmaticas que almacenan en su interior. Estos
factores de crecimiento son liberados en las zonas donde hay dafo tisular, al romperse

las plaguetas y liberar su contenido al exterior (Santonja, F. & Pastor, A., 2009).

Las plaguetas cuentan con un anillo de micro tubulos alrededor de su periferia  que
contiene actina y miosina. Cuentan también con glucégeno, lisosomas y dos tipos de
granulos: granulos densos, que contienen las sustancias no proteinicas que se secretan
como la reaccién a la activacion plaquetaria, entre ellas serotonina y ADP y otros
nucledtidos de adenina, y granulos a, que contienen proteinas secretadas distintas a las

hidrolasas de los lisosomas. (Ganong, 1993)



Figura 1. Bandas plaquetarias.
En esta figura se puede observar al anillo de un micro tibulo en la periferia de la plagueta.( Ravid, 2008)
https://doi.org/10.1182/blood-2008-02-137786

Las plaquetas tienen una membrana invaginada ampliamente con un sistema de
conductillos. Cuando se activan de manera adecuada se acumulan en el sitio de lesion
(agregacion plaquetaria), cambian de forma, emiten pseuddépodos y secretan el contenido
de sus granulos a través de los conductillos (liberacion plaquetaria). Todo ello sucede in

vivo durante el proceso de cicatrizacion.

Figura 2. Estados de adhesion plaquetaria.
Se presentan los diferentes estados de adhesion plaquetaria. Las tres formas son muy diferentes a pesar de que todas

provienen de plaquetas.



Las fibras de colageno, ADP y trombina son factores que activan a las plaquetas in vivo.
La agregacion también es fomentada por el factor de activacion plaguetaria, una citosina
secretada por neutréfilos y monocitos asi como por plaquetas. Este compuesto es un éter
fosfolipidico, 1-alquil-2-acetilgliceril-3-fosforilcolina. Cuando se lesionan las paredes de los
vasos sanguineos, los receptores que hay sobre la superficie de las plaguetas entran en
interaccion con el coladgeno expuesto y se adhieren al sitio de lesion. Estos receptores
pertenecen a la superfamilia de moléculas adhesivas que unen a las células entre si. La
reaccion activa la fosfolipasa C y el diacilglicerol que se forma estimula a las plaguetas
para que expulsen el contenido de sus granulos. (Ganong, 1993). De manera analoga
sucede con el CaClz, el cual activa a las plaguetas in vitro, permitiendo que éstas

expulsen su contenido.

Figura 3. Esquema de reaccion de adhesion plaquetaria (Dovlatova, N. 2015)

Este esquema muestra la activacion de una plaqueta, para tener poder de adhesion en tejido dafiado.

¢, Qué es el Plasmarico en factores plaquetarios (PRP)?

Debido al gran interés que se tiene por el plasma rico en plaquetas (PRP) por su facilidad
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para mejorar la respuesta de curacion de los tejidos lesionados, se han desarrollado y

comercializado diferentes métodos creados para concentrar a las plaquetas del plasma.

Aunque todas las técnicas se han clasificado con el nombre de plasma rico en plaguetas,
este nombre tal vez no es el mas adecuado ya que la composicién exacta del concentrado
de plaquetas puede variar. Por ejemplo, algunos concentrados de plaquetas tienen
leucocitos, otros activan la cascada de coagulacion con trombina o con cloruro de calcio,
dando como resultado grandes variantes en eficacia. También la variacion en el volumen
inicial de sangre influye mucho en la concentracion de plaquetas. Consecuentemente,
cambia de gran manera la concentracion de los factores de crecimiento y asi es como los

productos de PRP pueden ser muy diferentes entre si. (Gobbi, G., & Vitale M., 2012).

Figura 4. Esquema de tubo con muestra sanguinea centrifugada.
Esta ilustracion muestra en forma de esquema las diferentes fracciones del suero en cuanto a concentracion de

plaguetas.

EL PLASMA RICO EN FACTORES PLAQUETARIOS es un nombre utilizado para un
volumen de plasma que contiene una concentraciéon de plaquetas mayor de 300-350.000

plaquetas/uL (que es la concentracion aproximada de plaquetas en sangre circulante),
9



pero que ademas no contiene leucocitos y no utiliza trombina bovina para coagular, pero

existen diferentes técnicas que pueden incluir algunos otros componentes de la sangre en

el plasma o trombina bovina para empezar la cadena de coagulacion. Es por eso que es

necesario delimitar el concepto de plasma rico en factores plaquetarios y entre los

nombres propuestos para los diferentes tipos de plasma ricos en plaquetas estan: plasma

rico en factores plaquetarios (PRP), plasma rico en factores plaquetarios con alta

concentracion de leucocitos (L-PRP), fibrina pura rica en plaquetas y leucocitos-fibrina rico

en plaquetas. Se ha comprobado que para que se produzca la maxima eficacia tiene que

haber una concentracion plaquetaria mayor de un millébn de plaquetas por microlitro.
(Santonja, F., & Pastor, A., 2009)

P- PRP

P- LRP

P- PRF Leucocitos y plaquetas

Ricos en fibrina (L-PRF)

Arthrex Inc. (Naples, FL,

Preparacion rica en factores
Plasma autologo
Condicionado (ACP™)

De crecimiento (PRGF)
Instituto de Biotecnologia

(San Antonio, Alava
Espafia)

Tecnologias Harvest
(Plymouth, MA, USA)

Biologicos Biomet
Smartprep®2
(Warsew, IN, USA)
Magellan™

Sistema Medico Ateriocitos
(Cleveland, OH, USA)

Symphony™ ||
Depuy (Warsaw, IN, USA)
Sistema de coleccién para

Concentrar plaquetas
(PCCS® )

3/Innovaciones en implantes

Fundacion de Transplantes
musculoesqueleticos
(Edison, NJ, USA)

Cascade®

PRGF estructura

Instituto de Biotecnologia (San
Antonio, Alava, Espafia)

FIBRINET® PRFM

Empresas medicas cascada
(Wayne, NJ, USA)

Vivostat PRF®

Vivostat A/S (Alleroed,
Denmarck)

(Palm Beach Gardens, FL, USA)

Angel®
Sorian Group (Milan, Italia)

Genesisi CS

EmCyte (Fort Myers, FL, USA)

Cell Save ® 5

Haemonetics (Braintree, MA, USA)

Tabla 1. Nombres comerciales del PRP (plasma rico en plaquetas) (Steven, P., 2011).
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En la tabla se presentan algunas formas comerciales del plasma rico en plaquetas.

Este plasma rico en factores plaquetarios contiene grandes cantidades de factores de
crecimiento que son proteinas que desarrollan funciones esenciales en los procesos de
reparacion y regeneracion de los tejidos. Estas proteinas intervienen en la relacion entre
células y transmiten la informacién al interaccionar con los receptores celulares que estan
en la membrana celular. Son los encargados de desencadenar efectos biolégicos como la
migracion celular, la proliferacion y la diferenciacion celular; procesos fundamentales para
la reparacion y regeneracion de los tejidos. Estos factores de crecimiento se encuentran

en el interior de las plaquetas y en otras partes del organismo.

Entre otras, encontramos las siguientes proteinas: PDGF: factor de crecimiento derivado
de las plaquetas; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular; TGF beta: factor de
crecimiento transformante beta; EGF: factor de crecimiento epidérmico. IGF-I: factor de

crecimiento insulinico tipo I. (Reyes, M., & Montero, & Cifuentes, & Zarzar, E., 2002)

En el plasma también se encuentra el factor tisular (TF) que es una proteina
transmembranal: esta es la iniciadora de la cascada de coagulacion. El TF se expresa
constitutivamente en células peri vasculares y en células epiteliales aunque también se
encuentra en la sangre, activando asi a la cascada de coagulacién. Es importante
destacar que la expresion de TF se produce en grandes cantidades después de la
exposicién de monocitos a lipopolisacaridos bacterianos. El factor tisular se encuentra en
forma de micro particulas que son pequefias vesiculas de tamafio variable (0,1-1 micras);
estas se liberan de diferentes tipos celulares tras la apoptosis o la activacion celular. (Lee
R., & Barcel D., & William J., & Wang J., & Boles J., Manly D., & Key N., & Mackman N.
2012)

Mecanismo de accion antimicrobiana.
Para que exista un mecanismo antimicrobiano entre las plaquetas y los patégenos hay
dos caminos, ya sea por contacto directo o por la disminucién de lugares en donde el

microorganismo pueda adherirse y crecer; a este segundo camino se la llama indirecto.

Para que las plaquetas liberen su contenido se empieza con la agregacion plaquetaria;

11



posteriormente, sigue la transicion y la organizacion para llegar a la formacion de
microtubulos, continuando con la degranulacion de las plaquetas y por ultimo la secrecion
de la matriz plaquetaria. Todo este proceso contribuye a la proteccion y defensa de los
individuos. Dependiendo de las diversas bacterias, estos pasos fundamentales pueden
diferir, lo que conduce a diversas formas de respuesta antimicrobiana. Esto podria influir
de manera significativa en la defensa del huésped frente a la virulencia de patdgenos

diferentes.

