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Resumen

En este proyecto se determind el potencial efecto cicatrizal de peliculas de
alginato de sodio (AS) en heridas cavitadas infectadas con Escherichia coli o
Staphylococcus epidermidis en ratas Wistar hembras. Para determinar el
efecto del AS, se evalué histopatologica y macroscépicamente la
diseminacion del proceso infeccioso, la formacion de granuloma e irritacion
de los tejidos adyacentes. Las ratas se intervinieron bajo condiciones
estandares de esterilidad y asepsia a los procedimientos quirurgicos para la
implantacion de las peliculas y la contaminacion con inoculo bacteriano. Se
les realizé un seguimiento macroscopico e histopatolégico de la zona
afectada y se encontr6 que la presencia de peliculas evita o disminuye
drasticamente, tanto la diseminacién de la infeccidn a tejidos adyacentes
como la irritacion, y esto ocurre aun en presencia de Escherichia coli o de
Staphylococcus epidermidis. Los resultados encontrados indican que la
pelicula de AS es capaz de proporcionar condiciones adecuadas para la
formacion de tejido de granulacion sin irritacion en los tejidos adyacentes.
También se encontrd que el AS disminuye la diseminacién de la infeccion en
heridas cavitadas y contaminadas por E. coli, como de S.epidermidis en

dichas ratas.



Summary

The potential wound healing ability of sodium alginate (SA) films was
determined in cavitated rat rounds infected either with Escherichia coli or
Staphylococcus epidermidis. Wound progress was evaluated macroscopically
and histopathologically to assess dissemination of the induced infection
through evaluation of granuloma formation and surrounding tissue irritation in
female Wistar rats. All animals were surgically treated under ketamine-
xylazine anesthesia under standard antiseptic standards and SA films and
bacteria inoculi implanted. Both macroscopic and histopathological follow up
were carried out and results indicated that the presence of SA films avoids or
greatly diminishes bacteria dissemination and adjacent tissue irritation. This
reaction occurs even in the presence of Escherichia coli or Staphylococcus
epidermidis. Overall these results indicate that SA films are capable of
providing adequate conditions to allow granulation of cavitated wounds, while
avoiding adjacent tissue dissemination of the infection by E. coli and S.

epidermidis in rats.



DESARROLLO DE UNA PELICULA CON LIBERACION MODIFICADA
DE ANTIBACTERIANOS QUE FAVOREZCA UNA ADECUADA
REPARACION DE HERIDAS

Introduccion

Una herida es una afectacién en la integridad epitelial de la piel y puede ser
acompafada por una disrupcién de la estructura y funcion del tejido normal.
Puede ser ocasionada por el corte preciso de un bisturi o por un daino masivo
al tejido que puede ser generado por accion mecanica o quimica que
desnaturalice las estructuras. Una herida también puede ser provocada por

una contusion, hematoma, laceracion o abrasién en el tejido”.

La reparacion de las heridas agudas involucra distintos eventos dinamicos,
complejos y sincronizados. Los procesos biolégicos de cicatrizacion
(reparacion de la herida) incluyen regeneracién y proliferacién celular, asi
como produccion de colageno. En general, los mamiferos poseen capacidad
regenerativa limitada, dado lo cual, la proliferaciéon epitelial, endotelial y
fibroblastica con produccién de colageno sustituye a la regeneracién®.Una
herida sana es aquella en la que los tejidos conectivos han sido reparados y
los epitelios de la zona de la herida han sido completamente regenerados. El
lugar en donde se generd la herida ha regresado a su estructura y funcion
anatomica normal. Algunas heridas que no curan se vuelven crénicas y
necesitan de tratamiento continuo. Hay evidencia en la cual se sugiere que la
contaminacion por bacterias (que forman biofilms) contribuyen a que una

herida tarde en sanar o simplemente no reparar®.



Reparacion de las heridas cutaneas

El proceso de reparacion de las heridas se clasifica en tres etapas:
inflamacion, proliferacion y maduracion. La inflamacién es provocada por la
adherencia inicial de las plaquetas con agregacion y formacion de un coagulo
sobre la superficie de la herida. En la etapa de proliferacién se forma tejido de
granulacién, hay un aumento de las células del tejido conjuntivo y se
establece la regeneracion de la superficie de la herida. La maduracion implica
el depdsito de Matriz Extra Celular (MEC), el remodelado tisular y la

contraccion de la herida* (figura 1).

Tipos de reparacion de las heridas
Reparacion primaria. Ocurre cuando la herida se cierra en las primeras 12-24

horas de haberse generado.

Retraso de la reparacion primaria. Sucede en una herida contaminada o poco
delimitada que cierra después de algunos dias. Después de 3 o 4 dias el
reclutamiento de células fagociticas e inflamatorias a la herida se realiza y
son destruidas las bacterias contaminantes y los limites de la herida se
estabilizan después de varios dias. El metabolismo del coladgeno no se afecta

y la herida suele cerrar rapidamente.

Reparacién secundaria (cicatrizacion por segunda intencion). Esta
cicatrizacion ocurre en una herida con gran pérdida de tejido blando,
provocada por traumatismo, quemaduras graves y después de algunas

intervenciones quirurgicas. La regeneracién de las células epiteliales no



puede restablecer la arquitectura original, asi que hay un crecimiento de
tejido de granulacion en los limites de la herida, seguido de una acumulacion
de la matriz extracelular con una capa basal de colageno. Estas heridas
abiertas de gran grosor cierran por la contraccion de la herida y la
subsecuente regeneracion epitelial. La cicatrizacion de este tipo es lenta,
puede generar contracturas (principalmente en articulaciones) y disfuncién de

la zona afectada®.

Mecanismo de la reparacion de las heridas

Formacion de coagulo de sangre. Ademas de eritrocitos atrapados, el
coagulo contiene fibrina y fibronectina. La fibronectina plasmatica es soluble y
circula a través del torrente sanguineo e incrementa la coagulacién, la
cicatrizacion y la fagocitosis. El coagulo sirve, entre otras cosas, como
andamiaje para las células que migran y que son atraidas por los factores de

crecimiento, citocinas y quimiocinas liberadas en la zona®.

Formacion de tejido de granulacion. Los fibroblastos y las células endoteliales
vasculares proliferan durante las primeras 24 a 72 horas del proceso de
reparacion para crear este tipo especializado de tejido. La caracteristica
histolégica es la presencia de neovasos pequefios (angiogenia) y la
proliferacion de fibroblastos.

Los neovasos permiten la salida de proteinas plasmaticas y liquido al espacio
extravascular lo que provoca edema local. A los 5-7 dias, el tejido de

granulacion rellena la zona lesionada y la neovascularizacion es maxima’.



Proliferacion celular y depdsito de colageno. Los neutrofilos que aparecen en
las primeras 24 horas se sustituyen en gran parte por macrofagos en 48-96
horas, quienes son claves en la reparacion tisular eliminando restos
celulares, fibrina y otros cuerpos extrafios, ademas de inducir la angiogenia y
el depdsito de MEC. La migracion de los fibroblastos hacia la lesion se regula
por diferentes quimiocinas. La proliferacion se activa por multiples factores de
crecimiento, tales como: PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas),
TGF-B (factor de crecimiento transformante) y FGF (factor de crecimiento de
fibroblastos), las citocinas IL-1p y TNF-a (factor de necrosis tumoral)®.

A las 24-48 horas, brotes de células epiteliales se desplazan desde el margen
de la herida (inicialmente con escasa proliferacion celular), siguiendo los
margenes cortados de la dermis, y depositan componentes de la membrana
basal conforme avanzan. Se fusionan en la linea media por debajo de la
costra superficial, produciendo una capa epitelial continua delgada que cierra
la herida. La epitelizacion de la herida es mas lenta en cicatrices por segunda
intencidén. La consiguiente proliferacion epitelial engrosa la epidermis. Los
macrofagos estimulan la producciéon de FGF-7 e IL-6 en los fibroblastos, que
se encargan de estimular la migracion y proliferacion de los queratinocitos.
Otros mediadores de la re-epitelizacion son HGF (factor de crecimiento de
hepatocitos) y HB-EGF[factor de crecimiento tipo EGF (factor de crecimiento
epidérmico) de unién a heparina)l. La transduccion de sefales a través del
receptor de las quimiocinas CXCR3 también estimula la re-epitelizacion de la
piel. Al tiempo que se produce la epitelizacion, aumenta la cantidad de

fibrillas de coldgeno, que empieza a puentear la incision®.



