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Glosario

Escara: Lesion de la piel que se caracteriza por la aparicion de una costra como
resultado de una quemadura, gangrena o necrosis de origen infeccioso, quimico o
de otro tipo.

Esfacelo: Restos inflamatorios y necréticos de tejidos que deben extirparse para
facilitar la limpieza quirurgica y la cicatrizacion

Osteomielitis: Infeccidn 6sea que es causada por bacterias u hongos.

Fistulas: Conexiones o canales anormales entre érganos o vasos. Puede ser el
resultado de estrés, heridas, cirugia, infecciones o inflamaciones.

Zalea de borrego: Sabana de tela doble que se coloca transversalmente debajo de
los pacientes para moverlos y proteger la ropa de cama.

Isquemia: Detencion o disminucion de la circulacion de sangre a través de las
arterias de una determinada zona, que deriva en un estado de anoxia celular y falta
de nutrientes en la parte afectada

Angiogénesis: Formacion de vasos sanguineos.

Lacasas: Enzimas pertenecientes al grupo de las oxidasas de cobre azul que
catalizan la oxidacidén de substratos organicos o inorganicos con caracteristicas
similares al p-difenol.

Elementos finitos: Es un método numérico general para la aproximacion de
soluciones de ecuaciones diferenciales parciales utilizado en la simulacion de
sistemas fisicos y biolégicos complejos.

Efecto piezoeléctrico: Fendmeno fisico presente en algunos cristales como el
cuarzo, por el cual aparece una diferencia de potencial eléctrico entre las caras del
cristal cuando éste se somete a una presion mecanica.

Ley de Ohm: Dice que la intensidad de la corriente que circula entre dos puntos de
un circuito eléctrico es proporcional a la tensidn eléctrica entre dichos puntos, por lo
tanto la conductancia eléctrica es inversamente proporcional a la resistencia
eléctrica.

Resistencia eléctrica: Es la igualdad de oposicion que tienen los electrones al
moverse a través de un conductor.

Placa fendlica: Placas hechas por lo general de cobre que se componen de dos
caras, una que es un aislante que puede ser silicona o fibra de vidrio y otra que son
pistas de cobre que fungen como conductores.

Hypafix®: Es un adhesivo de tela no tejida de hoja libre, hecho de poliéster de color
blanco y recubierto con adhesivo hipoalergénico que es permeable al aire y la
humedad.

Vi



Neutrofilo: Son un tipo de glébulo blanco que se caracterizan por tener un nucleo
lobulado y gran cantidad de granulos y lisosomas en su citoplasma, cuya principal
funcién es fagocitar y participar en el inicio del proceso inflamatorio.
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Marco teérico.

A. La Piel.

La piel es un érgano complejo compuesto por diferentes tipos celulares de origen
mesodérmico (fibroblastos, células vasculares, adipocitos, células de Langerhans)
y ectodérmico (queratinocitos y melanocitos)® que cubre la totalidad de la
superficie del cuerpo de un organismo. Funciona como una barrera fisica entre el
ambiente y el individuo, previene la pérdida de agua y electrolitos y reduce la
entrada de quimicos y microorganismos patdégenos al organismo. Ademas esta
involucrada en la termorregulacion y en la percepcidon de estimulos provenientes
del medio, ya que presenta una serie de nervios y receptores sensibles a las

vibraciones, presion, temperatura y dolor4.



B. Estructura de la piel.

La pielesta organizada en 3 capas; epidermis, dermis e hipodermis, que se pueden
clasificar por su origen embrionario en ectodérmicas (epidermis) y mesodérmicas

(dermis e hipodermis)'* (figura 1).

Epidermis—{ '

Dermis

Hipodermis-

Figura 1. Estructura de la piel. Modificada de Khavkin y Ellis, 2011.

La capa mas superficial y expuesta al medio es la epidermis, que esta formada por
los estratos corneo, Itcido, granuloso, espinoso y basal®?. El 95% de las células que
conforman a la epidermis son queratinocitos, células unidas entre si por
desmosomas y que presentan una actividad metabdlica elevada ya que esta capa
se encuentra en constante queratinizacion. Este proceso comienza en el estrato
basal y se lleva a cabo mediante la actividad de diferentes queratinas, como las
variedades 5 y 14 que participan de manera importante en la proliferaciéon de
queratinocitos basales??. Conforme las células se van diferenciando; principalmente
en el estrato granular, dichas queratinas son sustituidas por las variedades 1y 10
que le dan forma al epitelio epidermal plano estratificado que se observa

principalmente en el estrato corneo (figura 2).



La principal funcién de la epidermis es actuar como una superficie protectora. Esta
funcién reside en su mayoria en el estrato corneo en donde los queratinocitos
generan una cubierta celular principalmente de involucrina y ademas estan
rodeados por capas lipidicas, caracteristicas que dotan a este estrato de su
capacidad protectora. Ademas los pigmentos inmersos en la epidermis como la
melanina ayudan a estabilizar los radicales libres producidos por la interaccién de
las células cutaneas con la radiacion UV, permitiendo asi el paso solo del 10% de

dicha radiacion a la dermis®14.

Figura 2. Estratos que conforman a la epidermis. Modificada de “Dermatologia

pediatrica. Texto y atlas en color”, capitulo 1.

Por su parte la dermis estd compuesta predominantemente por fibras de colageno
(tipos I, lll, IV y VII principalmente) y de elastina, inmersas en diferentes
mucopolisacaridos®. Estas fibras son secretadas principalmente por fibroblastos y
le otorgan a la piel caracteristicas de elasticidad y resistencia mecanica necesarias
para su correcto funcionamiento en diferentes zonas del cuerpo. Ademas, es aqui

donde se lleva a cabo la termorregulacién, ya que existen plexos vasculares que



corren paralelos a la epidermis cuyo flujo sanguineo permite modificar la

temperatura corporal de un individuo®.

C. Ulceras por presion.

El Grupo Nacional para el Estudio y Asesoramiento de las Ulceras por Presion
(NPUAP) defini6 en el 2007 a las ulceras por presion (UPP) como lesiones
localizadas en la piel y/o el tejido subyacente a ella; generalmente ubicadas sobre
una prominencia 0sea, a consecuencia de la combinacidn de presion elevada,
isquemia y fuerzas tangenciales o de cizallamiento. Se clasifican de acuerdo a la
cantidad de tejido que se ve dafado; de esta manera se les dividen en pre-ulcera,
UPP de 1° grado (piel integra, eritema que no desaparece al aliviar la presion), UPP
de 2° grado (pérdida parcial de la dermis, uUlcera superficial con lesion rojiza y rosada
en el lecho, sin costra.), UPP de 3° grado (pérdida total de la piel, puede verse el
tejido adiposo subcutaneo), UPP 4° grado (pérdida total de la piel, con exposicion
del hueso, tendén o musculo) y UPP no estadiables (pérdida total del espesor de
piel. La superficie de la lesiébn se encuentra cubierta en su totalidad de escara o
esfacelo)®’. En particular la presion elevada sobre la superficie de la piel es
determinante para la aparicién de las UPP, cualquier presion que esté por encima
del rango de 16 a 32 mmHg (presion hidrostatica normal de los capilares

sanguineos) impide el flujo sanguineo y lleva implicito el riesgo de desarrollar UPP2.



D. Epidemiologia de ulceras por presion.

Estas lesiones se consideran un verdadero problema de salud publica, debido a que
provocan severas repercusiones fisicas, psicoldgicas y sociales, tanto al paciente
como a su familia, y principalmente econémicas para las instituciones de salud que
atienden al paciente. Debido a la frecuencia con la que se presentan en todos los
niveles asistenciales, Hibbs, en el afio 2001, las denomind “epidemia bajo las
sabanas” que conlleva un prondstico negativo, y un alto indice de mortalidad con

tratamiento costoso y en muchas ocasiones poco exitoso.

