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Resumen
La piel es un érgano 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: inflamacion, proliferacion y migracion, y remadelaen la segunda fase

tiene lugar la degradacién de la matriz extracelular por parte de matriz metaloproteinasas,
enzimas dependientes de Zn, permitiendo la movilizacibn de células hacia la lesion.
Actualmente se han reportado metales divalentes swidatibioldgica 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 \dade 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 diametro en el dorso y posteriormente una biopsia a diferentes tiempos (6 h, 12 h, 24
h,48 h, 7 d, 14 d y al tiempo final). En un segundo grupo, se realiz6 la administracion tépica de
Cd a las concentraciones mencionadas y directamente en laaieside los animales, tomando
biopsias a los mismos tiempos. En las muestras se realizé la cuantificacion de metales por ICP
OES, analisis histologicos, deteccion de células totipotenciales empleando anticuerpos CK15 y
CK19 y se cuantifico la actividad d&MP-2 y MMP-9. Los resultados mostraron
modificaciones en los niveles de Zn, Cu y Ca, sin embargo, a la concentracién mas alta (15 ppm
Cd) fue mas evidente un retraso en la cicatrizacion. Los resultados también mostraron mayor
infiltracion de neutrdéfilosdisminucion de la migracion de células totipotenciales epidérmicas,
epidermis engrosada y aumento en la actividad de ¥MeParacteristicas de las heridas
crénicas. Tomando en cuenta las similitudes que presentan nuestros modelos con los de heridas
cronicas, 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 organud to its protective functiortherefore,whenit is damageis
necessary an adequate wound healing to resiterunctionality of theéissue. Wound healing
consists of3 phases: inflammation, proliferation and migration, and remodelirtgelcourse

of the second phase, matrix extracellular degradation is carried othel¥n-dependent
enzymesnamed matrix metalloproteinases, allamg the cell migration until the wound.
Currently, divalent metals without bmgical activity have been reportdédat can replacea
number of essentiathetak from protein systems;ausinga negative effecon wound healing
therefore, in this research we evaluated the effect of Cd administration by two different routes
on wound healingThe first group, nude male rats, wereragistered 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 aesond 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 administratidvietals in the samples were quantified using-QPS, also

was cary out histological analysis, stem cell detection (using CK15 and CK19 antibodies) and
MMP-2 and MMR9 activity were quantified. Results showed modifications in Zn, Cu and Ca
levels, however, data obtained with the highest concentration (15 ppm Cd) andleésfing

was more evidentResults also showed a neutrophils infiltration increase in the wound,
decreased migration of epidermal stem cells, thickened epidermis, and increase® MMP
activity, all these characteristics showed by chronic wounds. Acagptdithe 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. Introduccion, antecedentes, hipotesis y objetivos

Introduccién

Anatomia yfuncién de la piel
La piel es el 6rgano méas grande del cugrpepresenta el 7% del peso corporal total.

Entre sus funciones se encuentlamroteccion contra deshidratacion, friccion y rayos UV,

termorregulacion, y bamra contra agentgsatdgenogl).

/ L Tallo del pelo
/ . / Glandula sebécea
/ 4

Do
-

. .

F Epidermis

—

V)

~ Dermis
Melanm \ f ‘ :~ Tejido
V.4 \ Célula basal subcutaneo
A —
\\Vasos c%lares Melanocito N 7) .
% \ PP Vaso linfatico
e — Vena __gp P Nervio
Arteria Foliculo piloso

Tejido graso

Glandula sudoripara

Figura 1. Anatomia de la pie] que muestra la epidermis, capa mas externa de la piehue, posteriormente la dermis que se encuentra
mayormente irrigada y que contiene glandulas sudoriparas y los foliculos pilosos, y finalnterel tejido subcutaneq?2).

Su estructura consiséa tres capasomo se observa enfagura 1 (2)

o Epidermis: Es la capa mas externa de la piel y la mas delgaukiderada avasculae
compone de epitelio estratificado planqueratinizado, donde abundan los
gueratinocitos, melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel. Contiene 5
estratos, denominados como: basal, espinoso, granuloso, ltucido y, ¢oguza 2.

1. Estrato basal: Contiereglulascubicas, basofilas que apoyan sobre la membrana
basal que separa la dermis de la epiderfBstascélulas poseen una alta actividad

mitética, ademas de que contienen filamentos intermedios de queratina que se tornan
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mas numerosos a medida que la célula avanza hacia la sepdtté estrato se
encarga de la renovacidn constante de la epidermis.

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

3. Estrato granulosoContiene entre 3 y 5 hileras de células aplanadas con un
citoplasma cargamde granulos basofilos denominados granulos de queratohialina.
Estosgranulos se fusionan con la membrana plasmatica y exmusamtenido al
espacio intercelular del estrato granuloso donde esté el material lipidico para formar
una barrery evitar la deshidratacion.

4. Estrato lucido: Capa delgada de células aplanadassauycleos y organulos del
citoplasma han desaparecido.

5. Estrato corneo: De espesor variable, contiene células aplanadas, muertas y sin
nacleo, el citoplasma se encuentra repleto de queratinaeskEnestrato los

gueratinocitos se han transformado en essasimavida(3).

Estrato ]
corneo

Estrato
lucido

granuloso

Estrato
espinoso

Estrato
basal

Dermis —[

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

mitética, posteriormente se encuentre el estrato espinoso, el estrgm@anuloso, el estrato licido y finalmente el estrato cdrneo mas

externo que se compone de células muertas queratinizad@s.
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o Dermis:Es una caparofunda y gruesa de la pietascularizadacompuesta por tejido
conectivq fibroblastos,Matriz Extracelula (MEC), glandulas sebaceas y foliculos
pilosos, los cuales son capaces de autorrenovarse debido a la diferenciacién de sus
propias células totipotencial€s), las cuales,no son esenciales para el cierre de la
herida,peroaceleran significativamente la cicatrizacion durante las primeras etapas del
procesq6). LadermissecomponededoscapasFigura3 (7):

1. Dermispapilar:Capadelgadacontienetejido conjuntivolaxo queformalaspapilas
dérmicas.
2. Dermis reticular: Capa mas gruesa,con tejido conjuntivo denso, contiene los

foliculospilosos,glandulassebaceag glandulassudoriparag3).
Epidermis
Regién-
papilar
= Dermis

Region
reticular

Glandula
sebacea

Raiz pilosa

Foliculo
piloso

Figura 3. Corte de la pel que muestra la region papilar y reticular de la dermis, asi como también un foliculo piloso con su glandula
sebaced7).

o Hipodermis:Tambiéndenominada tejido subcutaneo, se encuentra constituida por tejido
adiposgvasos sanguineos y es donde se enauetts corpusculos de Pac{t).
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Proceso de cicatrizacion

Cuando la piel sufre una lesigrecanica es necesario restaurar su integridad paestgue
pueda continuar ejerciendo sus funcigresto tiene lugar mediantd procesodenominado
cicatrizacion Este proceso es muyomplejg en dondeparticipan una amplia variedad de
citocinas, factores de crecimiento, proteinas, enzimas, iones metalicos, asi como también células
residentes de la pieloélulasde origen inflamatorid.a desreguladin de alguno de los factores
mencionados puede provocar que las heridas no cicatricen correctdB)efiste proceso

comprende 3 etapasiperpuesta@-igura 4)

Neutrofilos Macréfagos Plaquetas

F4 ) *

Inflamacion
2 it (SRS L
A R =
m 7 g B . r IQ
Proliferacion
Fibras de
LICLITERD colageno
Remodelacion
; p ' I L] . T T T >
0 2 4 6 8 10 12 14 16 T

Tiempo (Dias)

Figura 4. Fases del proceso de cicatrizacion con lpancipales células involucradag9).

1 Inflamacion:Esta etapdura aproximadamente 4 diisne como objetivéa formacion
de un coagulo de fibrina, el cuategurda hemostasigprotege contra la invasiéon de
microorganismosy proporcionala basede laMEC para la migracion de células en
gereral (10). Una vezque se presenta utesion las plaguetas se activah estar en
contacto con el colageno tipo I, liberando factores dgrarento,adenosin monofosfato
ciclico €AMP), fibrindégeno, fibronectina, trombospondina y factor de von Willebrand
provenientes de los granulosjue darugar a la formacién del coagulbos granulos
alfa también contieneal factorde crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor
de crecimientdgransformante beta (TG) , el factor de creci mi e
(TGRU) , el f act or broblastos(FGFY factoi deecimientoerelotdlial
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vascular (VEGF) y el factor de crecimiento derivado de insulina {\GEL). Durante

esta etapa loseutrofilos y monocitos son reclutados por PDGF y FGfara unirse a

la fibrina mediante el receptor CD11b/CD18 de la intedti@a mientras que las células
endoteliales son activadas por VEGF, TGF vy FGF para iniciar
Posteriormentdos fibroblastos son activados por PDGF para migrar al sitio de la lesion

e iniciar la secrecion de colageno y proteinas de laiaznaktracelular(13). La
inflamacion tiene lugar durante las primeras 24 horas después de la lesion
neutréfilos, monocitos y macréfagos eliminan los desechos de la herida y liberan
citocinas proinflamatorias (H1, IL-6, IL-8 y factor de necrosis tumal alfa TNF-U) y

factores de crecimiento que reclutan y activan fibroblastos y células epitélifijes
Ademas de las citocinas y factores de crecimiento también se encuentran involucradas
las quimiocinaslas cualesienen como fundn el regular el trafico de poblaciones de
neutrofilos, linfocitos, macréfagos, eosindfilos y baséfilos durante la inflamacioé
Figura 5 (1).
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Figura 5. Fase de inflamaciénl) Las plaquetas son las primeras en llegar al sitio de la lesion para promover la coagulacion, 2)
posteriormente inician la secrecion de factores de crecimiento que contribuyen principalmente al reclutamiento de neutréfijos
monocitos circulantes al sib de la lesién, 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 padepdar

paso a la eapa de proliferacion y migracion (14).