Cuando las plaguetas se activan, estas liberan proteinas microbicidas la mayoria de las
cuales tienen una estructura homadloga con quimiocinas clasicas, por lo que se les llaman
"kinocidinas®, debido a su doble funcion como quimiocinas y efectores microbicidas. Se
sabe que en el PRP activado se encuentran: el factor plaquetario (PF), neutrofilos que
activan proteinas (NAP), interleucinas (IL) reguladores de activacion, células T y proteinas
secretadas, pero también hay otros polipéptidos antimicrobianos contenidos en las
plaguetas que parecen tener una estructura similar y la actividad microbicida. A medida
gue la posibilidad de desarrollar infecciones después de procedimientos invasivos o con el
uso de dispositivos médicos aumenta, es un pardmetro importante para el éxito en

algunas cirugias (Mariani E, 2014).

Otra caracteristica es que el uso del PRP permite el tratamiento de pacientes con sus
propios factores de crecimiento y sus derivados, evitando asi transmision de infecciones y

reacciones inmunoldégicas.

Anticoagulantes

La tendencia de la sangre a coagularse es equilibrada en el organismo por reacciones
limitantes que tienden a prevenir la coagulacion dentro de los vasos sanguineos y a
desbaratar cualquier coagulo que llegue a formarse anormalmente. Estas reacciones
incluyen la interaccion entre el efecto agregador de plaquetas del tromboxano A2 y el
efecto antiagregador de la prostaciclina, que hacen que se formen los coagulos en el sitio
cuando se lesiona un vaso, pero mantiene la luz del vaso libre de coagulos. (Ganong,
1993)

12



En el organismo, la heparina es un anticoagulante que se produce naturalmente. También
un nivel plasmatico de Ca?* suficientemente bajo puede interferir con la coagulacion de la
sangre. Pero la coagulacion puede limitarse in vitro si se retira Ca?* de la sangre mediante
la adicién de sustancias, como oxalatos, que forman sales insolubles con Ca?*, o bien
agentes quelantes que fijan el Ca?*. Los derivados de cumarina, como el dicumarol y la
warfarina también son anticoagulantes eficaces. Inhiben la accion de la vitamina K y esta
vitamina es cofactor necesario para la enzima que cataliza la conversion de residuo de
acido glutdmico a residuos de acido gamma carboxiglutamico. Seis de las proteinas
implicadas en la coagulacion requieren la conversion de varios residuos de &acido
glutamico a residuos de &cido gammacarboxiglutdmico antes de liberarse a la circulacion

y por tanto las seis son dependientes de vitamina K. (Ganong, 1993)

Figura 5. Muestra de sangre periférica.

Mecanismos de resistencia de las bacterias.

Existen varias formas en las que un organismo puede mostrar resistencia a antibioticos.
Por ejemplo, la resistencia intrinseca a un agente antimicrobiano por medio de un atributo
inherente de la especie en particular; de hecho, todos los organismos poseen barreras
naturales que impiden que un agente antimicrobiano alcance su diana. Podemos
encontrar casos tales como son la resistencia natural de bacterias Gram-negativas a la
vancomicina, ya que el medicamento no penetra la membrana externa de los
microorganismos. Pero la resistencia también puede ser adquirida por medio de
mecanismos de transferencia de material genético, disminucion o aumento del flujo de

salida de farmaco, neutralizacion del agente antimicrobiano por medio de enzimas,
13



alteracion de la diana de manera que interfiera con el agente, y la eliminacién de la diana

del todo por la creacién de nuevas rutas metabdlicas (Betina, 2006).

Las bacterias pueden utilizar uno o varios mecanismos contra diferentes farmacos, y un
simple cambio puede dar lugar a la resistencia a varias clases de farmacos diferentes, ya
que las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas tienen caracteristicas estructurales
diferentes. Tales diferencias determinan los mecanismos de resistencia primaria. Las
dianas de la mayoria de los agentes antimicrobianos se encuentran ya sea en la pared

celular, en el espacio entre la membrana y el citoplasma, o bien dentro del citoplasma.

Se sabe que uno de los métodos de adquisicion de resistencia de las bacterias es por
medio de dispersidbn o transferencia genética que esta mediada por los plasmidos,

transposones e integrones. (Oulette, 1987).

Los mecanismos de transferencia de material genético entre las bacterias son: la

conjugacion, la transduccién y la transformacion.

La conjugacion es el proceso de transferencia genética que requiere contacto de célula a
célula. Este mecanismo requiere de una bacteria donante conteniendo un plasmido

conjugativo y una bacteria receptora que carece de él.

En la transduccion el ADN se transfiere de una bacteria a otra por medio de un
bacteri6fago. En la transduccion generalizada, un fragmento de ADN bacteriano, sea
cromosomico o plasmidico, pasa a formar parte del ADN de la particula viral madura en
lugar del genoma original del virus. En la transduccion especializada, el ADN de una
region especifica del cromosoma bacteriano se integra directamente en el genoma del
virus. La transduccion se ha encontrado en bacterias Gram-positivas, Gram-negativas en

argueobacterias (Betina, 2006).

La transformacion es un proceso por el cual el ADN libre se incorpora a una bacteria
receptora competente y se lleva cabo una recombinacién genética. Cuando una bacteria
es capaz de tomar una molécula de ADN y ser transformada genéticamente, se dice que
es competente. Solo algunas cepas son transformables de manera natural, sugiriendo que
puede ser una caracteristica heredable. La transformacion natural ocurre tanto en

bacterias Gram-positivas como en Gram-negativas (Cameron, 1986).
14



Después de adquirir resistencia a los antibidticos por medio de cualquiera de estos
mecanismos, se cree que la principal causa del fracaso terapéutico es el notable aumento
en la frecuencia de la resistencia bacteriana debida principalmente al abuso y mal uso de
los antimicrobianos y que esto puede deberse a tratamientos de antibioticos inadecuados,
ya sea por suministro de dosis o intervalos inapropiados, o por tiempo insuficiente y
también por incumplimiento del paciente a las indicaciones del profesional médico. El
aumento de la resistencia se debe a la seleccion de genes de resistencia a antibidticos y a

su diseminacion en la poblacién bacteriana.

También se sabe que otra respuesta a la resistencia de las bacterias a los antibioticos es
la sobre-expresion de las bombas de expulsibn, ya que estd comprobado que las
bacterias pueden expulsar sustancias toxicas para la células bacterianas. Las bombas de
expulsion son los sistemas de transporte que sacan del interior de la célula al antibiético
evitando asi que la afecte de alguna manera. Este mecanismo de resistencia se basa en
gue en la membrana hay proteinas que transportan moléculas con estructuras de una sola
clase (especificas) o diferentes compuestos (multiespecificas), siendo la expulsion un

transporte activo secundario acoplado casi siempre a gradientes idnicos. (Patel, 2010)

Las bombas de expulsién juegan un papel muy importante en la resistencia a muchos
agentes diferentes y parece ser que son el mecanismo predominante de la resistencia

simultanea a varias clases de agentes antimicrobianos.

También existen otras enzimas que contrarrestan el efecto de los farmacos sobre las
bacterias. Estas se encuentran tanto en la membrana citoplasmatica como en el citosol y
los mecanismos por medio de los cuales la concentracion intracelular de farmaco se ve
afectada pueden ser: disminucion de la permeabilidad de la membrana externa,
disminucién de la absorcién a través de la membrana citoplasmatica y salida a través
tanto de la membrana citoplasmatica como de la membrana externa. Algunos ejemplos de
ellas son las B-lactamasas y las enzimas modificadoras de aminoglucosidos. (Patel,
2010)

La permeabilidad de la membrana externa de organismos Gram-negativos se atribuye a
alteraciones en la membrana mediada por porinas. Este sistema de flujo es muy comun

entre los patdgenos Gram-negativos.
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También existe la resistencia mediada por una disminucién de la absorcion a través de la
actividad metabodlica en la membrana citoplasmatica, pero en el caso de los

aminoglucésidos este mecanismo parece ser menos importante. (Luke, 2011)
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Figura 6. Principales mecanismos de resistencia a antibi6ticos. 1. Enzimas modificadoras. 2.

Bombas de expulsion. 3. Cierre de porinas. 4. Proteinas unidoras de penicilina, PUP. (Tafur, 2008)

Conceptos

Aséptico:

Ausencia de microorganismos patogenos. Ausencia de materia séptica; estado libre de
infeccion. Método de prevenir las infecciones mediante la destruccién o la evitacion de los
agentes infectivos, en especial por medios fisicos. También se denomina asepsis.

Bacteriostatico:

Que tiene la propiedad de inhibir la multiplicacién bacteriana; ésta se reanuda en cuanto

se retira el agente causante de este efecto.

Bactericida:
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Que posee la capacidad de matar a las bacterias, es decir, el microorganismo muerto no
puede reproducirse aun cuando sea retirado del contacto con el agente. En algunos casos
el agente puede causar lisis (ruptura celular) y en otros alterar irreversiblemente el

metabolismo celular.