En Espana, Torre | Bou en 1997, reportd que en una poblacién de 102,755
habitantes, la incidencia de UPP en un afio fue de 0.1%, en un grupo de personas
de 65 a 74 anos, de 0.57% entre las personas de 75 a 84 afos, y de 1.97% en
pacientes de 85 afios y mas. Lo que demuestra claramente, que a mayor edad,

existe mayor riesgo de padecer dichas lesiones.

En los Estados Unidos de Norteamérica, Courtney en 2003, reporté que
aproximadamente de 1.3 a 3 millones de adultos presentaron UPP, con un costo
estimado de 500 a 40,000 dolares por cada UPP diagnosticada y tratada; con una
incidencia que oscil6 entre 0.4% y el 38% para los hospitales y 17% para residencias

de ancianos.

En México, no se cuenta con estadisticas globales en relacion a la incidencia de
UPP, pero si existen datos de instituciones que atienden estas lesiones que brindan

un panorama de la epidemiologia en el pais.

En el afio 2004, en las Unidades de Cuidados Intensivos e Intermedios del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias la incidencia de UPP en pacientes

sometidos a ventilacidn mecanica, fue del 13%?3!.

En septiembre del 2012, el Dr. Contreras Ruiz, presidente de la Asociacion
Mexicana para el Cuidado Integral y Cicatrizacion de Heridas (AMCICHAC),
menciond que actualmente 17 de cada 100 pacientes hospitalizados padecen
UPP31,



Asi mismo, segun datos publicados por la Secretaria de Salud en el 2013, las UPP
ocupan el 3° lugar de heridas cronicas en el pais, las cuales tendrian una media de
prevalencia nacional del 20%, dato que sobresale, ya que la OMS indica que la
prevalencia ideal seria de menos del 2%3.



E. Tratamiento de las Ulceras por presion.

Las UPP conllevan a la posible formacion de lesiones secundarias que por si solas
suponen un tratamiento muy especializado; por ejemplo, formacién de abscesos,
tunelizaciones, socavamiento, celulitis, osteomielitis, miasis y fistulas, por lo que al
aparecer junto a las UPP, dificultan y encarecen el tratamiento y disminuyen la
capacidad de recuperacion del paciente’: 32. Para dar tratamiento a las UPP se han
desarrollado diferentes estrategias cuyo uso depende tanto del grado de la lesion
como de la aparicion de lesiones secundarias. Entre ellas, esta el uso de
dispositivos que permitan disminuir la presion que se esta ejerciendo sobre la piel,
por ejemplo zalea de borrego, colchones de hule espuma de huevera, colchones de
agua, colchones y colchonetas de aire alternante y colchones aerofluidizados?®.
También existen protecciones locales para prevenir el desarrollo de UPP, como
acidos grasos hiperoxigenados y apositos hidrocelulares que incrementan la micro-
circulacion sanguinea evitando la isquemia del tejido cutaneo. Aunado a las dos
anteriores, se utilizan curaciones tradicionales ocupando povidona yodada,
peréxido de hidrogeno, alcohol, acido acético, violeta de genciana y jabon?®. Todos
los métodos anteriores presentan desventajas, como que no se elimina del todo la
presidn ejercida, el precio de los que si lo hacen es muy alto y los tratamientos
directos sobre las ulceras no interaccionan con el tejido dafiado promoviendo una
regeneracion, y lo que es mas, lo llegan a degradar impidiendo una correcta

cicatrizacion.

Asi, se han generado nuevos métodos; la mayoria de ellos experimentales, que
ocupan apoésitos activos que interactian con la herida facilitando su cicatrizacion y
no requieren de antisépticos®. Un ejemplo de estos métodos es la ingenieria de
tejidos, que mediante el uso de biomateriales, células y factores de crecimiento, se
presenta como una alternativa real para solucionar la problematica que implica el
tratamiento de UPP. Esto se debe a que los materiales utilizados pueden funcionar
tanto como acarreadores celulares como constructos (biomaterial + células) dando
pie a la interaccién con el tejido lesionado que deriva en una mayor migracion celular

promoviendo la etapa inflamatoria de la cicatrizacion, angiogénesis, estimulacion de



la sintesis de colageno y mejor comunicacién intercelular, lo que se traduce en
menos dolor, aislamiento térmico, desbridamiento autolitico, mayor velocidad en la

cicatrizacion y mejor calidad de la cicatriz de los tejidos dafiados®.

Un ejemplo de estos biomateriales es el Poli Acido Galico, que presenta actividad
bactericida y antifungica, lo que protegeria a la herida de ser infectada utilizandolo
como aposito. De esta manera el desarrollo de investigaciones enfocadas en
evaluar la posibilidad de utilizar estos apdsitos como constructos o acarreadores
celulares y el desarrollo de nuevos materiales es determinante para realizar un

tratamiento integral de UPP.



F. Poli Acido Galico.

El Acido Galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico) es un fitoquimico bioactivo
principalmente descrito en la familia de las Galiaceas, que ha recibido gran atencién
en diferentes investigaciones gracias a su alto poder antioxidante, antimutagénico y
antiinflamatorio, asi como por poseer propiedades bactericidas, fungicidas,
antivirales y capaces de ser utilizadas en tratamientos contra enfermedades

cadiovasculares3®: 42,

Este compuesto es la base para la produccion de Poli Acido Galico (PGAL), que es
un material derivado del Acido Galico contenido en Trametes versicolor. Dicho
material fue descrito por primera vez en 2013 y es obtenido a partir de una
polimerizacion oxidativa mediada por lacasas. De ésta manera, es soluble en agua
(lo cual es muy importante para su aplicacién biotecnoldgica), tiene un alto
contenido en polifenoles y presenta caracteristicas semiconductoras, fungicidas y
bactericidas, asi como un rendimiento del 82% al extraerse mediante el proceso
mencionado. Es importante sefalar que para que el material adopte una forma de
membrana y asi poder ocuparlo en diversas investigaciones biotecnolégicas, es

necesario entrecruzarlo con carboximetilcelulosa y glicerol*.



G. Ingenieria de tejidos.

La ingenieria de tejidos se presenta como una técnica innovadora y revolucionaria
cuyo objetivo es restituir la funcion de tejidos dafados o lesionados y que se puede
utilizar para generar tejidos de novo, que dota a la medicina regenerativa de
herramientas que permiten afrontar los retos que diferentes enfermedades y
lesiones presentan, y asi finalmente otorgar una mejora en la calidad de vida del

paciente? ®.

Esta herramienta se compone de tres ejes, el primero se refiere a la generacion y
uso de materiales biocompatibles fabricados a partir de componentes de origen
natural o sintético, cuya funcién es imitar la matriz extracelular de los tejidos a
reparar’*. El segundo de estos ejes esta relacionado al uso de células
(diferenciadas, comprometidas hacia un estirpe determinado o en estados
pluripotentes), que pueden ser autdélogas o de donantes y que interactuaran con los
biomateriales ya mencionados, y a su vez con el tercer eje: factores de crecimiento,
que permiten que las células utilizadas se diferencien hacia los tipos celulares
necesarios para la terapia, y que también pueden favorecer a la comunicacién

celular para que asi los constructos funcionen como acarreadores celulares®.

