Antecedentes

A pesar de la capacidad regenerativa de la mayoria de los tejidos del cuerpo, existen algunas
lesiones o enfermedades como el mal de Parkinson, la diabetes mellitus, las alteraciones
cardiacas y las enfermedades osteodegenerativas y nerviosas, que provocan un dafio
irreversible en las células afectadas, haciendo que el correspondiente 6rgano o tejido pierda
su funcionalidady,;. Las enfermedades osteodegenerativas como la osteoporosis, la artritis y
las lesiones de los discos articulares generan grandes pérdidas de fragmentos 6seos, y
tienen un efecto devastador en el bienestar y la calidad de vida de los pacientes.

Los procedimientos clinicos disponibles, tienen un uso limitado debido a la movilidad del
sitio donante, en el caso de los autoinjertos; o por el rechazo inmune o la baja capacidad
regenerativa, en el caso de los aloinjertos o xenoinjertosp,;. Todas estas limitaciones han
llevado a la busqueda de nuevas formas de restituir los procesos bioldgicos que han
resultado afectados, bien mediante el aporte de precursores celulares sanos, en procesos
conocidos como terapias celulares, o la aplicacion de factores de crecimiento producidos
normalmente por tales célulasy). Investigadores del Departamento de Medicina Gendmicay
Toxicologia Ambiental del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, encabezan
una linea de investigacion con modelos animales que permiten la manipulacién
experimental, cuyo objetivo es comprender los mecanismos moleculares de la
morfogénesis de la mano y la formacion de los dedos.

La morfogénesis (del griego morphé, forma, y génesis, creacion) es uno de los tres aspectos
fundamentales de la biologia del desarrollo, junto con el control del crecimiento celular y de
la diferenciacion celular. La morfogénesis incluye la forma de los tejidos, de los érganosy de
los organismos completos y las posiciones de varios tipos de células especializadas. El
estudio de la morfogénesis, pretende comprender el proceso que controla la distribucion
organizada especialmente de las células, proceso que aparece a lo largo del desarrollo
embrionario de un organismo y que da lugar a las formas caracteristicas de los tejidos
bioldgicos, de los 6rganos y de la anatomia corporal.

En este sentido, actualmente se estudian las malformaciones de las extremidades humanas
como son: los dedos pegados (sindactilias); mas de cinco dedos (polidactilias), y los
enanismos (acondroplasia y acondrogénesis), entre otras. Entender, como se estructura los
mecanismos que llevan a la configuracion de los dedos y las moléculas involucradas en este
proceso, sera posible que en un futuro proximo se pueda regenerar un dedo humano o
modificarse alguna patologia en la mano del hombre. Lo que seria relevante, por ejemplo,
en las enfermedades osteodegenerativas humanas.
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Sin embargo, el actual incremento de sofisticados instrumentos bioldgicos de diagnostico,
tratamiento y asistencia desarrollados en otros paises, dejan a México rezagado en la
busqueda del desarrollo bioldgico.

Es por eso, que el objetivo del presente trabajo de Tesis es establecer una solucidn
tecnoldgica propiay llevarla a los laboratorios de Investigacion Bioldgica de la UNAM.

,Qué hacer 7

Varias son las propuestas (metodologias y desarrollos tecnoldgicos) para sanar la carencia
de infraestructura en sistemas bioldgicos, entre las cuales, se pueden mencionar las
siguientes:

4 Desarrollar hardware para caracterizacion bioldgica basado en un uC (por sus siglas
en inglés, Micro Controller) o algun otro dispositivo programable, y ClI (Circuitos
Integrados) comerciales de propdsito general.

+ Usar laboratorios remotos a través de Internet.

4 Acceder afacilidades industriales o a la de otras instituciones de educacion.

La Ultima propuesta se puede realizar, eventualmente, sin un convenio establecido entre las
partes, en el que la buena voluntad permite, acceder a facilidades de simulacion, de pruebas
y de caracterizacion del sistema. Sin embargo, el acceso a facilidades industriales es viable
solo cuando hay una colaboracion o proyecto conjunto en marcha. Si es el caso, en cuanto el
proyecto concluye, el acceso a dichas facilidades también.

Por otro lado, los laboratorios remotos, por otro lado, merecen una atencion especial. Las
arquitecturas cliente-servidor ofrecen instrumentos de propdsitos generales. Estos se
controlan via Internet y estan conectados directamente a una PC o a través de una interfase
via un bus de control. Toda vez que las aplicaciones son definidas en linea (on-line) se inicia
un periodo de espera, es decir, el sistema espera por la solicitud o conexion del cliente, para
asi poder poner en operacion los instrumentos solicitados. En esta arquitectura, el servidor
actla como una clase de instrumentos que el cliente accede. Una variacidon de la
arquitectura servidor-cliente es la denominada DCOM (por sus siglas en inglés Distributed
Component Object Model) en la cual es posible acceder a componentes remotos y obtener
resultados adicionales. El software comercialmente disponible para controlar remotamente
sistemas de medicidn, solicita aplicaciones especificas para ser instaladas en el equipo de
cémputo del clientey,;. El software no es de distribucion libre, y su costo es elevado para la
economia de las instituciones de educacion publica nacional.

