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Resumen
La piel es un 6rgano importante debido a su funcion protectora, cuando sufre un dafio es

necesaria una adecuada cicatrizacion para restaurar la funcionalidad del tejido. La cicatrizacion
consta de 3 fases: inflamacidn, proliferacion y migracion, y remodelacion. En la segunda fase
tiene lugar la degradacion de la matriz extracelular por parte de matriz metaloproteinasas,
enzimas dependientes de Zn, permitiendo la movilizacion de células hacia la lesion.
Actualmente se han reportado metales divalentes sin actividad biolégica que pueden sustituir
biometales en sistemas proteicos, causando efectos negativos. En el caso del Cd, son pocos los
estudios relacionados con un efecto negativo sobre la cicatrizacién, por lo que en este trabajo se
evaluo el efecto de 2 vias de administracion de Cd en la cicatrizacion. El primer grupo,
constituido por ratas macho de la cepa nude fue administrado con 0.005, 0.010 y 15 ppm de Cd
por via oral (en agua potable) durante 8 semanas. A los animales se les realizaron incisiones de
8 mm de didmetro en el dorso y posteriormente una biopsia a diferentes tiempos (6 h, 12 h, 24
h,48 h, 7d, 14 dy al tiempo final). En un segundo grupo, se realizé la administracién topica de
Cd a las concentraciones mencionadas y directamente en las incisiones de los animales, tomando
biopsias a los mismos tiempos. En las muestras se realizo la cuantificacién de metales por ICP-
OES, analisis histoldgicos, deteccion de células totipotenciales empleando anticuerpos CK15y
CK19 y se cuantifico la actividad de MMP-2 y MMP-9. Los resultados mostraron
modificaciones en los niveles de Zn, Cu y Ca, sin embargo, a la concentracion mas alta (15 ppm
Cd) fue mas evidente un retraso en la cicatrizacién. Los resultados también mostraron mayor
infiltracion de neutrdéfilos, disminucion de la migracion de células totipotenciales epidérmicas,
epidermis engrosada y aumento en la actividad de MMP-9, caracteristicas de las heridas
crénicas. Tomando en cuenta las similitudes que presentan nuestros modelos con los de heridas
crénicas, suponemos 3 mecanismos, relacionados con las funciones de Zn, Cu y Ca, por los

cuales la administracion de Cd tiene efectos negativos en la cicatrizacion.



Abstract

Skin is an important organ due to its protective function, therefore, when it is damage, is
necessary an adequate wound healing to restore the functionality of the tissue. Wound healing
consists of 3 phases: inflammation, proliferation and migration, and remodeling. In the course
of the second phase, matrix extracellular degradation is carried out by the Zn-dependent
enzymes named matrix metalloproteinases, allowing the cell migration until the wound.
Currently, divalent metals without biological activity have been reported that can replace a
number of essential metals from protein systems, causing a negative effect on wound healing,
therefore, in this research we evaluated the effect of Cd administration by two different routes
on wound healing. The first group, nude male rats, were administered with 0.005, 0.010 and 15
ppm Cd orally (in drinking water) for 8 weeks. Subsequently wounds with 8 mm diameter were
made in the animals and wound biopsies were taken at different times (6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 7
d, 14 d and at final time). In a second group, topical Cd was administered, at the same
concentrations, directly in the incisions made to the animals, and biopsies were taked at the same
times, as in the oral administration. Metals in the samples were quantified using ICP-OES, also
was carry out histological analysis, stem cell detection (using CK15 and CK19 antibodies) and
MMP-2 and MMP-9 activity were quantified. Results showed modifications in Zn, Cu and Ca
levels, however, data obtained with the highest concentration (15 ppm Cd) a delay in healing
was more evident. Results also showed a neutrophils infiltration increase in the wound,
decreased migration of epidermal stem cells, thickened epidermis, and increased MMP-9
activity, all these characteristics showed by chronic wounds. According to the similarities that
our models present with those of chronic wounds, we assume 3 mechanisms, related to the

functions of Zn, Cu and Ca, by which Cd administrations has negative effects on wound healing.
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Capitulo I. Introduccidn, antecedentes, hipotesis y objetivos

Introduccion
Anatomia y funcion de la piel

La piel es el érgano mas grande del cuerpo y representa el 7% del peso corporal total.
Entre sus funciones se encuentran la proteccion contra deshidratacion, friccion y rayos UV,

termorregulacion, y barrera contra agentes patdgenos (1).
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Figura 1. Anatomia de la piel, que muestra la epidermis, capa mas externa de la piel y que, posteriormente la dermis que se encuentra
mayormente irrigada y que contiene glandulas sudoriparas y los foliculos pilosos, y finalmente el tejido subcutaneo (2).

Su estructura consiste en tres capas como se observa en la Figura 1 (2):

o Epidermis: Es la capa més externa de la piel y la mas delgada, considerada avascular, se
compone de epitelio estratificado plano queratinizado, donde abundan los
queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel. Contiene 5
estratos, denominados como: basal, espinoso, granuloso, ltucido y cérneo, Figura 2.

1. Estrato basal: Contiene células cubicas, basofilas que se apoyan sobre la membrana
basal que separa la dermis de la epidermis. Estas células poseen una alta actividad

mitdtica, ademas de que contienen filamentos intermedios de queratina que se tornan

15



méas numerosos a medida que la célula avanza hacia la superficie. Este estrato se
encarga de la renovacion constante de la epidermis.

2. Estrato espinoso: Contiene células aplanadas con un citoplasma con protuberancias
cortas que contienen los haces de filamentos de queratina. Estas células presentan
menor actividad mitotica.

3. Estrato granuloso: Contiene entre 3 y 5 hileras de células aplanadas con un
citoplasma cargado de granulos basofilos denominados granulos de gueratohialina.
Estos granulos se fusionan con la membrana plasmética y expulsan su contenido al
espacio intercelular del estrato granuloso donde esté el material lipidico para formar
una barrera y evitar la deshidratacion.

4. Estrato ldcido: Capa delgada de células aplanadas cuyos nucleos y organulos del
citoplasma han desaparecido.

5. Estrato corneo: De espesor variable, contiene células aplanadas, muertas y sin
nucleo, el citoplasma se encuentra repleto de queratina. En este estrato los

queratinocitos se han transformado en escamas sin vida (3).

Estrato ]
corneo

Estrato
lucido

granuloso

Estrato
espinoso

Estrato
basal

Dermis —[

Figura 2. Estratos de la epidermis, en el fondo cerca de dermis se encuentra el estrato basal conformado por células con una actividad

mitoética, posteriormente se encuentre el estrato espinoso, el estrato granuloso, el estrato Itcido y finalmente el estrato crneo mas

externo que se compone de células muertas queratinizadas (4).
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o Dermis: Es una capa profunda y gruesa de la piel, vascularizada, compuesta por tejido
conectivo, fibroblastos, Matriz Extracelular (MEC), glandulas sebaceas y foliculos
pilosos, los cuales son capaces de autorrenovarse debido a la diferenciacion de sus
propias células totipotenciales (5), las cuales, no son esenciales para el cierre de la
herida, pero aceleran significativamente la cicatrizacion durante las primeras etapas del
proceso (6). La dermis se compone de dos capas, Figura 3 (7):

1. Dermis papilar: Capa delgada, contiene tejido conjuntivo laxo que forma las papilas
dérmicas.
2. Dermis reticular: Capa mas gruesa, con tejido conjuntivo denso, contiene los

foliculos pilosos, glandulas sebaceas y glandulas sudoriparas (3).
Epidermis
Regién-
papilar
= Dermis

Region
reticular

Glandula
sebacea

Raiz pilosa

Foliculo
piloso

Figura 3. Corte de la piel que muestra la region papilar y reticular de la dermis, asi como también un foliculo piloso con su glandula

sebacea (7).

o Hipodermis: También denominada tejido subcutaneo, se encuentra constituida por tejido

adiposo, vasos sanguineos y es donde se encuentran los corpasculos de Pacini (1).
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Proceso de cicatrizacion

Cuando la piel sufre una lesion mecanica es necesario restaurar su integridad para que ésta
pueda continuar ejerciendo sus funciones, esto tiene lugar mediante el proceso denominado
cicatrizacion. Este proceso es muy complejo, en donde participan una amplia variedad de
citocinas, factores de crecimiento, proteinas, enzimas, iones metalicos, asi como también células
residentes de la piel y células de origen inflamatorio. La desregulacion de alguno de los factores
mencionados puede provocar que las heridas no cicatricen correctamente (8). Este proceso

comprende 3 etapas superpuestas (Figura 4):
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Figura 4. Fases del proceso de cicatrizacion con las principales células involucradas (9).

e Inflamacion: Esta etapa dura aproximadamente 4 dias, tiene como objetivo la formacion
de un codgulo de fibrina, el cual asegura la hemostasia, protege contra la invasion de
microorganismos, y proporciona la base de la MEC para la migracion de células en
general (10). Una vez que se presenta una lesion, las plaguetas se activan al estar en
contacto con el colageno tipo I, liberando factores de crecimiento, adenosin monofosfato
ciclico (CAMP), fibrinodgeno, fibronectina, trombospondina y factor de von Willebrand
provenientes de los granulos o que dan lugar a la formacion del coagulo. Los granulos
alfa también contienen al factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor
de crecimiento transformante beta (TGF-p), el factor de crecimiento transformante alfa

(TGF-), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento endotelial
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vascular (VEGF) y el factor de crecimiento derivado de insulina 1(IGF-1) (11). Durante
esta etapa los neutréfilos y monocitos son reclutados por PDGF y TGF-p para unirse a
la fibrina mediante el receptor CD11b/CD18 de la integrina (12), mientras que las células
endoteliales son activadas por VEGF, TGF-a y FGF para iniciar la angiogénesis.
Posteriormente, los fibroblastos son activados por PDGF para migrar al sitio de la lesion
e iniciar la secrecion de coladgeno y proteinas de la matriz extracelular (13). La
inflamacién tiene lugar durante las primeras 24 horas después de la lesion, los
neutréfilos, monocitos y macréfagos eliminan los desechos de la herida y liberan
citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8 y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)) y
factores de crecimiento que reclutan y activan fibroblastos y células epiteliales (11).
Ademas de las citocinas y factores de crecimiento también se encuentran involucradas
las quimiocinas, las cuales tienen como funcion el regular el trafico de poblaciones de
neutréfilos, linfocitos, macréfagos, eosinéfilos y basofilos durante la inflamacion.
Figura 5 (14).
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Figura 5. Fase de inflamacion. 1) Las plaquetas son las primeras en llegar al sitio de la lesién para promover la coagulacion, 2)
posteriormente inician la secrecion de factores de crecimiento que contribuyen principalmente al reclutamiento de neutréfilos y
monocitos circulantes al sitio de la lesion, y a la proliferacion de los fibroblastos y de las células totipotenciales. 3) Los macréfagos a
su vez liberan que factores de crecimiento que promueven el inicio de la angiogénesis y proliferacion de fibroblastos para poder dar

paso a la etapa de proliferacién y migracion (14).

e Proliferacion: En esta fase tienen lugar varios eventos, como el reemplazo de la matriz
de fibrina con una matriz de fibras de colageno, la angiogénesis, la proliferacion y
migracidn de fibroblastos para formar el tejido de granulacion. Los fibroblastos migran
hacia el sitio de la lesion en respuesta a los mediadores secretados por las plaquetas,
neutréfilos y macréfagos. Su movilizacién comienza con la union a componentes de la
MEC, como fibronectina, vitronectina y fibrina, para lo cual, los fibroblastos secretan 3
tipos de enzimas proteoliticas denominadas matriz metaloproteinasas (MMPs),
colagenasas (MMP-1), gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) y estromelisinas (MMP-3). El
PDGF que es secretado por plaquetas y macrofagos estimula la proliferacion y secrecion
de colagenasa, mientras que TGF-p secretado también por plaquetas y macréfagos
disminuye la secrecion general de MMPs y estimula la sintesis del inhibidor tisular de
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metaloproteinasas (TIMP) en fibroblastos (9). La produccién de la mayoria de los
componentes del tejido de granulacion estd dada principalmente por fibroblastos, que
han migrado hasta el sitio de la lesion, este evento tiene lugar del dia 3 al dia 5
aproximadamente, y es estimulado por PDGF, TGF-B, factor de crecimiento epidérmico
(EGF), IGF-1y FGF (6). Las fibras de coladgeno resultantes son mas pequefias que las
del tejido normal y tienen una apariencia aleatoria, ademas de que el tejido cicatricial
siempre es mas debil.

En la etapa de proliferacion también tiene lugar la neovascularizacion, mediante la
formacién de capilares, células endoteliales vasculares y células totipotenciales
endoteliales de sostén, cuya migracion tiene lugar desde el dia 2 y es estimulada por
VEGF, FGF, angiopoyetina, TGF-, MMP-2 y MMP-9 (15). La aparicion del tejido de
granulacion se da después de 5 a 20 dias después de la herida, este tejido funciona como
una transicion hasta una dermis normal y se caracteriza por la gran densidad de
fibroblastos, macrofagos y fibras de colageno, y alta actividad metabdlica. La
epitelizacion es el proceso en el que las células epiteliales del borde de la lesion
comienzan a migrar hacia la herida, las células de la membrana basal comienzan a
proliferar para dar lugar a nuevas células epiteliales. Este proceso es estimulado por
EGF, el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) y TGF-a, permitiendo la
separacion de los desmosomas y hemidesmosomas de las células epiteliales de los
bordes. Posteriormente, estas células entran en una fase proliferativa para restablecer las
capas de la epidermis.

La epidermis, las glandulas sebaceas y los foliculos pilosos tienen la capacidad de
autorrenovarse debido a la presencia de células totipotenciales (SC), sin embargo, solo
las 2 primeras lo hacen de manera constante, mientras que el tercero lo realizan de forma
ciclica (16). Para el caso de los ratones solo el 10 al 12% de las células de la membrana
basal son SC (17), mientras que el bulbo de los foliculos pilosos es considerado como
reservorio principal de SC, e incluso se ha reportado que en los foliculos pilosos de rata
el 95% de SC se ubican en el bulbo y solo el 5% se encuentran en la MEC, mientras que
para el caso del cuero cabelludo humano la mayoria se encuentran directamente debajo
del bulbo (18). Cuando la herida abarca el grosor completo de la dermis, la cicatrizacion
tiene lugar a partir de la movilizacién de SC provenientes de la epidermis de los bordes
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de la herida. En cambio, cuando la herida no abarca completamente el grosor de la
dermis la cicatrizacion se acelera con la migracion de células provenientes de los
foliculos pilosos y las glandulas sebaceas (19). Es necesario mencionar que las SC no
son esenciales para la cicatrizacion, pero su presencia es capaz de acelerar el cierre
durante las primeras horas después de la lesion (5). En particular, SC endoteliales
participan activamente en la angiogénesis durante la cicatrizacion. Estas células llegan
al sitio de la lesion en respuesta al factor derivado de células del estroma (SDF) inducido
por el factor inducible de hipoxia (HIF) (20), Figura 6 (14, 21).
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Figura 6. Fase de proliferacion. Eventos: proliferacién, donde los fibroblastos migran hacia el sitio de la lesion en respuesta a los
factores liberados por plaquetas y neutréfilos, liberando MMPs y otros componentes de la MEC; neovascularizacion, que es
estimulada por VEGF, FGF; formacion del tejido de granulacion como MEC temporal; epitelizacion por parte de las células

totipotenciales de la membrana basal de los bordes de la herida (14, 21).

e Remodelacion: Fase final de proceso, donde el tejido de granulacién madura y se
reestablece la MEC con una morfologia similar a la piel normal. La dermis recupera su
resistencia, asi como también hay una disminucion en la densidad de fibroblastos y

capilares. Esta fase puede prolongarse hasta 1 afio (22). Figura 7 (23).
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Figura 7. Fase de remodelacién, donde hay una abundante presencia de fibroblastos y células totipotenciales en el sitio de la herida,
principalmente la dermis, asi como también hay una abundante presencia de fibras de colageno, y en menor cantidad factores de
crecimiento y MMPs (23).

