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Resumen— Debido a su elevada tasa de morbi-mortalidad, la
Diabetes Mellitus (DM) se considera un serio problema de
salud publica en México y a nivel global !. Dentro de sus
multiples complicaciones, el dafio microvascular vy
neuropatico cronico se considera un factor riesgo para el
desarrollo de ulceras diabéticas. La pérdida en la continuidad
de la epidermis y de estructuras anatomicas profundas, a su
vez puede representar un mayor riesgo en los pacientes. Por
tanto, las terapias que permitan acelerar el cierre de heridas,
podrian mejorar la calidad de vida de los pacientes e influir
considerablemente sobre el impacto econdmico que
representa su tratamiento. En el presente estudio, se evalud la
evolucion de heridas traumaticas a través de la aplicacion de
pellets de hidrogel polietilenglicol diacrilato quitosano
(PEGDA-Q) en ratones CD1 sanos y diabéticos. Tras un
periodo de 10 dias de evolucion, se realizd descripcion y
documentacion de imagenes macroscopicas y microscopicas,
en las cuales se analizaron los cambios sobre los procesos
cicatriciales. Resultados: el tratamiento con PEGDA-Q
demostro ser un material biocompatible in-vivo. En el analisis
histopatologico, los ratones controles tratados con PEGDA-
Q, el grado de reepitelizacion fue del 100%, mientras que en
las lesiones sin hidrogel, la consolidacion fue del 50%. En
relacion a los ratones diabéticos, las lesiones con PEGDA-Q,
la consolidacion de la herida y de la reepitelizacion fue del
70%, mientras que en las lesiones sin tratamiento fue del
40%. El tratamiento con hidrogel, aceler6é el proceso de
reparacion tanto en los animales sanos como los diabéticos.
Por tanto podria ser una alternativa viable para el tratamiento
de lesiones traumaticas de etiologia multiple. Este estudio,
podria ser un punto de partida para su posible aplicacion en
el area clinica. Asi mismo, el hidrogel podria ser un vehiculo
para el tratamiento conjunto con la impregnacién de células
madre y la liberacion prolongada de multiples farmacos.

Palabras clave— Diabetes Mellitus, hidrogel PEGDA-Q,
inflamacién-cicatrizacién, reparacion tisular, biomateriales,
ingenieria tisular.

I. INTRODUCCION

El cierre de heridas es proceso bioldgico y un sistema de
defensa natural que permite reparar el dafio. Las heridas en
pacientes sanos como aquellos que presentan condiciones que
comprometen los procesos de cicatrizacion demandan
atencién médica frecuente?. De manera especial, los pacientes
diabéticos, presentan multiples afecciones que comprometen
los procesos de reparacion y cicatrizacion, asi mismo se
compromete la integridad de estructuras anatomicas
superficiales y profundas de la piel. Esto a su vez, favorece la
aparicion de complicaciones que ponen en riesgo la vida del
paciente’. En este contexto, el adecuado manejo terapéutico
de heridas diabéticas, podria reducir los riesgos de la
enfermedad y del impacto econémico que representa su
terapéutica. Por lo tanto utilizar un sustituto dérmico que
pueda favorecer los procesos de cicatrizacion es
indispensable. En la actualidad, el area de bioingenieria de
tejidos, ofrece un gran potencial por medio del uso de
biomateriales sintéticos para favorecer o acelerar los procesos
de reparacion tisular®. Uno con elevado potencial terapéutico
y de gran interés, es el uso de hidrogeles biocompatibles. Este
tipo de biomateriales, se integra por redes poliméricas
moleculares que forman un sistema de andamiaje
prefabricado. El propdsito primordial de estos, el acelerar los
procesos de migracion y proliferacion celular, asi como de los
mecanismos de reparacion y la consolidacion de lesiones.
Dentro las propiedades deseables, deben tener un ensamblaje
molecular apropiado o viable, deben ser estables,
biodegradables, deben ser atoxicos y mostrar la mayor
biocompatibilidad posible al contacto con el huésped y
ademas tener propiedades similares a las que tienen los
tejidos bioldgicos®. Tomando en cuenta que estos materiales
alin se encuentran en proceso de desarrollo y la mayoria han
sido empleados solo en estudios in-vitro, también presentan
ciertas limitantes como son el costo elevado de su sintesis y
su comercializacion, asi como una limitada efectividad y
biocompatibilidad. Con el propésito de disminuir los costos
para su fabricacion en serie y potenciar las propiedades de
biocompatibilidad, se ha tomado como estrategia el
desarrollo de hidrogeles a partir de la combinacion de dos o
mas redes distintas, las cuales podrian aportar nuevas
propiedades y maximizar las ventajas®.
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Por ejemplo el polietilenglicol (PEG) es biocompatible y
versatil, sin embargo carece de propiedades de adhesion
celular’. Por otra parte el quitosano (Q) a pesar de tener
propiedades bacteriostaticas, tienen una solubilidad muy baja
en solucion acuosa, lo que dificulta su fabricacion y uso’. En
esta relacion, la combinacion de ambos polimeros podria
potenciar las propiedades. Por otra parte, integrantes de este
grupo de investigacion, han reportado en estudios previos,
que el hidrogel de PEGDA-Q, cuenta con propiedades
hemocompatibles y citocompatibles bajo condiciones in-
vitro, sugiriéndolo como un biomaterial con aplicaciones
potenciales para ser evaluado en estudios in-vivo o preclinicos
8 El objetivo de este estudio, fue evaluar los efectos del
hidrogel de PEGDA-Q sobre la evoluciéon de heridas
traumaticas en ratones sanos y bajo condiciones de diabetes
experimental, a fin de evaluar su viabilidad sobre los
mecanismos de reparacion dermo-epidermica, los procesos
de cicatrizacion y la consolidacion de heridas.