Formacion del tejido de reparacion (cicatriz). El infiltrado leucocitario, el
edema y el aumento de la vascularizacién disminuyen durante la segunda
semana. Inicia palidez por aumento de colageno y regresion de canales
vasculares.

Al final el tejido de granulacidon original se convierte en una cicatriz palida
avascular constituida por fibroblastos fusiformes, colageno denso, fragmentos
de tejido elastico y otros elementos de la MEC. La cicatriz al mes esta
constituida por tejido conjuntivo sin inflamacion y recubierto de epidermis

intacta.

Reparacion de las heridas quirdrgicas

El entendimiento del proceso de reparacién de las heridas resulta esencial
para el cirujano, ya que puede contribuir en estos procesos para beneficio del
paciente. Se sabe que las heridas infectadas son propensas a fistulizarse y la
formacion de colagena es deficiente’.

Una técnica quirdrgica meticulosa resulta esencial en la prevencion de
infecciones posoperatorias. Una vez que se ha producido una herida, la
principal funcién de los tejidos y sus defensas, ademas de restaurarla,
consiste en prevenir que las bacterias se establezcan. Sin embargo, el
numero de bacterias que penetran en una herida, tanto en un traumatismo
como en un proceso quirdrgico, pueden constituir un importante factor en el
desarrollo de la sepsis. En las heridas cavitadas/contaminadas (mordeduras
profundas, heridas por objeto punzocortante, avulsion de piel por
traumatismos, tumores etc.) puede iniciar un proceso infeccioso con un

minimo de 1x10° unidades formadoras de colonias (UFC) de un solo género



bacteriano por gramo de tejido. De esta manera, la reparacion se ve alterada
y es necesario buscar medios que favorezcan los procesos de cicatrizacién y

limiten o eviten la infeccion®.

Contaminacion en lareparacién de las heridas

Los signos de infeccion de una herida son los mismos que los de un proceso
inflamatorio, sin embargo, puede resultar dificil distinguir entre una respuesta
inflamatoria normal y otra con infeccién primaria. Los signos de la infeccion
primaria son: fiebre, edema de los bordes de la herida, tirantez en las suturas,
eritema y ocasionalmente, una o dos gotas de liquido seroso saliendo por la
linea de sutura. La palpacion de un cumulo de liquido debajo de la piel o la
induracion de grandes masas musculares puede sugerir la presencia de
infeccion que no drena hacia el exterior. Generalmente el diagndstico de
infeccidon de una herida se hace después de un examen fisico, no debe
esperarse que los cultivos de laboratorio proporcionen el diagnostico de
infeccion’.

La clasificacion de las heridas en las categorias de contaminada y sucia, con
base en el riesgo de infeccion postraumatica o posoperatoria, proporciona un
panorama del riesgo de infeccién y la clave de pacientes que requieren de
terapia antibacteriana antes de que se complique el caso. Las categorias
limpia y limpia-contaminada no requieren antibioticos, a menos que exista
otra condicion que probablemente reduzca los mecanismos de defensa del

huésped hasta un grado tal, que la infeccion sea posible’.



Peliculas terapéuticas

Los polimeros de origen natural tales como el alginato, colageno, DNA o RNA
son ampliamente utilizados en la biomedicina. Estos materiales, de origen
natural, son biocompatibles, biodegradables y presentan gran similitud con
los tejidos. De acuerdo con su estructura quimica, los polimeros de origen
natural pueden ser clasificados en tres tipos, 1) polisacaridos, 2) proteinas y
3) poliésteres, siendo los polisacaridos los mas utilizados en las aplicaciones
biomédicas®.

Los hidrogeles son materiales hidrofilicos con la habilidad de absorber y
retener grandes cantidades de agua sin disolverse. Estos pueden ser
disefiados para ser quimicamente estables, o para que se degraden por
hidrolisis o por accién enzimatica cuando entran en contacto con fluidos
biolc')gicosm. Los hidrogeles compuestos por polimeros naturales pueden ser
utilizados como vehiculo de farmacos, en la reparacion de heridas debido a
su gran contenido de agua, biocompatibilidad, flexibilidad, porosidad,

suavidad y habilidad para incorporar y dosificar agentes terapéuticos’”.

Alginatos

El alginato es un polisacarido aniénico que puede formar hidrogel a
temperatura ambiente en ausencia de solventes toxicos. Los hidrogeles son
redes de polimeros que tienen la habilidad intrinseca de aumentar, en
solventes, del 10 al 20%, hasta miles de veces su peso seco en agua sin
disolverse'®. Dicho polisacarido es ampliamente usado y estudiado debido a
su biocompatibilidad, biodegradabilidad, bajo costo y baja toxicidad, asi como

por sus propiedades para gelificar. Los alginatos son extraidos del “alga café”



(Phaeophyceae), de las especies Laminaria hyperborea, Laminaria digitata,

Laminaria japonica, Ascophyllumnodosum, y Macrocystis pyrifera'®.

Propiedades fisicas y quimicas

Su estructura quimica contiene bloques de residuos (1,4)-B-D-manuronato
(M) y a-1-guluronato (G) (figura 2), que pueden presentar arreglos homo-
poliméricos (MMM o GGG) o presentar secuencias alternas (MGMG) en la
cadena polimérica. El contenido de bloques M y G, su distribucion en la
cadena polimérica y la longitud de cada bloque determinan las propiedades
fisicoquimicas'®. Solo los bloques G en el alginato participan en el
entrecruzamiento intermolecular con cationes divalentes (Ca*™, Na™*, etc.)
para formar los hidrogeles. Entonces la composicion, secuencia, longitud de
los bloques G y el peso molecular son factores criticos que afectan las
propiedades fisicas del alginato y sus hidrogeles'.

El peso molecular de los alginatos de sodio comerciales va de 32000 a
400000g/mol. Los parametros de la relacion Mark-Houwink ([n]=KMva) para
el alginato de sodio, en una solucién 0.1 M de NaCl a 25°C es K=2x107 y
a=0.97, en donde [n] es la viscosidad intrinseca (ml/g) y Mv es la viscosidad
promedio del peso molecular (g/mol)’®. La viscosidad de las soluciones de
alginato se incrementa conforme disminuye el pH, y alcanza su maxima
viscosidad cuando en pH=3-3.5, ya que los grupos carboxilo en el esqueleto
del alginato son protonados y forman puentes de hidrégeno.

El incremento en el peso molecular de los alginatos puede mejorar las
propiedades fisicas cuando estos gelifican, ya que a mayor numero de

cadenas MG el gel presenta mas elasticidad y resistencia, asi como su



capacidad para absorber agua. Sin embargo una solucién de alginato
formada por polimeros de alto peso molecular es muy viscosa y puede
dificultar su manipulacién®. La modificacién en el peso molecular, asi como
su distribucion pueden controlar la viscosidad y dureza del gel formado. La
elasticidad del gel formado puede ser incrementada, mientras la viscosidad
se modifica ligeramente, usando una combinacién de alginatos de alto y bajo

peso molecular’’.

Alginatos y farmacos en la reparacion de las heridas

Las caracteristicas fisicas y quimicas del alginato, en farmacia, lo hacen un
vehiculo adecuado para desempenar un papel significativo en los productos
farmacéuticos de liberacion controlada. Uno de los usos mas frecuentes del
alginato en aplicaciones farmacéuticas es la via oral, pero el uso de
hidrogeles de alginato como depdsitos para la administracién de farmacos en
tejido se ha incrementado. Los geles de alginato han sido investigados como
suministros de una variedad de farmacos de bajo peso molecular, y son
probablemente mas utiles cuando un enlace primario o secundario entre el
farmaco y el alginato puede ser explotado para regular la cinética de la
liberacién del farmaco. Las peliculas de alginato son tipicamente de un
tamano de poro de aproximadamente 5nm', lo que lleva a una rapida
difusién de pequenas moléculas a través del gel. Diferentes drogas pueden
ser administradas con una pelicula de alginato. El metotrexato (no interactivo
con alginato) se libera rapidamente por difusion, mientras que la

doxorrubicina, que se une covalentemente al alginato, es liberada a través de



hidrolisis quimica. La mitoxantrona, unida con enlace ionico al alginato, sélo

fue liberada después de la disociacion del gel™.