Factores que afectan el proceso de cicatrizacion

El proceso de cicatrizacion es afectado por dos tipos de factores (24), los externos, como
la oxigenacion, infecciones, presencia de cuerpo extrafios en la lesion, y los factores sistémicos,
como la edad, género, estrés, enfermedades como diabetes, obesidad, medicamentos como los
antiinflamatorios y glucocorticoides, malnutricién, alcoholismo y el tabaquismo. Estos factores
pueden afectar eventos particulares en cada una de las etapas del proceso de cicatrizacion, como:
la actividad de las células inflamatorias, disminucién de citocinas (IL-1, IL-8 y TNF-a) y
quimiocinas para el caso de la fase inflamatoria. Durante la fase de proliferacion puede afectarse
la sefializacion celular, asi como también disminuir la migracion de fibroblastos y SC debido a
alteraciones en la actividad de las MMPs. Finalmente, durante la remodelacion se puede afectar
la produccién de colageno tipo 1 caracteristico de la MEC normal, causando disminucién de la
resistencia a la traccion de la cicatriz final (25).
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Como ha sido mostrado con anterioridad, el proceso de cicatrizacion es complejo no solo
por la cantidad de moléculas y células involucradas, sino también porque las etapas de dicho
proceso se encuentran superpuestas y son interdependientes. Sin embargo, cada vez existen mas
estudios que mencionan la importancia de los metales a lo largo de todo el proceso de
cicatrizacién y su capacidad de promover el cierre de la herida mediante su suplementacién oral
(26). La dinamica entre los metales puede ser muy compleja debido a sus propiedades quimicas
como numero de oxidacién y tamafio, dando lugar a que exista competencia por los sitios de
union a una misma proteina por dos o mas metales, resultando en un efecto sobre la
funcionalidad de algunas proteinas y enzimas que participan activamente durante la
cicatrizacion (27).

Dentro de los metales que participan activamente durante la cicatrizacion tenemos al
zinc (Zn), calcio (Ca), cobre (Cu), hierro (Fe) y magnesio (Mg) (28). Incluso se ha reportado
que sus concentraciones varian de acuerdo con la fase de cicatrizacion en la que se encuentra
la herida, de ahi el hecho de que su concentracién sea clave para una correcta cicatrizacion
(29).

En particular, el Mg promueve la adhesion de las células epiteliales a la laminina (30),
mientras que el Fe y el Cu inducen la expresion de MMP-1 en fibroblastos (31).

Para el caso del Ca, el metal divalente méas abundante en los mamiferos participa en la
contraccion muscular, la actividad neuroldgica, y se ha observado que tiene un papel
importante en la cicatrizacion al promover la proliferacion, y promover la sefializacion para
la diferenciacién, migracion y maduracion, donde pequefias variaciones de su concentracion
puede afectar el ciclo de las células epidérmicas (32).

El Zn es un cofactor importante para el funcionamiento de mas del 10 % de las proteinas
codificadas por el genoma humano, estas proteinas tienen papeles importantes dentro de las
células y en diferentes procesos, como en el metabolismo 0seo, en el sistema nervioso central,
en la funcion inmunoldgica y en la cicatrizacion de heridas (33). En la piel, el contenido de
Zn es considerable, concentrandose principalmente en la epidermis (34), y su deficiencia se
ha asociado con una cicatrizacion retardada (35). Dentro del proceso de cicatrizacion el Zn se
ha visto involucrado en la hemostasia, la inflamacion, pero especialmente en la epitelizacion
donde aumenta la migracion de queratinocitos, y en la neovascularizacion promoviendo la

migracion de células endoteliales. Se ha observado que, durante la fase de inflamacion, hay
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un aumento del 15% al 20% en los niveles de Zn, llegando hasta un 30% mas, durante el

desarrollo del tejido de granulacién y la proliferacion de la epidermis, que se ve acompafado

por un aumento en la expresion de metalotioneinas (MTs) en los queratinocitos y en los

fibroblastos. En las siguientes fases la concentracion de Zn disminuye debido a la baja de

actividad metabdlica celular y maduracion de la cicatriz (36). EI Zn es fundamental para el

funcionamiento de algunas proteinas con papeles importantes durante la cicatrizacion, como

las MTs y las MMPs, donde como se menciond anteriormente, la actividad de estas Gltimas

facilita los procesos de migracién de los fibroblastos y de las SC de la membrana basal y de

los foliculos pilosos (33).

Matriz metaloproteinasas (MMPs)

Las MMPs son endopeptidasas dependientes de Zn responsables de la remodelacion de la

MEC mediante la degradacion de sus componentes. Durante la cicatrizacion promueven la

proliferacion celular, la migracion, la angiogénesis, la deposicion de colageno y la formacion
de tejido fibroso (37).

La mayoria de las MMPs tienen elementos estructurales en comdn, entre los que se

encuentran un péptido sefial, un dominio propéptido, un sitio activo dependiente de Ca que se

coordina con 2 iones de Zn, uno catalitico y otro estructural, un dominio de unién (linker) y un

dominio de hemopexina. En el sitio activo se encuentra una region S1 hidrofdbica encargada de

otorgar la especificidad del sustrato (38). Las MMPs se clasifican de acuerdo con su funcién,

estructura y especificidad en:

1)
2)

3)

4)

5)

Colagenasas (MMP-1, MMP-8): Degradan el colageno fibrilar de tipo I, 11 y I1I.
Gelatinasas (MMP-2 y MMP-9): Degradan el coladgeno desnaturalizado, ademas de
que también pueden escindir diferentes quimiocinas o activar otras MMPs.
Estromelisinas (MMP-3, MMP-10 y MMP-11): Degradan proteoglicanos,
fibronectina, laminina, caseina, colageno y pueden activar otras MMPs.

Matrilisinas (MMP-7 y MMP-26): Modulan la adhesion celular, degradacion de
colageno tipo 1V y proteoglicanos

Matriz metaloproteinasas de tipo membrana (MP MMP-14, MP MMP-15)

La secrecion y actividad de las MMPs se encuentran muy bien reguladas. Cuando la piel

sufre una lesion, la MMPs son secretadas por una amplia variedad de células, como
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queratinocitos, fibroblastos, células endoteliales e inflamatorias como monocitos, neutrofilos y
macrdfagos como respuesta a las citocinas y factores de crecimiento presentes en la lesion. Una
vez activadas las MMPs en el tejido lesionado, éstas cumplen diferentes funciones, Tabla 1
(38).

Tabla 1. Papel de las MMPs en la cicatrizacion (38).

MMPs
Colagenasas: MMP-1,
MMP-8 y MMP-13

Gelatinasas: MMP-2y
MMP-9

Estromelisinas: MMP-

Sustratos
Colageno I, 111, VIl y X,
gelatina, fibronectina, laminina

Gelatina, colégeno I, 111, 1V, V,
VIly X, elastina, fibronectina,
fibrilina

Colageno 1V, V, IXy X,
fibronectina, elastina, gelatina,

Rol en la cicatrizacion
Promueven la migracion de
queratinocitos, reepitelizacion
Aceleran la migracion,
expresadas por queratinocitos
del borde la lesion,
promueven migracion y
reepitelizacion
Expresadas por queratinocitos
cercanos a la poblacion

3, MMP-10y MMP-11 laminina, E-cadherina

Colégeno 1V, Gelatina,
fibronectina, laminina, elastina,
vitronectina, fibrilina
Colageno I, Il y 111, gelatina,
fibronectina, laminina,
vitronectina, caseina,
fibrindgeno.

proliferante

Matrilisinas: MMP-7 Reepitelizacion de la mucosa
MMPs de membrana:
MMP-14, MMP-15,
MMP-16, MMP-17,
MMP-24 y MMP-25

Promueven el crecimiento de
gueratinocitos, reepitelizacion
y migracion.

Dentro de esta clasificacion, las gelatinasas, Figura 8 (37), son las que participan
activamente durante la cicatrizacion promoviendo y acelerando procesos de migracion y
reepitelizacion de las células en el borde de la lesion (38). Para el caso especifico de la MMP-
2, ésta es secretada principalmente por células residentes de la epidermis y dermis, asi como por
queratinocitos, células epiteliales y fibroblastos, y su funcién principal es la degradacion de
coladgeno | (22). La MMP-9 es liberada principalmente por macréfagos activados (39) y se
encuentra presente en los granulos de los neutrofilos (40). La enzima también es producida por
células T (41), se ha reportado que CXCL8 estimula la desgranulacion de los neutréfilos y la
liberacion de MMP-9. Una vez que esta enzima es liberada realiza modificaciones en la CXCLS8,
dando como resultado un aumento en su actividad quimiotéactica sobre los neutrdfilos,
resultando en un feedback positivo que da lugar a que la MMP-9 se secrete como respuesta
inflamatoria (42). Por otro lado, es necesario mencionar que MMP-9 degrada colageno 1V,
principal componente de la membrana basal de la epidermis, razon por el cual se ha asociado a
la expresion de esta enzima con la metastasis e invasion de los tumores como en el caso del

carcinoma de celulas basales y espinosas (43).
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Figura 8. Estructura de las gelatinasas (37).

Metalotioneinas (MTSs)

Dentro de las proteinas mas importantes en el metabolismo del Zn y que participan en la
cicatrizacidn se encuentran las MTs, proteinas intracelulares ricas en el aminoacido cisteina con
una alta afinidad por metales de configuracion electrénica d10, como el Zn, aunque también
son capaces de interaccionar con Cu, Cd y mercurio (Hg) (44). Las MT se clasifican en 4
familias, MT-1, MT-2, MT-3y MT-4, de las cuales las dos primeras estan involucradas con la
homedstasis del Zn, la proteccion contra metales pesados, estrés oxidativo, y se encuentran
principalmente en las células metabolicamente activas de la epidermis (45), la MT-3 se
encuentra principalmente en neuronas y la MT-4 se encuentra en células epiteliales (46). La
expresion de las MT esta regulada por el incremento de las concentraciones de Zn, Cu, Cd,
plata (Ag), oro (Au) y platino (Pt).

Entre las funciones propuestas de las MT, se encuentran la eliminacién de radicales libres,
disminucion de la produccion de éxido nitrico, regulacion de las concentraciones de Zn,
depdsito intracelular de Zn, proteccién contra metales pesados (47), mantenimiento de la
homedstasis de metales traza como el Zn y el Cu (44), la desintoxicacion de metales no
esenciales como Hg y Cd mediante su captacion (48). Sin embargo, cuando el tiempo de
exposicion a metales tdxicos es prolongado, el mecanismo de defensa de las MTs es
sobrepasado, causando un aumento en las concentraciones de metales toxicos libres, esto ocurre
especialmente con Cd. A diferencia del Zn, el Cd no tiene actividad fisioldgica y es considerado
un metal pesado que puede llegar a acumularse en el organismo por largos periodos de tiempo,
17 a 30 afios. La importancia de la intoxicacién por Cd se ha hecho mas evidente debido a que
actualmente los niveles ambientales de dicho metal han ido aumentando principalmente por

productos industriales (49), como baterias, recubrimientos metalicos y pigmentos (50).
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Toxicidad del cadmio (Cd)

El Cd es un metal pesado con un comportamiento quimico similar al Zn, generalmente se
encuentra como un cation divalente. La exposicion de Cd en los individuos ocurre
principalmente por inhalacion, o ingestion de alimentos o agua contaminados, y puede producir
a largo plazo efectos en la salud. EI Cd se transporta por todo el organismo generalmente unido
a los grupos sulfhidrilo de las MTs almacenandose finalmente en el higado y en los rifiones, el
resto se distribuye por todo el cuerpo (51).

Toxicologicamente, el Cd tiene una amplia variedad de efectos, tal es el caso de la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en los tejidos (52), la unién a ligandos de
cisteina, cambios epigenéticos en la expresion del ADN (53), efectos proinflamatorios en las
células del sistema inmune (54), aumento en la movilizacién y disfuncion de las células del
sistema inmune innato, y sobreexpresion de citocinas proinflamatorias. Otros mecanismos
incluyen la interferencia competitiva con la accion del Zn o Mg (55), asi como la distorsion
estructural de las proteinas debido a la unién del Cd con los grupos sulfhidrilo de la cisteina,
histidina y acido glutamico (56).

Recientemente, se ha observado que el Cd es capaz de sustituir al Zn de la estructura de
las MTs formando estructuras de tipo CdsZn,MT (48). Previamente, hemos descrito que el Cd
tiene la capacidad de inhibir no competitivamente a la enzima fosfatasa alcalina, ya sea por
sustitucion de Zn o por interaccion con ligandos necesarios en su actividad enzimatica, y que
ademas puede también aumentar las concentraciones de MT (57). Un caso similar se ha
observado con la proteina Bloom, una helicasa reparadora de DNA, donde se observé que el Cd
es capaz de inactivarla por diferentes mecanismos incluyendo la sustitucion del Zn (58). Otro
ejemplo de sustitucion es la proteina Ros87, sin embargo, no se observaron efectos negativos
sobre su actividad catalitica (59). Se ha reportado que el Cd también puede sustituir al Zn en
estructuras de dedos de Zn como ha sido reportado para la proteina SUP37 de Arabidopsis
thaliana (60).

Esta capacidad del Cd para sustituir al Zn y otros metales divalentes en los sistemas
enzimaticos puede deberse a la similitud de sus caracteristicas quimicas, asi como el mismo
estado de oxidacion (+2), bajo punto de fusion, tamafio similar en su estado ionizado, dando
lugar a que el Cd pueda unirse con una fuerza 10 veces mayor que el Zn, especialmente con

ligandos con grupos tiol (61). Debido a que el cadmio es més tiofilico que el Zn, pero menos
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estable cuando forma complejos con oxigeno (O) o con nitrégeno (N), las concentraciones de
Cd necesarias para desplazar el Zn en estos sistemas enzimaticos son de solo una milésima parte
(59). La capacidad del Cd para alterar la disponibilidad y el metabolismo de proteinas
dependientes de Zn, como las MT, también podria tener efecto sobre otras enzimas Zn-
dependientes involucradas en la migracion de células inflamatorias y epiteliales durante las
etapas de inflamacion y de proliferacidn del proceso de cicatrizacion teniendo implicaciones en
el proceso en general. Ademas, también podria verse afectado el metabolismo de otros iones

bivalentes como Ca 0 Mg.