Estéril:

Exento de vida de cualquier tipo. Dicha esterilidad puede efectuarse por filtracién, por
tratamiento de microbicidas, o por contacto con calor. Dado que el criterio de muerte para

los microorganismos es su incapacidad para reproducirse, el material estéril puede

contener células microbianas metabdélicamente inactivas (Brooks, 1996)
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Antecedentes

Desde la década de los 70’s del siglo pasado, se observd que el suero de conejo contiene
sustancias bactericidas que actian sobre ciertas bacterias Gram-positivas. Estudios
posteriores sugirieron que las plaquetas eran la fuente celular de esta actividad
antibacteriana. Desde estos primeros estudios, numerosos investigadores han intentado
aislar moléculas antimicrobianas plaquetarias. Ya para 1977 se describe un pequefo
péptido antibacteriano a partir de plaquetas de conejo que fue liberado de los granulos de
dichas plaquetas como resultado de la agregacion plaquetaria inducida por trombina (S.
F., Carroll & R.J. Martinez, 1981). En los 80’s se informd de un péptido bactericida aislado
a partir de suero de conejo sano. También en los afios 80 las plaquetas se usaron como
adhesivo de fibrina, lo cual aparece en el ambito de la investigacion en respuesta a la
necesidad de mejorar los agentes hemostéticos y los adhesivos quirdrgicos, sobre todo en
aquellos 6rganos en los que resulta muy dificil controlar el sangrado como higado,

rifones, cerebro, etc. (Reyes, 2002)

El plasma rico en plaquetas (PRP) en forma de gel, fue utilizado para la colocacion de
injertos 6seos en cirugia oral y maxilofacial originalmente propuesto por Marx en 1986. En
los siguientes afios, su uso fue en aumento por los excelentes resultados obtenidos,
debido fundamentalmente a la capacidad que tiene de incrementar la regeneracion 6sea
al ser utilizado junto con injertos de hueso autélogo y a que es relativamente facil
obtenerlo. Como se puede observar, el propdésito inicial del uso del plasma rico en
factores plaquetarios o PRP fue para la curacién maxilofacial y plastica en cirugias en la
década de 1990 (Mert 2015). Su uso en ortopedia se inici6 mas tarde e incremento en
estudios clinicos donde el PRP fue utilizado en tendones, ligamentos, musculos, huesos y

cartilagos.

Dentro de todas las aplicaciones clinicas a continuacion se mencionaran las mas
utilizadas en la actualidad: reconstruccion de rebordes alveolares atroficos, elevacion del
seno maxilar, rellenando las cavidades quisticas post-quistectémicas, en exodoncias
multiples, para conservar la altura del reborde alveolar, en defectos 6seos generados por
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la desinclusién de caninos o terceros molares, en defectos 6seos periapicales; después
de una apicectomia, por ejemplo, regeneracion Osea alrededor de implantes
osteointegrados rellenando el defecto inmediatamente después de haber colocado los
implantes, en reconstruccion de grandes defectos 6seos después de una cirugia

oncoldgica, etc. (Reyes, 2002)

Ya para el 2010 se conocen diferentes aplicaciones entre las que se encuentran:
tratamiento para la artrosis, porque se halld que entre los beneficios del uso de PRP
estaban la disminucion de la rigidez articular hasta en un 41% y su efecto anabdlico en el
metabolismo del cartilago, deteniéndose la degradacién del mismo y restituyendo el
ambiente fisiolégico en la articulacion, inhibiendo la inflamacion y asi disminuyendo el
dolor. (Mert 2015).

Es en el area de patologias tendinosas donde existe mucha evidencia cientifica, ya que se
ha comprobado que el PRP induce la proliferacién de los tenocitos y la sintesis de un
potente factor angiogénico y un potente factor anti-fibrético, promoviendo la angiogénesis
y formacién de células fibro-vasculares. En las roturas del tendén de Aquiles, sutura

zonas adyacentes y por lo tanto se gana movimiento en el tobillo de manera mas rapida.

En las patologias musculares, a pesar de que existi6 controversia respecto a su
aplicacion, se not6 una disminucion del tiempo de curacion. Se aplica con la previa

localizacion de la lesion con ecografia y eliminacion del hematoma en la zona afectada.

Cirugia artroscopica, en el tratamiento de lesiones del cartilago articular, ya que favorece
la regeneracion de los tejidos y también se observé una recuperacion mas rapida de las

lesiones, mejorando asi el tratamiento.

Cirugia percutanea: se aplicé el PRP en las osteotomias, dando como resultado una

recuperacion mas rapida y favoreciendo el proceso de formacion del callo 6seo.

Cirugia ortopédica: cuando hay falta de consolidacion o cuando existe falta de union de
una fractura, cuando no hay cicatrizaciébn normal, o en cirugia protésica, permitiendo su

rapida y adecuada osteointegracion. (Gobbi, 2012)
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Tratamiento emergente de BRONJ: por la eficacia de los bifosfonatos en el control de
eventos relacionados con cancer en esqueleto y fracturas en pacientes con osteoporésis y
por su nivel relativamente bajo de toxicidad y eventos adversos, se usaron de manera
generalizada los bifosfonatos. Sin embargo, a principios de 2001 se establecié una
relacion entre estos medicamentos y una nueva entidad de enfermedad caracterizada por
necrosis de hueso que se aisl6 de mandibula, a la cual se le llamé osteonecrosis
relacionada con los bisfosfonatos de la mandibula o del inglés Bisphosphonate-Related
Osteonecrosis of the Jaw (BRONJ) (Ruggiero, 2009). Solo se ha hecho un pequefio
namero de estudios de observacion; se investigaron resultados positivos que parecen
estar relacionados con factores de crecimiento, asi como la secrecion de citocinas que
estimulan la curacién. Los estudios estan en busca de propiedades regenerativas en la
combinacion de MSC (células madre mesenquimales) con PRP. La investigacion en la
regeneracion 0sea se centra en el potencial de diferenciacion osteoblastica. Modelos bien
establecidos han sido publicados por su aparente gran eficacia. (Barba-Recreo, P., & Del
Castillo Pardo, JL., & Georgiev-Ristov, T., & Ruiz, E., & Abarrategi, A., & Burguefio, M., &
Garcia, M. 2015)

Necrosis de la piel posterior a una intervencion quirtrgica: después de un minucioso
desbridamiento y eliminacion de la infeccién se aplic6 el PRP en forma de coéagulo,
ayudando a la rapida cicatrizacion, siendo de gran utilidad en zonas poco irrigadas o con

patologias asociadas a la diabetes.

Regeneracioén facial: puesto que se ha observado su efecto en regeneracion tisular, se
han hecho estudios comparando los resultados de la aplicacion del PRP intradérmico con
la aplicacion de acido hialurénico. Los resultados muestran que ambos son efectivos, pero
son mas satisfactorios y prolongados los resultados obtenidos con el PRP. Los pocos
estudios que han evaluado el beneficio clinico del PRP sobre el envejecimiento de la piel
utilizan reportes de resultados en gran medida subjetivos (por ejemplo, la satisfaccion del
paciente o bien el médico hace comparacion de fotografias). EI PRP también se utiliza en
la cirugia plastica y dermatoldgica, en procesos que requieren el uso de curacion
acelerada, mejorar el sellado mediante la eliminacion de espacio muerto, disminuir el
sangrado y la necesidad de drenaje, reducir el edema y el dolor post-operatorio. (Conde,
E., & Fernandez, ME., &, Suérez, R., 2015)
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Tratamiento en quemaduras: Las quemaduras profundas de segundo grado (DSDb)
involucran a todas las capas de la epidermis, incluidas las laminas basales. En general,
DSDb se cura con amplias areas de cicatrizacion. Se estudié6 de manera monitoreada la
curacion de DSDb mediante biopsias secuenciales después del tratamiento con PRP y se
evalu6 mediante un microscopio electrénico de barrido. Se realizO un experimento
sometiendo a cuatro caballos en dos grupos, G1 y G2, y los grupos recibieron 1 y 2
tratamientos de PRP, respectivamente. Los grupos de control se trataron con solucién
salina. Las DSDb se hicieron mediante la imposicion de hierro caliente después de la
diseccion de la epidermis y se realiz6 una biopsia 5, 15, 25 y 40 dias después del
tratamiento con PRP, y las recolecciones de hisopos se realizaron 30 dias después del
tratamiento con PRP. En el dia 25, el grupo G1 mostré una mayor cantidad de fibrillas en
comparaciéon con el grupo control tratado con solucién salina, y la organizacién de G2 fue
similar a la del tejido no lesionado. En el dia 40, G1 se asemejaba a tejido intacto y G2
mostraba tejido denso. Todos los grupos tenian contaminacion bacteriana pero no
infeccion. PRP acelerd la reparacion, indujo fibrosis y probablemente proporcioné
actividad antibacteriana en caballos con DSDb. Mediante la microscopia electronica de
barrido se observé el aumento de la velocidad de reparacion de la matriz extracelular.
Ademas, se cree que el efecto antibacterial del gel de PRP en las heridas de los caballos
ayudo a una mejor cicatrizacion ya que se prevenia la contaminacion. (Maciel, F., & De
Rossi, R., & J.C. Médolo, T., & C., R. 2012)

La Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos para la salud (AEMPS) emitié un
informe en mayo de 2013 y cre6 un marco para la utilizacion de PRP en Espafia con las
obligaciones de los fabricantes y la informacion que los pacientes tratados con PRP
deben recibir. Tal documento reconoce al PRP como un producto farmacéutico. (Conde,
E., & Fernandez, ME., &, Suéarez, R., 2015)