10



H. Modelos experimentales de lesiones dermales.

En la actualidad un método altamente utilizado para diferentes investigaciones son
las simulaciones 3D, que involucran complejos calculos matematicos que
representan diversas variables presentes en los sistemas estudiados.
Especificamente para el estudio de lesiones en la piel hay simulaciones en 3D que
integran una serie de elementos finitos de variables como temperatura, flujo de
sangre, la zona en donde se genera la lesidon y presion ejercida para generar la
lesion?®. También existen impresiones en 3D de huesos que normalmente
promueven la formacion de UPP, que son probados recubriéndolos con sustitutos
dérmicos comerciales y aplicandoles después diferentes presiones con maquinas
de compresidén computarizadas para evaluar la respuesta tanto de los huesos como
de la piel a diferentes presiones. Estos experimentos han tenido resultados
representativos y se presentan como una alternativa real hacia el estudio de
lesiones dérmicas ocasionadas por presién, sin embargo no cuentan con la
respuesta dinamica que presenta un ser vivo al ser sometido a diferentes

situaciones de estrés como UPP29,

También se han desarrollado diferentes modelos animales experimentales que
varian, entre otras cosas, en el tipo de dispositivo utilizado para generar UPP. Uno
de estos dispositivos son maquinas neumaticas, que tienen la ventaja de poder
generar lesiones en un tiempo muy corto; ya que generan presiones muy elevadas,
que van por encima a los 700 mmHg, pero la adquisicién, uso y mantenimiento de
este tipo de dispositivos tienen costos muy elevados, comparados con las demas
metodologias, razén por la cual no tienen un uso muy comun en este tipo de

investigaciones!? 16

Asi mismo se ha probado que presionar la piel con una pinza o abrazadera genera
UPP. Este método es en eficiencia equivalente a todos los demas, no obstante al
ser la presion el resultado de la resistencia de un punto de la pinza a ser separado
de su estado de reposo, ésta se vera disminuida eventualmente ya que la
resistencia mecanica ira decreciendo, lo que ocasiona variables en los

experimentos y el constante cambio de los dispositivos??.
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Otra metodologia con buenos resultados, es generar heridas en la piel de ratones
mediante el uso de implantes de metal que luego se asocian a diferentes tipos de
imanes para producir la lesién?” 4% 0 en lugar de implantes de metal utilizar implantes
plasticos que simulan el exceso de presién en un area determinada del cuerpo?®.
Ambos procedimientos presentan la desventaja de necesitar por lo menos de un
procedimiento quirdrgico por organismo para llevar a cabo las experimentaciones,
y debido a que no todos los grupos de investigaciéon tienen acceso a las
instalaciones adecuadas para realizar dichas metodologias, no hay una prevalencia

de estas dentro de las investigaciones mundiales en relacion al tema.

Por ultimo la metodologia mas socorrida para generar lesiones en la piel se basa en
el uso de un par de imanes que aprisionan a la piel® 11 12, 25,30, 33,34 '|g que limita la
realizacidon de la lesion a una zona con gran cantidad de piel como el dorso de los

ratones, pero que a su vez presenta una gran eficiencia en la formacién de UPP.

Todas las metodologias mencionadas utilizan organismos de la especie Mus
musculus de variedades que presentan pelo, lo que involucra un sesgo para
representar de manera adecuada las caracteristicas y condiciones de una UPP en

un ser humano.
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I. Sensores de presion.

Los sensores de presion son dispositivos que permiten realizar mediciones de la
fuerza que un cuerpo ejerce sobre un area determinada. En el area biomédica y
biomecanica se han utilizado para evaluar el comportamiento de las diferentes
fuerzas ejercidas por el cuerpo humano, que a su vez pueden ser causa de lesiones

como lo son las UPP.

Existen diferentes tipos de sensores, entre los cuales se encuentran los Strain
Gages (figura 3) que son dispositivos utilizados para la medicion electrénica de
diversas magnitudes mecanicas como presion, carga, torque, deformaciéon y
posicion. Generan datos de acuerdo a la cantidad de deformacién de un cuerpo
debido a la fuerza aplicada sobre élI°. Para su empleo se deben de unir
completamente a la superficie de la zona en la cual se quiere evaluar la respuesta
a dichas fuerzas, debido a esto su uso en investigaciones con organismos vivientes
es poco practica ya que generaria gran cantidad de variables que perjudicarian el

cumplimiento de los objetivos planteados en dichas investigaciones.

Figura 3. Strain Gages asociados a piezas metélicas. Modificada de Cimbala, 2013.
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Otro tipo de sensores para evaluar la respuesta de un area a fuerzas mecanicas
son los sensores piezoeléctricos (figura 4), cuyo funcionamiento se basa en el flujo
de carga eléctrica producida por la deformacion de cristales de cuarzo al aplicarle
diferentes fuerzas?3. Este tipo de sensores se ocupan para analizar las presiones
ejercidas al dar un paso o por una cama o silla de ruedas sobre una persona, por
esto son dispositivos muy utiles en el estudio de la formaciéon de UPP, sin embargo
utilizarlos en modelos animales experimentales que involucren areas pequefas con

un grosor como el de la piel es imposible dado su mecanismo de funcién y tamafio.

bicusplm'll)
vaive

Figura 4. Sensor piezoeléctrico utilizado para evaluar contraccidon muscular.

Por su parte los sensores FSR, Force Sensing Resistor por sus siglas en inglés, que
son un ejemplo de sensores de presion, estan formados por tres capas, dos de ellas
funcionan como zonas activas que estan separadas por una tercera capa que
contiene aire y funciona como un aislante que dota en parte de la resistencia
eléctrica caracteristica del sensor (figura 5). En una de las zonas activas existe una
linea de cobre la cual, al aplicar una fuerza, se deforma en su seccion transversal y

de acuerdo a la Ley de Ohm, varia en su resistencia eléctrica. El tamafno en general
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de estos sensores es variable y va de acuerdo al uso que se les dé, ademas son
flexibles, econdmicos y faciles de asociar a circuitos y fases digitales, caracteristicas
que los hace una alternativa real al uso de otros sensores capaces de registrar

presidn en actividades experimentales de investigacion.

FLEXIBLE SUBSTRATE WITH
PRINTED SEMI-CONDUCTOR

SPACER
OPENING

SPACER ADHESIVE ’

FLEXIBLE SUBSTRATE WITH PRINTED
INTERDIGITATING ELECTRODES

/ TIVEAREA

TAIL

Figura 5. Estructura de los sensores FSR. Obtenida de Interlink Electronics S/A.
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Funcionan midiendo el decremento de la resistencia producto del aumento de una
fuerza aplicada sobre el area activa del sensor. A medida que la fuerza aumenta el
sensor se deforma y las dos areas activas entran en contacto, lo que provoca un
decremento en la resistencia eléctrica que produce un aumento en el flujo de
electrones a través del sensor. Este aumento en el voltaje se puede registrar, si se
asocia el sensor con el circuito adecuado, para determinar la correlacion existente

entre la fuerza ejercida y el voltaje producido (figura 6)°.

RM VALUES

et ' O 1 00k
E — s 30k
37T = s 10K

e 3K

FSR

p=O VOUT

i i Interlink Force Tester
'I 1 cm? circular flat metal
actuator

RM { =" F vs. V for Part No. 402
4

0 200 400 600 800 1000
FORCE (g)

Figura 6. A) Circuito basico para el correcto funcionamiento de un sensor FSR. B)
Comportamiento clasico de la respuesta de voltaje con respecto a una fuerza ejercida.

Modificada de Interlink Electronics S/A.
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Justificacion.

