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RESUMEN

Introduccién: Tradicionalmente se ha reportado el uso de la telarafia como
hemostéatico. Sin embargo, aun no se reporta un estudio que lo corrobore
experimentalmente. Siendo los trastornos hemorragicos un problema de interés
odontoldgico, el uso de telarafia como apdésito tdpico seria beneficioso pues no
alteraria la medicacion que reciben estos pacientes. Objetivo fue evaluar el efecto
coagulante de la tela de la arafia Scytodes longipes aplicada en muestra de sangre
humana mediante la medicion del Tiempo de Coagulacion (TC) y el Tiempo de
Protrombina (TP). La telarafia fue producida por un grupo de arafias criadas en
semicautiverio (1 afo). La tela se repartié en los grupos: Pesol (3-4 mg); Peso2 (5-6
mg) y Peso3 (7-8 mg) esterilizados posteriormente. Las muestras de sangre fueron
obtenidas de un paciente sano. Se colocé 1mL de sangre y plasma en cada tubo
control y en los tubos experimentales que contenian previamente telarafia de 3-4mg,
5-6mg y 7-8mg para cada analisis respectivo por triplicado. Los TC fueron: para el
grupo control (5,34min), el grupo Pesol (4,30min), grupo Peso2 (3,83min) y grupo
Peso3 (3,69min). Los TP fueron: para el grupo control (14,33seg), grupo Pesol
(11,33seq), grupo Peso2 (10,33seqg) y grupo Peso3 (8,66seg). Se uso la prueba de
Bonferroni para determinar entre qué grupos de estudio habia diferencias
significativas. Se concluye que la tela de la arafla Sc.longipes posee efecto
coagulante mostrando una reduccion significativa del TC y TP (P<0.05). En el TP, se

encontré que a mayor peso, el efecto coagulante mejora significativamente (P<0.05).
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INTRODUCCION

Durante décadas, la tela de arafia ha suscitado el interés de los investigadores por

sus peculiares propiedades mecanicas y su caracter biocompatible.

Paises como Espafia reportan bibliograficamente los remedios caseros hechos a
base de esta tela. Inclusive algunos autores ' 23, mencionan su uso por los soldados

en las batallas.

Actualmente se ha desarrollado un amplio estudio sobre la estructura molecular de
la tela de arafia.*La proteina base se llama espidroina. Ademas se estan estudiando
los genes responsables de la produccién de tela de arafia y la aplicacion de ésta en
la ingenieria de tejidos. Estudios en cultivos celulares corroboran la
biocompatibilidad y biodegradabilidad de este biomaterial.> 678910 Tradicionalmente
se ha reportado el uso de la tela de arafia como hemostatico. Sin embargo, ain no
se reporta un estudio que corrobore experimentalmente la actividad coagulante de la
tela de arafia. Por otra parte, siendo los trastornos hemorragicos un problema de
interés odontologico, el uso de tela de arafia como apdsito usado topicamente seria
de gran beneficio pues no alteraria la medicacion anticoagulante que reciben

generalmente este grupo de pacientes.

En tal sentido, se disefid el siguiente estudio in vitro aplicado en muestras de sangre
humana, con el objetivo de evaluar el efecto coagulante de la tela de la arafa
Scytodes longipes mediante la medicion del Tiempo de Coagulacion y el Tiempo de

Protrombina.

Los objetivos de la investigacion es evaluar el efecto coagulante de la tela de la
arafa Scytodes longipes aplicado en muestras de sangre a partir de un paciente
joven, sinedo los objetivos especificos
Comparar el tiempo de coagulacion con y sin el uso de la tela de arafa
Scytodes Longipes.
Comparar el Tiempo de coagulacion de la tela de la arafia Scytodes longipes
en 3 proporciones distintas aplicado en muestras de sangre humana.
Comparar el Tiempo de Protrombina con y sin el uso de la tela de arafa

Scytodes Longipes.



Comparar el Tiempo de Protrombina de la tela de la arafia Scytodes longipes

en 3 proporciones distintas aplicado en muestras de sangre humana.

MATERIAL Y METODOS

Tipo de Estudio: El Tipo de Estudio fue experimental, transversal e in vitro.

Universo y muestra: El universo fue la sangre de un donante sano. La muestra fue

Probabilistica de tipo aleatoria simple porque todas las muestras de sangre tienen

las mismas probabilidades de ser elegidas. Se estima extraer 42 ml de sangre para

ambas determinaciones (TC y TP), de un sujeto donante que cumpla con los

criterios de inclusiéon y exclusion.