En la actualidad el plasma rico en plaguetas (PRP) se promueve como un producto
derivado de la sangre autéloga que puede ser aplicado exdégenamente a los distintos
tejidos, donde libera altas concentraciones de factores de crecimiento derivados de las
plaguetas que mejoran la cicatrizacion de heridas, curacién del hueso y curacién de
tendones. Ademas, se sabe que el PRP posee propiedades antimicrobianas que pueden

contribuir a la prevencion de infecciones.
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En 1928 se descubri6 a la penicilina de forma accidental por Alexander Fleming y en 1940
Florey y Chain la usaron en tratamientos en seres humanos. En esos afos en los que se
comenzo a utilizar a la penicilina como antibiético, ya el 10% de los aislamientos de
Staphylococcus aureus, eran resistentes al antibidtico; a los seis afios los aislamientos

resistentes representaban el 60% y actualmente mas del 90%.(Betina, 2006)

Se puede decir que las bacterias son multirresistentes a antibidticos si estas son
resistentes a tres o mas familias de antibidticos, a los que por lo general son
habitualmente sensibles. Se sabe que las bacterias se hacen multirresistentes a
antibidticos por llevar un tratamiento de manera inadecuada o bien por iniciar la terapia
con antibidticos tardiamente. Estas consideraciones son validas para la gran mayoria de
cocos Gram positivos y bacilos Gram negativos, teniendo impacto negativo en areas

como la salud y la economia. (Zaragoza, R., & Ramirez, P., & Lopez-Pueyo, MJ. 2010)

La utilizacion a gran escala de antibiéticos en el medio hospitalario y en la comunidad
genera la seleccidon de bacterias que resisten a varios antibibticos; estas bacterias son
conocidas como bacterias multirresistentes. Este fendmeno demuestra la importancia de
descubrir y conocer nuevas alternativas para atacar a las bacterias con medios distintos a
los antibidticos (Betina, 2006). Una de las estrategias mas prometedoras que se ha
explorado es el uso de péptidos antimicrobianos, ya que entre las cualidades importantes
de estos péptidos se encuentra que son cortos, hidrofébicos o anfipaticos y en la mayoria
de los casos tienen una carga neta positiva. Estos péptidos se pueden encontrar en el
cuerpo humano y forman parte de la inmunidad innata. (Zaragoza, R., & Ramirez, P., &
Lépez-Pueyo, MJ. 2010)

Aparentemente, este tipo de péptidos puede neutralizar una gran variedad de
microorganismos tanto Gram-positivos como Gram-negativos. Esto parece llevarse a cabo
perturbando la estabilidad de la envoltura celular ya que los microorganismos contienen
en la membrana acido lipoteicoico o lipopolisacaridos. Existe evidencia de que las
plaquetas tienen funciones antimicrobianas (Bielecki, T.M., & Gazdzik, T.S. 2007) por lo
gue los péptidos que se encuentran en las plaguetas son candidatos adecuados para
investigarse como agentes antimicrobianos; algunas de sus caracteristicas fisicoquimicas
tales como una estructura secundaria con carga neta positiva y naturaleza anfipatica

podrian afectar de manera notable la sobrevivencia de la bacterias. (Nuri, R., & Shprung,
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T., & Shai, Y., 2015)

Como se ha mencionado con anterioridad, en las plaquetas se encuentra una gran
variedad de proteinas, ya que se han estudiado hasta 800 proteinas diferentes con
propiedades antibacterianas y fungicidas, factores de coagulacion y glicoproteinas de
membrana. Ademas, en los granulos densos de las plaguetas también se almacenan
adenosin difosfato (ADP) y adenosin trifosfato (ATP), que intervienen en la homeostasis
del organismo. (Fortier, L., & Hackett, C., & Cole, B. 2011)

Formulaciones del plasma rico en plaquetas: modalidades de obtencion.

Algo muy importante al usar el PRP es que por su versatilidad se podria decir que existen
tres formulaciones diferentes con potencial terapéutico. Estas dependen de la coagulacion
y el grado de activacion de las muestras. Estas formulaciones pueden ser utilizadas para
diversos propdésitos terapéuticos:

1. Como andamiaje. La malla de fibrina es una estructura tridimensional, esto es, como un
andamio, y se puede utilizar en diversas aplicaciones tales como el tratamiento de
Ulceras, cierre de una herida, etc. permitiendo la proliferacion celular, ya que contiene
factores necesarios para el crecimiento y la migracion de las células. Esta formulacion

puede ser combinada con ciertos materiales. (Citterio, 2016)

2. También se puede obtener en forma liquida y activarse en el momento de uso. Se
utiliza parenteralmente para las articulaciones que han pasado por cirugia; en tratamiento
de trastornos de piel, la regeneracion de la piel y activacion superficial de implantes

mediante la produccion de una capa activa en la superficie. (Citterio, 2016)

3. De la misma manera, se encontré que el suero plasmatico contiene alta concentracion
de plaquetas que se puede utilizar como colirio para tratar patologias como el sindrome
del ojo seco (keratoconjuctivitis sicca) y otros defectos de la cérnea. Al final del proceso
de la coagulacion, la malla de fibrina se retrae. Es en esta etapa en que la membrana de
fibrina se puede manipular con pinzas o similares instrumentos para obtener una
membrana elastica, densa y suturable. Es una excelente herramienta para sellar heridas
después de una extraccion dental y para promover la regeneracion del tejido. (Citterio,

2016.
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Justificacion

Existe una profunda preocupacion entre los expertos mundiales de la salud por el avance
y propagacion de bacterias multirresistentes a antibiéticos que, cuando producen cuadros
infecciosos en humanos, frecuentemente no es posible darles un tratamiento efectivo con
lo que el nimero de muertes por procesos infecciosos va en aumento aun en los paises
desarrollados. Derivado de ello, existe el temor de que dentro de algunos afios la
sociedad haya regresado a una etapa similar a la de pre-antibioticos por lo que la
busqueda de nuevos compuestos antibacterianos se estad tornando en una actividad

urgente y prioritaria.

Por lo expuesto en los antecedentes, resulta claro que los extractos plaguetarios parecen
poseer actividad antimicrobiana que en ciertas circunstancias podria ser utilizada para el
tratamiento de infecciones que no responden a los antibioticos usuales. En ese sentido,

es que un trabajo de esta naturaleza se encuentra plenamente justificado.
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Hipodtesis

Existen dentro de las plaquetas humanas péptidos que pueden tener un efecto bactericida
0 bacteriostatico sobre bacterias multi-resistentes a antibiéticos y que podrian llegar a ser
utilizados en algunos procesos infecciosos recalcitrantes a tratamientos tradicionales con

antibidticos.

Objetivos:

Objetivo general:

1. Observar el efecto de péptidos extraidos de plaquetas humanas sobre bacterias
multirresistentes a antibioticos obtenidas de la superficie de la piel de voluntarios

asintomaticos.

Objetivos particulares:

1. Determinar si alguno de los péptidos liberados por las plaguetas humanas tiene
efecto bactericida o bacteriostatico sobre bacterias multirresistentes a antibioticos.
Estudiar a péptidos liberados por plaquetas humanas en geles de poliacrilamida.

3. De acuerdo a la literatura, tratar de determinar si alguno de los péptidos
observados en los geles de poliacrilamida podria ser el responsable del efecto

antibacteriano.
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Materiales y métodos.

Aislamiento de cepas bacterianas puras

Se recibieron 70 muestras tomadas de individuos asintomaticos adolescentes, de zonas
representativas de la piel, es decir, de una zona seca, de una zona grasa y de una zona
himeda. Posteriormente, estas muestras se pusieron en medios adecuados para su
transporte hasta el laboratorio. Una vez en el laboratorio, las muestras se sembraron en
medio caldo Luria, durante 24 horas para estimular su proliferacién. Cuando pasaron las
24 horas después de la siembra, se tomaron 200 microlitros del medio y se hizo una
resiembra en 3 mL de medio luria, repitiendo este procedimiento dos veces mas. Las
muestras fueron almacenadas durante 3 meses a baja temperatura por lo que, para
reactivar su metabolismo, fueron nuevamente resembradas secuencialmente como se
menciono lineas arriba.

Cada muestra se resembré en medio manitol sal agar (MSA) y McConkey, hasta obtener

aislamiento de colonias puras.

Realizacion de antibiogramas

Se tom6 una colonia pura de cada muestra, asegurando su pureza con una tincion al

Gram y su visualizacion al microscopio.

A cada muestra pura se le realizé un antibiograma, en el cual se probaron 12 antibidticos
(ampicilina, cefalotina, cefotaxima, ciprofloxaxino, clindamicina, dicloxacilina, eritromicina,
gentamicina, penicilina, tetracilina, sulfametoxasol-trimetroprim y vancomicina). Se
eligieron estos antibidticos porque son representativos de las familias de cada generacion

de antibidticos.

Para hacer esto se hizo una resiembra masiva de 0.5 de conentracidbn en escala
MacFarland en medio Hinton Muller, poniendo dentro al antibiograma y dejando incubar
por 24 horas a 37 °C.
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Luego se observod si las cepas eran sensibles o resistentes a los diferentes antibiéticos,
dependiendo de si presentaban halo de inhibicion o no. Si lo presentaban, este tenia que
ser mayor a 1.5 cm de diametro para que la cepa se tomara como sensible al antibi6tico;
si el halo no presentaba esta caracteristica 0 era inexistente, entonces la cepa se

consideraba resistente al antibiético.

Cabe mencionar que después de analizar los resultados obtenidos de los antibiogramas,
sblo se escogieron las 5 cepas que tenian resistencia a mayor cantidad antibioticos
analizados, se consideran mas resistentes porque presentaron mayor cantidad de halos

de mas de 1.5 cm.