Como ya se menciond, las UPP son un problema de salud publica que no solo afecta
la calidad de vida del paciente, sino que también provoca pérdidas econdémicas
importantes y hasta ahora los tratamientos utilizados no responden a las
necesidades de eficiencia en cuanto a la curacion de la las lesiones se refiere. El
costo general para el cuidado de las UPP en el Reino Unido es aproximadamente
de £26,000 por paciente, lo que significa un gasto anual de £150 millones. En E.U.A
se estima que este costo es de 10,000 doélares por cuidados meédicos y de
enfermeria por paciente, lo que implica mas de 3 billones de ddélares anuales®. En
México, segun datos de la Secretaria de Salud, los gastos para tratar las UPP
oscilan entre $1,258 y $175,552, dependiendo del grado de la lesion y tipo de

tratamiento que se dé38.

Por lo anterior, es de suma importancia generar nuevos tratamientos que otorguen
una alternativa para la curacion de las UPP, ya que los utilizados actualmente son

poco efectivos, caros y casi ninguno contempla afecciones secundarias a las UPP.

Para esto es necesario estandarizar un modelo animal experimental que permita
evaluar la eficiencia de dichos tratamientos cuyos resultados se pueden extrapolar

para mejorar la calidad de vida del paciente.
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Objetivos Generales.

e Disefiar y construir un instrumento para analizar la presidn ejercida en un
modelo experimental animal de ulceras por presion.

o Estandarizar un modelo experimental de ulceras por presiéon utilizando
organismos de la especie Mus musculus sepa nu/nu como modelo animal.

e Realizar el tratamiento de las ulceras generadas utilizando polimero PGAL y

fibroblastos humanos.
Objetivos Particulares.

e Determinar qué clase de dispositivo es el mas adecuado para generar ulceras
por presion de acuerdo a la presion que estos ejerzan.

e Analizar histolégicamente las lesiones generadas para determinar el grado
de éstas.

e Realizar pruebas in vitro de viabilidad y proliferacion de fibroblastos humanos
sobre del polimero PGAL.

e Evaluar la capacidad del polimero PGAL de actuar como acarreador celular
y como constructo en pruebas in vivo.

e Caracterizar la viabilidad de fibroblastos humanos cultivados en presencia de

PGAL en solucion.
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Material y Método.

El proyecto fue aprobado con el folio BIO/05/15 por el Comité de Investigacion asi
como por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
(CICUAL) del Instituto Nacional de Rehabilitaciéon de acuerdo a la NOM-062-Z00-
1999.

Unidad Experimental.

Para el estudio se utilizaron 7 ratones machos de la especie Mus musculus sepa
nu/nu de 6 a 8 semanas de edad con un peso de 20 g a 30 g (2 de ellos se utilizaron
para determinar la zona del dorso del animal en donde se harian las UPP, mientras
que los 5 restantes fueron usados para estandarizar el modelo experimental) que
se mantuvieron en condiciones estériles de bioterio en cajas individuales con agua
y alimento ad libitum a temperatura ambiente 27°C £1°C con ciclos de 12 horas de

luz y 12 horas de obscuridad.

Los organismos se adquirieron en el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias

Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

Previo a cada experimento realizado de manera in vivo, los organismos fueron

sacrificados utilizando una camara de CO2.
Estandarizacion del modelo experimental de UPP.

Para estandarizar este modelo fue necesario crear un dispositivo capaz de medir la
presidn ejercida sobre la piel, ya que en ninguno de los antecedentes se menciona

coémo se calculé esta presion.
A. Diseiio y construccion de un instrumento para medir la
presion.

Para construir el instrumento, se realizé un circuito utilizando el integrado LM358, el
cual consta de dos amplificadores operacionales, uno de ellos se usé para amplificar
la sefal proveniente del sensor de presion, en tanto que el segundo fijo la respuesta

a cero cuando no hubo cargas aplicadas. Asi mismo se utilizé el integrado TL7660
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para invertir el voltaje de alimentacion. Se alimenté al circuito mediante una pila de
9 V conectada a un regulador de 5 V. Ademas se agregé un LED que indico si el
dispositivo operaba. Todo el circuito se armo sobre una placa fendlica con pistas de
cobre y se montd en una caja para circuitos de 18 cm X 7 cm. El diagrama
electronico del circuito se realizé utilizando el programa EAGLE Layout Editor
Professional v5.10, mientras que la distribucién de los componentes se hizo
mediante el programa Express PCB version 7.3.4. El circuito completo se nuestra

en la figura 7.

8V ¢ 5V
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=
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-

Figura 7. Circuito traductor de presion a voltaje. Detalle del armado y componentes del

circuito empleado para censar presion.
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Una vez montado, el circuito se conecto a diferentes sensores FSR (modelos 400,
402 y 406) para decidir cual es el que mas convenia para registrar presién en
diferentes zonas de la piel de los ratones. Se comparo la respuesta de cada uno de
ellos (figura 8). La respuesta en voltaje se midi6 con un multimetro Beckman,

modelo BK Precision 5289.

Figura 8. Sensores FSR. Modelos 406, 402 y 400; de izquierda a derecha, utilizados en

las pruebas in vivo.
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B. Determinacion del dispositivo para generar UPP.

Se realizdé una busqueda bibliografica para determinar qué tipo de dispositivo se
utilizarial 11. 12, 16, 18, 21, 25, 27, 30, 33, 34, 40 Estg eleccion se llevéd a cabo en funcién de
qué dispositivo proporciona la mayor presion capaz de generar lesiones en la piel
de ratdén en el menor tiempo posible. Se determiné que el uso de un par de imanes
que aprisionen la piel cumple con los requerimientos para estandarizar el modelo
experimental. De esta manera, se ocuparon imanes con @= 12 mm X 3 mm con un
peso de 2.4 gy 2600 G de fuerza de campo magnético, que fueron comparados con
otros de @= 12 mm X 5 mm con un peso de 4.2 g y 3500 G de fuerza de campo
magnético. Cada iman se envolvio con 6 cm? de Hypafix® para facilitar su manejo

(figura 9).

Figura 9. Imanes utilizados en el estudio. A) 2600 G de fuerza de campo magnético. B)

3500 G de fuerza de campo magnético. C) Imanes cubiertos con Hypafix®.

22



Para determinar la presién que dichos dispositivos ejercieron se ocupd6 el
instrumento construido anteriormente. Este se calibré de tal forma que su respuesta
en Volts, dependiera de la fuerza aplicada al sensor. Fue necesario realizar una
conversion de los valores experimentales obtenidos (reportados en gramos) a

unidades de presion (kPa).

C. Generacion de UPP.

Para determinar la zona adecuada para generar las UPP se realizaron medidas de
la presion ejercida in vivo en el dorso de los ratones, se analizaron 3 zonas en 2
ratones M. musculus sepa nu/nu; dichas zonas fueron la dorso caudal (DCAUD),

dorso medial (DMED) y dorso cervical (DCERV), como muestra en la figura 10.

Figura 10. Determinacién de la presion ejercida in vivo. Medicion de la presion ejercida
con los imanes de 3500 G en la zona DCRAN de un organismo M. musculus nu/nu de 8

semanas de edad.
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Para generar UPP, los organismos fueron anestesiados administrando Isoflurano al
4% en la fase de induccion y al 0.5% en la fase de conduccion junto con Butorfanol
como analgésico. Posteriormente se levantd la piel del dorso de los sujetos dejando
un puente de 2 mm - 3 mm de piel que fueron aprisionados entre los imanes
seleccionados, de modo que al final del procedimiento se generaron dos lesiones
con caracteristicas iguales (figura 11), el grupo control se conformé por organismos
sin lesion. Después de realizar una busqueda bibliografica se determiné que para

conseguir generar UPP es necesario un ciclo de 8 horas de presién por 12 horas de

descompreSién (n=5) 1,11, 12,16, 18, 21, 25, 27, 30, 33, 34, 40.