Antecedentes

Los estudios enfocados en los efectos del Cd en la piel o en el proceso de cicatrizacion en
general han sido pocos, dentro de éstos se puede mencionar el realizado por Lansdown y col. en
2001 (62), donde se generaron lesiones en ratas para posteriormente administrar CdCl, a
diferentes concentraciones por 10 dias. Los resultados mostraron que las heridas expuestas a 1%
de CdCl> no lograron epitelizarse en el mismo tiempo que los controles, produciendo un

crecimiento epidérmico aberrante (Figura 9), asi como también se observaron alteraciones en

Figura 9. Sitio de la herida de una rata tratada durante 7 dias con 1% de cloruro de cadmio (62).

En 2017, Capaldo y col. (63) trabajando con anfibios expuestos a Cd por 3 y 9 meses,
observaron la acumulacion de Cd en piel, higado y rifién, asi como también alteraciones

histologicas en dichos tejidos (Figura 10).
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Figura 10. A y B: Morfologia tipica de la piel de los anfibios. C y D: Morfologia de la piel después de la exposicion a Cd en una

concentracion de 44.5 nM/L por 3 meses (63).

En un estudio mas reciente realizado por Tucovic y col. en 2018 (64), los resultados
obtenidos mostraron que la administracion de 5 y 50 ppm de Cd via oral a ratas ocasionaba la
dilatacion de los foliculos sebéceos, asi como también hiperqueratosis e hipergranulosis en la
herida, (Figura 11).

Figura 11. A: Morfologia de la piel del grupo control. B: Grupo administrado con 5 ppm. C: Grupo administrado con 50 ppm (64).

Los estudios de Mei y col en 2017 (65) mostraron que la administracion de CdCl; via oral
en ratones, disminuye la eficacia de la cicatrizacion en funcion de la concentracion administrada
de Cd y que ademas afecta la quimiotaxis de los neutréfilos en el sitio de la lesion, asi como
también la liberacion de quimiocinas proinflamatorias y la liberacion de Ca presente en la
herida.

Actualmente, se ha observado que el Cd puede tener un efecto negativo en la actividad de
las MMPs, como los demuestra el trabajo de Lacorte y col. en 2015 (66), donde la
administracion crénica por via oral de Cd disminuye la actividad de las MMPs presentes en
préstata y testiculo de rata.
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Como se ha mostrado en trabajos previos, el Cd tiene un efecto negativo sobre el proceso
de cicatrizacion en general, produce alteraciones en la epitelizacidn y por consiguiente da lugar
a la formacion de una cicatriz menos estable, sin embargo, el mecanismo por el cual el Cd afecta

el proceso de cicatrizacion aun no ha sido completamente esclarecido.

Planteamiento del problema

Actualmente, la contaminacién por Cd en el ambiente ha aumentado considerablemente
debido a la presencia de desechos industriales, donde la acumulacion en suelo representa los
mayores riesgos debido a que puede entrar en contacto con depdsitos subterraneos de agua, rios,
lagos o puede ser absorbido por las plantas y posteriormente ser distribuido por toda la cadena
alimenticia, llegando a contaminar y bioacumularse en los organismos. La toxicidad de Cd causa
un desequilibrio en la concentracion y en el metabolismo de otros biometales como Zn, Ca o
Mg, los cuales forman parte de sistemas proteicos, incluyendo enzimas, dando como resultado
efectos negativos en diferentes procesos, tal es el caso de una adecuada cicatrizacion después

de una lesion en la piel.

Justificacion

Los efectos toxicos del Cd han sido estudiados ampliamente en 6rganos como higado,
rifidn, pancreas, pulmones, asi como su efecto sobre el sistema endocrino. Sin embargo, ain no
se conocen claramente los efectos toxicos que puede tener este metal durante un proceso de
cicatrizacion en piel, cuya importancia es reestablecer la principal barrera de proteccion contra
el ambiente. Es importante mencionar que, si bien, existen estudios de los efectos tdxicos del
Cd en piel, ain no se conocen en su totalidad los mecanismos involucrados en el desarrollo del
proceso inflamatorio, ni cual es la causa de una alteracion en la epitelizacion de las lesiones
epidérmicas. El estudiar los efectos del Cd durante un evento crucial del proceso de cicatrizacion
como la migracion celular, asi como la inhibicién de MMPs servird para comprender los

mecanismos de toxicidad de este metal en el proceso general de regeneracion de la piel.
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Hipotesis
Hipdtesis nula
El Cd no tiene efecto en la cicatrizacion y en los procesos implicados en la migracion
celular, la regeneracion de la epidermis y la actividad de las MMPs.
Hipotesis alternativa
El Cd tiene efecto en la cicatrizacion y en los procesos implicados en la migracién celular,

la regeneracion de la epidermis y la actividad de las MMPs.

Objetivos
Objetivo general

Evaluar los efectos morfoldgicos vy fisioldgicos durante la administracion oral y topica de
Cd a diferentes concentraciones en la migracion y proliferacion celular durante el proceso de
cicatrizacion de heridas en ratas nude.
Obijetivos especificos

e Establecer la cantidad de Cd acumulado en la piel después de su administracion oral y
topica, y evaluar si hay cambios en la concentracion de Zn, Ca, Mg y Cu.

e Evaluar el comportamiento celular del tejido epidérmico y dérmico en el proceso de
cicatrizacion durante la administracion oral y topica de Cd, en comparacién con un
proceso de cicatrizacién normal.

e Determinar si la actividad de MMP-2 y MMP-9 es afectada por la administracion oral y

topica de Cd.
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Capitulo I1. Parte experimental

Diagrama experimental

| Ratas macho cepa nude |

Grupo control Grupo administracién oral Grupo administracién tépica
21 animales 63 animales 63 animales
Ratas 11-12 semanas, peso de | Ratas 4 semanas, peso de 35-60 g | Ratas macho de 11-12 semanas,
150-200g — : i peso de 150-200 g
Administracion oral 0.005, 0.010y 15 l
ppm Cd por 8 semanas Generacion de lesiones |
| )
! Administracion tépica 0.005, 0.010 y
| Generacion de lesiones | 15 ppm Cd hasta el tiempo final I
T |
! [

Porcentaje del area

de la lesion I 1 1
Cuantificacion [ tamunohistoquimica | | Actividad de MMP-
de metales 1 2 y MMP-9

Tincion HE Células totipotenciales - §
ICP-OES Tincion tricromica Masson (autorrenovacion y Zimografia
MPO multipotencia) para
Anti-Cytokeratin 15 antibody gelatinasas
Anti-Cytokeratin 19 antibody

| Muestreo: 6h, 12h, 24h, 48h, 7d, 14d y al tiempo final |
|

Figura 12. Diagrama experimental

Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa nude, clinicamente sanas provenientes del bioterio
Claude Bernard de la BUAP. Los animales se mantuvieron bajo ciclos de luz/oscuridad 12/12,
a una temperatura de 24+2° C, un porcentaje de humedad de 50+£10%, y fueron alimentados con
una dieta especifica para rata (LabDiet 5008) y agua purificada ad libitum.

En este estudio se utilizaron ratas de la cepa nude, las cuales presentan una mutacion que
disminuye la densidad del pelo de la piel, dando lugar a una piel con caracteristicas similares a
la del humano, funcionando adecuadamente como un buen modelo de cicatrizacion de heridas.

Los animales fueron divididos en 3 grupos:

Grupo control: 21 ratas de 11-12 semanas de edad, con un peso entre 150-200 g, las cuales se
sometieron a un periodo de aclimatacion de 1 semana. Después de este tiempo se les realizaron
las lesiones correspondientes.

Grupo administracion oral: 63 ratas de 4 semanas de edad con un peso entre 35-60 ¢, se

dividieron aleatoriamente en 3 grupos de 21 animales cada uno, las que fuero mantenidas
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durante un periodo de aclimatacion de 1 semana. Posterior a este tiempo, los animales fueron
administrados con cloruro de cadmio a diferentes concentraciones via oral durante un periodo
de 8 semanas. Finalmente se procedio a la generacion de las lesiones.
Grupo administracion tépica: 63 ratas de 11 a 12 semanas de edad con un peso entre 150-200
g, se dividieron aleatoriamente en 3 grupos de 21 animales cada uno, los que se sometieron a un
periodo de aclimatacion de 1 semana. Después de realizar las lesiones de piel correspondientes
se inicié con una administracion de cloruro de cadmio a diferentes concentraciones por via
topica, hasta el tiempo final de cicatrizacion.

Todos los animales fueron mantenidos en cajas individuales durante 3 a 5 dias posteriores
a la generacion de las heridas, pasado ese tiempo se colocaron en cajas en grupos de 5 animales
durante el resto del proceso de cicatrizacion. Las dosis utilizadas para ambos grupos
administrados fueron de 0.005 ppm de acuerdo con la maxima concentracién permitida de Cd
en agua potable por la NOM-127-SSA1-1994 (67), 0.010 ppm correspondiente al doble
permitido por la misma NOM y 15 ppm de acuerdo a la concentracion maxima de Cd permitida
en oxido de zinc, polvo de bronce, polvo de cobre, como materia prima en productos de
perfumeria y belleza por la NOM-118-SSA1-1994 (68).

Lesiones en piel

Para la generacion de las lesiones, los animales fueron anestesiados con ketamina-xilazina
75/10 mg/Kg por via intraperitoneal, y se emple6é como analgésico clorhidrato de tramadol a
una concentracion de 1mg/Kg por via subcutanea. Después de ser anestesiado, a cada animal se
le practicaron 6 lesiones circulares de 8 mm de didmetro en la zona dorsal mediante tijeras de
diseccion. Finalmente, los animales se sometieron a eutanasia en una camara de CO,. El
muestreo se realizdalas6 h, 12 h,24 h, 48 h, 7 d, 14 d y al tiempo final después de la realizacion
de las lesiones. Las muestras de tejido obtenidas de la lesion se almacenaron a -70° C hasta la

realizacion de los andlisis correspondientes.

Cuantificacion de metales
Con el objetivo de determinar si el Cd administrado por diferentes vias se administracion

podia acumularse en piel, y tener un efecto sobre la concentracion de otros metales, se determino
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la cantidad de Cd, Zn, Ca, Cu y Mg en el sitio de la herida. Los tejidos fueron digeridos
basandonos en el método reportado por Zhao y col. en 2017 (69), para lo cual se tomaron 500
mg de tejido del sitio de la herida, posteriormente se realizé una predigestion del tejido con
HNOs concentrado (68%) y H202 (30%) en una relacion de volumen 10:1 por 3 horas a
temperatura ambiente, y posteriormente se realizé la digestion del tejido a 37° C por 48 horas.
Finalmente, se realiz6 una dilucion del tejido digerido con agua desionizada para su posterior
analisis mediante espectrometria de emision oOptica de plasma acoplado inductivamente, ICP-
OES (Varian 720-ES ICP Optical Emission Spectrometer).

Histologia

Para evaluar los cambios en el comportamiento celular durante el proceso de cicatrizacion,
se realizaron estudios histoldgicos a diferentes tiempos después de la generacion de la lesion en
el grupo control y los grupos administrados con Cd. Para este estudio los tejidos se fijaron en
formalina al 4% con PBS 1Xy se incluyeron en Parafina (Surgipath Paraplast Leica Biosystems
39601006), para posteriormente realizar cortes de 5 um con un microtomo (Leica Biosystems).
Para desparafinar los tejidos se colocaron en Xilol 1 al 100% (10 min), Xilol 2 al 100% (15
inmersiones), Xilol-Etanol (1:1) (15 inmersiones), Etanol 1 al 100% (15 inmersiones), Etanol 2
al 100% (15 inmersiones), Etanol 1 al 96% (15 inmersiones), Etanol 2 al 96% (15 inmersiones)
y agua destilada (15 inmersiones). Finalmente se realizaron las tinciones de Hematoxilina
Eosina, tricromica de Masson (Hycel Reactivos Quimicas, Cat. 64297) y Mieloperoxidasa
(Sigma-Aldrich 391A-1KT, Peroxidase (Myeloperoxidase) Leukocyte Kit) (Anexo 1).

Posteriormente se deshidrataron los tejidos con Etanol 2 al 96% (15 inmersiones), Etanol
1 al 96% (15 inmersiones), Etanol 2 al 100% (15 inmersiones), Etanol 1 al 100% (15
inmersiones), Xilol-Etanol (1:1) (15 inmersiones), Xilol 2 al 100% (15 inmersiones) y Xilol 1

al 100% (5 minutos), finalmente se montaron las muestras con Entellan.

Inmunohistoquimica
Las muestras fueron fijadas, incluidas y cortadas como se describe para la realizacion de
las tinciones histoldgicas. Una vez realizada la desparafinacion de las muestras se procedio de

la siguiente manera:
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Recuperacion antigénica
Las muestras se colocaron en Diva Decloacker 1X (Biocare Medical DV2004) por 30

minutos a 60° C, se dejaron enfriar por 15 minutos y finalmente se lavaron 3 veces con PBS 1X.

Inactivacion de peroxidasa endégena

Se colocaron los tejidos en solucion de perdxido de hidrégeno al 0.3% por 10 minutos,
posteriormente se lavaron 3 veces con PBS 1X.
Blogueo y anticuerpo primario

Se coloco solucion de albumina libre de 1gG al 2% en PBS 1X sobre cada tejido por 2
horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron los tejidos 3 veces con PBS 1X.

Se agregaron 50 pL de la solucion de albumina al 1% con el anticuerpo primario (Tabla

2.) (70, 71) a cada tejido y se dejaron incubar por 2 noches a una temperatura de 4° C.

Tabla 2. Concentraciones de los anticuerpos utilizados.

Anticuerpo Concentracion
Anti-Cytokeratin 15 antibody (ab80522) | 7 pg/ml
Anti-Cytokeratin 19 antibody (ab220193) 7 pg/ml

Anticuerpo secundario
Se lavaron los tejidos 3 veces con PBS 1X, para después agregar 50 ul de la solucion de
albumina al 1% con el anticuerpo secundario Anti-mouse IgG HRP-linked Antibody (Cell

Signaling Technology 7076S) y se dejo incubar por 2 horas a temperatura ambiente.

Revelado

Se lavaron nuevamente los tejidos 3 veces con PBS 1X y se agregaron 50 pL del sustrato
utilizado Betazoid DAB Chromogen Kit (Biocare Medical BDB2004L), por 3 minutos para el
caso de Anti-Cytokeratin 15, y 5 minutos para Anti-Cytokeratin 19, posteriormente se volvieron
a lavar con PBS-1X, se tifieron con hematoxilina por 30 segundos y se enjuagaron con agua
corriente.