Enrofloxacina

La enrofloxacina es una quinolona de tercera generacion, entre sus
caracteristicas mas importantes destacan el hecho de que actua de manera
dependiente de la concentracion, ejerciendo un rapido efecto bactericida
contra Gram negativas aerobias y micoplasmas, incluyendo algunas
resistentes a otros antibacterianos y a quinolonas y fluoroquinolonas de

primera y segunda generacion®®?",

Se ha encontrado que logra altas
concentraciones en piel, por tanto es una de las principales opciones
antibacterianas en dermatitis bacterianas principalmente por Staphyloccocus
epidermidis y Pseudomona sp., ademas de tener buena actividad contra
enterobacterias que podrian contaminar la herida v.g. Escherichia coli,
Salmonella sp, etc. Las fluoroquinolonas penetran y alcanzan
concentraciones intracelulares muy elevadas tanto en las células fagociticas
como en las no fagociticas®.

Al igual que las demas fluoroquinolonas, la enrofloxacina actua directamente
sobre enzimas implicadas en la replicacion del ADN (Topoisomerasa IV y
ADN girasa). Se forma un complejo que provoca la ruptura irreparable en el
ADN de lo cual se deriva su gran poder bactericida, a diferencia de las
quinolonas no fluoradas actua, tanto en la subunidad A como en la B, de la

topoisomerasa |l. Esta caracteristica le confiere una actividad a la cual las

bacterias tienen menos mecanismos de resistencia®’.
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Fases de la cicatrizacién
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MEC: Matriz extracelular; MMP: Metaloproteinasas; IMPT: Inhibidores de metaloproteinasas de tejido.

Adaptado de: Clark RA. In: Goldsmith LA, ed. Physiology, biochemistry, and molecular biology of the skin, 2nd edn, Vol. . New York:
Oxford University press, 1991, p 577.

Figura 1. Reparacién de una herida (cicatrizacion)

oH .00c, O,

-

-00C O‘I—(qJ HO O-.

~O .
HO o OH

-
S~

-00C
M
G

Figura 2. Representacion grafica de la estructura G y M de la molécula de

alginato®*
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Justificacion

La generacion de heridas en las intervenciones quirurgicas es una situacion
necesaria para corregir o curar ciertas afecciones. Sin el cuidado adecuado
de la reparacién de dichas lesiones, se puede complicar aun mas la afeccion
de inicio. Por eso es necesario buscar y encontrar un tratamiento que acelere
y proteja el proceso de reparacion de las heridas generadas, sin que se
alteren negativamente los procesos biolodgicos de la reparacion de la herida.
La utilizacion de peliculas de alginato de sodio con enrofloxacina en la
reparacion de heridas es una alternativa que puede ayudar en el proceso de

cicatrizacion de dichas heridas.

Hipotesis

La pelicula del polimero de alginato de sodio con enrofloxacina favorece la
cicatrizacion de heridas y disminuye la infeccién por E. coli y S. epidermidis
en ratas.

Objetivo general

Desarrollar una pelicula de un polimero biocompatible de alginato de sodio
con enrofloxacina que mejore la reparacion de heridas y disminuya la

diseminacion de infeccidn bacteriana.
Objetivos especificos

1. Preparar una pelicula de biopolimero con una mezcla de alginato de sodio
y enrofloxacina.

2. Crear en ratas heridas infectadas con E. coli y S. epidermidis.

3. Aplicar el biopolimero y evaluar la formaciéon del granuloma, la irritacion,

asi como la diseminacion de la infeccion en las heridas.
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Método

Elaboracion de peliculas de alginato de sodio

La solucion de alginato de sodio (1% p/v) fue preparada solubilizando el polvo
en agua destilada y etanol agitando hasta su completa disolucion (Figura 3).
Para la preparacion de la solucion de alginato de sodio, el glicerol se utilizd
en la solucion al 15% (p/p) relativo al peso del polvo del alginato de sodio. La
solucion fue sonicada durante 15min y se desgasificO durante 12 horas. A
dicha solucién se le agregd (segun la condicion) la enrofloxacina (figura 3).
Las peliculas de alginato de sodio se prepararon en recipientes de silicona
agregando la solucion de alginato de sodio, con o sin enrofloxacina, dejando
secar durante 2 dias para su posterior uso.

La eleccion del alginato de sodio fue con base en sus caracteristicas tales
como: biodegradabilidad, solubilidad y origen. Las caracteristicas fisicas
perceptibles evaluadas, definidas con base en la manipulacion de la pelicula
y con enfoque al uso en medicina veterinaria, fueron:

. Uniformidad. Caracteristica evaluada mediante descripcion visual,
considerado para la presentacion de la pelicula.

. Resistencia a la ruptura. Determinada con base en la facilidad de
manipulacion manual de la pelicula. Esta prueba, cualitativa, es de las mas
importantes, tomando en cuenta el uso del sistema polimérico evaluado para
el area de cirugia veterinaria. Por lo tanto, las peliculas deben ser resistentes
a la ruptura en condiciones quirurgicas, es decir, para que la pelicula soporte

la tensidn al momento de la colocacion en heridas cavitadas.
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. Tiempo de secado. Evaluada con el tiempo que tarda la pelicula en
secarse, durante la preparacion de la misma. El criterio de eleccion para esta
evaluacion esta sujeto a la mejora de la eficacia del método de elaboracion,
de este modo las membranas con menor tiempo requerido de sacado seran
las mas aptas.

El polimero elegido fue el alginato de sodio. La adicién del farmaco prototipo
se realizdé agregandolo directamente al polimero elegido o bien, a la mezcla
de polimeros disueltos. Quedando finalmente el método para la fabricaciéon

de la pelicula seleccionada, de la forma mostrada en la figura 3.

Ensayos de lareparacion de las heridas

La dosis de enrofloxacina para cada rata es de 10mg/kg y el peso de cada
rata fue entre 200 y 400g + 20g. La pelicula se dividié en 10 secciones con un
peso de 60mg y una concentracion de enrofloxacina de 2.7mg o bien, 67 mg
y una concentracién de enrofloxacina de 10mg. Cada seccion de pelicula de
2cm? se coloco en una herida quirdurgica que se realizé a cada rata en
abdomen lateral. La herida quirargica fue de 2cm de longitud
aproximadamente permitiendo colocar la pelicula faciimente en el tejido
subcutaneo. Finalmente se suturd la herida. Las condiciones utilizadas para
estudiar la efectividad del alginato de sodio con la enrofloxacina en la

infeccion con E. coliy S. epidermidis son:
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Herida infectada con la bacteria E. coli o S. epidermidis

Pelicula de alginato de sodio con enrofloxacina en herida infectada con
E. coli 0 S. epidermidis

Pelicula de alginato de sodio en herida infectada con E. coli o S.
epidermidis

Herida infectada con E. coli o S. epidermidis, con enrofloxacina

administrada por via intramuscular

En cada condicion se analizaron tres variables cada una con dos categorias.
A) Diseminacion de la bacteria (diseminado o no diseminado), en la cual se
observd la herida en relacion con los tejidos adyacentes y se analizé la
presencia de exudado purulento, asi como su infiltraciéon a nivel subcutaneo.
B) Irritacion de la herida (irritada o no irritada), se observaron los cambios a
nivel inflamatorio de los tejidos in situ y adyacentes a la herida.

C) Formacion del granuloma en la herida (granuloma o sin granuloma), la
presencia del granuloma esta relacionado a la efectividad para encapsular a

las bacterias.

Analisis de los resultados

Para el analisis de los datos obtenidos de 32 ratas por grupo, se realizo la
prueba de X2, las asociaciones que se tomaron como significativas son las
que presentaron una p < 0.05, también se calculé el riesgo relativo (RR) con
intervalos de confianza al 95%.Todos los resultados estadisticos se
obtuvieron con el programa Graph Pad Prism Version 6.00 para Mac, Graph

Pad Software, La Joya California USA, www.graphpad.com. Las graficas de
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mosaico se generaron en el programa R version 3.0.2, R: A Language and
Environment for Statistical Computing, R core team, Viena, Austria, www.R-

project.org.

Pesar 100 mg de

- o
Alginato de Sodio Adicionar 30% de etanol y

\ 70 % de H,0 del peso de la
pelicula

~

Agitar el Alginato de
Sodio a 300 rpm para
disolver y a 382C ( gelificacion)

~

‘ Pesar 100 mg de enrofloxacina, adicionar

18.5 ml de metanol hasta disolver la
enrofloxacina

N\

Agregar 1.55 ml (10 mg)
de la solucion de

enrofloxacina al polimero \

Transferir la mezcla a un
molde de teflon

/

Dejar reposar sobre una superficie plana
a 30 °C en campana de flujo laminar
hasta sequedad

Figura 3. Preparacion del alginato de sodio con enrofloxacina
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Resultados

La mezcla de biopolimeros de alginato de sodio fue utilizada debido a su
resistencia, consistencia y solubilidad, asi como por su minima interaccion
con la enrofloxacina. También se aplicé este polimero por la poca reaccion
que puede generar en los tejidos en los seres vivos.