Métodos, procedimientos, técnicas:

Obtencién de la tela de la arafia Scytodes Longipes

Se caz6 8 arafias Scytodes Longipes que fueron trasladadas a una habitacién

semidesocupada (solo con muebles de madera apolillados), deshabitada y limpia,

las cuales fueron colocadas detras de los muebles de madera y se inspeccionaron

cada 10 dias para controlar la produccién de tela de arafia.

Aproximadamente en 8 meses meses se obtuvo una cantidad moderada de tela.
1.1. Protocolo de desinfeccidn y esterilizacion de la telarafa

La telarafia obtenida tuvo cierta cantidad de polvo adherida y en algunos casos
restos alimenticios de la arafia, por lo que se sometid a una desinfeccion y
posteriormente esterilizacion siguiendo los siguientes pasos:

- Limpieza mecénica con la ayuda de un estereoscopio.

- Lavado con hiplocorito de sodio diluido en suero en una proporcion de 1:10.

- Secado a 37° C en incubadora.

- Empaquetado y esterilizacion por calor himedo.

- Se repatrtio la tela de arafia en pesos crecientes en tubos de ensayo segun el
esquema que se muestra en anexos (3-4mg; 5-6 mg; 7-8 mg)
1.2. Método de recolecciéon de datos

Luego de la seleccion del paciente muestra (teniendo en cuenta criterios de inclusion

y exclusion), se procedio a recolectar datos:



Instrumentos de recoleccion de datos:

Ficha clinica: Que const6 de las siguientes partes: Datos de filiacion y antecedentes

de salud

Ficha de registro de datos y control: Que consté de 2 cuadros; uno para registrar

el Tiempo de Coagulacién y otro para el Tiempo de protrombina.

1.3. Evaluaciéon del TIEMPO DE COAGULACION de la tela de la arafa

frente a las muestras de sangre.

Se emple6 una muestra: 12mL de sangre humana fresca de un paciente cuyo

A)

b)

Tiempo de protrombina (TP) y tromboplastina parcial (TPT) se encuentre en un

rango normal.

OBTENCION DE LA SANGRE:

Se coloco el torniquete en el brazo. Para producir la ingurgitacion de la vena.

Una vez seleccionada la vena mediana cubital se procedié a limpiar el sitio de la
puncion.

Se pinchd la piel y posteriormente la vena en direccion contraria al flujo
sanguineo. Con un angulo de 15° respecto al brazo y con el bisel de la aguja
hacia arriba.

Se utilizé el sistema Vacutainer utilizando 4 tubos al vacio, el ler tubo para el
control y los otros 3 experimentales con pesos crecientes de telarafa
previamente colocada.

Todas las muestras fueron tomadas por triplicado y extraidas en el mismo
momento.

MEDICION DEL TIEMPO DE COAGULACION

Se realizé de la siguiente manera:

a. Inmediatamente ingresada la sangre al tubo de ensayo se procedié a moverlo

para homogeneizar la muestra y se coloco en bafio Maria de 37°C.

b. Cada tubo se incliné 45 ° aproximadamente cada 15 segundos, para comprobar

gue la sangre ha coagulado.

c. El intervalo de tiempo comprendido entre el ingreso de sangre a la jeringa y el

cambio de un estado fluido a otro coloidal se ha interpretado como el “Tiempo de

coagulacion”.



d. El mismo método se aplicé en la medicion del tiempo de coagulacion en todos

tubos.

1.4. Evaluacion del TIEMPO DE PROTROMBINA de la tela de la arana

frente a las muestras de plasma.

Se emple6 una muestra 30 mL de sangre humana.

A)

B)

OBTENCION DEL PLASMA:

Se coloco el torniquete en el brazo para producir la ingurgitacion de la vena.

Una vez seleccionada la vena mediana cubital se procedié a limpiar el sitio de la
puncion.

Se pinchd la piel y posteriormente la vena en direccion contraria al flujo
sanguineo. Con un angulo de 15° respecto al brazo y con el bisel de la aguja
hacia arriba.

Se utilizé el sistema Vacutainer utilizando 6 tubos al vacio con citrato de sodio, el
ler tubo para el control, otros 3 experimentales (tela de arafia en pesos
crecientes).