1 Proliferacion:En esta fase tienen lugar varios eventos, como el reemplazongddria
de fibrina con una matriz de fibras de colagetamangiogénesis, la proliferacion y
migracion ddibroblastospara formar etejido de granulacion. Los fibroblastos migran

hacia el sitio de la lesidan respuesta a los mediadosescretadopor las plaquetas,

neutrofilos y macrofagossu movilizacion comienza con la unidén a componentes de la

MEC, como fibronectina, vitronectinafiprina, para lo cuallos fibroblastos secretéh
tipos de enzimas proteoliticasdenominadasmatriz metaloproteinasas (MMPS),
colagenassi(MMP-1), gelatinasas (MMR y MMP-9) y estromelising(MMP-3). El

PDGFque es secretagmr plaquetas y macrofagos estimula la proliferacion y secrecion

de colagenasa, mientras que FBecretadaambiénpor plaquetas ymacréfagos

disminuyela secrecion general de MMPs y estimula la sintesis del inhibidor tisular de
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metaloproteinasas (TIMP) efibroblastos(9). La produccion dda mayoria de los
componentes del tejido de granulaceEstadada principalmente por fibroblastagie
han migrado hasta el sitio de la lesi@sie evento tientgar deldia 3 al dia 5
aproximadamentg es estimuladpor PDGF, TGFb factor de crecimiento epidérmico
(EGPH, IGF-1 y FGF(6). Las fibras de colageno resultantes staspequeias que las
del tejido normal y tienen una apariencia aleatoria, ademas de tpjiel@Icicatricial
siempre es mas deébil.
En la etapa de proliferaciéon también tiene lugar la neovascularizacién, mediante la
formacion de capilares, células endoteliales vasculares y células totipotenciales
endoteliales de sostén, cuya migracion tienerlagade el dia 2 y es estimulada por
VEGF, FGF, angiopoyetina, TGE; MMP-2 y MMP-9 (15). La aparicion del tejido de
granulacién se da después de 5 a 20 dias después de lagsteidejido funcioneomo
una transicion hasta undermis normaly se caraariza porla gran densidad de
fibroblastos, macrofagos y fibras de colageyoalta actividad metabdlicalLa
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 epitelidste proceso es estimulado por
EGF, el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) y IGF per mi ti end
separacién de los desmosomas y hemidesmosomas de las células epiteliales de los
bordesPosteriormentegestas células entran en una fase proliferativa para restablecer las
capade la epidermis.

La epidermis, las glandulas sebaceas y los foliculos pilosos tienen la capacidad de
autorenovarsealebido a la presencia de células totipotencigd€, sin embargo, solo
las 2 primeas lo hacen de manera constante, mientras que eldéoaealizan de forma
ciclica(16). Para el caso de los ratones solo el 10 al 12% de las células de la membrana
basal sorSC (17), mientras que el bulbo desfoliculos piloscs esconsiderado como
reservorio principal d8C, e incluso se ha reportado que en los foliculos pilosos de rata
el 95% deSCse ubica en el bulbo y solo el 5% se erantraren laMEC, mientras que
para el caso del cuero cabelludo humano la mayoria semnandirectamente debajo
del bulbo(18). Cuando la herida abarca el grosor completo de la dermis, la cicatrizacion
tiene lugar a partir de la movilizacion 8€ provenientesle la epidermis de los bordes
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de la herida. Errambio,cuando la herida no alzar completamente el grosor de la
dermis la cicatrizacion se aceletan la migracion de células provenienteslde
foliculos piloscs y las glandulas sebaced®). Es necesario mencionar que #8no

son esenciales para la cicatrizacion, pgrgoresencia es capaz de aceletasierre
durante las primeras horas después de la Ig8)rEn particular,SC endoteliales
participan activamentenla angiogénesis durante la cicatrizaci&stas célulaegan

al sitio de la lesion en respuesta al factor derivado de células del estroma (SDF) inducido
por el factor inducible de hipoxia (HIE20), Figura 6 (4, 21).

‘Plaquetas

TGF-a

sc
Bulb

I 1 piloso ’ erector del
B e pelo

\‘S*“"‘\‘f,*:i ~ mm,‘;‘g / \\ Papila

N MMP-3 L7 A dérmica
Fibroblastos - =28 P ~
reticulares LTMP >Qi . :
Hipodermis

Figura 6. Fase de proliferacion Eventos: proliferacion, donde los fibroblastos migran hacia el sitio de la lesién 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 granulacién como MEC temporal; epitelizacion por parte de las células

totipotenciales de la membrana basal de los bordes de la heri¢ig, 21).

1 RemodelacionFase final de procesaonde el tejido de granulacion madura y se
reestablece IMEC con una morfologia similar a la piel normal. La dermis recupera su
resistencia, asi como también hay una disminucién en la densidad de fibroblastos y

capilares. Esta fase puede prolongarse hasta @afidigura 7 (3).
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TIMPs

Hipodermis

Figura 7. Fase de remodelacigndonde 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 meaatidad factores de
crecimiento y MMPs (23).

Factores que afectan el proceso de cicatrizacion

El proceso de cicatrizaci@safectado podos tipos de factorg24), los externos, como
la oxigenacion, infecciones, presencia de cuerpo extrafiosesida y los factores sistémicos,
como la edad, género, estrés, enfermedades como diabetes, obesidad, medicamentos como los
antiinflamatoriosy glucocorticoidesmalnutricion, alcoholismo y el tabaquismigstos factores
pueden afectar eventparticulare®n cada una de las etapas del proceso de cicatrizacion, como:
la actividad de las células inflamatorias, disminucion de citocinad,(IL-8 y TNFU) vy
quimiocinas para el caso de la fase inflamat@iaante la fase de proliferacipanede afectarse
la sefializacion celular, asi como tambiésminuir la migracion de fibroblastgsSC debido a
alteraciones en la actividad de las MMPimalmente, drante la remodelaci@epuede afecta
la produccion de colageno tipo 1 caracteristiceeddEC normal, causando disminucién de la
resistencia a la traccion de la cicatriz fi(28).
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Comoha sido mostradoon anterioridadel proceso de cicatrizaciés eomplejo no solo
por la cantidad de moléculas y células involucradas, sino también porque las etapas de dicho
proceso se encuentran superpuestas y son interdependianésbargo, cada vez existen mas
estudios que mencionan la importancia de los neetaldo largo detodo el proceso de
cicatrizacion y su capacidad de promover el cierre de la herida meslisnfg@ementacion oral
(26). La dinamica entre los metales puede ser muy compleja debido a sus propiedades quimicas
como numero de oxidacion y tanmgidando 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 delos metales que participaactivamentadurante la cicatrizacion tenemals a
zinc (Zn), calcio (Ca), cobre (Cu), hierro (Fe) y magnesio ((28)). Incluso se ha reportado
gue susoncentracionegarian de acuerdoonla fase de cicatrizacion en la que seusmtra
la herida, de ahi el hecho de que su concentracion sea clave para una correcta cicatrizacion
(29).

En particular, EMg promueve la adhesion de las célutgpdteliales a la laminin&30),
mientras que dfey el Cuinducen la expresion ddMP-1 enfibroblastog(31).

Para el caso d€a el metaldivalente mas abundante en tnamiferogarticipa en la
contraccion muscular, la actividad neurologica, y se ha observado que tiene un papel
importante en la cicatrizacion al promover la proliferacion, y promover la sefalizacion para
la diferenciacién, migracion y maduracion, donde pequefigaci@ares de su concentracion
puede afectar el ciclo de las células epidérm(i8as

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 importaraesederstr
células y e diferentes procesos, como en el metabolismo 0seo, en el sistema nervioso central,
en la funcion inmunoldgica y en ticatrizacionde heridag33). En la pie) el contenido de
Zn es considerable, concentrandose principalmente en la epid8aniy sudeficienciase
ha asociado coanacicatrizacion retardia(35). Dentro del proceso decatrizacion eZn se
ha visto involucrado en la hemostasia, la inflamacién, pero especialmente en la epitelizacion
donde aumenta la migracion de queratino¢iyosn la neovascularizacion promoviendo la

migracion de células endoteliales. Se ha obsergadodurante la fas de inflamacion, hay
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un aumento del 15% al 20% en los niveleZdellegando hasta un 30% makirante el
desarrollo del tejido de granulacion y la proliferacion de la epidermis, que se ve acompafado
por un aumento en la expresion de metalotioneinass)Mi los queratinocitos y en los
fibroblastos. En las siguientes fases la concentraciGndgisminuye debido a la baja de
actividad metabdlica celular y maduracion de la cicg8®. B Zn es fundamental para el
funcionamiento de algungsoteinagon papelegmportantes durante la cicatrizacién, como

las MTs y las MMPs, donde como se menciond anteriormente, la actividad de estas ultimas
facilita los procesos de migracién de fidwoblasts y de las SC de la membrana basal y de

los foliculos piloso$33).

Matriz metaloproteinasa@vViMPSs)

Las MMPs son endopeptidasas dependient&@ndesponsables de la remodelacion de la
MEC mediante la degradacion de sus componemasante la cicatrizacion promueven la
proliferacion celular, la migracion, la angiogénesis, la deposicién de colageno y la formacion
de tejido fibrosd37).

La mayoria de las MMPs tienen elementos estructuelesomun, entre los que se
encuentran upéptido sefialun dominio proppido, un sitio activo dependiente @aquese
coordinacon2 ionesde Zn, uno catalitico y otro estructurain dominiode unién(linker) y un
dominiodehemopexina. En el sitiactivo se encuentra una regién S1 hidrofébica encargada de
otorgar la especificidad del sustrg88). Las MMPs se clasifican de acuercn su funcion,
estructura y especificidad en

1) Colagenasas (MMR, MMP-8): Degradan el colageno fibrilar de tipo lyilll.