Figura 11. Generacién de UPP en los organismos. Ratones M. musculus con un par de
imanes de 3500 G aprisionando piel del dorso del organismo.
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Pruebas de viabilidad y proliferacion celular sobre PGAL.

El polimero utilizado; PGAL en polvo y en forma de membrana, fue proporcionado
por el Doctor Pedro Roquero perteneciente al departamento de Ingenieria Quimica

adscrito a la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autdnoma de México.

Los experimentos de viabilidad y unidn celular se llevaron a cabo por triplicado en
cajas de cultivo de 24 pozos. Se cultivaron fibroblastos humanos (FbH) (obtenidos
a partir de prepuseos con consentimiento informado en el Instituto de Pediatria y
mantenidos hasta llegar a un 95% de confluencia en cultivos primarios), sobre
fragmentos de PGAL con un area de 1.76 cm? a razon de 10,000 células/cm?, los
ensayos se realizaron a los 5 dias de cultivo celular. Se tomé como grupo control

FbH cultivados sobre un plato de cultivo.

Se utilizaron diferentes tipos de PGAL en forma de membrana; 52, 103, 104 y 154
para realizar las pruebas, la diferencia entre cada membrana fue la concentracion

de PGAL y de glicerol contenida en cada uno de ellos (figura 12).

Material [PGAL] (%w) [Glicerol] (%V)
052 5 2
103 10 3
104 10 4
154 15 4

Figura 12. Tabla con la nomenclatura de los diferentes materiales. Muestra la relacion

entre la concentracion de PGAL y de glicerol utilizado para entrecruzar cada material.

Los segmentos de PGAL utilizados en los ensayos fueron neutralizados
previamente para poder cultivar sobre de ellos, ya que experimentos previos
demostraron que dichos materiales acidifican el medio de cultivo y llevan su pH a

4.7 luego de estar 15 minutos en contacto con dicho medio, valor que imposibilita la
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viabilidad celular. Una vez terminado el proceso de neutralizacidén, se mantuvieron
las membranas con medio de cultivo durante 12 horas a 37°C. Posteriormente se
midio6 el pH del medio el cual tuvo un valor de 7.2, cifra que denotd la posibilidad de

cultivar sobre de las membranas sin que el valor de pH significara un error.

Para esto, cada trozo de PGAL fue lavado por un minuto con 3 ml de NaOH 0.1 M,
posteriormente se lavé durante un minuto con 3 ml de ¢H20, por ultimo se realizé

un lavado por 10 minutos con 3 ml de medio de cultivo DMEM-F12 (figura 13).

Figura 13. Proceso de neutralizacién de membranas de PGAL. Fragmentos de polimero
con area de 1 cm? en presencia de NaOH 0.1 M.
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A. Ensayo de viabilidad celular. Para llevar a cabo éste ensayo se empleo el
LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity kit *For mammalian cells* de InvitroGen
Molecular Probes (numero de catalogo L3224). Brevemente, se coloco y
agitd hasta homogeneizar en un tubo Eppendorf 1ml de Hank’s Balanced
Salt Solution® junto con 0.5 pl de Calceina AM 4 mM y 1 ul de homodimero
de Etidio (EthD-1) 2 mM. Los constructos (PGAL+FbH) a analizar fueron
transferidos a una caja de Petri donde se les dio dos lavados con 2 mL de
PBS con un pH 7.4 atemperado en bafio Maria a 37° C. Después de retirar
el PBS, se agrego a la caja de Petri la solucidén previamente homogenizada
atemperada a 37° C en bafio Maria y se incubo por 45 minutos a 37° C, 5%
de CO2 y 95% RH. Transcurrido el tiempo, se lavaron de nuevo los
constructos con 1 ml de Solucion Buferada de Fosfatos atemperado para
después montarlos en un portaobjetos. Se observaron los resultados en un
Microscopio de Fluorescencia Carl Zeiss Axiovision LE a longitudes de onda
de ex/em =495 nm/=515 nm para células vivas (fluorescencia verde) y de
ex/em =495 nm/=635 nm para células con la membrana celular dafada
(fluorescencia roja).

B. Ensayo de unién celular. Se retiraron los constructos (PGAL+FbH) de las
placas de cultivo, posteriormente cada constructo fue lavado con 250 pl de
PBS durante 30 segundos para retirar las células no adheridas a los
materiales. Después, se fijaron las células adheridas a cada material
utilizando 400 ul de PFA 4% durante 1 minuto. Para observar dichas células
se colocaron las muestras en un microscopio Optico invertido Zeiss
Axiovert25 después de haber sido tefiidas por el método de azul tripano. Se
tomo6 como grupo control las células adheridas a la placa de cultivo.

C. Ensayo de viabilidad celular con PGAL en solucion. Para realizar esta
prueba se utiliz6 PGAL en solucién a diferentes concentraciones (1 ug/ml, 10
pg/ml, 100 pg/ml y 200 pg/ml) diluido en medio de cultivo DMEM-F12. Se
tomo6 como grupo control FbH cultivados unicamente con medio DMEM-F12.
Cada concentracion formé un grupo experimental. Se cultivaron FbH a razén

de 5,000 células por cm? en placas de cultivo de 24 pozos. Para analizar la

27



viabilidad del cultivo se realizaron conteos celulares durante 5 dias seguidos
utilizando el método de azul tripano para diferenciar entre las células vivas y

muertas.

Andlisis histoldgico de las Ulceras generadas.

Una vez finalizado el ciclo de presion, se retiraron los imanes para iniciar el ciclo de
descompresion. A su término, se tomo una muestra del area experimental
garantizando la presencia de piel aledana a ella, para determinar si existia una

lesion y el grado de la misma.

A. Procesamiento de las muestras. Las muestras obtenidas se fijaron durante
24 horas con PFA 4%, para garantizar su correcta fijacién se sumergieron y
estiraron completamente sobre de una base de parafina solidificada.
Posteriormente las muestras se deshidrataron en alcoholes de
concentraciones ascendentes (60%, 70%, 80%, 90%, 96% y 100%) durante
90 minutos en cada uno. Una vez terminada la deshidratacion se procedio al
aclaramiento utilizando xilol durante 30 minutos. Por ultimo, se infiltré cada
una de las pieles aclaradas con paraplast marca Sigma Aldrich (numero de
catalogo 145686-99-3)
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Figura 14. Fijacién de muestras de piel. Las biopsias se sumergieron totalmente en PFA 4% vy

estiraron completamente.

B. Andlisis histolégico. Se realizaron cortes de 5 um utilizando un microtomo
Leica RM2125RT. Estos cortes fueron tefiidos mediante la técnica de
Hematoxilina y Eosina, procedimiento que garantiza la correcta observacién
de las estructuras caracteristicas y mas relevantes de la piel. Después de la
tincion las laminillas obtenidas se observaron en un microscopio Optico
vertical Leica DM500 (figura 15).

Brevemente, cada laminilla fue aclarada en dos pasos de xilol de 5 minutos
cada uno, posteriormente se realiz6 una rehidratacion de las laminillas
utilizando alcoholes con concentraciones descendentes de 100%, 96%, 80%
y 70% demornando 3 minutos en cada uno; posterior lavado con ¢H20. Una
vez completada esta rehidratacién se tifieron las laminillas con Hematoxilina
de Harris durante 10 minutos. Luego de lavar el exceso de colorante con
dH20, se dio a las laminillas un paso de 5 segundos por Li2COs, para después
pasarlas por agua amoniacal hasta que los tejidos viraran a una tonalidad

azul. Una vez realizados estos pasos se tifieron las laminillas con Eosina
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durante 5 minutos, para después deshidratarlas con alcoholes de
concentraciones ascendentes de 70%, 80%, 96% y 100% durante 3 minutos
en cada uno. Por ultimo se aclararon las laminillas utilizando xilol durante 5
minutos.