II. METODOLOGIA

Sintesis de hidrogel de polietilenglicol-quitosano: previo a la
sintesis del hidrogel, PEG (Polioles, México, 4000 g/mol) se
funcionaliz6 para obtener un polimero diacrilado (PEGDA) a
través de una reaccion por microondas (7min, 1000 watts,
DAEWOO). Posteriormente, una solucion de quitosano (1%,
sigma-aldrich, USA) se homogeneiz6 con una solucion de
PEGDA (0.2 g/ml) y fotoiniciador (AIBA, sigma-aldrich,
USA). Finalmente, el material fue esterilizado por medio de
lavados con etanol al 70% bajo condiciones estériles.

Modelo experimental y evaluacion del proceso de
reparacion: se emplearon ratones CD1 distribuidos en dos
grupos de estudio: 1) ratones sanos (n=5) y 2) ratones con
diabetes inducida mediante dosis unica de Alloxan
intraperitoneal a razén de 200 mg/kg (n=9). La diabetes fue
confirmada 72 horas después y los animales con glucometria
mayor a 200 mg/dL, fueron contemplados en el estudio. Bajo
la influencia de anestesia con Pentobarbital sodico (0.1
mg/kg) se realizd tricotomia dorsal. Procedimiento
quirtirgico: con previa sepsia y antisepsia se realizaron dos
heridas traumaticas circulares de 5 mm de didmetro. Ambas
incisiones fueron provocadas sobre la linea media vertebral,
una de ellas se realiz6 entre el angulo interno de ambos
omoplatos. En este sitio, se aplico un pellet de hidrogel
PEGDA-Q con la misma circunferencia de la herida y un
espesor de 3 mm. La segunda herida se realiz6 caudalmente
a 1 cm de separacion respecto de la primera, la cual se

mantuvo sin tratamiento. Posteriormente ambas lesiones
fueron cubiertas con un apoésito estéril rectangular de 2x3 cm
(TEGADERM), cuyos bordes fueron sellados con
cianoacrilato. La evolucion de la herida se inspecciono
durante diez dias consecutivos. Posteriormente los animales
fueron sacrificados mediante cdmara de CO,, para la
obtencion de muestras biologicas. Inmediatamente se realizo
documentacion de imdgenes macroscopicas mediante
microscopio estereoscopico. Para evaluar el grado y limites
de reparacion del tejido dermoepidérmico, se realizé incision
de 4 mm didmetro sobre el didmetro de la lesion inicial. Las
muestras obtenidas fueron fijadas en formaldehido
tamponado al 10% durante 48 horas, posteriormente fueron
procesadas para su inclusion en parafina. Finalmente se
obtuvieron secciones de 5 um, en las que se realiz6 tinciones
de PAS y Tricrémica de Mason. En las muestras histologicas
se realizaron analisis histopatologicos y su descripcion
mediante microscopia dptica con una magnificacion de 100 y
400x. En el andlisis, se contemplaron limites y caracteristicas
histomorfoldgicas de la uniéon dermo-epidermica, el grado de
reepitelizacion y patron de consolidacion de la herida tanto
macroscopica como macroscopicamente.