2) Gelatinasas (MMR2 y MMP-9): Degradan el colageno desnaturalizado, ademés de

que también pueden escindir diferentes quimiocinas o activar otras.MMPs

3) Estromelisinas (MMF3, MMP-10 y MMP-11). Degradan proteoglicanos,

fibronectina, laminina, caseina, coladgeno y pueden activar otras MMPs

4) Matrilisinas (MMR7 y MMP-26). Modulan la adhesion celular, degradacion de

colageno tipo IV y proteoglicanos

5) Matriz metaloproteinasas de tipo membrana (WN#P-14, MP MMR15)

La secrecioén 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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gueratinocitos, fibroblastos, células endoteliales e inflamatorias caonocitos, neutroéfilos y
macrofagos como respuesta a las citocinas y factores de crecimiento presentes en la lesion. Una
vez activadas las MMPs en el tejitksionado, éstasumplen diferentes funcionegabla 1

(38).

Tabla 1. Pgpel de las MMPs en la cicatrizacior(38).

MMPs Sustratos Rol en la cicatrizacion
Colagenasas: MMHA, Colageno I, lll, VIl y X, Promueven la migracién de
MMP-8 y MMPR-13 gelatina, fibronetina, laminina queratinocitos, reepitelizaciér

Aceleran la migracion,

. . Gelatina, colageno |, lll, IV, V, expresadas por queratinocito
Gelatmas’\jt;._sl;\/lMPZ Yo y X, elastina, fibronectina, del borde la lesion,
fibrilina promueven migraciog
reepitelizacion
Estromelisinas: MMP | . Colage;no AV V,_ IXy X, _ Expresadas por queratlr}pcno
fibronectina, elastina, gelatina, cercanos a la poblacién
3, MMP-10 y MMR11 L ; .
laminina, Ecadherina proliferante

Colageno IV, Gelatina,
Matrilisinas: MMP-7 | fibronectina, laminina, elastina, Reepitelizacién de la mucoss
vitronectina fibrilina

MMPs de membrana:| Colageno I, Il y I, gelatina, Promueven el crecimiento de

MMP-14, MMP-15, fibronectina, laminina, 1EVel miento d
MMP-16, MMP-17, vitronectina, caseina, queratinocitos, r¢§p|tellzaC|or
MMP-24 y MMR25 fibrindgeno. o LGS

Dentro de esta clasificaciptas gelatinasasFigura 8 (37), son las queparticipan
activamentedurante & cicatrizacion promoviendo y acelerando procesos de migracion y
reepitelizacion de las células elborde de la lesiofB8). Para el caso especifico deMMP-

2, ésta esecretad@rincipalmente por células residentesalepidermis y dermigsicomopor
gueratinocitos células epitelialey fibroblastos,y su funcién principal es la degradacion de
colageno 1(22). La MMP-9 es liberada principalmentgor macréfagos activadd89) y se
encuentra presente en los granulos de los neutr@dilpsLa enzima también es producida por
células T(41), se ha reportadque CXCL8 estimulala desgranulacion de los neutrofilgda
liberacion de MMP9. Una vez que esta enzima es liberada realiza modificacione€&1 I8,
dando como resultado un aumento en su actividad quimiotactica sobre los neutréfilos,
resultando en un feedback positivo que da lugar a que la-®IBE> secrete como respuesta
inflamatoria (42). Por otrolado, es necesario mencionar que MMRlegradacolageno 1V,
principal componente de la membrana basal de la epidermis, razércpat se ha asociado

la expresion desta enzimaon la metastasis e invasion de los tumores como erselds

carcinoma de células basales y espin(43)s
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Figura 8. Estructura de las gelatinasag37).

MetalotioneinagMTs)

Dentro de las proteinas mas importantes en el metabolisrdm gedjue participan en la
cicatrizaciorse encuentran las MJproteinas intracelulares ricasemminoacidaisteina con
una alta afinidad por metales de configuracién electronica d10, ebém aunque también
son capaces de interaccionar com Cdy mercurio (Hg)(44). Las MT se clasifican en 4
familias, MT-1, MT-2, MT-3 y MT-4, de las cuales la®sprimeras estan involucradas con la
homedstasis deln, la proteccion contra metales pesados, estrés oxigdatise encuentran
principalmente en las células metabdlicamente activas dmpitlermis(45), la MT-3 se
encuentra principalmente en neuronas y la#3e encuentra en célulapiteliales(46). La
expresion ddas MT esta regulada por el incremento de las concentraciongs, deu, Cd,
plata (Ag) oro (Au)y platino (Pt)

Entrelasfuncionesproplestas de las MTseencuentrala eliminacién de radicales libres,
disminucion de la produccion de 6xido nitrico, regulacion de las concentraciongs, de
deposito intracelular d&n, proteccién contra metales pesadd3), mantenimiento de la
homedstasis de metales traza comaZrly el Cu (44), la desintoxicacion de metales no
esenciales comélg y Cd mediante su captaciof@8). Sin embargo, cuandel tiempo de
exposicibn ametales toxicoses prolongado el mecanismo de defensa de las dvds
sobrepasad@ausando uaumenb enlas concentraciones deetales toxicos libres, esto ocurre
especialmente con CA diferencia dekn, el Cdno tiene actividad fisiol6gica y es congidéo
un metal pesado que pudtigar aacumularse en el organismo pargos periodos de tiempo,
17 a 30 afiad_a importancia de la intoxicacion por Cd se ha hecho mas evidente debido a que
actualmente los niveles ambientales de dicho nietalido aumentalo principalmentepor

produdos industriale$49), como baterias, recubrimientos metéalicos y pigmeas
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Toxicidad del admio (Cd)

El Cd es un metal pesado con un comportamiento quimico similar al Zn, generalmente se
encuentra como un catién divalente. La exposicdsn Cd en los individuosocurre
principalmente por inhalacigo ingestion de alimensm aguacontaminadosy puede prodcir
a largo plazo efectos en la salud. El Cd se transporta por todo el organismo generalmente unido
a los grupos sulfhidrilo de las MTs almacenandose finalmente en el higado y en tesriéb
resto se distribuye por todo el cueKpqd).

Toxicolégicamenteel Cdtiene una amplia variedad de efecttd es el caso dé&a
generacion de especies reactivas de oxigeno (RO®)s tejidog52), la union a ligandos de
cisteina cambios epigenéticos en la expresion del ABB), efectosproinflamatoriosen las
células del sistema inmur{é4), aumento en la movilizacién y disfuncién de las células del
sistema inmune innatg;, sobreexpresién de citocinas proinflamatori@stos mecanismos
incluyen lainterferencia competitiva con kccion del Zn o Md55), asi como ladistorsion
estructural de las proteinas debido a la unién del Cd con los grupos sulftidalaisteina,
histidina y acido glutamic¢b6).

Recientementese ha observado que@tl es capaz de sustituir 2h de la estructura de
las MTs formando estructuras de tipo £ZatMT (48). Previamentehemos descrito que €ld
tiene la capacidad de inhibmo competitivamente a la enzima fosfatasa alcalina, ya sea por
sustitucién dezn o por interaccion con ligandos necesarios en su actividad enzimatica, y que
ademas puede también aumentar las concentraciones déMTUn caso similar se ha
observado con larpteina Bloom, una helicasa reparadora de DNA, donde se observdQglie el
es capaz de inactivarla por diferentes mecanismos incluyendo la sustituctm(88). Otro
ejemplo de sustitucion es la proteina Ros87, sin embargo, no se observaron efectos negativos
sobre su actividad cataliti¢d9). Se ha reportado que el Cd también puede sustituir al Zn en
estructuras de dedos de Zn cohm sido reportadpara la preeinaSUP37 deArabidopsis
thaliana(60).

Estacapacidad deCd para sustituir aZn y otros metales divalentemn los sistemas
enzimaticos puede deberse a la similitud de sus caracteristicas quasicasno el mismo
estado de oxidacion (+2), bajo punto de fusion, tamafo similar en su estado ionizado, dando
lugar a que eCd pueda unirsean una fuerza 10 veces mayor queZe| especialmente con

ligandoscon grupos tio[61). Debido a que el cadmio es mas tiofilico qu&el pero menos
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estable cuando forma complejos con oxigéDpo con nitrogendN), las concentraciones de
Cdnecesarias para desplazaZekn estosistemas enzimatica®nde solo una milésima parte

(59). La capacidad deCd para alterar la disponibilidad y el metabolisrde proteinas
dependientes d&n, como las MT, también podria tener efecto sobre otrasnes Zn-
dependientes involucradas en la migracion de células inflamatorias y epiteliales durante las
etapas de inflamacion y de proliferacidon del proceso de cicatrizacion teniendo implicaciones en
el proceso en general. Ademé&smbién podria verse afectado el metabolismo de otros iones

bivalentes com&€ao Mg.

Antecedentes

Los estudiosenfocado®nlos efectosdel Cd enla piel o enel procesalecicatrizacioren
generahansidopocos dentrode éstossepuedemencionakel redizadopor Lansdowny col. en
2001 (62), donde se generaronlesionesen ratas para posteriormenteadministrarCdChk a
diferentexoncentracionegor 10dias.Losresultadosnostrarormuelasheridasexpuestasa 1%
de CdCbk no lograron epitelizarseen el mismo tiempo que los controles, produciendoun
crecimientoepidérmicoaberrantgFigura9), asicomotambiénse observaroralteracione€n

los nivelesdeZn, Cay Mg.

Figura 9. Sitio de la herida de unaata tratada durante 7 dias con 1% de cloruro de cadmi¢62).

En 2017, Capaldoy col. (63) trabajandacon anfibiosexpuestos Cd por 3y 9 meses,
observaronia acumulaciénde Cd en piel, higadoy rifidn, asi como tambiénalteraciones
histologicasendichostejidos(Figural0).
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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 exposicién a Cd en una

concentracion de 44.5 nM/L por 3 mese®3).