C. Andlisis de imagenes. Las imagenes obtenidas se analizaron utilizando el
programa LAS EZ de Leica Microsystems. Se realizaron 25 mediciones
aleatorias tanto del grosor epidermal como del grosor total de la piel
comparando el area de la lesion con la piel aledafa a ésta y con piel del grupo

control (figura 15).
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Figura 15. Analisis de imagenes tenidas mediante la técnica de Hematoxilina y Eosina. A
y B muestran una comparacion del grosor total de la piel y de la epidermis en la piel del

grupo control, zona aledafia a la lesion y el area lesionada; de izquierda a derecha

respectivamente.
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Analisis Estadistico.

La tabulacién realizada para interpretar los valores de voltaje registrados al
presionar la piel de los ratones con los imanes sefialados se realizo utilizando Excel
2013 (Microsoft).

Por su parte, el analisis estadistico realizado a los resultados de cada uno de los
experimentos se llevo a cabo utilizando el mismo programa. Utilizando la prueba de
ANOVA a cada repeticion de los experimentos. Junto con ella, para determinar si
hubo diferencias entre cada grupo experimental se realizé una prueba de “t”. Valores

de “p” menores a 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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Resultados.

A. Disefio y construccion del instrumento para medir la presion y

determinacion del dispositivo para generar las UPP.

Una vez ensamblado el circuito junto al sensor FSR seleccionado (figura 16) se
procedi6 a calibrar el dispositivo utilizando una serie de pesos conocidos (entre los
16 gy 164 g), para determinar de acuerdo al voltaje recibido por el multimetro, cual
era la presion ejercida por dichos pesos. Los valores de voltaje obtenidos se
tabularon, y a partir de esa tabla (tabla 1) se realizé una curva de ajuste, mediante
la cual se obtuvo una ecuacion en la que se tomd en cuenta el area activa del sensor
y la equivalencia en Pascales (1 Pa= kg/(m)(s?)) de la segunda ley de Newton (1 N=
(kg)(m)/s?) para convertir los valores en Volts a gramos de fuerza ejercida sobre
dicha area, determinando de esta manera la presion ejercida en el sensor (figura
17).

Figura 16. Instrumento para medir presion ensamblado y detalles internos del mismo.
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Gramos Volts

16.03 0.13
30.71 0.24
32.17 0.34
47.45 0.41
54.3 0.45
146.65 1.63
163.39 1.95

Tabla 1. Respuesta en Volts de la presién ejercida sobre del sensor FSR. El voltaje

registrado es directamente proporcional a la presion ejercida por diferentes pesos

ascendentes.
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Figura 17. Curva de regresion ajustada. Regresién lineal a partir de la cual se generé la

ecuacion que sustituye los valores de voltaje en gramos.
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Para determinar cual era el sensor Optimo para acoplarse al circuito creado, se
probaron tres sensores con diferentes diametros de area activa y se realizaron
mediciones de la presién ejercida por los imanes sobre la piel de los ratones in vivo.
Las mediciones entre los sensores utilizados no mostraron diferencias significativas
en cuanto a la presion que cada uno registrd, por lo que se eligid para esta
investigacion el modelo 400, debido sus dimensiones (area activa con @= 0.5 cm?y
3.8 cm de largo total), que permitieron que se pudiera colocar con mayor facilidad

subcutaneamente en el dorso del animal.

Asi, utilizando el instrumento con el sensor 400 se registraron triplicados de la
presion ejercida por los imanes de 2600 G y de 3500 G, la presion obtenida fue de

75.4 mmHg 4.5y de 102.7 mmHg 4.5 respectivamente.

De acuerdo a la literatura, se eligieron los imanes de 3500 G que ejercieron una
presion de 102.7 mmHg 4.5, ya que se sabe que a esa magnitud se genera una
UPP, siempre que dicha presién se aplique continuamente de 8 horas a 24 horas??.
Sin embargo, no se reporta el instrumento con el cual se mide la presion ejercida,

ni tampoco se precisa histolégicamente el grado de la lesion.

B. Generacion de UPP.

Para determinar la zona adecuada para realizar las lesiones se evaluo la presion de
los imanes sobre de 3 zonas diferentes del dorso de los ratones. Las presiones
ejercidas en las zonas DCERV y DCAUD de cada ratén no presentaron diferencias
significativas entre si, pero si las presentaron con las presiones registradas en la
zona DMED (figura 18). Los promedios de la presion presente en las zonas
DCRAN, DCAUD y DMED fueron 107.6 mmHg +6.3, 104.4 mmHg 8.8 y 113.6
mmHg +1.4 respectivamente, por lo que |la zona elegida para la estandarizacion del
modelo experimental fue la zona DMED, ya que fue aqui donde se presentaron las
presiones mas altas durante el ensayo y que ademas facilitan la generacion de UPP.
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Figura 18. Presion sobre piel del dorso de los organismos. Se muestran los mmHg

ejercidos en diferentes zonas del dorso de ratones M. musculus variedad nu/nu. p<0.05.

El 80% de las ulceras generadas fueron de 2° grado, en ellas se presentaron zonas
con adelgazamiento y pérdida total de la epidermis, compactaciéon de la dermis
papilar y reticular, edema e infiltrado inflamatorio moderado difuso de neutrdfilos.
Asi mismo, a nivel de la hipodermis, se observd una pérdida de estriacién en el
musculo y ademas éste presentd una disminucion en su volumen fibrilar (figura 19),
cabe sefnalar que la lesion no abarcé mas alla de la dermis (figura 20). Uno de los
organismos fue sometido a una hora extra de presion debido a una prolongacion en
el tiempo para retirar los imanes. Este organismo presentd lesiones de 4° grado, en
las cuales se observaron zonas con procesos necroticos; en especial alrededor de
foliculos pilosos en donde hay células con nucleos picnéticos, asi como infiltrado
inflamatorio agudo en la mayor parte de la lesién, zonas con edema y una mayor
pérdida epidermal (figura 21).
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Figura19. Disminucion del volumen fibrilar del musculo en la zona de la lesion. Se observa
una disminucion del volumen fibrilar del musculo en la UPP de 2° tefiida mediante la técnica

de Hematoxilina y Eosina.
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Figura 20. Cortes histolégicos de UPP de 2° grado generadas en ratones nu/nu de 8
semanas de edad después de ser sometidos a un ciclo de presion/descompresion de 8 por
12 horas. A) Vista panoramica de la UPP, la flecha muestra el infiltrado inflamatorio presente
alo largo de la lesidn y la piel aledafa a la lesién. B) El circulo indica la compactacion de la
dermis reticular y papilar, por su parte el asterisco muestra un adelgazamiento en la
epidermis comparada. Ambos comparados con la dermis y epidermis de la piel aledafia a