Para identificar la actividad cicatrizante del biopolimero y la funcion
bactericida de la enrofloxacina. En la herida generada se aplicaron por
separado dos bacterias, E. coli y S. epidermidis. Las condiciones que se
utilizaron para estos ensayos fueron, ratas con la herida y el in6culo de la
bacteria, ratas con la herida, el inéculo de la bacteria y el biopolimero con o
sin la enrofloxacina, también se utilizé la condicion de la herida con la
enrofloxacina sin el biopolimero.

Las intervenciones quirurgicas en las ratas a las cuales se les aplicaron los
diferentes tratamientos se muestran en la figura 4 en donde se presenta el
biopolimero de alginato de sodio con o sin enrofloxacina (A) y las ratas con la
aplicaciéon de dicho biopolimero en la herida infectada (B) o no con E.colio S.

epidermidis.
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Figura 4. Aplicacién del biopolimero de alginato de sodio con o sin
enrofloxacina en heridas infectadas con E. coli o S. epidermidis. En A se
muestran el biopolimero de alginato de sodio y B muestra la herida en la rata

en la cual se le agregé el biopolimero.

Las condiciones de la herida infectada con E. coli y la presencia del
biopolimero con y sin enrofloxacina para las variables de diseminacion,
presencia del granuloma e irritacion de la herida, mostraron que no hay
asociaciéon entre tener la enrofloxacina y la diseminacién de las bacterias, la
irritacion de la herida y la presencia del granuloma, es decir, la presencia de
enrofloxacina no modifica ninguna de las tres variables.

Cuando el tratamiento de la herida infectada con E. coli, con la pelicula y la
enrofloxacina es comparada con la herida, donde solo se inoculd dicha
bacteria, se observa que la pelicula con el antibiético tiene un efecto protector
ya que disminuye la presencia de la diseminacion (p<0.05, RR=0.88),
aumenta la generacién del granuloma (p<0.05, RR=2) y modifica la irritacion

(p<0.05). Si la condicion infectada tratada con la pelicula y el antibidtico es
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comparada con la herida infectada y el antibidtico, se observa proteccion
cuando esta presente la pelicula (p<0.05, RR=0.64), es decir, la condicién
que no presenta la pelicula esta asociada a presentar mas individuos
diseminados. La presencia de la pelicula en la herida infectada, cuando es
comparada con la herida infectada y el antibidtico, registra una asociacion, en
donde la proteccion se da cuando esta presente la pelicula (p<0.05,
RR=0.67) (cuadro 1y figuras 5, 6, 7). Cuando las heridas son infectadas con
la bacteria S. epidermidis se observa que la presencia de la pelicula con la
enrofloxacina y el S. epidermidis esta asociada a proteccion, es decir, la
presencia de la bacteria sin algun tratamiento presenta una mayor
diseminacion e irritacidon (p<0.05, RR=1.65). Cuando se comparé la condicion
de la herida infectada, sin pelicula, tratada con enrofloxacina soluble y la
condicion, en donde se tiene la presencia de la pelicula con la enrofloxacina y
la bacteria, se observa que hay un efecto protector cuando no hay presencia
de la pelicula en la formacion del granuloma (p<0.05, RR=0.5). Por ultimo
cuando se carece de enrofloxacina en la diseminacion de la bacteria se
observa que la presencia de la pelicula en la herida infectada esta asociada a
menor diseminacion de la bacteria en la herida, esto es, la sola presencia del
S. epidermidis muestra mas ratas infectadas (p<0.05, RR=1.65) (cuadro 2 y

figuras 8, 9, 10).
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Efecto de los diferentes tratamientos en ratas en la diseminacion, la

formacién de granuloma vy la irritacion por E. coli en heridas

1
Diseminacion Granuloma Irritacion
p RR p RR p RR
I. C. 95% I.C.95% I.C. 95%
Pelicula Pelicula
+Enrofloxacina vs +E. coli n.s. - n.s. - n.s. -
| +E. coli
Pelicula E. coli p<0.05 0.88 p<0.05 2 p<0.05 _
+Enrofloxacina ys 0.79-0.97 1.64-2.40
| +E. coli
Pelicula Enrofloxacina 0.64 2
+Enrofloxacina ’ p<0.05 : p<0.05 n.s. -
| +E. coli vs *E. coli 0.52-0.78 1.64-2.40
Pelicula )
| +E. coli vs E. coli n.s. - n.s. - p<0.05 -
Pelicula Enrofl ;
. vs Enrofloxacina 0.67
[E ool +E. coli PO05  ea0ss | " ) s -

Efecto de los diferentes tratamientos en ratas en la diseminacion, la

formacion de granuloma vy la irritacion por S. epidermidis en heridas

2
Diseminacion Granuloma Irritacion
p RR p RR p RR
I. C. 95% I. C.95% I. C. 95%

Pelicula Pelicula

+Enrofloxacina vs +5. epidermidis| ™" - n.s. - n.s. -
[+S. epidermidis

Pelicula P i <0.05 1.65 n.s. - <0.05 -
+Enrofloxacina ys o oPidermidis| P 1.36-2.02 P

[+S. epidermidis

Pelicula .

. Enrofloxacina - 0.5

+Enrofloxacina . Z. | n.s. p<0.05 n.s. -
+S. epidermigis vs +S- epidermidis 0.41-0.61

Pelicula ) o 165

+S- epidermidis s S. epidermidis| p<0.05 136202 ns. - n.s. -
Pelicula Enrofi i

€ ~ysEnrofloxacina
I+S. epidermidis " +3. epidermidis n.s. - n.s. - n.s. -
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Cuadro 1 y 2. Asociaciones de los diferentes tratamientos en heridas
infectadas con E. coli (cuadro 1) y S. epidermidis (cuadro 2). Para cada
busqueda de asociacién se utilizd la prueba de X? y se calculd el riesgo
relativo (RR) con intervalos de confianza al 95% (1.C. 95%), n.s. no

significativo para dicha asociacion.

Pelicula,
E. coli Enrofloxacina,
E. coli

Figura 5. Diseminacién de E. coli en heridas. Grafica de mosaico en donde

Pelicula, Enrofloxacina,
E. coli E. coli

No diseminado

Diseminado

cada barra es proporcional a la frecuencia de ratas que presentan o no,
diseminacion de la bacteria en la herida por cada condicion probada en el

experimento.
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Pelicula, . .
. . Pelicula, Enrofloxacina,
E. coli Enrofloxacina, X .
) E. coli E. coli
E. coli

Figura 6. Niveles de irritacion en heridas infectadas por E. coli. Grafica de

No irritado

Irritado

mosaico en donde cada barra es proporcional a la frecuencia de ratas para
cada nivel de irritacion en la herida por cada condicion probada en el

experimento. Los guiones indican frecuencia nula para esa condicion.
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Pelicula,
E. coli Enrofloxacina,
E. coli

Pelicula, Enrofloxacina,
E. coli E. coli

Granuloma

Sin granuloma

Figura 7. Presencia de granulomas en heridas infectadas por E. coli. Grafica
de mosaico en donde cada barra es proporcional a la frecuencia de ratas que
presentan o no granulomas en la herida por cada condicion probada en el

experimento. Los guiones indican una frecuencia nula para esa condicion.
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Pelicula,

S. epidermidis Enrofloxacina, ge!c?éae’rmi dis gn;of:g:zra;iir;?s,
S. epidermidis - ep ep

Figura 8. Diseminacion de S.epidermidis en heridas infectadas. Grafica de

No diseminado

Diseminado

mosaico en donde cada barra es proporcional a la frecuencia de ratas que
presentan o no diseminacién de la bacteria en la herida por cada condiciéon

probada en el experimento.
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Pelicula, . .
. - . Pelicula, Enrofloxacina,
S. epidermidis Enrofloxacina, N - X -
; L S. epidermidis S. epidermidis
S. epidermidis

Figura 9. Grado de irritacién en heridas infectadas por S.epidermidis. Grafica

No irritado

Irritado

de mosaico en donde cada barra es proporcional a la frecuencia de ratas
para cada nivel de irritacion en la herida por cada condicion probada en el

experimento. Los guiones indican una frecuencia nula para esa condicion.
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Pelicula,
S. epidermidis Enrofloxacina,
S. epidermidis

Figura 10. Formacion del granuloma en heridas infectadas por S.epidermidis.