Finalmente se deshidrataron los tejidos y se montaron con Entellan de la misma forma

como se realizd para las tinciones histoldgicas.
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Actividad de MMP-2 y MMP-9
Con la finalidad de determinar si la administracion de Cd tiene efecto sobre la actividad
de MMP-2 y MMP-9, se realizaron estudios de zimografia a partir del tejido con la lesion de la

piel de los animales a diferentes tiempos.

Preparacion de la muestra

Se pesaron 200 mg de tejido de la zona de la lesién, posteriormente se pulveriz6 en un
mortero con nitrégeno liquido en un cuarto a 4° C y se afiadié 1 mL de Buffer de lisis (Thermo
Fisher, Cat. 00-4333-57).

Determinacion de proteinas totales
La determinacion de proteinas totales se realizd mediante el método de Lowry y col.
(1951). Para la preparacion de la curva patron se utilizdé una solucién de albumina sérica de
bovino como solucién patron con una concentracion de 1 mg/mL (Anexo 2).
Zimografia
Las muestras se analizaron mediante Zimografia en un sistema Mini Protean Il (Bio-Rad,
2000 Cat. 65-2941) por el método de Laemmli et al. (1970) en geles de acrilamida al 7.5% con
gelatina (72, 73). Los reactivos y buffers utilizados se describen en el Anexo 3.
Procedimiento:
1. Montaje de aparato de electroforesis
Se monto el aparato de preparacién del gel de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, se determiné la altura a la que se verteria el gel de separacion insertando un
peine y marcando en la placa exterior 0.5 cm debajo de los dientes del peine.
2. Preparacion del gel
Se prepard la solucion para el gel de separacion y de empaquetamiento de acuerdo

con la Tabla 3.

Tabla 3. Preparacion de los geles de separacion y de empaquetamiento (72).

Reactivos Gel de separacion Gel de
(7.5% acrilamida) empaquetamiento
1.5M TrispH 8.8 2 mL -
0.5M Tris pH 6.8 - 1.25 mL
30% acrilamida 2mL 0.67 mL
Agua destilada 2mL 3.08 mL
4 mg/ml gelatina 2 mL -
10% SDS 80 ul 50 pl
10% APS 80 ul 50 pl
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TEMED | 10 pl 10 pl

Posteriormente, se ensamblo el aparato de electroforesis de acuerdo con las instrucciones
del fabricante, se retiro el peine y se agregoé el buffer de corrimiento 5X electrode hasta cubrir
ambos geles.

3. Electroforesis
Se realiz6 la carga de 100 g de proteina total con buffer de muestra en cada pocillo
y se incluyo el marcador de peso molecular. Posteriormente, se realizd el corrimiento
del gel a 150 V por 50 minutos.
4. Revelado y tincion de los geles
Se lavaron los geles 2 veces por 30 minutos cada uno con buffer de lavado a

temperatura ambiente y con agitacion constante. Posteriormente, se lavaron por 5 a 10

minutos con buffer de incubacion a temperatura ambiente. Se cambid el buffer de

incubacién y se incubaron a 37° C por 24 horas en un recipiente cerrado.
Posteriormente, se tifié el gel con solucién de tincion por 1 h a temperatura ambiente
en agitacion constante, finalmente se colocaron los geles en solucion de destincion hasta

la aparicion de bandas claras.

Andlisis estadistico

Todos los resultados se expresaron como la media + SEM (Error estandar de la media). El
analisis estadistico se realizo utilizando el software GraphPad Prism 6 (GraphPad Prism
Software, Inc.). Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante el analisis de varianza
bidireccional (ANOVA) vy las pruebas de comparaciones multiples de Dunnett o Sidak. Los

valores de P menores a 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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Capitulo I11. Resultados y discusion

Cuantificacion de metales
Cadmio

La absorcion del Cd tiene lugar en pulmones (25-60%), tracto gastrointestinal (5-10%), y
piel (<1%) en los humanos. Una vez que el Cd es absorbido en el tracto gastrointestinal, circula
en la sangre unido a los grupos anionicos como los grupos sulfhidrilos de las proteinas,
especialmente de albimina y MTs. El Cd unido a las MTs es filtrado por el rifion y reabsorbido
en los tabulos proximales, se distribuye por el resto de los tejidos, y se almacena principalmente
en rifion e higado (74).

Los resultados de la cuantificacion de Cd por medio de ICP-OES obtenidos en este estudio
no mostraron una acumulacion de este metal en el sitio de la lesidn para los grupos de animales
administrados por via oral, asi como en el sitio de la lesion de los animales expuestos a 0.005 y
0.010 ppm de Cd por via tdpica. Por otro lado, el grupo de animales expuesto a 15 ppm de Cd
por via topica se encontré una acumulacion progresiva de este metal en el sitio de la lesion a las
6 horas, alcanzando un méaximo de 1.49 pg/g de tejido himedo a los 7 dias (Figura 13), sin
embargo, este metal practicamente no se encuentra presente a los 14 y 26 dias.

Cadmio

2.5+
@ Control

2.0+ @B 15 ppm Cd via topica —

1.5;

Zﬁiﬁ_._i_'_l l

pg/g muestra humeda
>

\
Q'b

Figura 13. Cuantificacion de Cadmio en el tejido de la lesion a diferentes tiempos en el grupo control y en el grupo de 15 ppm Cd via
tépica
Los resultados obtenidos sugieren que la cantidad y via de exposicién de Cd en los

organismos es importante para su acumulaciéon en diferentes tejidos. De acuerdo con los
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resultados, la exposicion de una lesion con bajas cantidades de Cd por via topica no se ve
reflejada en una acumulacion en el sitio de la lesion, sin embargo, al incrementar la
concentracion (p. e. con 15 ppm de Cd), el metal presenta acumulacion, al menos en las primeras
etapas del proceso de cicatrizacion, en donde la herida se encuentra mas expuesta a sustancias
externas, no asi en las etapas posteriores de la cicatrizacion, en donde la herida ya no tiene
contacto con el medio externo.

Bajo condiciones basales donde no hay una lesion en piel se ha observado que la
deposicion de Cd es dependiente de la dosis administrada por via oral (64), por lo que, cuando
tiene lugar una herida durante la fase de inflamacion la llegada de plaquetas, neutréfilos, y
monocitos provenientes del torrente sanguineo podria promover la llegada de Cd al sitio de la
lesion. En el caso particular de los grupos de animales de nuestro estudio que recibieron una
administracion oral con diferentes cantidades de Cd, los cuales no mostraron una acumulacion
en el sitio de la lesion en los animales, nos hace suponer que el Cd se ha distribuido a otros
tejidos como higado, rifion, médula dsea, etc., como ha sido reportado por otros autores (62),

antes de poder llegar al sitio de la lesion como se ha observado bajo condiciones basales.

Zinc

Los resultados de la cuantificacion de Zn en los grupos administrados con Cd mostraron
un aumento significativo a las 12 horas en el grupo de animales administrado con 15 ppm Cd
por via oral (Figura 14A), asi como aumentos significativos en los grupos de animales expuestos
a0.005, 0.010y 15 ppm de Cd por via topica (Figura 14B). Para el caso especifico de este Gltimo
grupo, la presencia de Cd tuvo efecto sobre las concentraciones de Zn en el sitio de la lesion a

las 12 horas, la cual corresponde a la etapa inflamatoria.
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Figura 14. Cuantificacion de Zinc en el tejido de la lesién a diferentes tiempos en el grupo control y los grupos administrados con Cd.

A) Via oral y B) Via tépica.
La piel es el tercer 6rgano con mayor cantidad del Zn en el cuerpo después de los musculos

y los huesos (75), el tejido epidérmico contiene alrededor del 5% del contenido de Zn corporal
(34), por lo que una deficiencia de este metal puede tener efectos adversos en la cicatrizacion
de heridas (35). Durante un proceso inflamatorio se genera estrés oxidativo debido a la presencia
de especies reactivas de oxigenos (ROS), las cuales dan lugar a la oxidacion de LDL que activa
la sefializacion de NF-kB, promoviendo la liberacidn de citocinas y quimiocinas, las cuales son
responsables del reclutamiento de neutréfilos, monocitos y macréfagos (76). El Zn participa
activamente durante las 2 primeras fases de la cicatrizacion, su papel en la inflamacion es
bastante complejo y se ha relacionado con los mecanismos de proteccion contra agentes
patdgenos, aunque también se ha relacionado de manera importante con la produccion de

citocinas.

La activacion de la via NF-kB funciona como un regulador transcripcional involucrado en
la respuesta inflamatoria, la remodelacion, la proliferacion, la apoptosis y la adhesion celular
(77). La sefializacion NF-kB generalmente es activada por citocinas proinflamatorias (11-1 e IL-
6), motivos especificos provenientes de patdégenos como virus y bacterias (mediada por
lipopolisacarido (LPS)/TLR4) (78), parasitos 0 ROS (79). La concentracion de Zn intracelular
puede contribuir a la regulacion de la via NF-kB, e incluso se ha reportado que, durante la etapa
inflamatoria, NF-kB promueve la expresion de ZIP8, facilitando la entrada de Zn e inhibiendo

IKKB y dando como resultado la inhibicion del proceso inflamatorio (80).
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Los resultados obtenidos son importantes debido a que el Zn participa en la regulacion de
la respuesta inflamatoria via NF-kB, lo cual significaria que los incrementos de Zn a las 12 horas
en la fase de inflamacion, éste también puede ejercer un efecto sobre el metabolismo intracelular
y por lo tanto tener un efecto inhibidor de la inflamacion provocada por las citocinas
proinflamatorias, patégenos y ROS.

Cobre

Estudios previos han descrito que el Cu ejerce efectos positivos en la cicatrizacion de
heridas, sin embargo, su participacion en la homeostasis de la piel no se limita a un unico papel.

El aumento de la concentracion de Cu durante la cicatrizacion tiene lugar desde el inicio
hasta el dia 2 aproximadamente de la cicatrizacion, donde inicia la formacion del tejido de
granulacion (28). En este estudio, los niveles de Cu en el grupo control mostraron un maximo a
las 24 horas, para posteriormente disminuir hasta los niveles basales. Por otra parte, los animales
administrados con Cd tanto por via oral, asi como los expuestos por la via topica, mostraron una
disminucion de los niveles de Cu a las 24 horas en comparacion con el grupo de animales
control, aunque los animales expuestos por via topica mostraron un aumento de Cu a las 12
horas (Figuras 15A y 15B).
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Figura 15. Cuantificacion de Cobre en el tejido de la lesion a diferentes tiempos en el grupo control y los grupos administrados con
Cd. A) Via oral y B) Via tdpica.

La concentracion intracelular de Cu se encuentra regulada por un transportador de Cu y

chaperonas. Atox1 es una chaperona citosolica que une al Cu proveniente del importador de Cu
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denominado Transportador de Cobre 1 (CTR1). CTR1 transporta el Cu a la ATPasa
transportadora/exportadora de Cu (ATP7A) para mantener la homeostasis intracelular de Cu
(81). Atox1 también se encarga de suministrar Cu a través de la ATP7A a otras enzimas como
la superdxido dismutasa (SOD) (82) y la lisil oxidasa (LOX), ésta tltima adquiere relevancia
durante la cicatrizacion debido a que regula la reticulacion del coldgeno durante la proliferacion
y remodelacion de la MEC (83).

Trabajos previos han reportado que el Cu puede promover la angiogénesis durante la
cicatrizacion al aumentar la expresion de VEGF, a través de la activacion de HIF-1lao. El
mecanismo por el cual tiene lugar esta expresion se debe a que Atox1 funciona como un factor
de transcripcion dependiente de Cu, y el promotor de HIF-1a posee una region sensible a Atox1
(GAAAGA), lo que aumenta la posibilidad de que la ruta Cu-Atox1-HIF-1a pueda regular el
aumento de la expresion de VEGF, y la angiogénesis en la herida (84).

Los resultados obtenidos indican que independientemente de la via de administracion de
Cd, ya sea oral o tdpica, pueden verse afectados los niveles de Cu en la piel lesionada. Por otra
parte, una disminucion de Cu durante la cicatrizacion de piel (24 horas), y tomando en cuenta
su papel en el proceso de cicatrizacion, podemos suponer que la disminucién de Cu puede tener
efecto en la expresion de VEGF vy, por lo tanto, alterar la angiogénesis durante el inicio de la
etapa de proliferacion (84).

Finalmente, el comportamiento del Cu en los grupos de animales con exposicion a Cd
puede estar relacionado con Zn, ya que se sabe que la cinética del Zn y del Cu son
interdependientes debido a que pueden unirse a las mismas proteinas, donde la presencia de Cu
con mayor afinidad puede disminuir la disponibilidad del Zn, por lo que podemos suponer que
la disminucion de Cu también puede causar aumento proporcional en la concentracion de Zn
contribuyendo a una mayor disponibilidad del Zn para el metabolismo celular (28). Con esto se
podria sugerir que, debido a la interdependencia de Zn y Cu, los cambios en las concentraciones
de Zn también podrian ser causadas indirectamente por Cd, quien podria afectar el metabolismo

del Cu y éste tener efecto en las concentraciones de Zn (62).
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Calcio

Los resultados obtenidos de la cuantificacién de Ca en el grupo control mostraron un
aumento progresivo de su nivel, teniendo un maximo a las 24 horas (Figura 16), para
posteriormente disminuir hasta alcanzar nuevamente los niveles basales. El punto maximo en
donde el Ca alcanza su m&ximo nivel coincide con el inicio de la fase de proliferacion, y es en
este punto donde el Ca puede estar ejerciendo su funcion de activacion de la proliferacion de las

células totipotenciales y los fibroblastos para el proceso de cicatrizacién “normal”.

En el caso de los grupos de animales administrados con Cd por via oral, los resultados
obtenidos mostraron un comportamiento similar a los animales del grupo control, sin embargo,
el maximo nivel de Ca fue alcanzado hasta las 48 horas y 7 dias (Figura 16A), mientras que los
animales administrados por via tdpica, los puntos méaximos se observaron a los 7 dias, siendo

maés significativos en el grupo administrado con 15 ppm de Cd (Figura 16B).
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Figura 16. Cuantificacion de Calcio en el tejido de la lesién a diferentes tiempos en el grupo control y los grupos administrados con
Cd. A) Via oral y B) Via tdpica.

En el proceso de cicatrizacion el Ca se encuentra involucrado (Factor 1V) durante la
hemostasia, sin embargo, también esta involucrado en la fase de proliferacion celular de los
queratinocitos del borde de la herida (32). También se ha reportado que el Ca tiene la capacidad
de aumentar el metabolismo celular, la actividad de las MMPs, la sintesis de colageno y la

expresion de citocinas (85).
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Dentro de los mecanismos en donde Ca interviene en el proceso de cicatrizacion de
heridas, probablemente se encuentre relacionado con el receptor de vitamina D (VDR) en
queratinocitos, ya que se ha observado que despues de una dieta baja en Ca, tiene lugar la
pérdida de VDR acompafiada de un retraso en la cicatrizacion, al parecer por una falla en la
activacion de la sefializacion de B-catenina en las células totipotenciales de la epidermis,
afectando su proliferacion y migracion (86). Como sabemos, la B-catenina es el componente
principal de la via Wnt/B-catenina, encargada de la regulacién de procesos como la regeneracion
de tejidos, la diferenciacion de células totipotenciales y la proliferacion celular. Estos resultados
muestran que el papel del Ca dentro de la cicatrizacion de la piel no solo esta relacionado con
la formacion del coagulo de fibrina, sino que también juega un papel importante en conjunto
con VDR para promover procesos de proliferacion y migracion de las células totipotenciales de

la epidermis y de los foliculos pilosos.