Se realizaron pruebas bioquimicas después de observar la tincibn de Gram (catalasa,
coagulasa, glicerol, melibiosa, arabinosa, tetrazolium a pH 6.0, tolerancia al telurito de

potasio al 0,04%) para la identificacion de las cepas elegidas para trabajar.

Obtencion de sangre periférica

Se obtuvo sangre venosa por medio de una punciéon en brazo, en una de las venas
situadas en la fosa cubital, desinfectando la zona con una torunda con alcohol, pasandola
por la zona de interés con movimiento circular de adentro hacia afuera una sola vez, se
hizo un torniquete en la parte media del antebrazo, luego se extrajo sangre con una
jeringa de 5 mL, en zona aséptica. Inmediatamente se deposité la sangre en un tubo
estéril de 13X100, en el cual anteriormente se habian puesto 500uL de citrato de sodio, el
cual funciona como anticoagulante. Las muestras se obtuvieron de tres donadores
diferentes. No se realizé conteo de plaquetas ni andlisis de otro tipo a la sangre donada,

gue para los fines de este experimento no era necesario.

Obtencidn de plasmarico en factores plaquetarios.

El tubo con la sangre y anticoagulante se centrifugé a 600 rom (40 RCF) durante 10
minutos. Posteriormente se separd el suero con una micropipeta de 200 uL, con
precaucion de nunca tocar células rojas ni blancas, evitando asi que se revolvieran con el
suero separado por medio de la centrifugacion. El suero separado se puso en un tubo de

13X100, para su posterior uso, todo esto en zona aséptica.
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El suero extraido debe de usarse en un tiempo maximo de 3 horas después de haberse
obtenido. (Santonja, 2009)

Ruptura plaquetariay efecto antimicrobiano de péptidos.

En una zona estéril, se tomdé un tubo de 13X100 y se depositaron: 250 uL de medio caldo
Luria, 50uL de una solucion de CaClz (cloruro de calcio) cuya concentracion fue al 50%,
mas 250 uL de suero y 250 uL de medio caldo Hinton Mueller, inoculado con bacterias
multirresistentes a antibidticos en una concentracién de 1X10°UFC/mL de células por
cada tubo. Para comparar los resultados, a la par se hizo un control con las mismas
cantidades de todos los reactivos excepto el suero que tenia las plaguetas y asi observar
el crecimiento sin el efecto plaquetario. Después se midid el crecimiento bacteriano con
un fotobmetro (Densimat) y se registré cada resultado. Esto se realiz6 durante las primeras

8 horas, cada 2 horas.

Protocolo de Lowry TCA (Peterson, 1997)

A la muestra y a la curva patrén (5 a 40 ug de albimina de suero bovino, BSA) se le
agreg6 1.0 mL de agua destilada, luego se agregaron 0.1 mL de desoxicolato de sodio
(DOC) al 0.15%, recordando guardar el stock en el refrigerador. Posteriormente, se dej6
incubar 10 minutos a temperatura ambiente, agitando en vortex cada 5 minutos; se
agregaron 100uL de acido tricloroacético (TCA) al 72% y se dejo incubar durante 10
minutos a 4° C. Luego se centrifugd a 14 000 rpm durante 15 minutos a 4°C, se elimin¢ el
sobrenadante y se resuspendid el pellet en 100uL de agua destilada mas 2.5 yL de
hidroxido de sodio (NaOH) 2N. Se agregaron 0.8 mL de la mezcla A:B Lowry (A 50:1 B),
se incubd nuevamente a temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuacion fueron
agregados 0.5 mL de reactivo de Folin (1:1) con agua, se volvié a incubar 30 minutos a

temperatura ambiente y se leyo la absorbancia a 660 nm o 750 nm.

Preparacién de los geles para SDS-PAGE (Laemmli, 1970)

Las cantidades que se detallan a continuacion funcionan para el sistema de mini geles de

Bio-Rad (Mini-Protean 11). Estas pueden adaptarse para otras camaras de diversa
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capacidad, conservando las proporciones.

Para la preparacion de gel separador o inferior (5 mL grosor =0,75 nm), mezclar los

siguientes reactivos, segun el porcentaje de gel deseado, en tubo de 50mL.:

Componente Concentracion final
20% 15% 12% 10%  7,5% 5%
unidad
Agua 367 1167 1683 2000 2367 2783 pL
desionizada

Amortiguador 1250 1250 1250 1250 @ 1250 1250 ML

separador
SDS 50 50 50 50 50 50 pL

Acrilamida/bis = 3333 2500 2000 1667 @ 1250 833 pL

acrilamida

Tabla 2. Porcentajes para preparar el gel para SDS-PAGE.

1. Se prepar6 el molde para el gel y se hizo una marca a 1-1,5cm debajo del nivel del

peine de muestras. Se retiro el peine.

2. Posteriormente se agrego: 15uL de persulfato de amonio, agua desionizada,
amortiguador del gel superior, SDS, acrilamida/bisacrilamida y por ultimo el
TEMED. Inmediatamente, la mezcla se agrego al molde y con una piseta con agua
destilada se llen6 el espacio que sobr6 del molde para gel hasta el borde, se

esperd a que polimerizara el gel, entre 15 a 30 min.

3. Una vez que se esperaron 15 minutos adicionales, se noto la division interfase

entre el agua y el gel. Luego se decanto el agua destilada.

4. Se prosiguid6 a mezclar los componentes en un tubo de plastico, para la parte
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superior del gel (gel concentrador):

Componentes Cantidad
Agua desionizada 1,5mL
Amortiguador superior 630uL
SDS 33uL
Acrilamida/bisacrilamida 330uL
Persulfato de amonio 10uL
TEMED 2uL

Tabla 3. Componentes del gel concentrador.

5. Una vez agregados los catalizadores, se mezcld y vertio de inmediato en el molde,
poniendo el peine rapidamente de manera horizontal, sin atrapar burbujas, dejando

polimerizar entre 15 a 30 minutos.

6. Se retird el peine con mucho cuidado, luego se lavo cada pozo con agua destilada,

quitando burbujas y residuos inconvenientes.

7. Las muestras se depositaron en un trozo pequefio de papel encerado, con ayuda
de una micropipeta de 50uL y fueron depositados 40 pL de plasma rico en factores

plaquetarios mas 10 yL de amortiguador.

8. Se cargaron las muestras en los pozos del gel de poliacrilamida, recordando cargar

también uno de los pozos con el marcador de peso molecular.

9. Luego se llené la camara con el amortiguador de camara.

10.Se coloco el gel en la cdmara y se corrié a 180 volts, teniendo atencion de que las

muestras corrieran todo el gel y con precauciéon de que no salieran de él.

11.Posteriormente se saco el gel y se sumergié en fijador durante 15 minutos, en un
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recipiente tapado (evitando los vapores toxicos del metanol), con agitacion suave.

12.Para tefir el gel con azul de Coomassie R-250, el gel fue sumergido en un
recipiente con 50 mL de azul de Coomassie (2.5 g de Coomassie Blue, 50%
metanol, 10 % &cido acético, 45% agua), en microondas durante un minuto,
evitando que ebullera el liquido.

13. Fue quitado el exceso de colorante depositando el gel en solucién destefiidora
(200 mL de metanol, 150 mL de acido acético, 650 mL de agua) durante 1 hora

con agitacion constante suave.

14. Se registraron los resultados tomando una fotografia.
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Resultados

Bacterias multi-resistentes a antibioticos

A continuacién se presentan los resultados obtenidos a lo largo de esta investigacion. En
esta primera parte se pueden observar tablas en las que se ordenan las cepas con los
antibidticos a los cuales se expusieron en los sensidiscos. “R” significa que la cepa fue

resistente al antibiotico y “S” que fue sensible al antibiotico con un hola igual o mayor a

1.5cm.

| Cepa

W 14CA | 10ACK | 13AA 15BC 7B3 18BA |17B1 | 15CA 14A 12A 12BC | 12CCK 4BC|10A 4ACK
Ampicilina R R S R R S R R R S R R RI R S
Cefalotina R R S R R R S R S S S R S| S R
Cefotaxima S R S S R S S R S S S R R S S
Ciprofloxacino R S R S S S S S R S R R S S S
Clindamicina S S R R S S S S R S R R S R S
Dicloxacilina S R R R R R S R S S R R R S S
Eritromicina S S S S R S S S R S S S S R S
Gentamicina S R S S R R S S S S S S S S R
Penicilina R R R R R R R R R S R R RI R S
Tetraciclina S S S S R S S S S S R S R R S
Sulfametoxazol/ S R R R R R S R S S S R S R R
Trimetroprim

Vancomiina S S S R R S S S S S S S R S S

Tabla 4A. Resultados de la aplicacion de sensidiscos. R= resistentes S= sensibles
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Cepa
Antibidtico

7ACK 3CC | 7A 5CC 16A 9ACK 6CCK2 6CCK1 ~ 9CA 17CCK 2A2  15BC | 16CA  6° 16CC
Ampicilina S R R S R S S S R R S R R R S
Cefalotina S S R R R S R R S R R S S S S
Cefotaxima S R R R R R R R S S R S S S R
Ciprofloxaxino S R IR S R S S S S R S S S S S
Clindamicina S R R R R S R S R R R S S S S
Dicloxacilina S S R R S S R R S R R S S S R
Eritromicina S R R S R S S S R R R R S R S
Gentamicina S S R R R S R R R R S R R R R
Penicilina S R R R R S R R R R R R S R R
Tetraciclina S R R R R S S S S R R R S R S
Sulfametoxazol/ S S R R R S R R S R R R S R R
trimetroprim