Pelicula, Enrofloxacina,
S. epidermidis S. epidermidis

Granuloma

Sin granuloma

Grafica de mosaico en donde cada barra es proporcional a la frecuencia de
ratas que presentan o no granulomas en la herida por cada condicion
probada en el experimento. Los guiones indican una frecuencia nula para esa

condicion.
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Discusidn

La reparacién de las heridas generadas por una intervencion quirurgica es un
campo en el cual estd aumentando el interés y se han generado algunos
avances para mejorar esta reparacion, es decir, aumentar la velocidad de
cicatrizacion, disminuir la inflamacion y entre otras cosas evitar la
colonizacién de microorganismos patogénicos como algunas bacterias?.
Muchos tipos de vendajes para la reparacion y/o proteccion de heridas se
han mostrado que son adecuados en la reduccion del tiempo de reparacion.
La pelicula de alginato, provee a la herida de un ambiente aislado, humedo y

dptimo para la cicatrizacion®®.

A parte de los beneficios que proporciona la presencia de las peliculas de
alginato en las heridas se busco si la enrofloxacina favorece menor
diseminacién o infeccion bacteriana. Se ha demostrado que el alginato es un
buen vehiculo para la administracion de farmacos en tejidos. Por ejemplo, se
ha observado que el flurbiprofeno puede ser difundido a tejidos después de

poner una pelicula de alginato”.

En este estudio se encontré que cuando una herida infectada con E. coli es
tratada con la pelicula de alginato disminuye la infeccién y mejora el cierre de
la herida, esto concuerda con otros grupos que han estudiado el papel del
alginato en la reparaciéon de heridas®?>'.De manera interesante cuando la
herida es tratada con la pelicula y el antibiético enrofloxacina hay resultados
que muestran mayor mejoria, con respecto a cuando carece de

enrofloxacina; sin embargo, esta asociacion no es significativa, esto no
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expresa que el resultado no sea de interés, es de tomar en cuenta para
seguir ampliando los resultados de este proyecto. Cuando las heridas son
infectadas con la bacteria S. epidermidis, se observa mayor infeccion en las
ratas sin el tratamiento a diferencia de las infectadas con E. coli, esto puede
estar dado por la falta de eficacia del sistema inmune de la rata contra
bacterias Gram positivas. En las otras condiciones se encontré que el hecho
de que la pelicula de alginato esté en la herida, es suficiente para que la
herida sea reparada de forma adecuada y la diseminacion de la bacteria (S.
epidermidis) no esté presente o esté disminuida. Cuando la pelicula funciona
como vehiculo para la enrofloxacina, no se observo una asociacién con la
disminucién de la diseminacion del S. epidermidis. Por ultimo se pudo
observar que si la enrofloxacina es administrada sin la pelicula cuando la
infeccion esta dada por E. coli (y en menor grado S. epidermidis), no se
observa disminucién de la diseminacion, esto pone de manifiesto que es
necesaria la administracion paulatina de dicho farmaco para que pueda

generar su efecto.

Conclusion

La presencia de una pelicula de alginato de sodio favorece la reparacién de
heridas, asi como la disminucion de la diseminacion de bacterias como E. coli
y S. epidermidis. La presencia de la enrofloxacina solo favorece la

disminucién de la E. coli en dichas heridas.
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Efectividad clinica de mallas de alginato de sodio
para el control de la diseminacién de infecciéon
con Escherichia coli y Staphylococcus epidermidis

en heridas cavitadas con cierre primario en ratas

Clinical efficacy of sodium alginate meshes
for the control of infectious dissemination
by Escherichia coli and Staphylococcus epidermidis
in cavitated wounds with primary healing
Jorge Luna del Villar Velasco* Maria José Bernard Bernard™*

Graciela Tapia Pérez***  Lilia Gutiérrez Olverat
Héctor Sumano Lopezt

Abstract

The potential wound healing ability of sodium alginate (SA) meshes was determined in cavitated rat wounds infected either
with Escherichia coli or Staphylococcus epidermidis. Wound progress was evaluated macroscopically and histopathologi-
cally to assess dissemination of the induced infection through evaluation of granuloma formation and adjacent tissue ir-
ritation. Five groups of 24 female Wistar rats weighing 280 + 34 g were formed as follows: control group with SA mesh
without inoculum, control group with Escherichia coli inoculum without SA mesh, control group with Staphylococcus epi-
dermidis inoculum without mesh, group with SA mesh + Escherichia coli inoculum and group with SA mesh + Staphy-
lococcus epidermidis inoculum. Abdominal flank incisions were performed under anaesthesia and groups were formed.
Both macroscopic and histopathological follow up were carried out and results indicated that the presence of SA meshes
avoids or greatly diminishes bacteria dissemination and adjacent tissue irritation. This reaction occurs even in the pres-
ence of Escherichia coli or Staphylococcus epidermidis. In the control groups with SA mesh without inoculum and in the
groups with Escherichia coliinoculum without SA mesh, and control group with Staphylococcus epidermis inoculum without
mesh and group with SA mesh + Escherichia coli inoculum re-epithelialization and wound healing aspect were better than
in groups inoculated with Staphylococcus epidermidis, the general odd ratios showed that the dissemination risk was 58
times greater in treatment with SA mesh and E. coli as infectious agent (IC 95% 6.2-210). These results indicate that SA
mesh is capable of providing adequate conditions to allow granulation of cavitated wounds, without irritation to adjacent
tissues and avoiding dissemination of the infection by E. coli and Staphylococcus epidermidis in rats. However, presence
of granuloma can be a healing or esthetic disadvantage, as observed in control group with SA mesh without inoculum.

Key words: ALGINATE, CAVITATED WOUNDS, HIDROGEL, SURGICAL MESH. Anexo

Resumen A

Se determiné el efecto potencial de cicatrizacién de mallas de alginato de sodio (AS) en heridas cavitadas infectadas
con Escherichia coliy Staphylococcus epidermidis, y se evalu6 histopatolégica y macroscopicamente la diseminacion del
proceso infeccioso, formacién de granuloma e irritacion de los tejidos adyacentes. Se formaron 5 grupos de 24 ratas Wis-
tar hembras de 280 + 34 g de la siguiente manera: grupo testigo con malla de AS sin inéculo; testigo con inéculo de
Escherichia coli sin malla; otro grupo testigo con inoculo de Staphylococcus epidermidis, sin malla; grupo con malla de
AS + in6culo de Escherichia coli; grupo con malla de AS + inéculo de Staphylococcus epidermidis. Bajo anestesia se
realizaron las incisiones en los flancos absominales y se formaron los grupos. Se realizé6 un seguimiento macroscoépico
e histopatolégico de la zona afectada y se encontr6 que la presencia de mallas de AS evita o disminuye drasticamen-
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te, tanto la diseminacion de la infeccion a tejidos adyacentes como su irritacion. Ello ocurre aun en presencia de Es-
cherichia coli o de Staphylococcus epidermidis. En los grupos testigo con malla de AS sin inéculo, testigo con inéculo
de Escherichia coli sin malla, otro grupo testigo con inéculo de Staphylococcus epidermidis sin malla y el grupo con
malla de AS + indculo de Escherichia coli, la reepitelizacion y la reduccion en la herida fueron superiores a los grupos
que fueron inoculados con Staphylococcus epidermidis. Los odd ratios generales mostraron que el riesgo de disemina-
cién fue 58 veces menor con el uso de malla de AS y E. coli como organismo infectante (IC 95% 6.2-210). Los resul-
tados encontrados indican que la malla de AS es capaz de proporcionar condiciones adecuadas para la formacion de
tejido de granulacién, sin irritacién en los tejidos adyacentes y evitando la diseminacién de la infeccién en heridas cavi-
tadas y contaminadas por E. coli y por Staphylococcus epidermidis en ratas. Sin embargo, la presencia de granuloma
puede significar una desventaja cicatrizal o estética, como se observo en el grupo testigo con malla de AS sin inéculo.

Palabras clave: ALGINATO, HERIDAS CAVITADAS, HIDROGELES, MALLA QUIRURGICA.

Introduction

n veterinary practice, more than 80% of cases seen

in outpatient services require a healing process

after the accident, surgery, abscesses, tumors or any
other cause thatdamages the tissues.! Restoration of the
tissue continuity in mammals is comparatively limited
with regard to amphibians, and further from tissue
regeneration there is reparation with healing collagen
production through fibroblastic growth and later
epithelial and endothelial proliferation.! The number
of bacteria that penetrate to a wound may constitute
an important factor in local sepsis development and
interfere with healing. Thus lesions can be classified as
clean, clean-contaminated, contaminated or unclean,
based on the bacterial charge that is the one that gives
the therapeutic clue to follow.!