En un estudio mas reciente realizado por Tucovic y col. en g&)8los resultados

obtenidosmostraron que la administracién de 5y 50 ppm de Cd via oral a ratas ocasionaba la

dilatacion de los foliculos sebaceos, asi como también hiperqueratosis e hipergranulosis en la

herida,(Figurall).

50 pm

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

Los estudios d#lei y col en 201765) mostraron quéa administracion de CdgVia oral
en ratonegjisminuwela eficacia de la cicatrizacién &mcion de la concentracion administrada
de Cd y que ademas afectaglaimiotaxis de los neutrdfilos en el sitio de la lesién, asi como
también & liberacion de quimiocinagroinflamatoriasy la liberacion de Caresente en la
herida.

Actualmentese ha observado que@dl puede tener un efecto negativo en la actividiad
las MMPs, como los demuestra el trabajo de Lacorte y col. en ZER)S donde la
administracién cronica por via oral @ disminuye la actividad de las MMPs presentes en

prostata 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 alteragsoen la epitelizacion y por consiguiente da lugar
a la formacion de una cicatriz menos establegisibargogl mecanismo por el cual el Cd afecta

el proceso de cicatrizacion aun no ha sido completamente esclarecido.

Planteamiento del problema

Actualmentela contaminacién po€d en el ambiente ha aumentado considerablemente
debido ala presencia ddesechos industriales, donde la acumulaeidsuelo representis
mayores riesgos debido a que puede entrar en contacto con depdsitos subtizragea, rios,
lagos o puede ser absorbido por las plantas y posteriorsendistribuido por toda la cadena
alimenticia, llegando eontaminar ypioacumularse elos organismad_a toxicidad d&Cd causa
un desequilibrio en la concentracién y en el ibeliamo de otrodiometales com&n, Cao
Mg, los cuales forman parte de sistempeseicos, incluyendo enzimagando como resultado
efectos negativos atliferentes procespsal es el caso de una adecuada cicatrizacion después

de una lesion en la piel.

Justificacion

Los efectos toxicos deld hansido estudiads ampliamente en 6rganos como higado,
riion, pancreas, pulmonessi como su efecto sobre el sistema enddc8imoembargo, adn no
se conocen claramente los efectos toxicos que puedeesieemetal durante un proceso de
cicatrizacion en piel, cuya importancia es reestablecer la principal barrera de proteccion contra
el ambiente. Es importante mencionar que, si,l@&isten estudios de los efectdgicosdel
Cden piel,ainno seconoce en su totalidad lasmecanisms involucrados en el desarrollo del
proceso inflamatorio, ntual es la causa de una alteracion en la epitelizacidasdesiones
epidérmicas. El estudiar los efectos@ddurante un evento crucial del proceso dairizacion
como la migracion celularasi como la inhibicion dMMPs servira para comprenddos

mecanismos de toxicidad de este metakl proceso general de regeneracion de la piel
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Hipotesis
Hipotesisnula
El Cd no tiene efecto en la cicatrizacioren los procesos implicados en la migracién
celular, la regeneracion de la epidermis y la actividad dell\Bs.
Hipotesisalternativa
El Cdtiene efecto en la cicatrizacién y en los procesos implicados en la migracion celular,

la regeneracion de la epidermis y la actividad dé/lists.

Objetivos
Objetivo general

Evaluar los efectos morfoldgicos y fisioldgicos durante la administracion tbploa de
Cd a diferentes concentracioneslarmigraciony proliferacioncelular durante el proceso de
cicatrizacion de heridas en ratas nude.
Objetivos especificos

1 Establecer la cantidad d&d acumulado en la pielespués de sadministracion oral y
topica, y evaluasi hay cambios en la concentracionZale Ca, Mg y Cu.

1 Evaluar el comportamiento celular del tejido epidérmico y dérmico en el proceso de
cicatrizacion durante la administracion oral y tépicaGtk en comparacion con un
proceso de cicatrizam normal.

1 Determinar si la actividad de MMPy MMP-9 esafectada por la administraci@nal y

tépicade Cd.
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Capitulo II. 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, 11"-50 de 35-60 g | Ratas macho de 11-12 semanas,
150-200g peso de 150-200 g
Administracion oral 0.005,0.010y 15 i
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 J
! ¥

Porcentaje del drea [ Muestreo: 6h, 12h, 24h, 48Ih, 7d, 14d y al tiempo final |

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

Figura 12. Diagrama experimental

Animales
Se utilizaron ratas macho de la cepale clinicamente sanas provenientes del bioterio
Claude Bernard de la BUAROs animalese mantuvieromajociclos de luz/oscuridad 12/12,
a unatemperatura de 24+2° Gn porcentaje de humedad de 50+1§%eron alimentadoson
una dieta especifica para rata (LabDiet 5008) y agua purifazhtbitum
En este estudio se utilizaron ratas de la cejke, las cuales presentama mutaciéon que
disminuye la densidad dellpede la piel, dando lugaruna piel con caracteristicas similares a
la del humanpfuncionando adecuadamente como un buen modelo de cicatrizacion de heridas.
Los animales fueron divididos en 3 grupos:
Grupo control:21 ratas de 12 semanas de edad, aompescentre1l50-200 g,las cualese
sometieron a un periodo de aclimatacion de 1 senizegpués de este tiempelesrealizaron
las lesiones correspondientes.
Grupo administracionoral: 63 ratas de 4 semanas de edad con un g@etse 35-60 g se
dividieron aleatoriamente en 3 grupos de 21 animales cadaasque fuero mantenidas
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durante un periodo de aclimatacién de 1 semana. Posterior a este tasrgumales fueron
administradogon cloruro de cadmio a diferentes concentraciones viadorainteun periodo
de 8 semanas. Finalmente se procedio a la generacién de las lesiones.
Grupo administracionopica 63 ratas de 1412 semanas de edad con un pesie150-200
g, se dividiera aleatoriamente en 3 grupos de 21 animales caddosrgye ssometieron a un
periodo de aclimatacion de 1 semabaspués de realizar las lesiones de piel correspondientes
se inicid con una administracion de cloruro de cadangiferentes concentracies por via
topica, hasta el tiempo final de cicatrizacion.

Todos los animales fueron mantenidos en cajas individdatasite3 a 5 dias posteriores
a la generacion de las heridas, pasado ese tiempo se colocaron en gajg®s de 5 animales
durante el resto del proceso de cicatrizacion. Las daisigadas @ra ambos grupos
administrados fueron d&005 ppnde acuerdo cola maxima concentracion permitida Ge
en agua potable por la NOWR7-SSAL1994 (67), 0.010 ppm correspondiente al debl
permitido por la misma NOM y 15 ppm de acuerdo a la concentracion maxi@peemitida
en oxido de zinc, polvo de bronce, polvo de cobre, como materia prima en productos de
perfumeria y belleza por la NOWML8 SSA11994(68).

Lesiones en piel
Para lageneracion de las lesionéss animales fueron anestesiados con ketaixiinaina
75/10 mg/Kgpor via intraperitonealy se emple6 comanalgésico clorhidrato de tramadol
una concentracion dang/Kgporvia subcutanedespués de ser anestesiado, a aadaalse
le practicarorb lesiones circulares de 8 mm de diametro en la zona dorsal mediante tijeras de
diseccion.Finalmente,los animalesse sometieron aeutanasiaen una camara d€Q,. El
muestreo se realiz6 a lak612h, 24h, 48h, 7d, 14d y al tiempo final después de la realizacion
de las lesiones. Las muestras de tejido obtenidas de la lesion se almaceir@?dd hasta la

realizacion ddos analisis correspondientes.

Cuantificacion de metales
Con el objetivo de determinar si el Cchadistradopor diferentes vias se administracion

podia acumularse en pigltenerun efecto sobre la concentracion de otros metsgéedetermind
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la cantidad de Cd, Zn, C&€uy Mg en el sitio de la heridd.os tejidos fueron digeridos
basindonos en el método reportado por Zhaoly en 201769), para lo cual & tomaron 500

mg de tejido del sitio de la herida, posteriormesgerealizé una predigestion del tejido con
HNOs concentrado (68%) y 4. (30%) en una relacion de volumen LQor 3 horas a
temperatura ambientg,posteriormente se realizo la digestion del tejido a 37° C por 48 horas.
Finalmente se realiz6 una dilucién del tejido digerido con agua desionizada para su posterior
analisis mente espectrometria de emision optica de plasma acoplado inductivamente, ICP
OES (Varian 72¢ES ICP Optical Emission Spectrometer).

Histologia

Para evaluar los cambios en el comportamiento celular d@lgrteso de cicatrizacion,
se realizaron estuab histologicos a diferentes tiempos después geraracion de lesiénen
el grupo control y los grupos administrados cah Raraeste estudio los tejida® fijaron en
formalina al 4% con PBS 1¥seincluyeronenParafinaSurgipathParaplask eicaBiosystems
39601006) para posteriormente realizar corties5 pm con umicrotomo (eica Biosystemss
Para desparafinar los tejidos se colocaroxXiém 1 al 100% (10 min), Xilol 2 al 100% (15
inmersione} Xilol-Etanol (1:1)15inmersione}y Etanoll al100%(15inmersioney Etanol2
al 100%(15inmersionel Etanoll al96% (15inmersioney Etanol2 al96% (15inmersionep
y agua destilad415 inmersiones Finalmente se realizaron las tinciones de Hematoxilina
Eosina, tricromica de Massdilycel Reactivos Quimicas, Cat. 6429y Mieloperoxidasa
(SigmaAldrich 391A-1KT, Peroxidase (Myeloperoxidase) Leukocyte Kikhexo1l).