Vancomicina S R R S R S S S S R S R S R R

Tabla 4B. Resultados de la aplicaciéon de sensidiscos. R= resistentes S= sensibles
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w
Antibidtico

2AA

16CCk

14BA

17CCk

9BA 5B

8BC 7B1

18BCC

16CC

12CA

15BC

16CCK4

17A

14C

Ampicilina

Cefalotina

Cefotaxima

Ciprofloxaxino

Clindamicina

Dicloxacilina

Eritromicina

Gentamicina

Penicilina

Tetraciclina

Sulfametoxazol/

trimetroprim
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Vancomicina

Tabla 4C. Resultados de la aplicacion de sensidiscos. R= resistentes S= sensibles
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w
Antibiético

10CCK2 14BA 5AK 14AA 8BC 11BCK 16AA 9BC 18BCK 16CCA 4CCK 5CA2 4CA 3BC 6CCK1
Ampicilina R R R S R R R S R R R R R R S
Cefalotina S R S S S R S R R S R S S S S
Cefotaxima R R S S R R S S R R S R R S S
Ciprofloxaxino S R S R S R R S R S R S S R S
Clindamicina S S R S R R R S R S R S S S S
Dicloxaxilina R R S S R R R S R S R S S S S
Eritromicina S S R R R S S S R S R S S S S
Gentamicina R R S R R S S S R S R S S S S
Penicilina R R R S R R R R R S R R S R S
Tetraciclina S R R S S R R S R S S R S S S
Sulfamtoxazol/ R S R R R R R S R S R R S R S
Trimetroprim

Vancomicina S S S S S R S R S S R S S S S

Tabla 4D. Resultados de la aplicacion de sensidiscos. R= resistentes S= sensibles
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Cepa
Antibiotico

17C

12AA

4ACK

16CC

4CCK

11CA

17B2

10CCK1

11A

Ampicilina

Cefalotina

Cefotaxima

Ciprofloxacino

Clindamicina

Dicloxacilina

Eritromicina

Gentamicina

Penicilina

Tetraciclina

Sulfametoxazol/

Trimetroprim
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Vancomicina

Tabla 4E. Resultados de la aplicaciéon de sensidiscos. R= resistentes S= sensibles
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A continuacion se presenta un antibiograma (muestralC), en el cual se puede observar
resistencia a algunos antibioticos (crecimiento) y sensibilidad a otros (halo de inhibicion).

Antibiotico Simbolo/
Concentracion
Ampicilina AM /10pg
Cefalotina CF/30ug
CPE CFX
Cefotaxima CFX/30ug
pc Ciprofloxacino CPF/5ug
o GE CF AM . .
Clindamicina CLM/2ug
SXT VA Dicloxacilina DC/1ug
£ T Eritromicina E/15ug
PE Gentamicina GE/10pg
Penicilina PE/1IU
Tetraciclina TE/30ug
Sulfametoxazol/ SXT/ 1,25 +
. . 23,75
Trimetroprim MO
Figura 7. Antibiograma de la muestra 1C. Vancomicina VA/30ug

En la presente figura se muestra el antibiograma de una muestra. Se puede observar que esta cepa es sensible a 4
antibidticos de los 12 presentes en lo sensidiscos. Cabe mencionar que es una muestra de cocos Gram + (crecimiento
en MSA). Se nota clara resistencia a eritromicina, sulfametosaxiol/trimetroprim, tetraciclina y clindamicina, sensibilidad

intermedia a penicilina (halo menos a 1.5 de didmetro) y ciprofloxacino (existe halo, pero con leve crecimiento encima).

De las 70 cepas analizadas solo se eligieron 5, las cuales se escogieron por su alto
numero de resistencia a los antibiéticos analizados y su rapido crecimiento. Se cambio el
nombre para que al re-etiquetar los tubos de experimentacion el tramite fuera mas rapido

y agil. Los nuevos nombres quedaron como se muestra en la siguiente tabla 5.
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Cepal Cepa 2 Cepa3 Cepa 4 Cepa5
16CC 11BCK 16A 4ACK 17A
Bacilos Gram + Bacilos Gram - Cocos Gram + Cocos Gram + Cocos Gram +
Catalasa - Catalasa- Catalasa- Catalasa- Catalasa-
Coagulasa - Coagulasa + Coagulasa - Coagulasa - Coagulasa -
Glicerol + Glicerol - Glicerol -
Melibiosa - Melibiosa - Melibiosa +
Arabinosa - Arabinosa + Arabinosa +

Tetrazolium a pH 6,0

+

Tetrazolium a pH 6,0

+

Tetrazolium a pH 6,0

Tolerancia al Telurito
de potasio al 0,04% +

Tolerancia al Telurito
de potasio al 0,04% -

Tolerancia al Telurito
de potasio al 0,04% -

E. faecalis

E. ssp

E. faecium

Tabla 5. Cambio de nombre de las cepas, tincion de Gram, pruebas bioquimicas.

A las cepas seleccionadas se les realizaron pruebas de Tincién de Gram y bioquimicas

gue se muestran en la tabla 5. Para la cepa 1 y 2 no se pudieron realizar las pruebas

bioquimicas por cuestiones de tiempo y presupuesto.

Como ya se menciond, para estos resultados se tomaba como un cepa resistente “R” a

las cepas que presentaban un halo bien definido (sin crecimiento) de inhibicion igual o

mayor a 1.5 cm y si presentaba un halo menor a 1.5 cm entonces se tomaba como una

cepa sensible “S”; si habia un halo pero este presentaba algo de crecimiento, entonces

también se leia como una cepa sensible al antibiotico.

Tabla 6. Resultados de los antibiogramas aplicados a las cepas elegidas para trabajar.
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Extracto Plaquetario

En la figura 8 se muestra un tubo con sangre centrifugada 5 mL; en la parte inferior del
tubo se puede observar el paquete celular sedimentado, en tanto que en la parte superior
esta el suero, la tercera parte mas cercana al paquete celular es la parte que se utilizaba
para extraer a las plaquetas y a sus proteinas. Cabe mencionar que esta muestra

presenta algo de hemadlisis.

Primera parte
Segunda parte

Tercera parte

Figura 8. Muestra de sangre centrifugada a 600 rpm (40 RCF).

En el tubo se puede observar un tubo con sangre humana centrifugada. En la parte inferior se observan las células

sanguineas sedimentadas por la fuerza centrifuga; el suero se muestra divido por lineas imaginarias para saber que
parte es la que se utilizd para los experimentos. Por medio de la férmula (R.C.F. = relative centrifugal force, gravities)
R.C.F=0.0000118 x r x N2, donde r=radio desde el centro de rotacion a parte inferior del tubo (cm), y N= velocidad de

rotacion (revoluciones por minuto).

Después de obtener el suero (plaquetas) de la parte mas cercana al paquete celular,
dicha fraccion se activaba (se rompian las plaquetas con cloruro de calcio) y se ponia en
contacto con las 5 cepas escogidas en concentracion 1X10°UFC/mL medida con
fotdmetro, por su resistencia a antibioticos y se media el crecimiento celular cada 2 horas,
durante 8 horas, para el blanco se agregaban todo en la misma cantidad excepto el
extracto plaquetario. El tiempo cero es el momento en el cual se ponia en contacto el
extracto plaquetario con cada cepa, el tiempo 1 las siguientes dos horas que habian
pasado, el tiempo 2 las siguientes 4 horas y asi sucesivamente hasta completar las 8
horas de la medicion. Los resultados del crecimiento bacteriano se presentan en las
siguientes tablas.

En las siguientes 3 tablas se muestran los resultados de medir el crecimiento bacteriano

cada 2 horas en las cinco cepas. La medicion se da en unidades MacFarland.
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Cepas Tiempo 0 Tiempo 1 Tiempo 2 Tiempo 3 Tiempo 4
Cepal 1.9 McF 2.2 McF 2.3 McF 1.9 McF 1.9 McF
Cepa 2 1.8 McF 1.8 McF 2.0 McF 1.9 McF 1.9 McF
Cepa 3 1.9 McF 1.8 McF 2.3 McF 2.2 McF 2.1 McF
Cepa 4 2.2 McF 2.3 McF 2.3 McF 2.1 McF 2.5 McF
Cepab 2.0 McF 2.0 McF 1.9 McF 1.9 McF 2.0 McF
Control 2.5 McF 2.5 McF 3.8 McF 3.9 McF 3.3 McF

Tabla 7.1 Resultados de crecimiento bacteriano con el lisado de las plaguetas.

Cepas Tiempo 0 Tiempo 1 Tiempo 2 Tiempo 3 Tiempo 4
Cepal 1.9 McF 1.5 McF 1.6 McF 1.6 McF 1.7 McF
Cepa 2 2.4 McF 2.2 McF 2.2 McF 2.1 McF 2.2 McF
Cepa 3 1.5 McF 1.1 McF 1.7 McF 1.1 McF 1.2 McF
Cepa 4 2.3 McF 2.0 McF 2.0 McF 2.2 McF 2.3 McF
Cepa 5 2.4 McF 2.2 McF 2.2 McF 2.0 McF 2.4 McF
Control 1.9 McF 1.9 McF 1.8 McF 1.8 McF 2.0 McF

Tabla7.2.Resultados de crecimiento bacteriano con el lisado de las plaquetas, segunda repeticién.