In particular, the called cavitated lesions are clas-
sified as contaminated; such is the case of deep bites,
wounds made by sharp pointed instruments, skin
avulsion injury and some cases of ontological surgery
where there is great quantity of necrotic tissue. In this
type of injuries an infectious process is initiated with a
minimum of 10° colony forming units (CFU) of only
one bacterium genus per gram of tissue.”® As general
rule, these wounds should not be closed because it
would allow the growth and spread of the bacteria and,
unless an aggressive antibacterial therapy and a wound
drainage system are administered, to prevent the ag-
gravation of the infectious process, which could even
cause septicemia.?

The use of sodium alginate hidrogel meshes (SA)
have been used as part of the strategy for repair of this
type of lesions. They have also been used as scaffold
for the culture of hepatocytes and dental or surgical
impression materials and even for repair of bone, car-
tilaginous and cardiac muscle tissues.*® The SA is ob-
tained from the brown algae Macrocystis pyrifera from
which a line of anionic polysaccharides are derived,
composed of two sugar residues -D-mannuronic acid
and o-L-guluronic acid.® Its biological activity is based
on degradation of exudates promoting a moist wound
bed that prevents dessication without irritation. It
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Introduccion

n la clinica veterinaria, mas de 80% de los casos

que se atienden en consulta externa requieren

de un proceso de cicatrizaciéon posterior al
accidente, cirugia, abscesos, tumores o cualquier
otra causa que lesione los tejidos.! La restauracion
de la continuidad de los tejidos en los mamiferos es
comparativamente limitada con respecto a los anfibios,
y mas que regeneracion tisular se presenta reparacion
con producciéon de colageno de tipo cicatrizal a
través de crecimiento fibroblastico y posteriormente
proliferacién epitelial y endotelial.! El ndmero
de bacterias que penetran en una herida pueden
constituir un importante factor en el desarrollo de
septicemia local e interferir con la cicatrizacion. Asi,
las heridas se pueden clasificar en limpias, limpias-
contaminadas, contaminadas y sucias, basandose en la
carga bacteriana, y es esta carga la que proporciona la
clave terapéutica a seguir.!

En particular, a las denominadas heridas cavitadas
se les clasifica como contaminadas; tal es el caso de las
mordeduras profundas, las heridas por objeto punzo-
cortante, la avulsiéon de piel por traumatismos y algu-
nos casos de cirugia oncolégica, en los que existe gran
cantidad de tejido necrético. En este tipo de heridas se
inicia un proceso infeccioso con un minimo de 10° uni-
dades formadoras de colonia (UFC) de un solo género
bacteriano por gramo de tejido.?® Como regla general,
estas heridas no deben cerrarse, ya que ello facilitaria
el crecimiento de bacterias y su diseminacién, a menos
que se instituya una terapia antibacteriana sistémica
agresiva y un sistema de drenaje, para evitar que el pro-
ceso infeccioso pueda agravarse y causar septicemia.’

Se han utilizado las mallas o hidrogeles de alginato
de sodio (AS) como parte de la estrategia para la repa-
racion de este tipo de heridas. También se han usado
como andamios para el cultivo de hepatocitos y materia-
les de impresién dental o quirtrgicos, e incluso en repa-
racion de tejido 6seo, tejido cartilaginoso y tejido mus-
cular cardiaco.*® E1 AS se obtiene a partir de un alga café
Macrocystis pyrifera, de la cual se deriva una linea de poli-
sacaridos aniénicos compuestos por residuos del acido
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stimulates monocytes increasing local concentrations
of cytokines such as interleukin-6 and tumor necrosis
factor."" It is postulated that these pro-inflammatory
mediators promote adequate healing.'"" The SA is
biodegradable and the by-products of degradation in
the site are glucose molecules easy to absorb.? In spite
of the aforementioned, there has been no information
on the use of SA on cavitated-infected lesions where
challenge for controlling sepsis and healing process in
wounds are greater than the correspondent to super-
ficial lesions, where SA meshes are normally used as
dressings.”!*!#16

Because of the aforementioned, it was considered as
hypothesis that SA can limit the spread of infections in
cavitated wounds, for which the objective of this work
was to evaluate possible effects of meshes elaborated
with SA on the bacterial spread in cavitated infected
wounds, adjacent tissue irritation and healing response.

Material and methods

This assay was authorized by the Comite Institucional
para Cuidado y Uso de los Animales de Experimenta-
cion (CICUAE) of the Facultad de Medicina Veterina-
riay Zootecnia of the Universidad Nacional Autonoma
de Mexico, and carried out under the Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999."7

Mesh preparation

Under sterile conditions and in a laminar flow cabinet,
100 + 1 mg of sodium alginate and 150 + 1 mg of glyce-
rol were added to 250 ml deionized water.'® It was left
to dry in silicon recipients in an incubator at 20°C with
controlled ventilation for 24 hours. Then, they were
cut to obtain 1 cm? meshes and they were stored in
vacuum sealed containers for sterile maintenance.

Mesh implantation

A total of 120 Wistar rats (24 rats per group) of 280
+ 34 g were used, randomly divided into 5 groups:
Group CM: control with sodium alginate mesh; Group
CEc: control with Escherichia coli inoculum; Group CSt:
control with Staphylococcus epidermidisinoculum; Group
MEdc: alginate mesh + Escherichia coli inoculum; Group
MSt: alginate mesh + Staphylococcus epidermidis inocu-
lum.

Housing

Animals were housed at the Bioterio del Departamento
de Fisiologia y Farmacologia of the Facultad de Medi-

beta-D-mannurénico y el dcido alfa-I-gulurénico.? Su ac-
tividad biolégica se basa en la degradacion del exudado
y promocién de una cama humeda que evita la deseca-
cion de la herida sin irritar. Ademas, estimula a los mo-
nocitos para elevar la concentracién local de citocinas,
como la interleucina-6 y el factor de necrosis tumoral.*'?
Se postula que estos mediadores pro-inflamatorios pro-
mueven la adecuada reparacion de las heridas.'"'* E1 AS
es biodegradable y los subproductos de degradacién en
el sitio son moléculas de glucosa facilmente absorbidas.’
A pesar de lo anterior, no se ha encontrado informacién
sobre el uso de AS en heridas cavitadas-infectadas, en las
que el desafio para controlar la septicemia y el proceso
cicatrizal es mucho mayor que el correspondiente en
heridas superficiales, en las que habitualmente se usan
mallas de AS como apdsitos.”!*!#1

En funcién de lo anterior, se consideré6 como hi-
potesis que el AS puede limitar la diseminacién de in-
fecciones en heridas cavitadas, por lo que el objetivo
de este trabajo fue evaluar los posibles efectos de las
mallas elaboradas con AS, sobre la diseminacién bacte-
riana en heridas cavitadas infectadas, la irritacion a los
tejidos adyacentes y en la respuesta cicatrizal.

Material y métodos

Este trabajo fue autorizado por el Comité Institucional
para Cuidado y Uso de los Animales de Experimenta-
cion (CICUAE) de la Facultad de Medicina Veterina-
ria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma
de México (UNAM), y realizado bajo la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999."

Preparacion de las mallas

Bajo condiciones de esterilidad y en una campana de
flujo laminar, en 250 ml de agua desionizada, se ana-
dieron 100 + 1 mg de alginato de sodio y 150 = 1 mg
de glicerol.” Se dejo secar en recipientes de silicona
dentro de una incubadora a 20°C con ventilacion con-
trolada por 24 horas. Posteriormente, se cortaron para
obtener mallas de 1 cm?y se colocaron en contenedo-
res sellados al vacio para mantener la esterilidad.

Colocacion de las mallas

Se utilizaron 120 ratas Wistar (24 ratas por grupo) de
280 + 34 g, divididas aleatoriamente en 5 grupos: Gru-
po TM: testigo con malla de alginato; Grupo TEc: tes-
tigo con in6culo de Escherichia coli; Grupo TSt: testigo
con in6culo de Staphylococcus epidermidis, Grupo MEc:
malla de alginato de sodio + in6culo de Escherichia coli;
Grupo MSt: malla de alginato de sodio + in6culo de
Staphylococcus epidermidis.
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cina Veterinaria y Zootecnia of the Universidad Nacio-
nal Autonoma de Mexico. A clinical examination was
carried out to discard infectious processes. They were
kept in individual isolation cages during all the re-
search.' They received food pellets* ad libitum without
antibiotics, freshwater and hygiene care and welfare ac-
cording to guidelines and specifications for care and
use of laboratory animals of the norm already descri-
bed. They were given a 10-day period of adaptation.