Después se llevd a centrifugar la sangre y se separd el plasma que fue
alicuotado y mantenido en congelacion para su posterior uso.

Todas las muestras fueron tomadas por triplicado y extraidas en el mismo
momento.

MEDICION DEL TIEMPO DE PROTROMBINA

Como el reactivo de TP viene liofiizado, es decir en polvo, para utilizarlo se

colocdé 2 mL de agua destilada, se agitd suavemente hasta que se disolvio
completamente y se lo dejé incubar por 15 minutos.

Se colocd en un tubo de ensayo el plasma ya separado.

En otro tubo se coloco el reactivo de TP.

Estos tubos se los lleva a bafio Maria a 37 C de 3 a 5 minutos

Transcurrido este tiempo, en los tubos rotulados previamente, se afadid el
plasma (200uL) y luego el reactivo (200 pL), se activd el cronometro y se
procedié a mezclar sin sacar del bafio Maria.

Pasado unos segundos aproximadamente luego de ver activado el cronometro

se saco el tubo hasta observar que se forme la red de fibrina.



- El intervalo de tiempo transcurrido desde que se afade el plasma hasta que se

formen los filamentos de fibrina, serd interpretado como el "Tiempo de

Protrombina’.

- El' mismo método se aplicé en todos los tubos.

RESULTADOS

Se utilizé la prueba de Shapiro Wilk para evaluar la distribucion de los datos

respecto a su normalidad. Se utilizoO la técnica del analisis de varianza para

comparar los tiempos de coagulacién entre los grupos de estudio tanto para las

muestras de sangre como en plasma. Al encontrar diferencias entre dos o0 mas

grupos se utilizé la prueba de Bonferroni (prueba post-hoc) para determinar entre

qué grupos de estudio habia diferencias significativas. EIl nivel de significancia con

el que se trabajo fue de 0.05. El procesamiento y andlisis de los datos se realiz6 con

el programa estadistico Stata v12. Se observa diferencias significativas al comparar

el Tiempo de Coagulacion con y sin el uso de la Tela de la arafia Scytodes longipes.

TABLA 1: Tiempo de coagulacién promedio en sangre por grupo de estudio

Grupo de estudio N° media
Control 3 5.343
Peso 1 (3-4mg) 3 4.307
Peso 2 (4-6mg) 3 3.837
Peso 3 (7-8mg) 3 3.690
Total 12 4.294

D.S.
0.221
0.040
0.535
0.287
0.730

Mediana min
5.40 5.10
4.30 4.27
4.12 3.22
3.55 3.50
4.22 3.22

GRAFICO 1: Tiempo de coagulacién promedio en sangre por grupo de estudio
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TABLA 2: Comparacion del tiempo de coagulacion en sangre con y sin el uso de la

tela de la arafia scytodes longipes

Grupos Diferencia de medias P
Control y peso 1 1.037 0.026
Control y peso 2 1.507 0.003
Control y peso 3 1.653 0.001

Se utiliza la técnica del analisis de varianza y la prueba de Bonferroni posterior para
comparar entre pares de grupos. Siendo P < 0.05 demuestra que Si hay diferencia
en al menos dos grupos en el tiempo de coagulacién promedio en muestra de
sangre.

Al utilizar la prueba de Bonferroni, se encuentra diferencias significativas entre:
Control y Peso 1 -Control y Peso 2 - Control y Peso 3

El P < 0.05 indica que Si hay diferencias significativas entre el grupo control y cada
grupo de peso.

TABLA 3: Comparacion del tiempo de coagulacidon en sangre en tres proporciones

distintas de la tela de la arafa scytodes longipes

Grupos Diferencia de medias P
Peso 1y Peso?2 0.47 0.678
Pesoly Peso 3 0.616667 0.287
Peso 2y Peso 3 0.146667 1.000

Siendo el valor de P mayor que 0.04 NO se encontré diferencias significativas entre

los grupos de peso.