Los resultados obtenidos muestran que el méximo nivel de Ca en el proceso de
cicatrizacion presenta un retraso (presencia de punto méximo a las 48 horas y 7 dias) en
comparaciéon al grupo control (punto maximo a las 24 horas) o para una cicatrizacion
considerada “normal”. Este hallazgo es importante debido a que la administracion de Cd por via
oral, 0 su exposicion a nivel topico puede interferir y alterar de alguna manera el metabolismo
de Ca durante la cicatrizacion, lo que supondria una alteracion en los procesos de proliferacion,
migracion y maduracion de las células totipotenciales y de los fibroblastos, que podrian

contribuir a un retraso en la cicatrizacion.
Magnesio

En este trabajo, los resultados de la cuantificacion de Mg obtenidos en el grupo control
mostraron un maximo a las 24 horas, punto donde da inicio la etapa de proliferacién que es
caracterizada por el desarrollo de angiogénesis en la cicatrizacion. La cuantificacion de Mg en
los grupos de animales administrados con Cd por via oral no mostré diferencias significativas
en comparacion con los animales control (Figura 17A). Sin embargo, en los animales
administrados via tépica se observé un incremento significativo en el nivel de Mg con un
méaximo a las 12 horas, especialmente para el grupo con 15 ppm Cd (Figura 17B). En el caso de

este ultimo grupo, las diferencias ponen en evidencia que el Cd presente en la herida altera el
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metabolismo de Mg, lo cual es importante dada la funcion del metal en la promocién de la

angiogenesis.
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Figura 17. Cuantificacion de Magnesio en el tejido de la lesion a diferentes tiempos en el grupo control y los grupos administrados
con Cd. A) Viaoral y B) Via topica.

El biometal Mg se ha relacionado con la migracion de macrdfagos, queratinocitos y
fibroblastos, esto debido a que durante la reparacion de una herida el Mg regula la adhesién
mediada por integrina B1 entre fibroblastos y queratinocitos con proteinas de la MEC (87).
También, este bioelemento se encuentra involucrado con la produccion de colageno tipo I,
dando como resultado una mejora en la cicatrizacion (88). Por otro lado, también se ha reportado
que la proliferacion de las células endoteliales depende de la concentracion de Mg, mostrando
que este metal tiene un papel importante durante el inicio de la etapa de proliferacion. Se ha
sugerido que la deficiencia de Mg podria influir negativamente en la cicatrizacién, provocando

una angiogénesis tardia o inadecuada (89).

La cuantificacion de metales durante el proceso de cicatrizacion en los animales
administrados con Cd tanto por via oral como los expuestos por via topica dan un panorama
general de la participacion de estos en la reparacion de heridas. No obstante que solo se detectd
presencia de Cd en el grupo de 15 ppm de Cd por via topica, las alteraciones observadas en
cuanto a las concentraciones de Zn, Cu, Ca y Mg ocurrieron en tiempos especificos del proceso
de cicatrizacion. Las modificaciones en la concentracion de Zn y Cu a las 24 horas, tiempo que
coinciden con la fase de inflamacion, pueden alterar los procesos de liberacion de citocinas y
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afectar la angiogénesis respectivamente, ademas de que ambos metales pueden interactuar con
las mismas biomoléculas. Otro de los metales que presentd modificaciones a las 12 horas (etapa
de inflamacion) fue el Mg, pudiendo causar una desregulacién en la angiogénesis y el correcto
desarrollo de la etapa de proliferacion. Para el caso del Ca, éste fue el Unico metal que se vio
alterado en tiempos posteriores a la inflamacién (48 horas y 7 dias), su retraso en su incremento
comparado con el grupo control puede tener efectos en la proliferacion y maduracion de las
células totipotenciales y fibroblastos. Tomando en cuenta las alteraciones en la cantidad de Zn,
Cu, y Mg durante la etapa de inflamacién, y de Ca durante la proliferacion es posible inferir
que, durante una cicatrizacion, la administracion o exposicién de Cd afecta el metabolismo de
los metales, pudiendo producir alteraciones en la etapa de proliferacion y migracién, asi como
en el proceso de cicatrizacion general. Sin embargo, aun se requiere estudiar los mecanismos

involucrados que llevan a los cambios descritos en este trabajo.

Exposicion a Cd y comportamiento de la cicatrizacion de las heridas

Los resultados del analisis macroscopico de las heridas del grupo control son presentados
en la Figura 18. Estas fotografias muestran el proceso de cicatrizacion desde el inicio de la lesion
hasta el dia 21, tiempo en donde se observa la formacién de una cicatriz madura y poco visible.
Es importante mencionar que durante esta cicatrizacion los animales en estudio presentaron la

pérdida de la costra entre los dias 6 y 8.
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Figura 18. Vista macroscopica de las heridas del grupo control y de los grupos administrados con Cd via oral a diferentes tiempos.
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En los grupos de animales administrados con Cd por via oral (Figura 18), la cicatrizacién
mostré un retraso en comparacion con los animales del grupo control. También se observé que
la pérdida de la costra tuvo lugar a los dias 8, 11 y 11 en los animales administrados con 0.005,
0.010 y 15 ppm por via oral respectivamente. Otra diferencia significativa fue el tiempo en el
cual se observo la formacion de la cicatriz con un grado de madurez en cuanto a la coloracion,
apariencia y tamafio respecto al grupo de animales sin administracion de Cd. El cierre final de
la cicatriz en los grupos de animales administrados con 0.005, 0.010 y 15 ppm de Cd por via
oral se present0 a los dias 23, 25 y 28 respectivamente. Estos resultados ponen en evidencia un
retraso en el tiempo de cicatrizacion, que fue dependiente de la cantidad de Cd administrada.
Tomando como base el mayor tiempo necesario para la desaparicion de la costra en los animales
administrados con Cd, estos resultados también sugieren un retraso en la formacion del tejido

de granulacién maduro que tiene como funcidn principal servir de barrera de proteccion.

Para el caso de los grupos de animales expuestos a Cd por via topica (Figura 19) se
presentd un comportamiento similar a los animales administrados con Cd por via oral, en donde
la pérdida de la costra tuvo lugar después de los 8 dias en los 3 grupos de animales, mientras
que el tiempo de formacidn de la cicatriz final fue a los 24, 25 y 28 dias para los grupos expuestos
a 0.005, 0.010 y 15 ppm de Cd, respectivamente. Estos resultados también muestran un retraso
en el proceso de cicatrizacion que es dependiente de la concentracion de Cd, siendo este tiempo
mayor para el grupo expuesto a 15 ppm de Cd. De esta forma podemos inferir que el retraso en
el proceso de cicatrizacién depende de la concentracion de Cd, asi como también de la via de

administracién.
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Figura 19. Vista macroscoépica de las heridas del grupo control y de los grupos administrados con Cd via tépica a los diferentes tiempos.
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Las diferencias en los tiempos necesarios para el cierre total de la herida en los diferentes
grupos enestudio se pueden visualizar mas adecuadamente al graficar el porcentaje del area del
tejido cicatricial a los diferentes tiempos. La Figura 20 muestra que el cierre total de la herida
en los animales del grupo control tuvo lugar a los 13 dias (99.91% area de tejido cicatricial),
mientras que para el caso de los grupos administrados con 15 ppm de Cd via oral (Figura 20A)
y los expuestos con 15 ppm de Cd por via tépica (Figura 20B), los tiempos de cierre de las
heridas ocurrieron a los dias 21 (99.72% area de tejido cicatricial) y 15 (99.86% area de tejido
cicatricial) respectivamente. Cabe mencionar que se observaron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control a los 2 dias en todos los grupos administrados con Cd, y a
los 8 dias para los 3 grupos administrados via oral y solo en el grupo con 15 ppm de Cd en el
caso de la via topica. Estos resultados ponen en evidencia que la administracion de Cd via oral
y topica afecta visiblemente las etapas tempranas (2 dias) y tardias (8 dias) de la fase de
proliferacion, teniendo efecto en el proceso general de cicatrizacion.

No obstante que en los resultados se puede apreciar visiblemente el efecto del Cd al inicio
de la fase de proliferacion, es muy probable que las alteraciones por la administracién de Cd
también involucren a la fase de inflamacidn. En el caso de la administracién topica en el grupo

expuesto a 15 ppm de Cd, este efecto se prolong6 hasta el final de la fase de proliferacion.
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Figura 20. Porcentaje del area del tejido cicatricial del grupo control y de los grupos administrados via oral (A) y tpica (B).

Efecto del Cd sobre la estructura de la piel
La Figura 21 muestra la estructura de la piel en el grupo de animales control con ayuda de

la tincion de HE, en esta figura se observan los cuatro estratos tipicos de la piel, con una
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epidermis bien definida, una dermis con presencia de glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas,

foliculos pilosos, en su mayoria en fase anagena, y musculos erectores del pelo.

A las 6 horas después de la generacion experimental de la lesion, se observo la formacion
del coadgulo de fibrina, necesario para controlar la hemorragia mediante el proceso de
hemostasis, que tiene lugar durante las primeras etapas después de la lesion. En esta etapa del
proceso de cicatrizacion las plaquetas inician la liberacion de citocinas proinflamatorias y
factores de crecimiento para promover la llegada de neutréfilos y activar propiamente la fase de

inflamacion.

A las 12 horas después de la lesion se observé una abundante presencia de células
localizadas en el borde y base de la lesion, las cuales correspondieron a neutréfilos, asi como
monocitos, células que tienen como finalidad eliminar microorganismos y restos celulares
presentes. Estos monocitos se diferenciaran posteriormente a macréfagos M1y M2 durante las

diferentes etapas de la inflamacién (90).

A las 24 horas, la profundidad de la lesién se mantuvo sin cambios aparentes. Se observo
una discreta formacion de nuevos vasos sanguineos en la base de la lesion, indicando el inicio
de la fase de proliferacion. También se observo presencia de macréfagos y en menor medida de
fibroblastos tanto en el fondo de la herida como en los bordes. Se ha reportado que a las 24 horas
hay gran cantidad de macréfagos M1, cuya funcion es la eliminacion de restos celulares y

neutrofilos que han iniciado procesos de apoptosis celular.

A las 48 horas posteriores de la lesion, la profundidad de la lesidén se mantuvo sin cambios,
y sin desprendimiento del codgulo de fibrina, sin embargo, se observd mayor presencia de
angiogenesis en el fondo de la herida, mayor cantidad de fibroblastos, macrofagos, asi como
probablemente también células progenitoras endoteliales (CPE) o células totipotenciales de la
epidermis. Se ha reportado que alrededor de las 48 horas después de una lesién en piel se alcanza
el maximo nimero de macréfagos M1, asi como también se inicia su activacion al fenotipo M2,
los cuales tienen una vida media de hasta 3 0 4 dias después de la lesion. Especificamente los
macrofagos M2b y M2c son los encargados de suprimir la inflamacion via la sintesis de IL-10
y la sintesis de los componentes de la MEC y la liberacion de MMPs dando lugar a las etapas

finales de la fase de inflamacidn e inicio de la fase de proliferacion, la cual inicia desde las 24
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horas. Cabe mencionar que se ha descrito un tercer fenotipo de macréfagos, denominados M2d,
a los cuales se les ha atribuido un papel importante en la angiogénesis, que es regulada por la

via VEGF durante la etapa de proliferacion (90).

A los 7 dias después de lesion, la herida se encuentra practicamente cerrada. La epidermis
muestra estratos basales y granulosos con una morfologia similar a las encontradas bajo
condiciones basales, mientras que el estrato cérneo presentd un grosor disminuido y en algunas
zonas de la lesion se mostro ausente. En el caso de la dermis, se observé una gran cantidad de
fibroblastos en el sitio de la lesion, también se pudo observar en menor medida presencia de
células totipotenciales, disminucién de la angiogénesis, foliculos pilosos, glandulas sudoriparas
y sebéceas. Durante esta etapa los animales presentaron pérdida de la costra, evidenciando la
madurez del tejido de granulacion que sustituye a la MEC. Este ultimo evento, aunado a la

abundante cantidad de fibroblastos indica las etapas finales de la proliferacion y migracion.

A los 14 dias la morfologia de la piel es practicamente “normal”, la epidermis presenta un
grosor normal, con los estratos caracteristicos de las condiciones basales. La dermis muestra
disminucion de la cantidad de fibroblastos y células totipotenciales, hay presencia de glandulas
sudoriparas, foliculos pilosos, con una dermis similar a las condiciones basales, indicando que

se ha iniciado el proceso de remodelacion de las fibras de colageno.

Finalmente, a los 21 dias la epidermis y la dermis mostraron la morfologia tipica de la piel

en condiciones basales, con un minimo de fibroblastos y células totipotenciales.
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Inflamacion Proliferacion y migracion Remodelacion
Tiempo

Control

0.005
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Cd via
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oral
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Figura 21. Histologia del grupo control y de los grupos administrados con Cd via oral a los diferentes tiempos, HE 10X. Las flechas indican alteraciones en el
grosor de la epidermis. E: epidermis, D: dermis y FH: fondo de la herida.
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En comparacidon con los animales administrados con 0.005y 0.010 ppm de Cd por via oral
(Figura 21), no se presentaron diferencias en la histologia de la piel a las primeras 24 horas
después de practicada la lesion, sin embargo, a las 48 horas se observd mayor cantidad de
celularidad en la base de la herida. De acuerdo con la morfologia de las células, éstas
corresponderian a macréfagos, células totipotenciales y fibroblastos. A los 7 dias, ambos grupos
de animales administrados con Cd mostraron la presencia de un coagulo de fibrina en el sitio de
la lesion, asi como también una gran cantidad de fibroblastos y células totipotenciales en la
dermis, siendo ligeramente mayor a lo observado en el control. Para el caso de la epidermis,
ésta mostro alteraciones en el grosor de los estratos granuloso y espinoso, ya que fue mayor al
compararse con los resultados de los animales del grupo control, lo cual evidencia
desorganizacion celular de los estratos mencionados. A los 14 dias, en la dermis se observo la
presencia de fibroblastos, mientras que la epidermis mostr6 algunas zonas de engrosamiento y
desorganizacion celular de los estratos granuloso y espinoso, aunque en menor medida que a los
7 dias. Al tiempo final, ambos grupos recuperaron la morfologia normal de la piel, mostrando
su similitud con las condiciones basales, sin embargo, cabe mencionar que el tiempo final de
cicatrizacion para los grupos administrados con 0.005 y 0.010 ppm de Cd por via oral fue mayor

que para el grupo control.