Induction of the wound

Each rat was individually weighed and was sedated
with an intramuscular injection of acepromacin at a
dose of 3 mg/kg. Then, they were anesthetized with
ketamine at a dose of 44 mg/kg by intramuscular rou-
te.? Once anesthetized, the abdominal lateral qua-
drant was shaved and povidone iodine was administe-
red. Afterwards, a 1 cm long incision was made in the
skin, followed by a blunt dissection in subcutaneous
cellular tissue to allow the introduction of the mesh.
The wound was closed with separate stitches of poly-
propylene (caliber = 4-0) and reverse cutting needle.
Before closing the wound, a bacterial inoculum of 100
plat 0.5 Mac Farland of a 24-hour incubation strain of
Escherichia coli ATCC 259388 (approximately 1 x 10,
CFU/ml) was deposited into groups CM and CSt; and
for groups CEc and MEc, the same inoculum but of
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (approximately
1 x 108, CFU/ml) was deposited.

Evaluations

Follow-ups were made at days 1, 3, 7 and 9 after the
inclusion of mesh, and the inflammatory response was
evaluated, of which the following scale was considered:
spread of infection (D); irritation of adjacent tissues
(I); granuloma presence (G); quantified in a scale
from 0 to 3, which correspond to null = 0, mild = 1, mo-
derate = 2 and severe = 3. Later, they were euthanized
with acepromacin and ketamine and then, an incision
was made in the wound in order to obtain the biopsies
for their histopathologic analysis.

Statistical analysis

The variables were first analyzed by likelihood chi-squa-
re test ratio, and then the odd ratios were obtained by
a generalized estimating model for ordinary response
variable with C = 4 categories (0, 1, 2, 3), following the
same approach of Heagerty and Zeger® and 4 time pe-
riods (day 1, 3, 7 and 9), treatments CEc vs MEc vs CM
and CSt vs MSt vs CM were compared using the logit
link function. The IBM SPSS 19® kit* was used.
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Alojamiento

Se aloj6 a los animales en el bioterio del Departamento
de Fisiologia y Farmacologia de la Facultad de Medici-
na Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
Auténoma de México. Se les practicé un examen cli-
nico para descartar procesos infecciosos y permanecie-
ron en jaulas individuales de aislamiento durante toda
la investigacion.' Se les proporcion6 alimento compac-
tado* ad libitum, sin antimicrobianos, agua potable y los
cuidados en su higiene y bienestar de acuerdo con los
lineamientos y especificaciones para el cuidado y uso
de animales de laboratorio de la norma ya descrita. Se
les dio un periodo de adaptacion de 10 dias.

Induccion de la herida

Se pes6 individualmente cada rata y se le tranquilizé
con acepromacina a dosis de 3 mg/kg via intramus-
cular. Posteriormente, se le anestesio con ketamina a
dosis de 44 mg/kg via intramuscular.?’ Una vez aneste-
siadas se rasur6 el cuadrante lateral del abdomen vy se
aplicé povidona iodada. Se realiz6 una incisioén en piel
de 1 cm de longitud, seguida de una diseccién roma en
tejido celular subcutdneo para permitir la introduccién
de la malla. Se cerré la herida con puntos separados de
polipropileno de un calibre de 4 ceros y aguja de re-
verso cortante. Antes de cerrar la incision, a los grupos
MSty TSt se les deposité un inéculo bacteriano de 100
pl al 0.5 de Mac Farland de una cepa de 24h de incu-
bacién de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (apro-
ximadamente 1 x 108, UFC/ml) y para los grupos TEc
y MEc, el mismo inéculo pero de Escherichia coli ATCC
259388 (aproximadamente 1 x 10", UFC/ml).

Evaluaciones

Se realizaron seguimientos los dias 1, 3, 7y 9 posterio-
res a la inclusién de la malla, y se evalué la respuesta
inflamatoria, en la cual se tom6 en cuenta la siguiente
escala: diseminacién de la infeccién (D), irritacion a
tejidos adyacentes (I) y presencia de granuloma (G),
cuantificadas en una escala de 0 a 3: nulo=0, leve =1,
moderado = 2 y severo = 3. Posteriormente, se les sa-
crificé con acepromacina y ketamina; se hizo una in-
cision en la herida para tomar la biopsia y realizar el
analisis histopatolégico.

Analisis estadistico

Las variables se analizaron primero mediante una
prueba de Ji* de razén de verosimilitud, después se ob-

*Rodent Lab Chow* 5001. PURINA México
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Results

General odd ratios showed that the risk of spread was
58 times greater in treatment with CEc only against
MEc (IC 95% 6.2-210) (Table 1). Table 2 depicts the
percentage of the spread in each treatment during the
4-day observation period. Mesh treatments prevented
the spread of infection of Escherichia coli as well as Sta-
phylococcus sp. Likewise, treatment with Staphylococcus sp
only showed that the risk of the spread was 60.3 times
higher than in MSt (IC 95% 7-200) (Table 1). On the
contrary, the risk of the presence of granuloma was 32
times lower in treatment with Staphylococcus sp group
CSt compared to group MSt. Moreover, treatment of
CEc showed 11.8 times lower risk of granuloma than in
MZEc, irritation on adjacent tissues was 71 times more
in CEc group than in Mec group, and 87 times higher
risk of irritation in Staphylococcus sp group than MSt
group (Figure 1). Table 3 shows the findings of the
histopathologic results of the samples taken at 10 days
from five rats per group. Figure 1A shows images of the
inflammatory process in rat caused by the inoculum of
Staphylococcus epidermidis + sodium alginate. Figure 1B
shows the inflammatory response of the inoculum of
Escherichia coli + sodium alginate in rat.

Discussion

The alginate meshes are formed by polymer physica-
lly intermingle chains, polymers not intermingled and
water forming gels that are not toxic, cancerigenous or
irritant, for which they are considered as biocompati-
ble.®!>?2 It has been found that SA applied as dressing
in open wounds forms a physical barrier to infection,
proportioning humidity and a effect of growth limita-
tion on bacteria and fungi.®!! Peluso et al® describes
the capacity of SA to induce mesenchymal and capi-
llary cell proliferation and also macrophage chemo-
taxis, provides substrates for mediators and favours
re-epithelialization. However, there is no evidence of
its use in closed wounds, with exception of minor in-
formation on bone and cartilaginous tissue, in which
alginate meshes promote reparation.®’ It has also been
used as intracoronary biomaterial, site in which it is
gradually substituted by myofibroblasts and connective
tissue.*®

In this study it was found that SA meshes prevent
the spread of infection to adjacent tissues in presence
of Escherichia coli or Staphylococcus epidermidis, as well as
irritation. This effect may be due to the fact that algi-
nate favours bacterial cytoadherence and macrophage
chemotaxis, forming multinucleate foreign-body giant
cells that prevent the spread of infection. However, in
group inoculated with Escherichia coli, re-epithelializa-

tuvieron las odd ratios o raz6n de momios por medio de
un modelo de estimacién generalizado para variable
de respuesta ordinal con C = 4 categorias (0, 1, 2, 3),
siguiendo el enfoque de Heagerty y Zeger?' y 4 tiem-
pos (dia 1, 3, 7y9), con enlace logit se compararon los
tratamientos TEc contra MEc contra TM y TSt contra
MSt contra TM. Con el paquete IBM SPSS 19®.*

Resultados

Los odd ratios generales mostraron que el riesgo de di-
seminacién fue 58 veces mayor en el tratamiento con
TEc s6lo contra MEc (IC 95% 6.2-210) (Cuadro 1). En
el Cuadro 2 se muestra el porcentaje de la disemina-
cién en cada tratamiento en los 4 dias de observacion.
Los tratamientos con malla impidieron la disemina-
cion de la infeccion, tanto de Escherichia coli como de
Staphylococcus sp. De la misma manera, el tratamiento
con Staphylococcus sp s6lo mostré que el riesgo de dise-
minacién fue 60.3 veces mayor que en MSt (IC 95%
7-200 (Cuadro 1). Por el contrario, el riesgo de pre-
sencia de granuloma fue 32 veces menor en el trata-
miento con Staphylococcus sp grupo TSt con respecto
al grupo MSt. De la misma forma, el tratamiento de
TEc tuvo una presencia de granuloma 11.8 veces me-
nor que en MEc; la irritacion en tejidos adyacentes fue
71 veces mayor en el grupo TEc con respecto al grupo
MEc, y de 87 veces mds riesgo de irritacién en el gru-
po Staphylococcus sp al compararlo con el grupo MSt
(Figura 1). En el Cuadro 3 se muestran los hallazgos
de los resultados histopatolégicos de la toma de mues-
tra a los 10 dias, de 5 ratas por grupo. En la Figura 1
A) se muestran imdgenes del proceso inflamatorio en
rata, originado por el inéculo de Staphylococcus epider-
midis + alginato de sodio; en la Figura 1 B se observa la
respuesta inflamatoria del in6culo de Escherichia coli +
alginato de sodio en rata.