Posteriormente se deshidrataron los tejidos con ERaak®6% (15 inmersione} Etanol
1 al 96% (15 inmersioney Etanol 2 al 100% (15 inmersioney Etanol 1 al 100% (15
inmersione}y Xilol-Etanol(1:1) (15 inmersione} Xilol 2 al100%(15 inmersionepy Xilol 1

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

Inmunohistoquimica
Las muestraieron fijadas, inclidas y cortadasomo se describe para la realizacion de
las tincioneshistologicasUna vez realizada la desparafinacion de las muestras se procedio de

la siguiente manera:

35



Recuperacion antigénica
Las muestras se colocaron en Dbadoacker 1X(Biocare Medical DV2004por 30

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

Inactivacion de peroxidasa endogena

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

Se coloc6 solucién de albuminéri de IgG al 2% en PBS 1X sobre cada tejido por 2
horasa temperatura ambienteosteriormentese lavaron los tejidos 3 veces con PBS 1X.

Se agregaron 50ude 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 po/ml
Anti-Cytokeratin 19 antibody (ab220193) 7 pug/ml

Anticuerpo secundario
Se lavaron los tejidos 3 veces con PBS 1X, para después agregar 50 pl de la solucion de
albumina al 1% con ehnticuerpo secundariénti-mouse IgG HRHinked Antibody (Cell

Signaling Technology 7076$)se dejo incubar por 2ohasa temperatura ambiente.

Revelado

Se lavaron nuevamente los tejidos 3 veces con PBS 1X y se agregatodéb8ystrato
utilizado Betazoid DAB Chromogen Kit (Biocare Medical BDB2004ppr 3 minutos para el
caso de AntCytokeratin 15y 5 minutos para AmtCytokeratin 19, posteriormente se volvieron
a lavar con PB8X, se tifieron con hematoxilina por 30 segung@® enjuagaron con agua
corriente.

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

como se realiz0 para las tinciones histologicas.
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Actividad de MMP -2 y MMP-9

Con la finalidad de determinar si la administracion ddi€keefecto sobre la actividad
de MMPR-2 y MMP-9, se realizaron estudios de zimografipartir del tejidaconla lesion de la
piel de los animales a diferentes tiempos.
Preparacién de lanuestra

Se pesaron 200 mg de tejido de la zona de la lesién, posteriormgniivesizdéen un
mortero con nitrégeno liquido en un cuarto a 4° C y se afadloderBuffer de lisis (Thermo
Fisher Cat.00-433357).

Determinacion de proteinas totales
La deerminacion de proteinas totalss realizomediante el método de Lowry y col.
(1951).Para la preparacion de la curva patron se utiliz6 una solucion de albumina sérica de
bovino como solucién patron con una concentracion de 1 m@fmexo 2).
Zimografia
Las muestras se analizaron mediante Zimografianesistemavlini Protean Il (BioRad,
2000 Cat. 682941) por el método de Laemmalial (1970) en geles de acrilamida al 7.5% con
gelatina(72, 73). Los reactivos y buffers utilizados se describen en el ABexo
Procedimiento
1. Montaje de aparato de electroforesis
Se monto el aparato de preparacion del gel de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, se determind la altura a la que se verterig degeparaciomsertando un
peine y marcandenla placa exterior 0.5 cm debajo de los dientes del peine.
2. Preparacion del gel
Se preparo la solucion para el gel de separacion y de empaquetateiacioerdo

conla Tabla3.

Tabla 3. Preparacion de los geles de separacion y de empaquetamieft?).

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

Posteriormentese ensamblé el aparato de electroforesis de acuerdo con las instrucciones
del fabricante, se retir6 el peine y se agrego el buffer de corrimiento 5X eteleastd cubrir
ambos geles.

3. Electroforesis
Se realiz6 la carga de 100 ug de protéinal conbuffer de muestrancadapocillo
y se incluy6 el marcador de peso molecuRuosteriormentese realizé el corrimiento
del gel a 150 V por 50 miros.
4. Revelado y tincion de los geles
Se lavaron los geles 2 veces por 30 utos cada uno con buffer de lavado

temperatura ambiente y con agitacién constaPdsteriormentese lavaron por 5 a 10

minutos con buffer de incubaciora temperatura ambientS&e cambié elbuffer de

incubacion y se incubaron a 37° C por 2adsen un regiiente cerrado.
Posteriormentese tifid el gel con solucion de tincién pord temperatura ambiente
en agitacién constantinalmente se colaron los geles esplucion de destincidasta

la aparicién de bandas claras.

Analisis estadistico

Todos los resultados se expresaron como la media £ SEM (Error estandar de la media). El
andlisis estadistico se realizd utilizando el software GraphPad PriggmaphPad Prism
Software, Inc.). Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante el alélissianza
bidireccional (ANOVA) y |& prueba& de comparaciones multiples de DunretBidak Los

valores deP® menores a 0.05 se consideraron estadisticamente signif&cativo

38



Capitulo Il I. Resultados y discusion

Cuantificacion de metales
Cadmio

La absorcién del Ctene lugar empulmones (2560%),tracto gastrointestinal {50%), y
piel (<1%)en los humanodJna vez que el Cd es absorbido en el tracto gastrointesticala
en la sangre unido a los grupos aniénicos como los grupos sulfhiddldas proteinas,
especialmente debumina yMTs. El Cd unido a las MTs es filtrado por el rifidn y reabsorbido
en los tubulos proximalese distribuye por el restetbs tejidosy se almacena principalmente
enrifdn e higadd@74).

Los resultados de la cuantificacion de Cd por medio deQEB obtenidos en este estudio
no mostraron una acumulacién 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 deitnalas expuestos a 0.005 y
0.010 ppm de Cd por via tépidaor 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 maximo de 1.49 ug/g de tejido humedo a los 7 dias (Figura 13), sin

embargogestemetalpracticamente no se encuentra presente #gs26 dias.

Cadmio
2.5~
© @B Control
E 2.0+ @B 15 ppm Cd via topica *kkk
=]
=
(1] 15'
=
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£ 1.0
E —.—i—'—.
(=)
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>
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Figura 13. Cuantificacién de Cadmio en el tejido de la lesion a flirentes tiempos en el grupo control gnel grupo de 15 ppm Cd via
topica
Los resultados obtenidos sugieren que la cantidad y via de expadécOd en los

organismos es importante pasa acumulacioren diferentes tejidos. De acuerdo con los
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resultadosja exposicién 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. €onl5 ppmde Cd, el metal pesentacumulacional 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 cicatrizacién, en donde la herida ya no tiene
contacto con el medio externo.

Bajo cadiciones 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 inflamacién la llegada de plaquetas, agutrofil
monocitos provenientes del torrente sanguineo podria promover la llegada de Cd al sitio de la
lesion.En el caso particular de los grupos de animdiesuestro estudique recibieron una
administracién oral con diferentes cantidades del@dcuale nomostraron una acumulacién
en el sitio de la lesiéenlos animales, nos hace suponer que ek€dha distribido a otros
tejidos como higado, rifion, médula ésea, etc., como haegpddado por otros autorg§2),

antes de poder llegar al sitio de la lesién cambda observadmajocondiciones basales.

Zinc

Los resultados de la cuantificacion de Zn en los grupos administrados coos@dron
un aumentasignificativoa las 12horasen el grupode animales administrado c@b ppm Cd
porvia oral (Figura 4A), asi como aumentos significativos en los grupos de animales expuestos
a0.005, 0.010y 15 ppre Cd porvia topica (Figura4B). Parael caso especifico de este ultimo
grupo, la presencia ded 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 gruportrol y los grupos administrados con Cd

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

y los hueso$75), d tejido epidérmicaontiene alrededor del 5% del contend#nZncorporal

(34), por loqueuna deficiencia destemetal puedeener efectos adverses la cicatrizacion

de herida$35). Durante un proceso inflamatorio se genera estrés oxidativo debido a la presencia
deespecies reactivas de oxigenR©Q), las cuales dan lugarla oxidacion de.DL que activa

la sefalizacion de NkB, promoviendo la liberacion de citocinas y quimiocinas, las cuales son
responsables del reclutamiento de neutréfilos, monocitos y macrdfég)o&l Zn participa
activamente durante las 2 primeras fases de la cicatrizamidpapelen la inflamacion es
bastante complejo y ska relacionado corlos mecanismos deroteccién contra agentes
patdégenosaunquetambién se ha lacionado demanera importante con la produccion de

citocinas

La activacion de laia NFkB funciona como un regulador transcripcional involucrado en
la respuesta inflamatoria, la remodelacion, la proliferacion, la apoptosis y la adhesion celular
(77). La sefalizadin NFkB generalmente es activada por citocinas proinflamat@tidse IL-
6), motivos especificos provenientes de patégecmso virus y bacteriasmediada por
lipopolisacéarido (LPS)/TLR4) @), parasito® ROS(79). La concentracion de Zn intracelular
puede contribuir a la regulacién de la via-kB; e incluscse ha reportadque,durantda etapa
inflamatoria, NFkB promueve la expresion de ZIP8, facilitando la entrada de Zn e inhibiendo

IKK by dando como resultada inhibicién del proceso inflamator{@0).
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Los resultados obtenidos son importantes debido a que el Zn participa en la regulacién de
la respuesta inflamatoriaviaNFB, | o c¢ u al losincrgmentdsideZa aldsd?2 hgrase
en la fase de inflaation, éste también puedgrcer un efecto sobeémetabolismo intracelular
y por lo tanto tener un efecto inhibidor de la inflamacion provocadalgsocitocinas
proinflamatorias, patégenos y ROS.

Cobre

Estudios previos han descritpie el Cu ejerce efed@ositivos en la cicatrizacion de
heridas, sin embargo, su participacgnla homeostasis de la pial se limita a un Unico papel.

El aumento de la concentracion @a durante la cicatrizacion tiene lugar desde el inicio
hasta el dia 2 aproximadamemte la cicatrizaciongdondeinicia la formacion del tejido de
granulacién28). En este estudio, lagveles de Cu en el grupo controbstraron un maximo a
las 24 horas,gra posteriormente disminuir hasta los niveles badadestra partdpsanimales
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 @ldgrigmimales
control,aunque los animales expuestos por via topica mosttar@aumentale Cua 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 ¢ool y los grupos administrados con
Cd. A) Via oral y B) Via topica.