Finalmente, el desarrollo de hardware para sistemas bioldgicos parece ser la opcidn mas
adecuada, dos son los dispositivos programables generalmente utilizados: uCy FPGA (por
sus siglas en inglés, Field Programmable Gate Array). Por las capacidades propias de un pC,
su uso se orienta principalmente a aplicaciones de control/supervision de procesos y
monitorizacion de pardmetros de interés. La ventaja de usar dispositivos programables
contra la del uso de aplicaciones no digitales es que se cuenta con memoria (RAM y Flash)
para almacenamiento, conexion serial a PC y posibilidades de incorporar otros dispositivos
para aumentar las capacidades de la plataforma bajo desarrollo.
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Solucion propuesta.

De lo anterior es viable desarrollar una plataforma de caracterizacion basada en un pC,
incorporar los Cl comerciales para incrementar las capacidades del uC seleccionado.
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Figura A “Diagrama a bloques de la plataforma de caracterizacién.”

Considerando ventajas y/o desventajas de los dispositivos programables existentes en el
mercado, la solucion propuesta se muestra en la Figura A en la que el procesador es un
dispositivo pC, Adecuacion refiere Cls comerciales que acondicionan las sefales que se
envian y/o se reciben de esta etapa de adecuacion. Esta caracteristica es necesaria para
aquellas situaciones en las que las variables de interés son de magnitud tan pequena que,
para conservar las capacidades del puC, se requiere aplicar una etapa de amplificacion, por el
lado contrario, se debe reducir la amplitud si ésa es de gran valor. Luego, para el bloque
Despliegue, se propone un LCD (por sus siglas en inglés, Liquid Cristal Display) que permita
al usuario dar seguimiento a la caracterizacion seleccionada, mientras que un teclado
permite la interaccion con el sistema, es decir, permite programar un evento y/o visualizar
resultados, entre otras capacidades.

Pero ¢qué es lo que realmente hace el sistema y por que es necesaria la aplicacion en un
hardware para caracterizacion biologica?

El objetivo de este sistema de caracterizacion bioldgica es generar lo que se conoce como
electroporacion o electropermeabilizacidn. La electroporacion tiene sus inicios en los afos
ochenta del siglo pasado y consiste en la emision de una onda electromagnética (con
predominio del campo eléctrico) pulsada, atérmica y no ionizable con la finalidad de
producir una alteracion en el potencial de la membrana. Esta alteracién provoca una
electrorotacion de los lipidos con la consiguiente apertura momentanea de la membrana
celular (poros) para el ingreso de sustancias hacia su interior. Este mecanismo tiene la
particularidad de ser reversible y transitorio debido a la caracteristica de la corriente;
pulsaday no constante.



Cuando el voltaje que atraviesa una membrana plasmatica excede su rigidez dieléctrica se
forman poros. Si la fuerza del campo eléctrico aplicado y/o la duracion de la exposicion al
mismo se eligen apropiadamente, los poros formados por el pulso eléctrico se sellan tras un
corto periodo de tiempo, durante el cual los compuestos extracelulares tienen la
oportunidad de entrar a la célula. Sin embargo, una exposicion excesiva de células vivas, a
campos eléctricos puede causar apoptosis y/o necrosis, procesos que provocan la muerte
celular.

La electroporacion es usada habitualmente en biologia molecular para la transformacion de
bacterias, levaduras y protoplastos vegetales. También corrige genes defectuosos
responsables del desarrollo de enfermedades, las proteinas que codifican los genes son
capaces de realizar nuevamente las funciones dafiadas por los desordenes (trastornos
genéticos).

Las membranas lipidicas, las bacterias también tienen una pared celular compuestas de
peptidoglicano y sus derivados. Sin embargo, las paredes son porosas por naturaleza y sélo
actuan como corazas que protegen a la célula de impactos ambientales severos.

La electroporacion se lleva a cabo en un electroporador, sistema de caracterizacion
bioldgica que crea la corriente eléctrica y la hace pasar a través de la suspension celular
(tipicamente bacterias, aunque otros tipos de células pueden ser usadas, como se ha
comentado anteriormente). La suspension se micro-inyecta en una cubeta de plastico o
vidrio con electrodos de aluminio en los costados.

El éxito de la electroporacion depende en gran medida de la pureza de la solucion con el
plasmido, especialmente de su contenido en sal. Las soluciones impuras pueden causar una
pequena explosidn (un arco eléctrico), en cuyo caso las células moririan. Si esto ocurre a
menudo, una precipitacion de las células podria ser necesaria antes de una nueva
electroporacion.

Las ventajas de utilizar esta tecnologia son inmediatas para el bidlogo, pues dispone de un
mejor manejo de insercion de datos, asi como un mejor despliegue de los mismos.