TABLA 4: Tiempo de protrombina promedio en plasma por grupo de estudio

Grupo de estudio N° media D.S. min max
Control 3 14,333 0,577 14 15
Peso 1 (3-4mg) 3 11,333 0,577 11 12
Peso 2 (4-6mg) 3 10,333 0,577 10 11
Peso 3 (7-8mg) 3 8,667 0,577 8 9
Total 12 11,167 2,209 8 9



GRAFICO 2: Tiempo de protrombina promedio en plasma por grupo de estudio
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TABLA 5: Comparacion del tiempo de protrombina en plasma con y sin el uso de la

tela de la arafa scytodes longipes

Grupos Diferencia de medias P
Control y peso 1 3.000 0.001
Control y peso 2 4.000 0.000
Control y peso 3 5.667 0.000

Comparacion del tiempo de Protrombina en plasma entre el grupo control con cada
grupo de peso utilizando la técnica del analisis de varianza y la prueba de bonferroni
posterior para comparar entre pares de grupos. Siendo P < 0.05, indica que Sl hay
diferencia en al menos dos grupos en el tiempo de Protrombina promedio en
muestra de plasma.

Al utilizar la prueba de Bonferroni, se encuentra diferencias significativas entre:
Control y Peso 1 - Control y Peso 2 - Control y Peso 3

El P < 0.05 indica que Sl hay diferencias significativas entre el grupo control y cada
grupo de peso.

TABLA 3: Comparacion del tiempo de protrombina en plasma en tres proporciones

distintas de la tela de la arafa scytodes longipes

Grupos Diferencia de medias P
Peso 1y Peso 2 1 0.4
Pesol y Peso 3 2.66667 0.003
Peso 2y Peso 3 1.66667 0.046



Comparacion del tiempo de Protrombina en plasma entre los grupos Peso 1 (3-4
mg), Peso 2 (5 - 6 mg) y Peso 3 (7 — 8 mg) utilizando la técnica del analisis de
varianza y la prueba de bonferroni posterior para comparar entre pares de grupos.
Siendo P < 0.05, indica que Sl hay diferencia en al menos dos grupos en el tiempo
de Protrombina promedio en muestra de plasma.

Al utilizar la prueba de Bonferroni, se encuentra diferencias significativas entre:

Peso 1y Peso 3 Peso 2y Peso 3

El P < 0.05 indica que Sl hay diferencias significativas entre los Pesos 1y 2; 2y 3.
Siendo el valor de P mayor que 0.04 NO se encontr¢ diferencias significativas entre

los grupos de Peso 1y 2.

DISCUSION

Gonzales,® reline en su investigacion remedios tradicionales basados en el uso de
telarafias para tratamiento de hemorragias accidentales y heridas fortuitas. Algunas
tribus de América del Sur emplearon también las telas de arafia como hemostatico
en heridas segun Rivelino.'!

Debido a las caracteristicas de la telarafia como biomaterial y su dificultad de
domesticacién, la biotecnologia sugiere la posibilidad de producir materiales con
base en los polimeros de la seda de arafia®1%'?, En este estudio se usaron arafas
de la especie Scytodes longipes que fueron criadas en semicautiverio. En el
momento final de la recoleccion se hall6 8 arafias que fueron identificadas para
corroborar que todas pertenezcan al género y especie inicial. Elices Calafat 1°(2009),
para la produccion masiva de tela de arafia sugiere dos caminos: Identificar los
genes de las arafias responsables de la fabricaciébn de la proteina de la seda,
sintetizarlos y expresarlos en otros organismos; o, producir la solucidon proteica,
hilarlo y fabricar la seda. Florence y col 4(2012) realizan un estudié para crear
gusanos de seda transgénicos que codifican proteinas de la seda del gusano de
seda/arafia quiméricos. Estas fibras incluyeron proteinas de ambas especies, siendo
en promedio mejores que las fibras de gusano de seda de los padres, y casi tan
buena como las fibras de seda de la arafia dragline nativa.

Segln Granados?!?, todas las arafias poseen glandulas venenosas pero no todas
representan un peligro para el hombre. Se eligio para el presente estudio la arafia
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de especie Scytodes longipes, también conocida como la "arafia de jardin”. Esta
posee queliceros pequefios y gracias a esta caracteristica anatdmica no representan
una amenaza para el ser humano pues no pueden traspasar el epitelio e inocular su
veneno.

No se reporta un estudio experimental que demuestre el poder hemostatico de la
tela de arafia, sin embargo esta caracteristica se describe en estudios sobre
suspropiedades como lo sefiala Elices %en sus investigaciones de revision, ademas
de otras propiedades terapéuticas de la tela. > Segin Altman y col (2003) Los hilos
de seda procedentes del gusano de seda tienen el inconveniente de que pueden
provocar reacciones alérgicas ® y de que al ser porosas no deben utilizarse en
heridas donde exista un gran riesgo de infeccion. °Elices (2009) describe como
causa de la reaccion alérgica de la seda de gusano a la goma de sericina que
recubre los dos filamentos de fibroina que conforman esta seda. A diferencia de lo
mencionado anteriormente, la seda de arafla se compone principalmente de una
proteina llamada espidroina y no posee sericina lo cual lo convierte en un mejor
biomaterial.