La concentracion intracelular de Cu se encuentra reguladanpoainsportador de Cu y

chaperonasitox1 es una chaperona citosolica que ahCu proveniente del importador de Cu
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denominadoTransportador deCobre 1 (CTR1). CTR1 transporta eCu a la ATPasa
transportadora/exportadora de Cu (ATP7A) para mantener la homeostasis intracelular de Cu
(81). Atox1 también se encarga de suministraradtavés de la ATP7A a otras enzimas como

la superéxidodismutasa (SOD{82) y la lisil oxidasa (LOX), ésta ultima adquiere relevancia
durante la cicatrizacion debido a que regula la reticulacién del coldgeno durante la proliferaciéon
y remodelacion de la HIC (83).

Trabajos previos han reportadoe el Cu puede promover la angiogénesis durante la
cicatrizacion al aumentar la expresion de VEGF, a través de la activacion e HEF
mecanismo por el cuéiene lugar esta expresiée debe a que Atox1 funciona como un factor
detranscripciérdependientee Cu, y el promotor de HIEJposee una region sensiblétmx1
(GAAAGA), lo que aumenta la posibilidad de que la rutaAfaxk1-HIF-1 U pueda regul
aunento de la expresion de VEGF, y la angiogénesis en la {&dda

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
pare, una disminucién 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 angiogé&hgaiste el inicio de la
etapa deroliferacion 84).

Finalmente el comportamiento del Cu en los grupos de animales con exposicion a Cd
puede estar relacionadmn Zn, ya que se sabe que la cinética del Zn y del Cu son
interdependientes debido a que puediense 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 disminucién de Cu también puede causar aumento proporcional en la concentracion de Zn
contribuyendo a tmmayor disponibilidad del Zn para el metabolismo celuly. on esto se
podria sugerir que, debidda interdependencia de Zn y dos cambios efasconcentraciones
deZn también podrian ser causadas indirectamente por Cd, quien podria afectabelisneo

del Cu y ésteenerefecto en las concentraciones de &8)(
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Calcio

Los resultados obtenidate la cuantificacion d€a en el grupo control mostraron un
aumento progresivo de su niydeniendo un maximo a la®4 horas(Figura 16) para
posteriormente disminuir hasta alcanzar nuevamente los niveles basales. El punto maximo en
dondeel Ca alcanza su maximo nivel coinciden el inicio de la fase de proliferacion, yers
este punto donde el Ca puede estar ejerciendo su funcién de activacion de la proliferacion de las

células totipotenciales y los fibroblastos para el proceso de cicatriZsmcignab.

En el caso de los gpos 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 (Figuranigg®as qudos
animalesadministradogpor via tépica los puntos maximos se observaron a los 7 dias, siendo

mas significativos en el grupo administrado con 15 ppm de Cd (Figura 16B).
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Figura 16. Cuantificacién de Calcio 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 tépica.

En el proceso de cicatrizacion el Ca se encuentra involucfgdctor I\) durante la
hemostasia, sin embargo, tambgs# involucrado en lgdase deproliferacioncelular de los
gueratinocitos del borde de la her{@2). También se haeportado que dla tiene la capacidad
de aumentael metabolismcacelular, la actividad de las MMPs, la sintesis de colageno y la

expresion deitocinas(85).
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Dentro de los mecanisrma@n dondeCa intervieneen el proceso de cicatrizacion de
heridas,probablementese encuentre relacionado conreceptor de vitamina DVIDR) en
gueratinocitosya que se ha observado qiespués de una diekmjaen Ca tiene lugar la
pérdida de VDR acompafiada denretraso era cicatrizacional parecer pouna falla en la
activacion de la sefializacién decatenina en kcélulas totipotenciales de la epidermis,
afectando su proliferacion y migraci¢®6). Como sabemgda b-catenina es el componente
principal de la via Wnlt-catenina, encargada de la regulacion de procesos como la regeneracion
de tejidos, la diferenciaandde células totipotenciales y la proliferacion celular. £steultados
muestra que el papel del Ca dentro de la cicatrizacion de la pisblaestarelacionadacon
la formacion del coagulo de fibrina, sino que tambigggaun papelimportante ercorjunto
con VDRpara promoveprocesos de proliferacion y migracion de las células totipotenciales de

la epidermis y déos foliculos piloscs.

Los resultados obtenidos muestran que el maximo nivel de Ca en el proceso de
cicatrizacion presenta un retragorgsencia de punto maximo a 48 horas y 7 dias) en
comparacién al grupo contropynto maximo a la24 horas) o para una cicatrizacion
considerada Anormal o. Este hallazgo es i mpor"
oral, 0 su exposicion @ivel 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, guanpodr

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 proliferacion que es
caracterizada parl desarrollo de angiogénesis en la cicatrizacion. La cuantificacion de Mg en
los grupos de animales administrados con Cd por via oral no mostro diferencias significativas
en comparacion con los animales control (Figura 17A). Sin embamdos animales
administrados via topica se observo un incremento significativo en el nivel de Mg con un
maximo 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 presémieceda altera el
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metabolismo de Mg, lo cual es importante dada la funcién del metal en la promociéon de la

angiogénesis.

A) B)
@8 Control
0.15 @B Control o
@B 0.005 ppm Cd via oral 0.15 @B 0.005 ppm Cd via topica

@ 0.010 ppm Cd via oral @8 0.010 ppm Cd via topica
@B 15 ppm Cd via topica

@B 15 ppm Cd via oral

mg/g muestra humeda
mg/g muestra humeda

Figura 17. Cuantificacién de Magnesioen el tejido de la lesion a diferentes tiempos en el grupo contiplos grupos administrados
con Cd. A) Via oral y B) Via tépica.

El biometal Mg se ha relacionado con la migracion de macrofagesatinocitosy
fibroblastos estodebido a quelurante la reparacion de una heredldg regula la adhesién
mediada poi nt egrina bl entre fibroblastog8)y quer
También este bioelementee encuentra involucrado con la produccién de colageno tipo I,
dando como resultado una mejora en la cicatrizg8®n Por otro lado, también se eportado
gue la proliferacién de las células endoteliales depende de la concentracién de Mg, mostrando
gue este metal tiene un papel importante durante el inicio de la etapa de prolifedacitn
sugeridoque la deficiencia de Mg podria influir negativemte en la cicatrizacion, provocando

una angiogénestardiao inadecuadég9).

La cuantificacion de metales durante el proceso de cicatrizacion en los animales
administrados con Cd tanto por via oral como los expuestos por via toépica dan un panorama
geneal de la participacion de estos en la reparacion de heridas. No obstante que solo se detecto
presencia de Cd en el grupo de 15 ppm de Cd por via tépica, las alteraciones observadas en
cuanto a las concentraciones de Zn, Cu, Ca y Mg ocurrieron en tierppoffiess del proceso
de cicatrizacion. Las modificaciones en la concentracion de Zn y Cu a las 24ibarpeque
coinciden con la fase de inflamacjgrueden alterar los procesos de liberacion de citocinas y
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afectar la angiogénesis respectivamealemas de que ambos metales pueden interactuar con

las mismas biomoléculas. Otro de los metales que presenté modificaciones a las 12 horas (etapa
de inflamacién) fue el Mg, pudiendo causar una desregulacion en la angiogénesis y el correcto
desarrollo de la epa de proliferacién. Para el caso del Ca, éste fue el Unico metal que se vio
alterado en tiempos posteriores a la inflamacion (48 horas y 7 dieslyaso en sincremento
comparado con el grupo contqoliede tener efectos en la proliferaciéon y madarade las

células totipotenciales y fibroblastos. Tomando en cuenta las alteraciones en la cantidad de Zn,
Cu, y Mg durante la etapa de inflamacignde Ca durante la proliferacion es posible inferir

gue, durante una cicatrizacion, la administracionpmsicion de Cd afecta el metabolismo de

los metales, pudiendo producir alteraciones en la etapa de proliferacion y migaatidomo

en el proceso de cicatrizacién general. Sin embargo, ain se requiere estudiar los mecanismos

involucrados que llevan adaambios descritos en este trabajo.

Exposicion a Cd y comportamiento de la cicatrizacion de las heridas

Los resultados dendlisis macroscépiode las heridadel grupo controon presentados
enlaFigural8. Estadfotografiagnuestrarel proceso de cicatrizaci@esdeel inicio de la lesion
hasta el dia 2tiempoen donde se observa la formacién de cinatrizmadura y poco visible.
Es importante mencionar quardnte esta cicatrizacidos animales en estudio presentalan

pérdida @ la costra entre los dias 6y 8
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Grupo
control

Dia 13 Dia 15 Dia 21 Dia 25 Dia 28

Dia 2 Dia 6 Dia 8 Dia 11

»

0.005 ppm
Cd via
oral

0.010 ppm
Cd via
oral

15 ppm
Cd via
oral

Figura 18. Vista macroscopica de las heridas del grupo control y de los grupadministrados con Cd via oral a diferentes tiempos.
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Enlos gruposie animalesdministrados con Cgor via oral Figural8), la cicatrizacion
mostroun retraso esomparaciérconlos animaleslel grupocontrol También se observo que
la pérdida de la costra tukagara los dias8, 11 y 11en los animales administrados con 0.005,
0.010 y 15 ppm por via oralgpectivamenteOtra diferencia significativa fue éempoen el
cualse observo la formacién dig ciatriz con un grado de madurea cuanto a la coloracion,
apariencia y tamarfi@specto al grupo de animalda administracion de Cél cierre final de
la cicatrizen los grupos de animales administrados con 0.005, 0.010 y 15 ppm de Cd por via
oral se presntda los dias 235 y 28respectivamente. Estos resultagosen en evidencian
retraso en el tiempo de cicatrizaci@ue fuedependiente de leantidadde Cd administraal
Tomando como base el mayor tiempo necesario pdeskparicion de la costea los animales
administrados con Castos resultados también sugietenretrasceenla formacion detejido

de granulacién maduro que tiene como funcién prinaeevir de barrera de proteccion.