Discusion

Las mallas de alginato se forman mediante un entre-
cruzado fisico de polimeros en cadenas no entrecruza-
das y agua que forman geles, los cuales no son téxicos,
carcinogénicos o irritantes, por lo que son considera-
dos como biocompatibles.”'** Se ha encontrado que
el AS aplicado en forma de apoésitos en heridas abier-
tas forma una barrera fisica a la infeccién que propor-
ciona humedad y que limita crecimiento bacteriano y
micético.™!! Peluso et al® describen la capacidad del
AS para inducir proliferaciéon de células mesenquima-
tosas y capilares ademds de quimiotaxis para macroéfa-
gos, lo cual favorece la reepitelizacién.” Sin embargo,

*PASW® Statistics SI9WRP-0610.
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CUADRO 1

Evaluacién de odd ratios en los cuatro grupos que recibieron un inéculo bacteriano:
testigo con in6culo de Escherichia coli (TEc) 24 ratas; testigo con inéculo
de Staphylococcus epidermidis (TSt) 24 ratas; malla de alginato + inéculo de Escherichia coli (MEc)
24 ratas; malla de alginato + inéculo de Staphylococcus epidermidis (MSt) 24 ratas

Evaluation of odd ratios in the four groups that received a bacterial inoculum: control group
with Escherichia coli inoculum (CEc) 24 rats; control with Staphylococcuc epidermis inoculum (CSt) 24 rats;
alginate mesh + Escherichia coliinoculum (MEc) 24 rats; alginate mesh + Staphylococcus epidermis (MSt) 24 rats

Generalized odd ratios (IC 95%)

Variable

CEc vs MEc

CSt vs MSt

Spread of infection
Irritation on adjacent tissues

Presence of granuloma

58 (6.2,210) (P = 0.049)
71 (40-82) (P =0.03)
-10.8 (-23,-2) (P =0.02)

60 (7,200) (P = 0.049)
87.3 (9,110) (P = 0.036)
32 (-43.2, -8) (P = 0.04)

CUADRO 2

Porcentaje de irritacion en tejidos adyacentes, granuloma y diseminacion de la infeccion
en los cinco grupos evaluados, testigo con malla de alginato (TM) 24 ratas; testigo con in6culo
de Escherichia coli (TEc) 24 ratas; testigo con in6culo de Staphylococcus epidermidis (TSt) 24 ratas;

malla de alginato + in6culo de Escherichia coli (MEc) 24 ratas; malla de alginato + in6culo

de Staphylococcus epidermidis (MSt) 24 ratas

Percentage of irritation on adjacent tissues, granuloma and spread of infection in the five groups
evaluated: control with alginate mesh (CM) 24 rats; control with Escherichia coli inoculum (CEc) 24 rats;
control with Staphylococcus epidermidis inoculum (CSt) 24 rats; alginate mesh + Escherichia coli inoculum
(MEc) 24 rats; alginate mesh + Staphylococcus epidermidis inoculum (MSt) 24 rats

Day/group CM CEc CSt MEc MSt
Irritation 0 33.3 33.3 0 0
1 Granuloma 0 0 0 0 0
Spread 0 0 0 0 0
Irritation 0 33.3 66.7 0 0
3 Granuloma 33.3 0 0 0 0
Spread 0 33.3 33.3 0 0
Irritation 0 66.7 66.7 0 0

7 Granuloma 33.3 0 0 33.3 66.7
Spread 0 33.3 66.7 0 0
Irritation 0 66.7 100 0 0

9 Granuloma 0 0 0 33.3 100
Spread 0 66.7 100 0 0

tion and wound reduction was superior to the group
inoculated with Staphylococcus epidermidis. This differ-
ence may be due to different bacterial abilities to ad-
here to the SA mesh, being superior the cytoadherence
of Gram-negative bacteria because of fimbriae and
flagella presence. Also, Staphylococcus sp motile strains
of low cytoadherence capacity have been found,* and
Stuart ¢t al.® found that chemotaxis and phagcytosis in
Escherichia coliis superior to the induced by Staphylococ-
cus aureus.
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no existe evidencia de su uso en heridas cerradas, a
excepcion de escasa informacion en tejido 6seo y car-
tilaginoso, en los cuales las mallas de alginato promue-
ven una reparacién.®” También se ha utilizado como
biomaterial intracoronario, sitio en el que es sustituido
gradualmente por miofibroblastos y tejido conectivo.*®

En este estudio se encontré que la presencia de
mallas de AS evitan tanto la diseminacién de la infec-
cién a tejidos adyacentes, en presencia de Escherichia
coli o de Staphylococcus epidermidis, como la irritacion,
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FIGURA 1. A) Rata a los 9 dias con malla de alginato de sodio + inéculo de Staphylococcus epidermidis, en la cual se
observa la cicatriz y la formacién de un granuloma a nivel dorsal del flanco lateral izquierdo. B) Rata a los 9 dias con
malla de alginato de sodio + inoculo de Escherichia coli, en la cual se observa la cicatriz de la piel y la formacion de un
granuloma casi imperceptible.

FIGURE 1. A) Rat at 9 days with sodium alginate mesh + inoculum of Staphylococcus epidermidis, in which the scar and
granuloma formation can be observed at the left lateral flank to the dorsal level. B) Ratat 9 days with sodium alginate
mesh + inoculum of Escherichia coli, in which the skin scar and granuloma formation is almost imperceptible.

CUADRO 3

Histopatologia de piel, musculo y subcutaneo en los cinco grupos evaluados al dia 10 de muestreo

Histopathology of skin, muscle and subcutaneous tissue in the five groups evaluated

at the 10™ day of sampling

Group Epidermis Dermis Subcutaneous Muscle
Granulation tissue+++
) Inflammation Myxoid matrix+++ Myositis+++
Ulcer with scab o )
CSt ) Lymphocytes ++ Panniculitis+++ Degeneration++
Hyperkeratosis++ Piogranulomatous )
reaction++ Haemorrhage++ Necrosis+
Steatitis+++
Inflammation
) Lvmphocvtes + Granulation tissue+ Myositis+
CEc Hyperkeratosis+ ymphocy ) ) )
Piogranuomatous Myxoid matrix+ Degeneration+
reaction+
Granulation tissue (ma-
L ture) +++ . .
. . Granulation tissue ) With no evident
CM Fibrosis + . .
(mature)+++ Fibrosis++ changes
Myxoid matrix+
) Granulation tissue +++ )
MSt Ulcer with scab Macrophages+++ ) ) Degeneration++
Myxoid matrix+++
) ) Granulation tissue ++ )
MEc Fibrosis ++ Macrophages ++ Degeneration+

Myxoid matrix++
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These results indicate that SA mesh is capable to
proportionate adequate conditions for granulation tis-
sue formation, without irritation of adjacent tissues,
preventing the spread of infection. Similar conclu-
sions were drawn by Doria-Serrano et al® with regard
to the spread process where a model of immobilization
of bacteria in sediments using alginate gels was used.
Despite the positive results obtained in this study, it is
possible to suppose that healing quality provided in
situ by the SA gel can be improved with the incorpo-
ration of drugs that provide better infectious process
control. Additionally, it is important to define the SA
optimum density as base substrate of meshes or gels
for cavitated lesions and evaluate their behaviour in
tissues with decreased blood irrigation as ulcers by dia-
betes, cavities concerned with solid tumours, etc.

In conclusion, sodium alginate meshes prevent the
spread of infection by E. coli or Staphylococcus sp in cavi-
tated lesions, favour granuloma formation and control
irritation of adjacent tissues. However, presence of
granuloma may be a scar tissue or esthetic disadvan-
tage, as observed in the control group with SA mesh
without inoculum.
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