Cepas Tiempo 0 Tiempo 1 Tiempo 2 Tiempo 3 Tiempo 4
Cepal 1.0 McF 1.2 McF 1.6 McF 1.6 McF 1.7 McF
Cepa 2 2.7 McF 3.0 McF 3.0 McF 3.3 McF 3.3 McF
Cepa 3 1.5 McF 1.6 McF 1.7 McF 1.7 McF 1.9 McF
Cepa 4 3.8 McF 3.8 McF 3.9 McF 3.8 McF 4.0 McF
Cepa s 2.0 McF 1.4 McF 1.6 McF 2.0 McF 4.1 McF
Control 2.5 McF 2.5 McF 3.8 McF 3.3 McF 3.3 McF

Tabla 7.3 Resultados de crecimiento bacteriano con el lisado de las plaquetas, tercera repeticion.

Comportamiento del crecimiento bacteriano en las repeticiones del experimento.

En las siguientes graficas se muestra el crecimiento bacteriano en las 3 repeticiones del

experimento, en las cuales se tomo la concentracion de células bacterianas cada 2 horas,
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durante las primeras 8 horas después de la resiembra. Se puede observar que las

concentraciones celulares cambian muy poco o incluso disminuyen en algunos casos.

Como se menciono lineas arriba, lo que se presenta en la grafica como “Tiempo 07, es la
primera medicion de la concentracidon celular inmediatamente después de la resiembra, el
“Tiempo 1” es la medicion de la concentracion celular a las 2 horas después de la
resiembra, el “Tiempo 3 es la medicidén a las 6 horas y el “Tiempo 47, es la medicion de la

concentracion a las 8 horas de crecimiento bacteriano.

Crecimiento bacteriano cepa 1
2,5 +
2 .
21,5
‘_f e cepa 1'
@
% e cepa 1"
@
= 17 cepal™
0,5 A
0
TiempoO Tiempol Tiempo2 Tiempo3 Tiempo4

Grafica 1. Crecimiento bacteriano de cepa 1 durante el experimento.
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Crecimiento bacteriano cepa 2
3,5 -

2,5 -

cepa 2’

cepa 2"

MacFarland

cepa 2"

TiempoO Tiempol Tiempo2 Tiempo3 Tiempo4

Grafica 2. Crecimiento bacteriano de cepa 2 durante el experimento.

Crecimiento bacteriano cepa 3

2,5 4
2 4
215 -
Kt cepa 3'
E "
5 cepa3
s 4
= cepa 3"
0,5 -
0

TiempoO Tiempol Tiempo2 Tiempo3 Tiempo4

Grafica 3. Crecimiento bacteriano de cepa 3 durante el experimento.
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MacFarland

Crecimiento bacteriano cepa 4

4,5 +

4 - —/\/
3,5

2,5 - cepa 4'
————— /

2 cepad"

cepa 4"

TiempoO Tiempol Tiempo2 Tiempo3 Tiempo4

MacFarland

Gréfica 4. Crecimiento bacteriano de cepa 4 durante el experimento.

Crecimiento bacteriano cepa 5
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1,5 -
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Grafica 5. Crecimiento bacteriano de cepa 5 durante el experimento.
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Crecimiento bacteriano cepa control
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Gréfica 6. Crecimiento bacteriano de cepa control durante el experimento.

Andlisis electroforético de proteinas

Geles de Poliacrilamida

Se tomo la decisiébn de hacer un gel de poliacrilamida para intentar conocer el peso
molecular de las proteinas que podrian estar afectando el crecimiento bacteriano. A
continuacion se presentan dichos geles. En el primer gel realizado se observo que la
concentracion de proteinas era demasiado alta y que si bien podian distinguirse bandas
muy poco intensas de bajo peso molecular, no era posible distinguir ninguna banda
aislada de mayor masa molecular. Fue asi que se hicieron varias diluciones, hasta
encontrar la concentracion adecuada para poder visualizar bandas definidas en el gel en
dicho rango de masa.
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10puL PM 5uL 2uL

250
150
100
75
50
37
25
20
15
10

Figura 9. Muestras de proteinas extraidas de lisado plaquetario a diferentes concentraciones.

por debajo del marcador de peso molecular de 10 KD.

KD
KD
KD
KD
KD
KD
KD
KD
KD
KD

En esta figura se puede
observar que no es posible apreciar bandas bien definidas de alto peso molecular en ninguno de los carriles, a pesar de
que la cantidad que se cargaba en cada carril iba disminuyendo. Con estos resultados no se podian calcular los pesos
de las proteinas de alto peso molecular pero si de las de bajo peso molecular. En el carril 2 se puede observar el
marcador de peso molecular (PM), en el carril 1, la muestra de lisado plaquetario a 10uL, en el carril 3 la muestra
cargada fueron 5L y en el carril 4 la muestra cargada fueron 2uL. Cabe mencionar que se puede ver una banda tenue

Curva de calibracion v=-1,6661x +2,1866
R%=0,9346

2,5 ‘

Log PM
=
w
®

0,5

Rf

Grafica 6. Calculo de pesos moleculares de proteinas extraidas de paquete plaquetario.

Foérmula para calcular los pesos moleculares:
y =-1.6661x + 2.1866
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Pesos moleculares obtenidos por medio de la ecuacion de la gréfica:

Peso
Molecular de
muestras
KDa:

6.3
14
23.44
33.88

Dilucién de proteinas plaguetarias 1 a 10.

Como se pudo observar en la figura anterior, al ser la concentraciébn de proteina
demasiado alta fue necesario hacer varias diluciones hasta encontrar la concentracion
adecuada y ver bandas bien definidas en el gel de poliacrilamida.

La siguiente figura muestra que después de las diluciones a concentracion 1:20, fue
posible observar bandas correspondientes a péptidos de alto peso molecular bien
definidas.

Dilucion 1:20
1:20ul 1:10ul PM 1:3ul

250 KD
150 KD
100 KD
75 KD
50 KD
37 KD
25 KD
20 KD
15 KD
10 KD
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Figura 10. Muestras de proteinas extraidas de paquetes plaquetarios. En el carril 3 se encuentra el marcador de peso
molecular, en el carril 1, la muestra cargada a una dilucion de 1:20ul en el carril 2 la muestra cargada diluida 1:10ul y en

el carril 4 la muestra cargada diluida 1:3pl. Se puede observar que en este carril las bandas casi no se definen, es
interesante que en este carril hay una banda muy tenue con bajo peso molecular (menor a 10 KDa, subrayada en azul).

. . £ y =-1,8852x + 2,1832
Curva de calibracion k2 - 0.0451

2,5 ‘

E ’\
a
> 1,5
S \‘\

1 —¢

0,5
0 T T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Rf

Grafica 7. Calculo de pesos moleculares de proteinas extraidas de paquete plaquetario.

Férmula para calcular los pesos moleculares:
y =-1.8852x + 2.1832

Pesos moleculares obtenidos por medio de la ecuacion de la gréfica:

Peso
Molecular de
muestras
KDa:
6.3
13.8
19.95
25.11
57.54
77.44
93.32
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H5pg/pl  H5pg/ul H2pg/ul H2ug/ul PM M2ug/pl  M2pg/pl - M5pg/pl - M5pg/ul

250 KD
150 KD
100 KD
75 KD
50 KD
37 KD

25 KD
20 KD
15 KD

10 KD

Figura 11. Muestras de lisado de paquetes plaquetarios extraidos de plasma sanguineo a diferentes
concentraciones. En este gel se corrieron muestras de proteinas de plaquetas, provenientes de muestras de hombre y
de mujer, para observar si se presentaba alguna diferencia en el efecto que tenia sobre el crecimiento bacteriano. Las
primeras 4 muestras son de hombre, 2 en cantidad de 5 microlitros y las siguientes 2 en 2 microlitros, luego el marcador
de peso molecular. Las siguientes muestras son de mujer, 2 carriles con 5 microlitros y 2 con 2microlitros. La muestra
de varén, fue obtenida de un voluntario sano de 20 afios de edad, y la muestra de la mujer fue tomada de una persona
asintoméatica también de 20 afios de edad.

Después de que se llevaron a cabo los geles, se hizo una curva de calibracion para
poder calcular los pesos moleculares de las proteinas de manera mas precisa, por medio
de la férmula obtenida para Y.

. (V4 =-1,3032x + 2,1961
Curva de Calibracion Y=%3°
R%=0,9336
3
2,5 N .
2
= B
a.
= 1,5
3 \.\.\.\
1 —8
0,5
O T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Rf

Grafica 7. Calculo de pesos moleculares de proteinas extraidas de paquete plaquetario.
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Peso molecular de las proteinas

Por medio de la férmula obtenida a través de la pendiente de la grafica se estimo el peso
molecular de las proteinas obtenidas en las muestras:

Y=-1.3032x + 2.1961

Dando como resultado los pesos moleculares de la tabla, de mayor a menor peso
molecular:

Peso Molecular
de muestras en
KD:

131.1
118.8
73.8
28.12

Asi se obtuvieron los pesos moleculares de las proteinas plaquetarias de alto peso

molecular.
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Analisis de resultados

La primera parte experimental empieza con la obtencidon y purificacion de las cepas
bacterianas multi-resistentes a antibioticos. Esta parte se llevd a cabo porque es
necesario trabajar con cepas puras para no obtener falsos positivos o falsos negativos por

presentar mas de un tipo de microorganismo en una muestra.