Para el caso de los grupde animalesexpuestos a Cd por via topica (Figu!9 se
presentd un comportamiento simildoa animales administrados con Cd por via @midonde
la pérdida de la costra tuvo lugar después de los 8edi&ss 3 grupos de animales, mientras
gue el tiempale formaidn dela cicatriz final fue a los 24, 25y 28 dias para los greppsestos
a0.005, 0.010 y 15 ppme Cd, respectivamente. Estos resultados tambié@estrarun retraso
en el proceso de cicatrizacigne eslependiente de keoncentraciome Cd siendoeste tiempo
mayor para el grupo expuestd@ppmdeCd. Deestaforma podemos inferir que el retraso en
el proceso de cicatrizacia@ependeale la concentraciode Cd asi comdambién de la via de

administracion
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Tiempo
cero

Dia 13 Dia 15 Dia 25

Grupo
control

0.005 ppm
Cd via
topica

0.010 ppm
Cd via

Figura 19. Vista macroscépica 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 elostiempas necesarios para elerretotal de la heridaen los diferentes
grupos enestudise pueden visualizar mas adecuadamente al graficar el porcentaje del area de
tejido cicatriciala los diferentes tiempos. La Figut@ muestra que el ciertetal de la herida
en los animales delrgpo control tuvo lugar a los3ldias(99.91% éarea de tejido cicatricial)
mientras que para el caso de los grupos administrados con Idejuarvia oral (Figur20A)

y los expuestos con 15 ppm de Cd por via tépica (FigoBj, los tiempos de cierre desla
heridas ocurrieron a los diadl (99.72% area de tejido cicatricigl)l5 (99.86% area de tejido
cicatricial) respectivamenteCabe mencionar que se observaron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control a los 2 dias en todagupss administrados con Cd, y a

los 8 dias para los 3 grupadministrados via oral solo en el grupo con 15 ppde Cd enel

caso de la via topic&stos resultados ponen en evidencia que la administracion de Cdlvia or
y topica afecta visiblemente las eagptemprarna(2 dias) y tardi (8 dias) de la fase de
proliferacion,teniendo efecto en proceso general de cicatrizacion.

No obstantejue en los resultadsg puede apreciar visibiente el efecto del Cd al inicio
de la fase deroliferacién esmuy probable quéas alteracionepor la administracién de Cd
tambiéninvolucren a la fasde inflamaciénEn el casade la administracion topicen el grupo

expuesto 45 ppmde Cd, este efecto se prolamgastael final de la fase de pfiferacion.
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Figura 20. Porcentaje del area del tejido cicatricial del grupo control y de los grupos administrados via oral (A) y tépica (B).

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

la tincion de HE.en esta figura se observarslouatro estratos tipicate la piel, con una
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epidermis bien definidaina dermis copresencia de glandulas sudoripagééndulas sebaceas,

foliculos pilososen su magria en fase anagenamusculos erectores del pelo

A las 6 horas después de la generaeperimentate la lesiénse observé la formacion
dd coagulo de fibring necesariopara controlar la hemorragimediante el proceso de
hemostasis que tiene lugadurante las primerastapaslespués de la lesiokn esta etapa He
proceso de cicatrizacidlas plaguetas inician la liberacion de citocinas proinflamatorias y
factores de crecimiento para promover ladidg de neutrofilos y activar propiamente la fase de

inflamacion.

A las 12 horas después de la lesgm observé una abundante presencia de células
localizadas erl borde y base de la lesion, las cualegespondieron ameutroéfilos,asi como
monocitos,células que tienen como finalidadiminar microorganismos y restos celulares
presentesEstosmonocitos se diferenciarqoosteriormente emacréfagos M1y M2iurante las

diferentes etapas deil#lamacion(90).

A las 24horas la profundidad déa lesionse mantuvo sin cambios aparentes. Se observé
una discreta formacion de nuevos vasos sanguineos en la base de lantlisammgoel inicio
de la fase de proliferacion. También se observé presencia de macrofagos y en menor medida de
fibroblastoganto 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 funcidtaesdiminacion de restos celulares y

neutréfilosquehan iniciado procesos de apoptosis celular.

A las 48 horas posteresdela lesion la profundidadie la lesiorse matuvosin cambios,
y sin desprendimiento del coagulo de fibrina, sin embargo, se Obseryor presencia de
angiogénesis en el fondo de la herida, mayor cantidad de fibroblastogifagosasi como
probablementéambiéncélulas progenitoras endoteliales (CPE) o células totipotenciales de la
epidermis. Se ha reportado glrededor déas 48 horas despuésulgalesionen pielse alcanza
el maximo numero de macréfagos M1, asi como tang@éricia suactivacional fenotipoM2,
los cuales tienen una vida medi@hasta 3 0 4 dias después de la lesion. Especificamente los
macrofagos M2b y M2c son los encargados de suprimir la inflamacida siatesis déL-10
y la sintesis déos componentes de la MEy la liberacion deMMPs cando lugar das etapas

finales de la fase de inflamacion e inicio de la fase de proliferae@ualinicia desde lag4
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horas. Cabe mencionar gse ha descrito un tercer fenotipo de macréfagos, denominadgs M2d
alos cualesse les ha atribuido un papel importante en la angiogénesis, que es regulada por la

via VEGF durante la etapa de proliferac{é).

A los 7 dias después de lesianherida se encuentra practicamente cerradapldermis
muestraestratos basales y granulosos con una morfologia similar antamtradas bajo
condiciones basales, mientras que el estrato corneo present6 un grosor disminuido y en algunas
zonas de la lesion se mostrd auseBteelcaso de la dermis, se observé urengrantidad de
fibroblastos en el sitio de la lesiémmbién se pudo observar en menor medida presencia de
células totipotenciales, disminucion de la angiogénfsisulos pilosos, glandulas sudoriparas
y sebaceas. Durante esta etapa los animales paesepérdida de la costra, evidenciando la
madurez del tejido de granulacigue sustituyea la MEC.Este ultimo evento, aunado a la

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

A los 14 dias la morfologide la piel es practicamenfirormab, 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
swdoriparas, foliculos pilosos, con una dermis similar a las condiciones basales, indicando que

seha 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 minmedibroblastos y células totipotenciales.
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Figura 21. Histologia del grupo control y de los grupos administrados con Cd via oral a los diferentégsmpos, 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 comparacion con los iamalesadministrados con 0.005y 0.010 pdeCd powia oral
(Figura21), no se presentaron diferenciasn la histologia de la piel las primeras 2#oras
después de practicada la lesion, smbargo, a las 4Borasse observo mayor cantidad de
celularidad end base de la heridadDe acuerdo cora morfologia de las células, éstas
corresponderiaamacrofagos, células totipotenciales y fibroblasfolas 7 diasambos grupos
de animales administrados con @dstrarona presencia dencoagulo de fibrina eal sitio de
la lesion, asi como también una gran cantidad de fibroblastos y células totipotenciales en la
dermis siendoligeramente mayor a lo observado en el control. Para el caso de la epidermis,
ésta mostr6 alteraciones elgrosor de los estratosagruloso y espinoso, ya que fue maylor a
compararse corios resultados ddos animales del grupaontrol, lo cual evidencia
desorganizacién celular de los estratos mencionados. A los l14diasiermisse observda
presencia de fibroblastos, mientra® da epidermis mostré algunas zonas de engrosamiento y
desorganizacion celular de los estratos granuloso y espinoso, aunque en menor medida que a los
7 dias. Al tiempo finglambos gruposecuperarora morfologia normal de la pietnostrando
su similitudcon las condiciones basale$ embarggcabe mencionar que el tiempo firds
cicatrizacionpara 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 grupde animales administrados cbs ppmde Cd por via oral Figura
21), los resultados mostraram comportamiento similar grupo de animales control hasta las
12 horasdespués de la lesion.las 24 horas se observd una abundante cantidad de celularidad
con caracteristicasimilaresa lasobservadas elos gruposadministradoson 0.005 y 0.010
ppm de Cd Posteriormentea los 7, 14 y 28&lias posteriores & lesion se observd un
comportamientsimilar al presentado en losros grupos administradesn Cd, incluyendo el

grosor de los estratos granuloso y espinoso.

Estos resultadogermiten inferir quéas alteracionesbservadas ela celularidad de la
dermisdurante la fase inflamatoria (24 y 48 horas)los 3 grupos administrados con @
via oral podrian dar como rekado la alteracion de los estratos granuloso y espinoso de la
epidermispriginando el engrosamiento y la desorganizacion ceduléos tejidosAl relacionar
los resultadosonel area de las lesiondsa,cuantificacion d&n, Cu y Mg la etapa déberacion
de citocinas y de la angiogénegtapagjue mostraromodificacionegprincipalmente a las 48
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horas podemos sugerir que el retraso en la cicatrizacion de los animales administrados con Cd
sigue un mecanismo que ini@ala alteracdn de la fase inflamatoria de la cicatrizacién y que

tiene efectos en la etapa de proliferacaiteranddos 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 grupaadministradogor via oralaun no es claro como el Cd sistémico puede

producirlos cambiosobservadognla piel.

Los resultados d@$ cambios histologicos éos gruposie animales expuesto®#05 y
0.010 ppnde Cd por via topica(Figura 22)mostraron comportamierd similares a los grupos
administradoscon 0.005 y 0.010 pprde Cd por via oral a lo largo de tadel proceso de
cicatrizacionjncluyendo el engrosamiento de los estratos granuloso y espinoso a los 7 y 14 dias,
aunquepresentaromina menor cantidad de células en los bordes de la heridd@&Hasas En
el caso del grupexpuesto d5 ppmde Cd por via topica los resultados fueron similares a lo
observado en el grupo con 15 pdeCd por via oral, pero con mayor densidad celaldas 24
y 48 horasy con el posterior engrosamiento de la epidermis a los 7, difestrando una
disminuciona los 14 diasfinalizandocon una morfologi&n la cicatrizsimilar a los grupos

administradogor 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 topica a los diferentes tiempdg& 10X. Las flechas indican alteraciones en el
grosor de la epidermis. E: epidermis, D: dermis y FH: fondo de la herida.