III. RESULTADOS

Las heridas con y sin tratamiento (hidrogel de PEG-Q) de
ambos grupos (sanos y diabéticos) presentaron cierre
completo de la herida a los 10 dias. Sin embargo, el
comportamiento fue distinto entre las diferentes condiciones.
Las heridas en los ratones sanos tratadas con hidrogel,
presentaron reepitelizacion completa, mayor espesor de la
epidermis y presencia de estructuras delimintantes entre la
costra y la dermis. Ademds, se encontraron papilas
epidérmicas proyectadas hacia la dermis, mientras que la
zona de lesion se encontré completamente restaurada con un
incremento en la densidad del tejido conectivo y de la matriz
extracelular. El abundante infiltrado en este sitio podria estar
constituido de linfocitos, asi como de fibroblastos
migratorios. En concordancia con estos resultados, las
heridas tratadas con hidrogel de los ratones diabéticos
también presentaron mejoria en comparacion con las heridas
del mismo raton sin tratamiento. A nivel macroscopico, en el
grupo control las heridas tratadas con hidrogel presentaron un
porcentaje de cicatrizacion del 100% respecto a los ratones
diabéticos cuya consolidacion fue del 70%. Mientras que en
los ratones control sin tratamiento, se observo una del
consolidacion del 50% respecto al 40% de los ratones
diabéticos. (Ver figura 1y 2.)
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Fig. 1. Herida traumatica raton control.
La figura muestra los procesos cicatriciales a nivel macroscopico de un raton control. La figura 1A muestra una herida sin
tratamiento y la figura 1B muestra una tratada con hidrogel, la cual muestra un proceso de cicatrizacion mas avanzado.

Fig. 2. Herida traumatica raton diabético
La figura 2A muestra los procesos cicatriciales de ratones diabéticos sin tratamiento y la figura 2B , son heridas las cuales
han sido tratadas con hidrogel, las cuales muestran un grado mayor de consolidacion. En las lesiones se observa una costra de
recubrimiento y tejido fibrinoide periférico.
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IV. DISCUSION

En la actualidad, el uso de hidrogeles para mejorar los
procesos de reparacion de heridas dermo-epidermicas, se
considera una estrategia novedosa dentro del area de
bioingenieria de tejidos. No obstante, muchas de estas
investigaciones, aln se encuentran en desarrollo y la gran
mayoria, solo han sido evaluadas en modelos in-vitro. En
cuanto a sus propiedades biocompatibles, al momento existe
poca evidencia de su potencial terapéutico en estudios in-
vivo. Enrelacion al analisis macroscopico de nuestro estudio,
el hidrogel de PEGDA-Q favorece los mecanismos de
reparacion de heridas, ya que en los ratones tanto sanos como
diabéticos, el hidrogel acelero el proceso de cicatrizacion. A
nivel histologico, la dermis fue reparada totalmente, se
observd una reepitelizacion completa. En este caso, la
presencia del estrato epidérmico disyuntivo y la completa
restauracion del la uniéon dermo-epidermica podria ser un
claro indicador de una reparacion completamente funcional.
Por otro lado, los procesos cicatriciales se encontraron menos
desarrollados en las lesiones no tratadas. Partiendo del
modelo experimental de Dunn y cols, (2013)°, al comparar la
microarquitectura histoldégica de la piel, se encontraron
procesos de cicatrizacion mas rapidos en heridas tratadas con
hidrogel respecto a las no tratadas. Por tanto, nuestros
resultados concuerdan con los obtenidos por este estudio.
Tanto en los ratones controles como los diabéticos, los
procesos de cicatrizacion presentaron una consolidacion de la
herida mas acelerada respecto a las heridas no tratadas.

V. CONCLUSION

En ratones sanos y diabéticos, el tratamiento con hidrogel
de PEGDA-Q generd cambios significativos a nivel macro y
microscopico sobre los procesos de cicatrizacion respecto a
las heridas no tratadas. Los resultados sugieren que el
hidrogel de PEGDA-Q podria ser un material viable y
potencial para ser empleado en multiples condiciones que
requieren reparacion tisular.
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