Con relacion el grupo de animales administrados con 15 ppm de Cd por via oral (Figura
21), los resultados mostraron un comportamiento similar al grupo de animales control hasta las
12 horas después de la lesidn. A las 24 horas se observé una abundante cantidad de celularidad
con caracteristicas similares a las observadas en los grupos administrados con 0.005 y 0.010
ppm de Cd. Posteriormente, a los 7, 14 y 28 dias posteriores a la lesién se observo un
comportamiento similar al presentado en los otros grupos administrados con Cd, incluyendo el

grosor de los estratos granuloso y espinoso.

Estos resultados permiten inferir que las alteraciones observadas en la celularidad de la
dermis durante la fase inflamatoria (24 y 48 horas) en los 3 grupos administrados con Cd por
via oral, podrian dar como resultado la alteracion de los estratos granuloso y espinoso de la
epidermis, originando el engrosamiento y la desorganizacién celular en los tejidos. Al relacionar
los resultados con el area de las lesiones, la cuantificacion de Zn, Cuy Mg, la etapa de liberacion

de citocinas y de la angiogénesis, etapas que mostraron modificaciones principalmente a las 48
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horas, podemos sugerir que el retraso en la cicatrizacién de los animales administrados con Cd
sigue un mecanismo que inicia en la alteracion de la fase inflamatoria de la cicatrizaciéon y que

tiene efectos en la etapa de proliferacion, alterando los niveles de Ca.

Por otro lado, es importante tomar en cuenta que, dado que no se detectd Cd en el sitio de
la lesion en los grupos administrados por via oral, ain no es claro como el Cd sistémico puede

producir los cambios observados en la piel.

Los resultados de los cambios histoldgicos en los grupos de animales expuestos a 0.005 y
0.010 ppm de Cd por via topica (Figura 22) mostraron comportamientos similares a los grupos
administrados con 0.005 y 0.010 ppm de Cd por via oral a lo largo de todo el proceso de
cicatrizacion, incluyendo el engrosamiento de los estratos granuloso y espinoso a los 7 y 14 dias,
aungue presentaron una menor cantidad de células en los bordes de la herida a las 48 horas. En
el caso del grupo expuesto a 15 ppm de Cd por via tdpica, los resultados fueron similares a lo
observado en el grupo con 15 ppm de Cd por via oral, pero con mayor densidad celular a las 24
y 48 horas y con el posterior engrosamiento de la epidermis a los 7 dias, mostrando una
disminucion a los 14 dias, finalizando con una morfologia en la cicatriz similar a los grupos

administrados por via oral.
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Inflamacion Proliferacion y migracion Remodelacion

Tiempo

14d final

Figura 22. Histologia del grupo control y de los grupos administrados con Cd via tdpica a los diferentes tiempos. HE 10X. Las flechas indican alteraciones en el
grosor de la epidermis. E: epidermis, D: dermis y FH: fondo de la herida.
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Con relacién al engrosamiento y desorganizacion celular de la epidermis, los resultados
obtenidos en los animales administrados con Cd por via oral y los expuestos a Cd por via topica
(Figura 23) muestran que estos cambios durante las etapas de inflamacion y proliferacion son
independientes de la concentracion de Cd y de la via de exposicion.

Se ha reportado que la disminucion en la velocidad del cierre de la herida podria estar

relacionada con la liberacion de citocinas proinflamatorias (65).

Control 0.005 ppm Cd 0.010 ppm Cd 15 ppm Cd

Via tépica

Figura 23. Alteraciones en el grosor de la epidermis del grupo control y de los grupos administrados con Cd via oral y tdpica a los 7

dias. Tricromica de Masson 10X. E: epidermis, D: dermis, C: coagulo de fibrina.

Es importante mencionar que existen diferentes tipos de heridas con caracteristicas
especificas en cuanto al desarrollo de la cicatrizacion. Las heridas son clasificadas como
croénicas muestran un inadecuado desarrollo de las etapas de proliferacién y remodelacion, las
que se caracterizan por el aumento de infiltrados celulares como neutréfilos y macrofagos (91),
y la desregulacion de la secrecion de varias citocinas proinflamatorias como IL-1p y el TNF-a,
llevando a una prolongacién de la fase de inflamacion (92), ademas de mostrar elevados niveles
de MMPs y disminucion de TIMPs (93, 94). Estas heridas también muestran una epidermis
hiperproliferativa y no migratoria, donde a pesar de haber un aumento en las células
inflamatorias, no todas funcionan correctamente, hay reduccion de la angiogénesis y la
activacion de las células totipotenciales (95). En este tipo de lesiones se encuentran las heridas
con infeccion, heridas de pacientes diabéticos y en heridas posteriores a la operacion de

pacientes fumadores (24).
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En pacientes diabéticos se ha observado que la hiperglucemia promueve el estrés
oxidativo (96), hay disfuncion de fibroblastos, alteraciones en la angiogénesis, altos niveles de
MMPs (97), estados de hipoxia que dan origen a una hiperinflamacion en el tejido y una

epidermis hiperproliferativa (95).

Un ndamero de pacientes fumadores que han sido sometidos a un proceso quirirgico
presentan retraso en la cicatrizacion debido a una variedad de complicaciones, como infeccion,
abertura de la herida, necrosis y epidermdlisis (98). Sin embargo, es dificil identificar las
causantes de estas complicaciones, ya que se han identificado mas de 4000 sustancias en el
humo del tabaco, incluyendo la presencia de Cd, nicotina, mondxido de carbono y el cianuro de
hidrogeno, los que estan relacionados con la oxigenacion e hipoxia celular (99). Se ha observado
que el humo del cigarro afecta principalmente la fase de inflamacion alterando la migracion de
neutrofilos, monocitos y macréfagos al sitio de lesion (100). Mientras que para el caso de la fase
de proliferacion se ha observado disminucion de la proliferacion y migracion de fibroblastos,
reduccion de la contraccion de la herida, disminucion en la produccion de la MEC y alteracion
en el equilibrio de MMPs (99). Sin embargo, se tiene certeza de que dejar de fumar mejora la

cicatrizacion y reduce la infeccion en las heridas (101).

Las heridas crénicas caracterizadas por una hiperproliferacion de la epidermis y de
acuerdo con los resultados de los estudios realizados por Lansdown (62) y Tucovic (64), quienes
reportan que en animales expuestos a Cd se presenta una hiperqueratosis e hipergranulosis en
heridas tisulares, hace suponer que Cd puede tener un papel en el desarrollo de estas alteraciones
en la cicatrizacion. Al comparar estos hallazgos con los resultados obtenidos en nuestro modelo
con administracion oral y tépica de Cd encontramos que el comportamiento celular durante la
cicatrizacion de la epidermis es similar al de las heridas cronicas. Lo anterior permite inferir que
probablemente la administracion oral o tdpica de Cd sigue alguno de los mecanismos
relacionados con el reclutamiento de células inflamatorias, como neutréfilos, monocitos y
macrdfagos, causando el aumento de un estado inflamatorio que es exacerbado en las heridas
cronicas. Esto es especialmente importante en el caso de las heridas en los pacientes fumadores
en donde el Cd esta presente en cantidades significativas en el humo del cigarro. Sin embargo,
es necesario mencionar que todos los grupos administrados con Cd finalmente lograron

recuperar una morfologia similar a la del grupo control, aunque con variacion de los tiempos
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finales de la cicatrizacion. También es importante tomar en cuenta que existen diferencias en la
cicatrizacion de heridas cronicas entre humanos y modelos murinos. En el caso de los primeros,
la cicatrizacion no solo muestra retrasos, sino que puede en algunos casos no concretarse,
mientras que en los modelos murinos el cierre de la herida eventualmente tendra lugar, no
obstante, la presencia de patologias asociadas, como diabetes. Una de las razones propuestas es
que la piel murina no cierra Unicamente por reepitelizacion, sino también por contraccion,
mientras que la piel humana solo cierra por reepitelizacion. Pese a estas diferencias, los modelos
murinos tienen muchas similitudes en cuanto a la celularidad de los tejidos, convirtiéndolo en
un modelo aceptable, pero siempre tomando en cuenta estas diferencias al momento de realizar
el estudio de heridas crénicas no cicatrizantes, como podria ser el caso de nuestro modelo de
estudio (102).

Semicuantificacion de colageno tipo |

Durante la fase de proliferacion y migracion se lleva a cabo a formacion del tejido de
granulacion, el cual, a diferencia de la dermis tipica que contiene coladgeno tipo I, este se
compone principalmente de colageno tipo Il1, fibroblastos y nuevos vasos sanguineos. Durante
la fase de remodelacién hay una sustitucion de colageno tipo Il por colageno tipo I, el cual es
mas resistente y formara parte del tejido cicatricial final. Este proceso es promovido por
miofibroblastos, que se desarrollan a partir de los fibroblastos presentes en la herida en respuesta
a la sefalizacion de TGF-B, y la secrecion de MMPs que degradan colageno (103).

En este trabajo el seguimiento de la sustitucion de colageno se realiz6 mediante la tincion
tricrdbmica de Masson, la cual tifie principalmente fibras de colageno tipo | (104). Posteriormente
la cuantificacién del porcentaje del area tefiida para colageno tipo | se realizé6 mediante el uso

del software Image J con el complemento Colour Deconvolution 1.5.

Los resultados del grupo control (Tabla 4) mostraron un punto maximo en el nivel de
colageno tipo | a partir de los 7 dias, manteniéndose hasta el dia 21 (Figura 23), etapa
correspondiente a la proliferacion tardia, en donde se lleva a cabo la remodelacion de la MEC
con la sustitucion de colageno. Estos resultados muestran que la fase de remodelacion tiene su
inicio a partir del dia 7, tal como se ha descrito previamente en un proceso “normal” de

cicatrizacion (105).
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Tabla 4. Puntuaciones de la presencia de colageno en el sitio de la herida en el grupo control y los grupos administrados con Cd a los

diferentes tiempos.

0 6h 12h 24h 48h 7d 14d Final

Control +H+ ot e+ ++ +t e

0.005 ppm Cd via oral ++H++" +++ +++ +++ +++ S = = = S
0.010 ppm Cd via oral | ++++™  ++7 ot +7 I o S +++
15 ppm Cd via oral +++ +++ 4+ i 4 +++ e+ -
0.005 ppm Cd via tépica | +++ +47 +++ +++ ++ +++ 4+ Ml
0.010 ppm Cd via topica +++ +++ +++ ++ +++ T bt +++
15 ppm Cd tépica H T bt et FHt bt 4+ -+

La puntuacion del porcentaje del area tefiida para colageno fue:
() <1%

(+) 1-25%

(++) 26-50%

(+++) 51-75%

(++++) 76-100%

En este trabajo, los animales administrados con 0.005 y 0.010 ppm de Cd por via oral
mostraron un comportamiento similar a los animales control, sin embargo, en el grupo
administrado con 15 ppm de Cd por via oral, el porcentaje del area tefiida para colageno fue
menor a los 7'y 28 dias, resultados que muestran que la cantidad de colageno tipo | es menor al
presentado en los animales del grupo control (Figura 24). Estos datos sugieren una alteracion en
el recambio de colédgeno durante esta fase de remodelacion, lo cual puede contribuir a un retraso

en la formacidn del tejido cicatricial final.
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Grupo Tiempo final

Control

15 ppm |3
Cd via
oral

15 ppm | -
Cd via |
topica

Figura 24. Densidad de colageno en la dermis de los grupos de animales control y administrados con 15 ppm de Cd por via oral y

tdpica a los 7, 14 dias y al tiempo final. Tricromica de Masson 20X. D: dermis, E: epidermis.

Por otro lado, en los grupos administrados por via topica la disminucion del porcentaje
del area tefiida fue mas evidente a los 7 dias en los grupos expuestos a 0.005 y 0.010 ppm de
Cd, mientras que para el caso del grupo expuesto a 15 ppm de Cd la disminucion se observo a
los 14 dias (Figura 24). Estos resultados presentan un comportamiento similar al del grupo de
animales administrados con Cd por via oral, donde el recambio de colageno tipo Il al tipo |
mostro igualmente disminuciones. De esta forma podemos evidenciar que las alteraciones en
los grupos administrados con Cd no solo tienen consecuencias durante la etapa tardia de la
proliferacion en los estratos de la epidermis, sino que también se altera el desarrollo de la dermis
durante la fase de remodelacién. Esta dificultad en el paso de la fase de proliferacién a la de

remodelacion es una de las caracteristicas principales de las heridas cronicas.
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Presencia de polimorfonucleares, neutréfilos (PMN)

Los neutrofilos son producidos en médula 6sea a partir de las células madre
hematopoyéticas, los que posteriormente son liberados a la circulacion. Cuando ocurre una
lesion en la piel, los neutrofilos son capaces de recibir sefiales para su reclutamiento, tal es el
caso de los patrones moleculares asociados al dafio (DAMP), citocinas y quimiocinas. Se
considera que los DAMP son las primeras sefiales que contribuyen al reclutamiento de

neutrofilos al sitio de la herida (106).

Los DAMP funcionan como quimioatrayentes formando gradientes de sefializacion para
impulsar la migracion de neutrofilos, también inducen la produccion de CXCL8 y leucotrieno
B4 (LTB4) que a su vez promueven la quimiotaxis en neutrofilos. CXCLS8 al ser liberado por
macréfagos (107) estimula los receptores de superficie de neutréfilos CXCR1 y CXCR2
amplificando aun mas su reclutamiento (108). Una vez que los neutrofilos llegan a la herida

secretan CXCL8 dando lugar a un circuito de retroalimentacion proinflamatorio.

Otras quimiocinas involucradas en la quimiotaxis de neutrofilos son CXCL2, CXCL3,
CXCL5, CXCL6 y CXCL7 (109). Estas quimiocinas se unen a los glucosaminoglucanos de la
MEC para crear un gradiente de sefializacion y permitir la migracion (103). La liberacion de
citocinas y factores de crecimiento, como CXCL1, IL-1a, IL-1p, IL-6, TNF-a, PDGF y TGF-

(110) también promueve el reclutamiento de neutrofilos.

Una vez que los neutrofilos llegan al tejido dafiado pueden adoptar varias estrategias con
al proposito de restaurar la arquitectura y funcion del tejido. En primer lugar, tienen una funcion
fagocitica para la eliminacién de restos celulares, patdgenos, eritrocitos (111) mediante el uso
de trampas extracelulares de neutréfilos (NET). También se ha observado que contribuyen a la
regeneracion mediante la liberacion de VEGF para promover la angiogénesis (112), sin
embargo, esta funcién no la realizan en solitario, sino que también inducen la produccién de
VEGF en las células epiteliales. Los neutréfilos tambien son una fuente importante de MMP-9,
promotora de la angiogénesis (113), asi como también inducen la expresion de citocinas
reclutadoras de macrofagos, como TNF-a, IL-1f, IL-6, CXCL2.