Para llevar a cabo lo anterior, fue necesario reactivar las muestras que se habian
proporcionado para esta investigacion, ya que después de su recoleccion, se habian
dejado almacenadas por algunos meses. Para ello se sembraron en caldo Luria (Luria
Bertani) ya que en este medio se promueve la propagacién y mantenimiento de diferentes
bacterias. El caldo Luria esté constituido por: 10 gramos de tripsona, 5 gramos de extracto
de levadura y 10 gramos de cloruro de sodio. La peptona de caseina y el extracto de
levadura proporcionan al medio los nutrientes necesarios para el desarrollo de muchos
microorganismos Yy el cloruro de sodio ayuda a mantener el equilibrio osmaético. Con el fin
de permitir a las bacterias multiplicarse y activar su metabolismo celular; se resembraron
por lo menos tres veces en caja para entonces proseguir con la purificacion de las

muestras.

Cada muestra se sembré de primera instancia en medio s6lido MSA (Manitol sal agar) ya
gue el medio agar sal manitol es una formula disefiada por Chapman para la
diferenciacion de estafilococos positivos a la coagulasa (por ejemplo, Staphylococcus
aureus) de los estafilococos negativos a la coagulasa (Chapman, 1945). Este agar se
utiliza para el aislamiento de estafilococos a partir de muestras clinicas (Bannerman,
2003), de cosméticos (Hitchin, 1995) y de pruebas de limite microbiano. El agar sal
manitol contiene peptonas y extractos de carne bovina, que suministran los nutrientes
esenciales. Una concentracion de cloruro sédico de 7,5% tiene como resultado una
inhibicibn parcial o completa de los organismos bacterianos diferentes de los
estafilococos. También se sembraron las muestras en medio McConkey el cual fue
desarrollado por McConkey y publicado en 1900 y 1905 (McConkey, 1900) (McConkey
1905). Esta férmula fue disefiada sabiendo que las sales biliares precipitan por accion de

acidos y determinados microorganismos entéricos fermentan a la lactosa, mientras que
50



otros no presentan dicha capacidad. Luego, este medio fue modificado varias veces. El
agar McConkey es s0lo ligeramente selectivo, dado que la concentracion de sales biliares
qgue inhiben a los microorganismos Gram positivos es baja en comparacion con otros
medios en placa entéricos. Se recomienda el uso de este medio en muestras clinicas con
posible flora microbiana mixta, tal como aquellas procedentes de la orina, del sistema
respiratorio, de heridas y otras, porque permite la agrupacion preliminar de bacterias
entéricas y otras bacterias Gram negativas en organismos fermentadores y no
fermentadores de lactosa (Baron, 1994) (Farmer, 2003). El agar McConkey también se
utiliza en el examen microbioldgico de alimentos. La resiembra se realizdé por medio de la
técnica de estria cuadrante radial, para obtener colonias aisladas. Si no se lograban
obtener colonias aisladas en estos medios sdlidos, entonces se tomaba una muestra de
tal medio con una asa y se resembraba nuevamente en MSA (manitol sal agar) y
McConkey. Este procedimiento se repetia hasta que se obtenian colonias puras y si a
pesar de llevar a cabo este procedimiento varias veces no se obtenia crecimiento o

alguna colonia pura, entones se procedia a desechar tal muestra.

En las primeras tablas desde la 4A hasta la 4E, se muestran los resultados de cada
antibiograma que se obtuvo de cada cepa. Se puede observar que la mayoria de las
muestras son resistentes al menos a dos antibidticos. Esto es debido a las diferentes
formas que tienen las bacterias de adquirir multirresistencia a antibioticos, dandoles la
capacidad de sobrevivir a la concentracion de antibiético que se encuentra en cada

antibiograma.

De todas las cepas analizadas solo se eligieron 5 cepas puras. Estas se escogieron
fundamentalmente por su resistencia a varios de los antibiéticos analizados; se cambié el
nombre para que al re-etiquetar los tubos de experimentacion el tramite fuera mas rapido

y agil. Los nuevos nombres quedaron como se muestra en la tabla 5.

Después de tener las 5 cepas que resisten a mas cantidad de antibidticos, se obtuvo
sangre periférica de donadores asintomaticos para centrifugarla y asi tomar los péptidos
gue tuvieron efecto sobre el crecimiento bacteriano. De acuerdo a los resultados
obtenidos, se pudo observar que el crecimiento bacteriano era afectado de tal manera que
se mantenia relativamente sin cambios por al menos las primeras 8 horas después de la
resiembra, concluyendo que el efecto de los péptidos es posiblemente bacteriostatico, en

comparacion con el crecimiento en la cepa control cuyo crecimiento siempre iba de
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manera general en aumento. Se piensa que esto sucede por la combinacion de proteinas
gue se encuentra en el paquete plaquetario por lo que se realizé una electroforesis en un
gel de poliacrilamida para intentar saber qué proteinas podrian ser las que estan actuando

sobre el crecimiento bacteriano.

Para tener una idea mas clara de qué proteinas son la que tenian efecto bacteriostatico,
se realiz6 un gel de acrilamida para conocer el peso molecular de tales proteinas, pero
inicialmente se encontré que la concentracion de la proteina era demasiado alta, por lo
cual no se distinguian en los carriles bandas bien definidas. Se tomo6 entonces la decision
de diluir la muestra de proteina, hasta encontrar una concentracion adecuada para que en
el gel se observaran bandas bien definidas y asi poder calcular el peso molecular de las

proteinas.

Los péptidos grandes mas evidentes tuvieron pesos moleculares de 131.1 KD, 118.87 KD,
73.8 KD, 28.12 KD.

Tang en el 2002 analizé la identificacion de siete péptidos antimicrobianos liberados de
plaquetas humanas activadas con trombina: factores plaquetarios 4 (PF-4 de 7,766.2 Da),
RANTES (7,850.5 Da), péptido activador del tejido conectivo 3 (CTAP-3 de 9,287.8 Da),
proteina basicas de las plaquetas (10,260.6 Da) y timosina -4 (4,962.2Da), todos estos
péptidos fueron purificados a partir de extractos de plagquetas y su actividad

antimicrobiana fue comprobada in vitro. (Tang et al., 2002)

Los estudios realizados por Yount en 2004 definieron la estructura de PMP-1 o platelet
microbicid proteins que se traduce del inglés como proteinas microbicidas de plaguetas y
examin® su relacion estructura-actividad. La secuenciacion de aminoacidos y la
espectroscopia de masas demostraron que las distintas variantes de polimorfismo N-
terminal de PMP-1 aisladas de plaquetas no estimuladas o estimuladas con trombina, se
originaron a partir de un unico pro-péptido de PMP-1. El PMP-1 se traduce como un
precursor de 106 aminoacidos y se procesa para producir variantes de 73 residuos (8,053
KDa) y 72 residuos (7,951 KDa). Yount también examin0 a la familia de proteinas de
plaquetas de mamiferos PF4 (factores plaquetarios 4) y la base de la relacion filogenética
entre mamiferos, encontrando una secuencia de estructura tridimensional congruente,

gue comparte la mayor similitud con PMP-1 humano. (Yount et al., 2004)
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Wiesner en el 2010 explica que en el organismo humano existen péptidos
antimicrobianos, entre los que se encuentran: las kinocidinas incluyendo trombicidina-1 y
trombocidina-2. Estas se ubican en los granulos-a, son quimiocinas con propiedades
antimicrobianas que se encuentran en plaquetas, aunque también pueden existir en otras

partes del organismo. (Wiesner et al., 2010)

Yeaman en 2006 encontrdé que algunos pesos moleculares de kinocidinas eran: 8167 Da,
4019 Da, 4166 Da, 1634 Da, 1712 Da, 1662 Da, 1525 Da, 1706 da y 1756 Da. Basado en
esto, se puede observar que los péptidos de bajo peso molecular observados en este
trabajo muestran valores similares, por lo que podriamos suponer que las proteinas con
efecto bacteriostatico pertenecen a la familia de las kinocidinas, que son de pesos

moleculares pequefios. (Yeaman et al., 2006)
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Conclusioén

Se observé el efecto bacteriostatico de los péptidos extraidos de plaquetas humanas
sobre bacterias multirresistentes a antibiéticos aisladas de piel, como se pudo observar en
la parte de resultados, el crecimiento bacteriano se detenia al menos por 8 horas después

de poner en contacto el extracto plaquetario con el cultivo celular.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se cree que los péptidos que causan el efecto
estudiado son lo que presentan los pesos moleculares de 6.3 y 14 KDa ya que en la
literatura se encontré que los péptidos como la kinocidinas tienen efecto bacteriostéatico y
sus pesos moleculares oscilan entre 4.0 a 9.2 KDa (Tang, 2012) (Yeaman, 2006). Estas
son proteina de bajo peso molecular pertenecientes al sistema inmune innato y podrian

ser las responsables del efecto mencionado.
También podria ser que el mayor efecto contra las bacterias fuera con el conjunto de

dichos péptidos méas que con cada uno por separado pero para comprobar tal hipotesis se

requeriria de mas trabajo experimental.
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