la lesién mostradas en la figura C.
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Figura21. Ulceras por presién de 2° y 4° grado generadas en ratones nu/nu de 8 semanas de edad
después de un ciclo de presién/descompresion de 8 por 12 horas. A y C) Ratones nu/nu con UPP
de 2° y 4° grado en la zona dorso medial respectivamente con una lesion a cada lado del cuerpo. B)
Imagen histolégica que muestra una UPP de 2° grado tefiida con la técnica de Hematoxilina y Eosina,
se muestra un adelgazamiento en la epidermis, compactacion de la dermis y un infiltrado inflamatorio
moderado difuso de neutrofilos. D y E) Imagen histolégica que muestra una UPP de 4° grado tefida
con la técnica de Hematoxilina y Eosina, se observa una compactacion en la dermis y la presencia
de procesos necréticos alrededor de los foliculos pilosos. Ademas en E se observa la pérdida total

de la epidermis.
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En la figura 22 se comparan los valores del grosor epidermal de la piel lesionada,
piel aledana a la ulcera y piel de organismos del grupo control. Se observa que hubo
un adelgazamiento significativo en la epidermis de la piel ulcerada teniendo como
grosor promedio 22.7 um 5.1, mientras que en promedio el grosor de la epidermis
en la zona lesionada y la piel del grupo control fue de 47.9 ym £11.5y 42.2 uym %
9.9 respectivamente. Por su parte, el grosor total de la piel en la lesion se vio
disminuido, presentando un grosor promedio de 572.6 ym £103.7, mientras que el

grosor de la piel del grupo control fue de 1010.9 ym £88.8 (figura 23).
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Figura 22. Grosor epidermal. Comparacion entre piel con ulcera de 2° grado, piel aledafa
a la ulcera y piel sana sin lesion. Se observan diferencias significativas entre la piel con

UPP y los 2 grupos restantes. p<0.05.
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Figura 23. Grosor total de piel. Comparacién entre piel con Ulcera de 2° grado y piel de

organismos del grupo control. Existe una disminucién significativa del grosor de la piel con

respecto al grupo control. p<0.05.
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C. Pruebas de unién y viabilidad celular sobre PGAL.

Para demostrar la posibilidad de que los polimeros se pudieran utilizar como
acarreadores celulares, se neutralizé su pH, ya que durante su sintesis adquieren
un pH acido, mismo que acidifica el medio de cultivo al hacer cultivo celular sobre
de dichos polimeros. Los polimeros que se utilizaron en el proceso de neutralizacion
fueron PGAL 52, 103, 104 y 154 (figura 24). El material 104 se degradé totalmente
después de ser expuesto durante 1 minuto al NaOH 0.1 M, razén por la cual no se
realizo cultivo celular sobre de él. Por su parte, los materiales 154, 103 y 52 no
presentaron dafos estructurales aparentes al ser sometidos al tratamiento de
neutralizacion. Se sembraron 17,600 FbH en cada membrana y pozo de cultivo
(figura 25).

104 154

Figura 24. PGAL en membrana. Fragmentos de PGAL utilizados con un area de alrededor

de 1 cm? utilizados en el proceso de neutralizacién.
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PGAL 103 PGAL 52

PGAL 154

Figura 25. FbH sobre PGAL en membrana después de 2 horas de cultivo. Se observa

FbH sobre del material.

Luego de 5 dias de cultivo celular ninguna célula se uni6é al material 154, mientras
que en los materiales 52 y 103 si se presentd unidn celular. Asi, se observé que el
porcentaje mas alto de union celular fue sobre del material 103 con un 45.7% (figura
26.A) con respecto al grupo control, también fue el material que mayor porcentaje
de viabilidad celular presenté con un 73.06% con respecto al control, como se ilustra
en la figura 26. B. También se puede observar que las células cultivadas tanto
sobre de las membranas 52 como 103 no formaron las prolongaciones

citoplasmaticas caracteristicas de FbH adheridos a cualquier superficie.
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Figura 26. Porcentajes de union y viabilidad celular sobre membranas de PGAL 52y 103.
A) Se ilustra la union celular mediante el método de azul tripano, el material 103 es el que
mayor porcentaje de unién celular presentd. p<0.05. B) Se observa el porcentaje de
viabilidad celular utilizando el ensayo de LIVE/DEAD cells, la membrana hecha a partir del

PGAL 103 fue la que permitié una mayor viabilidad celular. p<0.05.
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D. Ensayo de viabilidad con PGAL en solucion.

Una vez analizados lo datos obtenidos en los cultivos in vitro sobre membranas de
PGAL se realizaron pruebas con PGAL en solucién para evaluar cdmo se comportan
los FbH en presencia del polimero sin que éste se presente como membrana para
determinar si dicho polimero en solucion era una alternativa para el tratamiento de
las UPP generadas en el modelo. Se determin6é que en todas las condiciones en
donde se cultivaron las células en presencia de PGAL en solucién hubo un
crecimiento celular significativamente menor comparado con el control, como se
observa en la figura 27. No obstante, desde el dia cero hasta el 5 la viabilidad
celular se mantuvo por encima del 90% (figura 28, parte superior). Las
concentraciones de 100 pg/mly 200 ug/ml no presentaron diferencias significativas
entre ellas en cuanto a células vivas se refiere a lo largo del tiempo del estudio. Por
su parte, la viabilidad celular en los cultivos con concentraciones de 1 pg/mly 10

Mg/ml no presentd diferencias significativas a los 2, 4 y 5 dias de cultivo.
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Figura 27. Numero de células a lo largo de 5 dias de cultivo celular en presencia de
diferentes concentraciones de PGAL en solucion. Se observa que todos los tratamientos

presentaron diferencias significativas con respecto al grupo control. p<0.05.
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Aunado a esto, el porcentaje de células vivas y muertas se comportdé de manera
constante y sin diferencias estadisticamente significativas a lo largo de los 5 dias
del estudio y entre las diferentes concentraciones utilizadas como se ve en la figura
28.
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Figura 28. Porcentaje de células vivas (parte superior) comparado con el porcentaje de
células muertas (parte inferior) a lo largo de 5 dias de cultivo celular en presencia de

diferentes concentraciones de PGAL en solucién. p<0.05.
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Discusion.

Se disend el instrumento para medir presibn tomando en cuenta las
recomendaciones del fabricante de sensores FSR1°. En comparacién con otros
utilizados con el mismo fin, estos sensores tienen caracteristicas de sensibilidad,
flexibilidad y manejo que los hacen ideales para éste tipo de investigaciones, ya que
por ejemplo los sensores piezoeléctricos o strain gages, también utilizados en la
medicion de presion, no se acoplan a investigaciones que involucren organismos
vivos dadas sus caracteristicas de tamario y sensibilidad?® °. Luego de la calibracién
de dicho dispositivo las lecturas de presion se comportaron de manera lineal hasta
llegar al limite de saturacion del sensor, tal y como el fabricante indica que deberia

de comportarse el sensor FSR al acoplarse a un circuito determinado?°.

Los ratones utilizados presentan diferentes ventajas al estandarizar éste modelo
experimental de UPP. Una de ellas es que estan inmunosuprimidos, lo que permite
evaluar el comportamiento de andamios y constructos con células humanas en el
modelo sin que exista una respuesta inmune de por medio. Aunado a esto, se trata
de organismos desnudos, lo que supone una cantidad minima de foliculos pilosos,
caracteristica similar a la de la mayor parte del cuerpo humano y que por lo tanto se

presenta como una ventaja al escalar las investigaciones hacia la clinica.

Existe un antecedente de un modelo experimental de UPP en M. musculos sepa
nu/nu publicado por Screi et al. en 2009, sin embargo no reporta la presion utilizada,
por lo que no se puede reproducir. Ademas, el modelo involucra un procedimiento
quirurgico obligatorio que involucra disecciones, mantenimiento del animal durante
el procedimiento y suturas en cada unidad experimental, lo que implica poca
practicidad al intentar repetirlo y una desventaja en comparacién con el modelo

descrito en este estudio.