El propdsito del presente trabajo fue evaluar el efecto coagulante de la tela de arafia,
para de esta forma ampliar la investigaciéon y poder usarlo como biomaterial en
cirugias diversas entre ellas las odontologicas. Teniendo esto en cuenta, se
necesitaba esterilizar la tela de arafia recolectada, ademas para evitar que algun
otro agente pueda interferir con la propiedad coagulante. Segin autores'?, se han
probado las propiedades a distintas temperaturas y se ha observado que las
conservan hasta los 150 °C, lo que sugiere que las fibras se pueden esterilizar por
calor antes de usarlas en cirugias. En tal sentido, se eligi6 como protocolo de
esterilizacion, una limpieza previa mecéanica / quimica (usando hipoclorito de sodio) y
una esterilizacién por calor humedo.

Muchos autores 3121016 describen a la seda de arafia como un biomaterial
biocompatible con el ser humano; en el afio 2006, ®Allmeling realiza un estudio
experimental in vitro cultivando células de Schwan en las fibras de seda de arafia
obteniendo como resultado células que proliferaron y se adhirieron exitosamente
envainando las fibras de seda. ’G Yong, por su parte, describe las diversas

aplicaciones de la seda como biomaterial y en la ingenieria tisular en varios formatos
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(peliculas, fibras, redes mallas, membranas, hilos) para la elaboracionde tejido 6seo,
ligamentos y cartilago.

Ademas de una buena biocompatibilidad, *Wang (2008) destaca la
biodegradabilidad de la tela de arafia. La tela de arafia se halla recubierta por
hongos que contienen antibidticos para evitar que otros microorganismos se
alimenten de la tela de arafia rica en proteinas, lo cual puede justificar un poder
antibiético de tela aunque no se conoce la efectividad de la misma. %%°En el
presente estudio se evalud la actividad pro coagulante de la tela de arafia in vitro
obteniendo resultados positivos, pues se hall6 diferencias significativas entre el
tiempo de coagulacién / tiempo de protrombina con y sin el uso de tela de arafia;
siendo menor el tiempo de coagulacion con el uso de tela de arafia. Sin embargo, no
se encontr¢ diferencias significativas usando distintas proporciones de tela. La tela
de arafia, dentro del organismo de la arafia se halla en estado liquido, y cambia de
estado a sélido por accién de la espidroina frente al cambio de pH.°

CONCLUSIONES

1. El presente estudio determind que la tela de la arafia Scytodes longipes Si
posee efecto coagulante aplicada en muestras de sangre humana, ya que se
presento una reduccién significativa en el tiempo de coagulacion (P < 0.05).

2. El Tiempo de Coagulacion con el uso de tela de la arafia Scytodes longipes
redujo significativamente (P < 0.05) encontrandose diferencia entre el grupo
control y el grupo de peso (3-8 mg).

3. Al comparar el Tiempo de Coagulacién de la tela de la arafia Scytodes
longipes en 3 proporciones distintas (3-4 mg; 5-6 mg; 7-8mg), NO se encontrd
diferencia significativa entre los grupos de peso 1, 2 y 3.

4. El Tiempo de Protrombina en plasma con el uso de tela de la arafia Scytodes
longipes redujo significativamente (P < 0.05) encontrandose diferencia entre
el grupo control y el grupo de peso (3-8 mg).

5. Al comparar el Tiempo de Protrombina de la tela de la arafia Scytodes
longipes, Si se encontré diferencias significativas entre el grupo de peso 1 (3-

4mg) con el grupo de peso 3 (7-8 mg).
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6.

7.

Al comparar el Tiempo de Protrombina de la tela de la arafla Scytodes
longipes, Sise encontré diferencias significativas entre el grupo de peso 2 (5-
6mg) con el grupo de peso 3 (7-8 mg).

Al comparar el Tiempo de Protrombina de la tela de la arafa Scytodes
longipes, NO se encontro diferencias significativas entre el grupo de peso 1(3-

4mg) con el grupo de peso 2 (5-6 mg).
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