Para que la cicatrizacion sea eficiente los neutrofilos deben ser eliminados, por lo cual se

sigue un programa de resolucion anticipada donde la apoptosis de neutréfilos produce que los
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macréfagos pasen de un fenotipo proinflamatorio M1 a uno antiinflamatorio M2 (114), via IL-
10, IL-4/1L-13 receptores de tipo TLR (115), siendo estos macréfagos M2 los encargados de la
fagocitosis de neutrofilos. La transicion de una herida proinflamatoria a un medio
antiinflamatorio con abundantes M2 es esencial para finalizar el proceso inflamatorio y

promover el inicio de la proliferacion.

Cuando se altera la transicién de un fenotipo M1 a M2, también se altera la eliminacion
de neutrdéfilos, prolongando su presencia en el sitio de la lesion. Muchos estudios sugieren que
la presencia prolongada de neutréfilos y sus mediadores inflamatorios contribuyen a la
formacion de heridas cronicas, donde los elevados niveles de MMPs contribuyen a la
degradacion de la MEC (103).

Trabajos previos han reportado que los neutrofilos de algunos tejidos con inflamacion
pueden adoptar una migracién reversa, donde éstos regresan al torrente sanguineo en lugar de
volverse apoptoticos, esto con el propésito de combatir la inflamacion, sin embargo, también

son capaces de extender la inflamacion a otros tejidos (116).

La Figura 25 es una imagen de microscopia optica donde se muestran los PMN que se

utilizaron como base para la cuantificacion de PMN por campo.

Los resultados de la cuantificacion de PMN, principalmente neutréfilos, en el grupo
control se encontraron ausentes en condiciones basales, sin embargo, después de realizada la
lesion se observo un aumento gradual de PMN alcanzando un punto méximo a las 48 horas, para

posteriormente ir disminuyendo hasta los 21 dias (Figura 26).
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Figura 25. Presencia de PMN en el sitio de la lesion a las 48h en el grupo control. Tincién de Mieloperoxidasa. 20X. D: dermis, FH:

fondo de la herida.
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Figura 26. Cuantificacion de PMN presentes en el tejido de la herida en el grupo control y de los grupos administrados con Cd via A)

oral y B) topica a los diferentes tiempos mediante tincion de MPO.
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Los grupos de animales administrados con 0.005 y 0.010 ppm Cd via oral no mostraron
diferencias significativas en el nimero de PMN en comparacién con los animales control, sin
embargo, en las ratas administradas con 15 ppm de Cd por via oral se presento un incremento
de PMN a las 6y 24 horas al compararse con los animales control, para posteriormente disminuir
a los 28 dias (Figura 26A). El aumento en el reclutamiento de neutréfilos durante la etapa de
inflamacion es interesante cuando se relaciona con el aumento de las concentraciones de Zn
durante esta etapa, ya que como se mencion0 anteriormente, dentro de las funciones del Zn esta
su capacidad de regular de forma negativa y/o positiva las vias de sefializacién de TLR,
reflejando su capacidad para regular la activacion de NF-xB y la posterior liberacion de
quimiocinas inflamatorias durante la fase de inflamacién por parte de las plaguetas (CXCLS,
CXCL1 y CXCL2) y neutrofilos (principalmente CXCL8, CCL2, CCL3 y CCL5). De estas
quimiocinas, CCL2 y CXCL2 se han relacionado con un numero elevado tanto de neutrofilos,
como de macrofagos, asi como niveles elevados de IL-1 y TNF-a en heridas cronicas (117).
Esta informacion es importante porque nos permite inferir bajo el modelo de herida cronica,
como los grupos administrados con Cd por via oral, tanto los incrementos del nivel de Zny el
aumento en el nimero de neutrofilos observado en nuestro modelo puede favorecer la liberacion
de quimiocinas proinflamatorias mediante la activacion de NF-kB (118). El efecto del Cd en la
activacion de la via de NF-«xB puede estar afectando a las células de la circulacion general, como
plagquetas, monocitos y neutréfilos, debido a la distribucidn del metal en la circulacion durante

la administracion por via oral.

Con relacion a los 3 grupos expuestos a Cd por via topica (Figura 26B), se observé un
aumento en el nimero de PMN a los 7 dias, particularmente en el grupo expuesto con 15 ppm
de Cd, el incremento de PMN tuvo su méximo a las 48 horas. Este aumento a los 7 dias es
importante porque nos estaria indicando una prolongacion de la presencia de neutréfilos en el
sitio de la lesion (caracteristica de las heridas crénicas) donde el Cd administrado via topica
tiene la capacidad de alterar directamente el reclutamiento de neutrofilos por medio de la misma

via NF-kB pero en las células residentes de la piel, como queratinocitos y fibroblastos.

Deteccion de células totipotenciales
En la piel existen 3 compartimientos capaces de autorrenovarse, la epidermis, las

glandulas sebaceas y los foliculos pilosos, los dos primeros se renuevan constantemente,
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mientras que el ultimo presenta ciclos de reposo (15). Cuando se presentan heridas de
profundidad completa, como es el caso de nuestro estudio, la cicatrizaciéon tiene lugar desde los
bordes de la herida (12), donde las células totipotenciales de la epidermis comienzan a proliferar

2-3 dias después de la lesion (119).

Durante el cierre de una herida se han identificado dos zonas de actividad celular
totipotencial, la primera es la poblacion celular méas cercana al borde de la herida que se
caracteriza por una migracion rapida y diferenciacion a lo largo de la membrana basal. En esta
zona las células basales migran hacia el centro de la herida y las tasas de migracion y
diferenciacion se acoplan causando un engrosamiento del tejido de la epidermis en el borde de
la herida. La segunda zona proliferativa controla la participacion del epitelio no adherido
circundante durante la reepitelizacion (21).

En este trabajo se evalud el comportamiento de las células totipotenciales mediante
inmunohistoquimica de los marcadores CK15 y CK19, ya que se ha reportado que detectan
células que poseen caracteristicas de células totipotenciales como autorrenovacion y
multipotencia (120). Posteriormente se cuantifico el porcentaje del area tefiida con DAB

mediante el uso del software Image J con el complemento Colour Deconvolution 1.5.
CK15

Los resultados obtenidos en el grupo control (Tabla 5) mostraron que el mayor porcentaje
de células CK15 se observé a las 24 y 48 horas, correspondiendo a las etapas iniciales de la fase
de proliferacion. Mientras que, para el caso de los grupos de animales administrados con Cd por
via oral y topica, el mayor porcentaje de células CK15+ se observo desde las 6 hasta las 24 horas
en el caso del grupo con 15 ppm de Cd por via oral. En los grupos administrados por via topica
este porcentaje se mantuvo elevado hasta los 7 dias (Figura 27).
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Tabla 5. Puntuaciones de la inmunohistoquimica para CK15 en el grupo control y los grupos administrados con Cd a los diferentes

tiempos.
0 6h 12h 24h 48h 7d 14d Final
Control ++ + ++ +++ 4+ + + +
0.005 ppm Cd via oral + o +++ +++ ++ el ++* +
0.010 ppm Cd via oral +7 FHETT T +++ +++ + ++ 4
15 ppm Cd via oral + e+ o+ o+ ++ AT +
0.005 ppm Cd via tépica ++ +H+7 +++ +++ +++ T ++ +
0.010 ppm Cd via topica ++ +H4 ++ +++ R & ++ +
15 ppm Cd via topica ++ S +++ +++ S 4 + &
La puntuacion del porcentaje del area positiva a las inmunohistoquimicas fue:
(-) <1%
(+) 1-25%

(++) 26-50%

(+++) 51-75%

(++++) 76-100%

*Diferencias estadisticas p<0.02, ANOVA bidireccional

Control

15 ppm
Cd via
oral

15 ppm |
Cd via
topica

Figura 27. Inmunohistoquimica para CK15+ de los grupos de animales control y administrados con 15 ppm de Cd por via oral y
tdpica a las 24h, 48h y 7 d. CK15 20X. D: dermis, E: epidermis, FH: fondo de la herida.
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Los resultados obtenidos ponen en evidencia que los grupos administrados con Cd
presentan alteraciones en cuanto al tiempo durante el cual se desarrolla la proliferacion celular
de las células totipotenciales, pudiendo afectar la correcta activacion y desarrollo de la fase de
proliferacion y migracion. En el caso particular de los grupos con 15 ppm Cd via oral y los tres
grupos con administracién tépica que mantuvieron la presencia de células marcadas hasta los 7
dias, podria ser evidencia de la dificultad que presentan las heridas para poder iniciar
adecuadamente la fase de remodelacion. También es importante recordar que es precisamente a
los 7 dias donde se observd el engrosamiento y la desorganizacion celular de los estratos
granuloso y espinoso de la epidermis, donde tiene lugar la migracion por parte de las células
totipotenciales epidérmicas (Figuras 28 y 29). Cabe mencionar que este comportamiento no se
observo en el grupo control a los 7 dias, evidenciando el retraso en la migracién de las células
totipotenciales epidérmicas en los grupos administrados con Cd. Estos resultados adquieren
mayor importancia al ser relacionados con la cuantificacion de Ca, que muestra mayores niveles
a los 7 dias en todos los grupos administrados con Cd, por lo cual se sugiere que podria estar
aumentando la proliferacion de las células totipotenciales epidérmicas via sefializacion -

catenina.

Nuevamente, es importante recordar que esta dificultad para promover el inicio de la fase
de remodelacidn, y la presencia de la epidermis hiperproliferativa presentes en nuestro modelo
son caracteristicas de las heridas cronicas.
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Figura 28. Inmunohistoquimica para CK15 del grupo control y de los grupos administrados con Cd via oral a los diferentes tiempos. CK15 10X. Las flechas
indican abundante presencia de células positivas a CK15 en la zona de la herida. E: epidermis, D: dermis, FH: Fondo de la herida y C: coagulo de fibrina
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Figura 29. Inmunohistoquimica para CK15 del grupo control y de los grupos administrados con Cd via topica a los diferentes tiempos. CK15 10X. Las flechas
indican abundante presencia de células positivas a CK15 en la zona de la herida. E: epidermis, D: dermis, FH: Fondo de la herida y C: coagulo de fibrina.
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CK19

Para el caso de CK19 en el grupo control (Tabla 6) se observé aumento del porcentaje del
area marcada desde las 6 hasta las 24 horas, correspondiente a la etapa de inflamacion. En el
caso del grupo con 0.005 ppm Cd via oral los niveles maximos se observaron a las 48 horas y a
los 7 dias, mientras que para 0.010 y 15 ppm Cd via oral los niveles maximos se observaron a
las 48 horas. En el caso de los grupos administrados por via tdpica, los tres grupos mostraron

niveles maximos a las 48 horas, pero en menor medida que el grupo control.

Si bien para el caso del grupo control los resultados difieren de los obtenidos con CK15,
en los grupos orales con 0.005 y 0.010 los resultados muestran un comportamiento similar a los
resultados con CK15, donde hay dificultar para iniciar las fases de proliferacion y remodelacion.
Sin embargo, para el resto de los grupos los resultados son irregulares. Este comportamiento del
marcador CK19 ya ha sido reportado en otro estudio (70), en donde se reportan resultados
variables. No obstante, los resultados obtenidos nos dan una idea general del comportamiento

de algunos grupos para poder relacionarlos con los resultados obtenidos con CK15.

Tabla 6. Puntuaciones de la inmunohistoquimica para CK19 en el grupo control y los grupos administrados con Cd a los diferentes

tiempos

0 6h 12h 24h 48h 7d 14d Final
Control + +++ 4+ +4+ ++ + + o
0.005 ppm Cd via oral + ++ ++ ++ T S + +
0.010 ppm Cd via oral + 4+ + M + + . o
15 ppm Cd via oral - ++ MR O + + . )
0.005 ppm Cd via tépica + 4 S TR ++ - - +
0.010 ppm Cd via topica + e I 4 ++ + - +
15 ppm Cd via tdpica + T ++ S ++ + - +

La puntuacion del porcentaje del &rea positiva a las inmunohistouimicas fue:
(-) <1%

(+) 1-25%

(++) 26-50%

(+++) 51-75%

(++++) 76-100%

*Diferencias estadisticas p<0.02, ANOVA bidireccional

Actividad de MMP-2 y MMP-9
Las MMPs participan en todas las fases del proceso de cicatrizacion, sin embargo, su
actividad varia dependiendo del lugar de la lesion, la etapa de la cicatrizacion, y su regulacion

por los TIMP. Un desequilibrio entre las MMPs y sus respectivos TIMP puede causar
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sobredegradacion de la MEC afectando la cicatrizacion. La expresion de las MMPs es regulada

por varias vias de sefalizacion, como NF-kB, MAPk y Wnt (38).

Las MMPs pueden presentar tanto una actividad proinflamatoria, asi como actividad
antiinflamatoria, tal es el caso de la MMP-9, que puede activar algunas quimiocinas como
CXCL8 y CXCLS6, las que reclutan neutrofilos durante la etapa de inflamacion, en donde la

secrecién de MMP-9 generalmente es atribuida a los mismos neutrofilos.

Para el caso de MMP-2, se ha observado que es una enzima presente en la piel bajo
condiciones basales, mientras que en presencia de una herida puede causar la escision de CCL7,
impidiendo su union al receptor CCR2 involucrado en la quimiotaxis de monocitos. Por otro
lado, MMP-2 se ha relacionado con la expresion de laminina 322, la cual ha mostrado tener

funciones duales en la migracion (121).

Las heridas cronicas generalmente tienen lugar debido a una inflamacién tardia que
produce altos niveles de MMPs destruyendo moléculas importantes para la cicatrizacion, como
factores de crecimiento, receptores, proteinas de la MEC, citocinas y quimiocinas, lo que afecta
la fase de remodelacion. En este tipo de heridas se ha identificado mayor actividad de MMP-1,
MMP-8 y MMP-9, asi como niveles bajos de TIMP. En pacientes con diabetes tipo 2 se ha
reportado que especialmente MMP-9 se encuentra aumentada, mientras que TIMP-3 esta
disminuido (121). Ademas, se ha mencionado que en heridas cronicas el aumento de MMP-8 y

MMP-9 puede alterar la sintesis de colageno (122).

Con relacién a los resultados obtenidos en este trabajo, el zimograma general del grupo
control en todos los tiempos estudiados (Figura 30) mostro la presencia de las formas inactivas
y activas de MMP-2 y MMP-9, sin embargo, varié de acuerdo con la progresion de la
cicatrizacion de la herida. En el caso de Pro-MMP-9 esta presente bajo condiciones basales, sin
embargo, después de realizada la lesion tisular se detectd una ligera actividad de la enzima a las
6 horas y posteriormente su aumento, con actividad maxima a las 24 horas (fase inflamatoria).
Después de este tiempo la actividad disminuyé hasta alcanzar los niveles basales a los 21 dias.
En el caso particular de la forma activa de MMP-9, su comportamiento fue similar a la forma
inactiva. Por otro lado, la enzima Pro-MMP-2 mostr6 una actividad constante hasta los 14 dias,

presentando una actividad maxima a los 14 dias, que corresponde a la fase de remodelacion.
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Posteriormente regreso a sus condiciones basales a los 21 dias. La actividad de la forma activa
de MMP-2 mostré un comportamiento similar a su forma inactiva, con la diferencia de que a

los 14 dias se observé la mayor actividad.