Existen reportes que indican que para generar una UPP bastan 50 mmHg?* 1% 33, sin

embargo los autores no mencionan el grado de esta lesiéon y lo que es mas,
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Kawamata et al. en 2014 indican que no es posible generar una UPP utilizando

dicha presion, incluso aplicandola durante 4 dias seguidos.

Los usuarios de sillas de ruedas y de colchones comunes pueden experimentar
presiones de hasta 300 mmHg que pueden causar UPP, pero las presiones mas
comunes que generan lesiones de diferentes grados segun el tiempo de exposicion
y el estado de la piel son del orden de 100 mmHg. Por esto, la zona elegida para
generar las ulceras fue la dorso medial ya que ahi es donde se presentaron las
presiones mas altas durante las pruebas in vivo y similares a las presiones
sefaladas en la literatura como necesarias para generar UPP. Esta intensidad de
presion podria deberse a la falta total de pelo y a la alta cantidad de tejido adiposo

de la zona.

Asi, se logro estandarizar un modelo clinicamente relevante y de facil reproduccion
de lesiones que involucran un bloqueo en la irrigacion de la zona, que con una
posterior reperfusion, promueven la generacion de UPP?26. 3340 | g mayoria de las
Ulceras generadas fueron de 2° grado, sin embargo se presentaron ulceras de 4°
grado relacionadas directamente con el tiempo de exposicidon al instrumento. Las
caracteristicas presentes en dichas lesiones coinciden con lo reportado por Stadler
et al., 2004; Wassermann et al., 2009 y Kawamata et al., 2015. La diferencia entre
el grado del dafio tisular obtenido se debe a la relacion entre la presion que ejercen
los imanes y el tiempo que se mantienen presionando la piel, a mayor tiempo de
exposicion a la presion mayor es el grado de la lesion*?. Las muestras de cada
ulcera fueron tomadas 12 horas después de la generacion de la herida, debido a
esto, se pudo observar que se presento infiltrado inflamatorio en la UPP y en las
zonas aledafas a ella, caracteristica propia de los neutréfilos, ya que migran a las

zonas lesionadas durante las primeras 24 horas después de generarse una herida®.

Para el tratamiento de diferentes lesiones la ingenieria de tejidos ha utilizado
diferentes materiales con caracteristicas que les permiten funcionar como

acarreadores celulares y andamios, que ademas pueden ser antisépticos. Por las
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caracteristicas bactericidas y fungicidas del Acido Galico reportadas en la
literatura®® 42 se propuso al PGAL como uno de dichos materiales. Una propiedad
del PGAL es ser soluble en agua, por lo que también lo es en los diferentes medios
de cultivo utilizados para el cultivo celular. Por ello, para que se mantengan en forma
de membrana es necesario entrecruzarlos con carboximetilcelulosa y glicerol. Una
de las membranas utilizadas para las pruebas; la generada a partir de PGAL, la 104,
se degradd durante el proceso de neutralizacion, esto podria explicarse por las
concentraciones de PGAL y entrecruzantes presentes en el material. Al poner en
contacto el material con NaOH, este interacciono6 con el glicerol permitiendo que el
Acido Galico de la membrana se solubilizara tanto en el NaOH en solucién como en

el agua destilada.

No se presentd unidn celular sobre de la membrana 154, esto se le puede atribuir
principalmente a la alta concentracion de PGAL presente en ella; que es de 15%,
en comparacién con las otras membranas. Aunado a esto, el Acido Galico,
componente principal del PGAL, en condiciones in vitro no permite la polimerizacion
de la tubulina®; proteina implicada en la generacion de prolongaciones
citoplasmaticas que permiten la adhesién celular como filopodios y lamelipodios,
ademas dicho compuesto promueve un decremento en las concentraciones de
Ca*?8lo que perjudica la actividad de las proteinas de adhesion calcio dependientes

como integrinas y cadherinas.

Es importante sefialar que no existen reportes especificos en la literatura sobre
PGAL en membrana, por lo que éste es un trabajo inédito, lo que sugiere continuar

con futuras investigaciones sobre dichas membranas.

Después de evaluar la respuesta de los FbH sobre las membranas de PGAL se
caracterizo la respuesta de estas células con PGAL en solucion para profundizar en
la comprensién de la interaccion célula-material. Se ha descrito que el Acido Galico
produce un arresto en el ciclo celular entre la fase G2 y la fase M, lo que aunado a

la falta de polimerizacién de tubulina ya mencionada, dificulta que la mitosis se lleve
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a cabo®. Esto explica la presencia de una disminucién dosis dependiente en la
proliferacion celular, que sin embargo, mantuvo el porcentaje de células vivas y
muertas constante en todos los experimentos independientemente de la dosis o el

tiempo de exposicidon al material.
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Conclusiones

Se logré fabricar un dispositivo capaz de medir la presién ejercida utilizando un
sensor FSR que puede estar en contacto con la piel, que ademas es portatil, lo que
permite su uso tanto en laboratorios como en quiréfanos al realizar diferentes
investigaciones. Es posible mejorar las caracteristicas del dispositivo acoplandolo a
una fase digital que realice los calculos; que en este estudio se realizaron de manera

manual, para agilizar la evaluacién de la presion.

Asi mismo se estandarizo con éxito un modelo animal experimental, poco invasivo,
gue no necesita cirugia, clinicamente relevante y de facil reproduccion, util en el
analisis y desarrollo de futuros mecanismos de tratamiento y prevencion de UPP de
2° grado. Para detallar aun mas éste modelo, se podrian realizar pruebas que
confirmen y evaluen la necrosis observada, asi como pruebas que denoten una
correlacion de diferentes tiempos de exposicion a la presion y el grado de lesién que
ésta genera, para no solo tener referencias de una UPP de 2° grado, sino también

de todos los grados existentes.

Luego de evaluar la respuesta de los FbH sobre membranas de PGAL se determiné
que dichos materiales no se presentan como una opcion viable de constructo ni
acarreador celular para el tratamiento de UPP, ya que no favorecen
significativamente la unién celular y presentan muy baja proliferacion celular al
cultivar sobre ellas; caracteristicas primordiales en el desarrollo y aplicacion de
biomateriales para tratar cualquier tipo de lesién mediante ingenieria de tejidos. Sin
embargo, es posible que estas membranas si sean propensas a ser usadas como
constructos temporales que no se integren a la lesion y doten solo de factores de
crecimiento a las células locales para promover la regeneracion tisular en las UPP.
Ademas, es probable que luego del proceso de neutralizacién las membranas hayan
sufrido cambios en su estructura, por lo que se debe realizar un estudio que
descarte dicha posibilidad, para determinar si este posible cambio no afecté la

viabilidad y proliferacion celular.

Es importante realizar futuras investigaciones que muestren a detalle la interaccion

del PGAL con FbH, para que asi se diluciden los posibles usos del mismo. Por su
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parte los resultados obtenidos en los experimentos en donde se utilizd PGAL en
solucion muestran que se abre una ventana hacia futuras investigaciones que
propongan al PGAL como una alternativa al uso de sustancias que pausan la mitosis

celular, que son utilizadas en diferentes técnicas de cultivo celular.

Por las razones ya citadas, no se procedié al tratamiento experimental de las UPP
generadas utilizando los materiales fabricados a partir de PGAL. Sin embargo los
resultados obtenidos en el presente trabajo abren la puerta no solo a buscar nuevas
alternativas de tratamiento para las UPP, sino también a futuras investigaciones que

permitan evaluar las posibles aplicaciones biotecnoldgicas del PGAL.
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