Los zimogramas obtenidos de los animales administrados con 0.005 y 0.010 ppm de Cd
por via oral, no mostraron diferencias significativas en comparacién con los resultados de los
animales control. Sin embargo, en los animales administrados con 15 ppm de Cd por via oral la
actividad de las MMPs mostro diferencias, especialmente para la MMP-9 en donde se evidencio
una méxima actividad a los 7 dias, manteniéndose elevada hasta los 14 dias. Para el caso de
MMP-2, la actividad maxima de esta enzima se presento hasta los 28 dias, a diferencia del dia

14 en los animales control.

A)

To 6h 12h 24h 48h 7d 14d 21d
&

To 6h 12h 24h 48h 7d 14d  28d
Y

45.7 KD s

Figura 30. Zimogramas del tejido de la herida del A) grupo control y del B) grupo administrado con 15 ppm Cd via oral a los

diferentes tiempos.

En los grupos de animales administrados con 0.005 y 0.010 ppm de Cd por via topica

(Figura 31), los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas respecto al grupo
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de animales control, sin embargo, en el grupo de animales administrados con 15 ppm de Cd, el
méaximo de actividad de MMP-9 se presentd desde las 12 horas hasta los 7 dias, mientras que
para el caso de MMP-2 el comportamiento de la actividad tuvo el mismo comportamiento al
observado en el grupo de animales administrado por via oral con 15 ppm de Cd, sin diferencias
notables entre las formas inactivas y activas de MMP-2 y MMP-9.
A)
12h 24h 48h 7d 14d 21d
e

216 KD m—

132 KD s

45.7 KD

12h 24h48h 7d 14d 26d
1

45.7 KD s

Figura 31. Zimogramas del tejido de la herida del A) grupo control y del B) grupo administrado con 15 ppm Cd via tépica a los

diferentes tiempos.

El analisis global de los zimogramas de las MMPs, tomando en cuenta todos los tiempos
y tratamientos estudiados, brinda el panorama general del comportamiento de las gelatinasas a
lo largo de la cicatrizacion. En los zimogramas de las figuras 30B y 31B podemos observar que
los grupos administrados con 15 ppm de Cd por via oral y topica, la actividad de MMP-9

permanece durante tiempos mas prolongados en comparacién con el grupo de animales control,
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mientras que MMP-2 prolonga su presencia hasta casi 7 dias posteriores al tiempo final de la

cicatrizacion en el grupo control.

Para analizar de una manera mas adecuada el comportamiento de las gelatinasas se
realizaron los estudios de zimografia por triplicado, y posteriormente las bandas de actividad de

cada gelatinasa en los zimogramas se evalu6 mediante el programa Image J.

Los resultados obtenidos para la Pro-MMP-9 en el grupo control (Figura 32A) mostraron
dos puntos maximos, el primero tuvo lugar a las 24 horas, cuya fuente se le puede atribuir a los
neutrofilos reclutados en el sitio de la lesion durante la fase de inflamacion. El segundo punto
méaximo tuvo lugar a los 7 dias, sin embargo, su liberacién puede tener como origen a los
fibroblastos presentes en la lesion, debemos recordar que la liberacion de la forma inactiva de
la MMP-9 depende de diferentes células a lo largo del desarrollo de las etapas del proceso de
cicatrizacion.

Una vez que la Pro-MMP-9 se encuentra el sitio de la lesion, lo que sigue es su activacion,
como lo podemos observar en los resultados de la forma activa de la MMP-9 (Figura 32B) con
un punto maximo de actividad a las 12 horas, que corresponderia a la activacion de la MMP-9
liberada por parte de los neutréfilos durante la inflamacion.

En el caso de Pro MMP-2 y de MMP-2 (Figuras 32C y D), los animales control mostraron
una maxima actividad a los 14 dias para ambas formas de la MMP-2. La liberacion de la Pro
MMP-2 presente a lo largo de todo el proceso de cicatrizacion se debe a los fibroblastos
residentes de la herida. Esta MMP es particularmente importante debido a que la resistencia de
la cicatriz resultante depende de un correcto recambio de colageno (22).

Los resultados de los 3 grupos administrados con Cd por via oral (Figura 32), mostraron
disminucion en la actividad de la Pro-MMP-9 a las 24 horas (fase de inflamacién) y a los 14
dias (fase tardia de la proliferacion y migracion). Estas disminuciones pueden alterar la
cicatrizacion de las heridas al inicio de la fase de remodelacion. Sin embargo, la forma activa
de MMP-9 no mostré diferencias entre los 3 grupos de animales expuestos a Cd y el grupo
control en ninguno de los tiempos estudiados.

En el caso de la Pro-MMP-2, los 3 grupos de animales administrados por via oral
mostraron niveles disminuidos a los 7 y 14 dias, especialmente en el grupo administrado con 15
ppm de Cd por via oral, afectando la sustitucion de coldgeno. Resultados similares se observaron
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para la forma activa de MMP-2, donde los 3 grupos de animales expuestos a Cd mostraron
disminucion de la actividad desde las 6 horas hasta los 14 dias. Este resultado es particularmente
importante porque una disminucion de la forma activa durante gran parte del proceso de

cicatrizacion afectaria el recambio de colageno tipo 111 de la MEC.
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Figura 32. Densidad de las bandas correspondientes a la actividad enzimatica de las formas A) Pro MMP-9, B) MMP-9 activa, C) Pro

MMP-2 y D) MMP-2 activa en el grupo control y los administrados con Cd via oral.

Para el caso de los grupos administrados por via tépica (Figura 33A), también se observo
una disminucién de la actividad de Pro-MMP-9 en los 3 grupos a las 24 horas y a los 14 dias,
en cambio la forma activa de MMP-9 en el grupo expuesto a 15 ppm de Cd por via tdpica,
mostré un aumento de actividad a las 12 horas. Lo anterior puede interpretarse como el aumento

de la activacion de la forma Pro, prolongando la fase inflamatoria hasta las 48 horas y afectando
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la activacion de la fase de proliferacion. Tomando en cuenta las caracteristicas de las heridas
cronicas, se observa que el aumento de la forma activa de MMP-9 (Figura 33B) es una de ellas,
y que la expresion de MMPs esta dada por las vias de sefializacion de NF-kB y Wnt (38), cuya
activacion se relaciona con el metabolismo de Zn y Ca durante la fase de inflamacion.

Por otro lado, el andlisis de la actividad de la Pro-MMP-2 (Figura 33C) en los 3 grupos de
animales expuestos tépicamente a Cd no mostrd diferencias significativas cuando se
compararon con el grupo de animales control. No obstante, la forma activa de MMP-2 mostro
un aumento a las 48 horas en el grupo de animales expuestos a 15 ppm de Cd por via tdpica,
que posteriormente disminuyd a los 14 dias, éste ultimo dato nos hablaria de un dafio durante el
desarrollo de la fase de remodelacion. Generalmente en las heridas crénicas se ha mencionado
que los niveles de MMP-2 se encuentran elevados, sin embargo, en nuestro estudio encontramos
lo opuesto, pero no se puede descartar la posibilidad de que la disminucion de MMP-2 tenga
efectos negativos sobre la fase de proliferacion y remodelacion debido al papel dual de las
MMPs, como por ejemplo, se ha reportado que la CCL7, una quimiocina reclutadora de
monocitos, se escinde al unirse al dominio hemopexina de MMP-2 impidiendo la unién de

CCLT7 asu receptor, CCR2 que esta involucrado en la quimiotaxis de monocitos (123).
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Figura 33. Densidad de las bandas correspondientes a la actividad enzimatica de las formas A) Pro MMP-9, B) MMP-9 activa, C) Pro

MMP-2 y D) MMP-2 activa en el grupo control y los administrados con Cd via topica.
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Capitulo I'V. Conclusién

El Cd administrado tanto por via oral como tdpica en ratas nude tiene efectos negativos
en el proceso de cicatrizacién, asi como en el tiempo requerido para completar el cierre de una

herida, siendo més evidente a concentraciones mayores del metal (15 ppm de Cd).

La administracion o exposicion de Cd producen modificaciones en los niveles de Zn, Cu
tisular durante la fase de inflamacion y de Ca durante la fase tardia de proliferacion durante el

proceso de cicatrizacion.

Las heridas en los animales administrados o expuestos al metal presentaron
modificaciones similares a los modelos de heridas cronicas, las cuales comparten caracteristicas
relacionadas a un aumento en la infiltracion de células inflamatorias (PMN), disminucion en la
migracion de células totipotenciales epidérmicas, engrosamiento, hiperproliferacion y
desorganizacion celular de la epidermis, dificultad para dar inicio a la fase de remodelacion, asi

como un aumento en la actividad de MMP-9 y una disminucion en la actividad de MMP-2.

Tomando en cuenta las similitudes que presentan nuestros modelos de estudio con los
modelos de heridas cronicas y los resultados obtenidos, suponemos 3 mecanismos por los cuales
la administracion de Cd tiene efectos negativos en el proceso de cicatrizacion y que requieren

estudios posteriores (Figura 33):

1) EIl Cd desplaza el Zn de las metaloproteinas, favoreciendo la presencia de niveles de
Zn libre, afectando la sefializacion mediada por LPS/LTR4 (sensible a Zn), activando
el factor NF-xB que promueve la secrecion de citocinas inflamatorias y de MMP-9 en
neutrofilos durante la inflamacion.

2) Ladisminucion de Cu disminuye la funcion de factor transcripcional de Atox1 sobre
laregion sensible del promotor de HIF-1a encargado de regular la expresion de VEGF.

3) El aumento de Ca promueve la activacion de la sefalizacion de B-catenina en las

células totipotenciales de la epidermis permitiendo la proliferacion celular.
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Figura 34. Mecanismos propuestos por los cuales la administracién de Cd causa la formacién de heridas con un comportamiento

similar a las heridas cronicas durante el proceso de cicatrizacion.
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Anexos

Anexo 1

Tincion de Hematoxilina Eosina

Hematoxilina por 30 min

Enjuagar con agua corriente hasta retirar el colorante
Alcohol &cido, una inmersion

Enjuagar con agua corriente

Carbonato de litio al 1% (Hasta el vire)

Enjuagar con agua corriente

Eosina por 10 segundos

© N o g M~ w0 DN PP

Enjuagar con agua corriente hasta retirar el colorante

Tincién tricromica de Masson

=

Liquido de Boiun toda la noche a temperatura ambiente
Enjuagar con agua corriente hasta retirar el color amarillo
Enjuagar con agua destilada

Hematoxilina de Weigert por 10 min

Enjuagar con agua destilada por 5 minutos

Fucsina &cida/Escarlata de Biebrich por 15 minutos
Enjuagar con agua corriente hasta retirar el colorante

Enjuagar con agua destilada

© © N o g &~ DN

Acido fosfomolibdico/fosfotungstico por 15 minutos
10. Azul de anilina por 5 minutos
11. Enjuagar con agua destilada

12. Acido acético al 1% por 1 minuto

Mieloperoxidasa
1. Solucion de Diaminobencidina/peroxido por 2 minutos

2. Enjuagar con agua desionizada por 30 segundos
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© 0o N o 0o bk~ W

Solucion de nitrato de cobre por 2 minutos

Enjuagar con agua desionizada por 30 segundos

Solucion de Hematoxilina Gill No. 3 por 8 segundos
Enjuagar en 2 cambio de agua desionizada por 5 segundos
Solucién Scott por 12 segundos

Aclar en 2 cambio de agua desionizada por 5 segundos

Solucion de Gill modificada EA por 1 minuto
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Anexo 2

Determinacion de proteinas totales (Lowry y col.)
Reactivos:
- Albumina bovina
- Reactivo de FOLIN
- Tartrato de sodio-potasio
- Sulfato de cobre
- Carbonato de sodio
- Hidrdxido de sodio
Solucién 1: Solucién patron de albdmina bovina 1.0 mg/ml.
Solucioén 2: Reactivo de FOLIN diluido 1:2 en agua destilada.
Solucion 3: Solucion alcalina.
A. Solucidn de tartrato sodio-potasio al 2% 1 ml.
B. Solucion de sulfato de cobre al 1% 1 ml.
Diluir las soluciones A 'y B con una solucién de carbonato de sodio al 2% en NaOH 0.1N y
llevar a un volumen final de 100 ml.
Elaboracion de curva de calibracion

TUBO 1 2 3 4 5 6 7 Blanco
Solucioén 1 15ul [ 30ul [ 60ul | 120 pl | 220 pl | 300 ul | 450 pl | -
Agua destilada | 585 ul | 570 pl | 540 pl | 480 pl | 390 pl | 300 pl | 150 pl | 600 pl
NaOH 0.1 N 300 pl | 300 pl | 300 pl | 300 I | 300 pl | 300 pul | 300 pul | 300 pl
Solucién 3 45ml [45ml |[45ml |45ml |45ml | 45ml |45ml | 45ml

Dejar en reposo y en oscuridad por 10 min.

Agregar 600 pl de la solucién 2 en cada tubo, mezclar e incubar por 30 min. a 37° C.

Leer la absorbancia de las muestras a 500 nm contra el blanco de reactivo.

La concentracion final de las muestras problema se obtiene por interpolacién en la curva de

calibracion.
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Anexo 3

Reactivos y buffer utilizados en zimografia

Reactivos:

=

© © N o g Bk~ w DN

I =
N B O

13.
14.
15.
16.
17.
18.

Acido acético glacial

Acido clorhidrico

Acrilamida

Agua destilada para todos los buffers y soluciones
Azul de bromofenol

Bisacrilamida (N,N’-metilenebisacrilamida)

Cloruro de calcio

Coomassie Brilliant Blue R-250

Gelatina-Tipo A, de piel porcina, bloom, 175 (Sigma)

. Glicerol
. Glicina

. Marcador de peso molecular (Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad, Cat. 161-

0324)

Metanol

Persulfato de amonio (APS)

SDS (duodecil sulfato de sodio)

TEMED (N,N,N’ N’-tetrametiletilendiamina)
Tris [tris(hidroximetil)aminometano)

Triton X-100

Buffers:

1.

2.

Solucion de acrilamida (Concentracion total del mondémero 30%)
o 29.2% acrilamida
o 0.8% bisacrilamida
Buffer de muestra 2X (Laemmli)
o 125mM Tris HCI, pH 6.8
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o 4% SDS

o 20% glicerol

o 0.04% azul de bromofenol
Buffer de corrimiento 5X electrode, pH 8.3

o Tris15g/l

o Glicina 72 g/l

o SDS5gll

Diluir 60 ml de 5X electrode con 240 ml de agua destilada.
Buffer de lavado

o 2.5% Triton X-100

o 50 mM Tris-HCI, pH 7.5

o 5mM CaCl
Buffer de incubacion

o 1% Triton X-100

o TrisHCI50 mM, pH 7.5

o 5mM CaCl
Buffer de tincion

o Metanol 40%

o Acido acético 10%

o Agua destilada 50%

o Coomassie blue R-250 0.1%

. Solucién de destincion

o Metanol 40%
o Acido acético 10%

o Agua destilada 50%