57



Con relacion al engrosamiento y desorganizacion celular de la epidermissutiados
obtenidos en loanimales administrados con Cd por via oral y los expuestos a Cd por via tépica
(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 reportazique la disminucién en la velocidad del cierre de la herida podria estar

relacionada con la liberacion de citocinas proinflamatorigs (6

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 lgsupos administrados con Cd via oral y tépica a los 7

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

Es importante mencionar guexisten diferentes tipos de heridas con caracteristicas
especificas en cuanto al desarroll® ld cicatrizacibnLas heridas son clasificadas como
cronicasmuestran un inadecuadesarrollo de las etapas de proliferacion y remodelatzén,
gue secaracterizan por el aumento de infiltrados celulares como neutrofilos y macr(ddgos
y la desreglacion de la secrecion de vas citocinas proinflamatorias como-ib y el TNF-U
llevando a una prolongacion de la fasenfiemacion(92), ademas de mostrar elevados niveles
de MMPs y disminucion de TIMP®3, 94). Estas heridas también muestran unaesmis
hiperproliferativa y no migratoria, donde a pesar de haber un aumento en las células
inflamatorias, no todas funcionan correctamente, hay reducciéon de la angiogénesis y la
activacion de las células totipotencia(@5S). En este tipo déesionesse encuentran ldgeridas
con infeccon, heridas de pacientes diabéticos y en heridas posteriores a la operacion de
pacientes fumadorgg4).
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En pacientes diabéticose ha observado que la hiperglucemia promueve el estrés
oxidativo (96), hay dsfuncion de fibroblastos, alteraciones en la angiogénesis, altos niveles de
MMPs (97), estados de hipoxia que dan origen a hiperinflamacidénen el tejido y una

epidermis hiperproliferativéds).

Un numero de pacientdamadores que han sido sometidos apuoceso quirdrgico
presentametraso en la cicatrizacion debido@avariedad de complicaciones, como infeccion,
abertura de la herida, necrosisepidermdlisis(98). Sin embargpes dificil identificar 1&
causants de estascomplicaciones, ya que serhaentificado mas de 4000 sustancias en el
humo del tabacancluyendola presencia de Cahicotina, mondéxido de carbono y el cianuro de
hidrégenolos que estarelacionados con la oxigenacioén e hipoxia cel(98y. Se ha obervado
gue el humo del cigarro afecta principalmente la fase de inflamacion alterando la migracién de
neutroéfilos, monocitos y macréfagos al sitio de legid0). Mientras que para el caso de la fase
de proliferacion se ha observado disminucion de l&fpracion y migracion de fibroblastos,
reduccion de la contraccion de la herida, disminucion en la produccién de la MEC y alteracion
en el equilibrio de MMP$99). Sin embargo, se tiene certeza de que dejar de fumar mejora la

cicatrizacion y reduce la ia€cion en las herid4401).

Las heridas cronicasaracterizadas por una hiperproliferacide la epidermisy de
acuerdaonlos resultados de los estudios realizgomd_ansdown?2) y Tucovic (&), quienes
repatan que en animales expuestos as€fdresentaunahiperqueratosis e hipergranulosis
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 adminstracion oral y tépica de Cd encontramos que el comportamiento celular durante la
cicatrizacion de la epidermis es simigduide las heridas cronicdso anterior permite inferir que
probablemente la administracion oral o tépida Cd sigue alguno de los mcanismos
relacionados con el reclutamiento de células inflamatorias, como neutréfilos, monocitos y
macrofagos, causando el aumedéounestado inflamatorigue esxacerbado en las heridas
cronicasEsto es especialmenitaportanteen el caso de las hdasenlos pacientes fumadores
en dondeel Cd eta presente en cantidadggnificativas en el humo del cigar®in embargo,
es necesario mencionar que todos los grupos administrados con Cd finalmente lograron

recuperar una morfologia similar a la delmplucontro] aunquecon variaciéon de los tiempos
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finalesde la cicatrizaciéniTambién & importante tomar en cuergae existen diferencias é&n
cicatrizacion de heridas crénicas entre humanos y modelos murinos. En el lossprioeeros

la cicatrizacionno solomuestra retrasosino que pueden algunos casaso concretarse,
mientras que en los modelos murinos el cierre de la herida eventualmente tendrddugar
obstantela presencia de patologias asociadas, como diabetes. Una de las razones propuestas es
gue la piel murina no cierra Unicamente por reepitelizacion, sino también por contraccion,
mientras que la piel humana solo cierra por reepitelizacion. Pese a estasidgetenmodelos

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 cronicas no cicatrizantesyacpodria ser el caso de nuestro modelo de
estudio(102).

Semiaantificacion de colagendipo |

Durante la fase de proliferacion y migracion se lleva a cabo a formacion del tejido de
granulacién, el cual, a diferencia de la dermis tipica que contiengecol&ipo |,estese
compone principalmente de colageno tipo lll, fibroblastos y nuevos vasos sangbDimeose
la fase de remodelacidray unasustitucién de colageno tipo Il por colageno tipo I, el cual es
mas resistente y formara parte del tejidoaticial final. Este proceso es promovido por
miofibroblastos, que se desarrollan a partir de los fibroblastos presentes en la herida en respuesta
a la sefializacion de TG, y la secrecion de MMPgue degradan colageibo3).

En este trabajoleseguimiento de la sustitucién de coldgsereaealizdnediante la tincion
tricromica de Masson, la cual tifie principalmente fibras de colagen1ip4)l Posteriormente
la cuantificacion del porcentaje del area tefida para colagenodgoehlizanedianteel uso

del software Image J con el complemento Colour Deconvolution 1.5.

Los resultados del grupo control (Tadlamostraron urpuntomaximoen el nivel de
colageno tipo la partir de los 7 diagnanteniéndose hasta el dia @igura 23) etapa
correspondiente a la proliferacion tardia, en donde se lleva a cabo la remodelacion de la MEC
con la sustitucion de colageristos resultadosiuestran ge la fase de remodelacidiene su
inicio a partir @&l dia 7, tal como se ha descrito previamente en un prdteso r me | 0
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 & a |

diferentes tiempos.

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

Control e+ et 4+ ++ 4+ e S o s

0.005 ppm Cd viaral ++++ +++ +++ +++ +++ ++++ -+ A+
0.010 ppm Cd viaral | ++++" ++™ ot + e I == = e .
15 ppm Cd via oral +++ +++ ++ + ++ ot o+ 4+
0.005 ppm Cd via topicg +++  ++ +++ +++ ++ 4+ ++ +
0.010 ppm Cd vi#gpica | +++ +++ +++ ++ +++ ++ ++++ +++

15 ppm Cdopica ++ T ot S = o T = o+

La puntuacién del porcentaje del 4ea tefiida para colagendue:
() <1%

(+) 1-25%

(++) 2650%

(+++) 51-75%

(++++) 76100%

En este trabajplos animales administrados con 0.09%.010 ppmde Cd por via oral
mostraronun comportamiento similar &0s animales antrol, sin embargo,en el grupo
administradocon 15 ppmde Cd por via oral el porcentaje del area tefigara colagendue
menor a los 7 y 28 diasgsultados que muestrgne lacantidad deolageno tipo | es menat
presentado elos animales del grupmntrol(Figura ). Estcs datosugiera una alteracion en
el recambio de colagemurante estéase de remodelacioly cual puede contribuir a un retraso

en la formaciérdel tejido cicatricial final.
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Grupo

Control

15 ppm (&=
Cd via
oral

15 ppm |\
Cdvia |
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

topica a los 7, 14 dias y al tiempo finalricromica de Masson DX. D: dermis, E: epidermis.

Por otro lado, en los grupos administragos via tépica la disminucién digorcentaje
del area tefidéue mas evidente a los 7 di@slos gruposxpuestos 8.005 y 0.010 ppnde
Cd, mientras que para el caso del grigpguesto 45 ppmde Cd la disminucion se observo a
los 14 diagFigura 2). Estos resultados presentan un comportamiento similat gragode
animales administrados con Cd por wfal, donde el recambio de colageno tipo litipo |
mostré igualmeng disminucionesDe esta forma podemewidenciar 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 tamb#tesz el desarrollo da dermis
durante la fase de remodelacidgsta dificultaden el paso de la faske proliferaciora la de

remodelacién eana de las caracteristicas principales de las heridas crénicas.
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Presencia degpolimorfonucleares neutrofilos (PMN)

Los neutrofilos son producidos en médula Osea a partir de las células madre
hematopoyéticas, los qumsteriormente son liberados a la circulacion. Cuando ocurre una
lesion en la piel, los neutréfilos son capaces de recibir sefiales para su reclutdalieste|
caso de ds patrones moleculares asociados al dafio (DAMP), citocinas y quimioS@as
considera que los DAMP solas primeras sefialegue contribuyen al reclutamiento de

neutrofilos al sitio de la heridd.06).

Los DAMP funcionan como quimioagrantes formando gradientes de sefalizapina
impulsar la migracion de neutréfilommbién inducen la produccion de CXCL8 y leucotrieno
B4 (LTB4) que a su vez promueven la quimiotaxis en neutrofilos. CXCLS8 al ser liberado por
macrofagos(107) estimula bs receptores de superficie de neutréfilos CXCR1 y CXCR2
amplificandoadn massu reclutamiento(108). Una vez que los neutrofilos llaga la herida

secretan CXCL8 dando lugar a un circuito de retroalimentacion proinflamatorio.

Otras quimiocinasnvolucradas en la quimiotaxis de neutrofilos son CXCL2, CXCL3,
CXCL5, CXCL6 y CXCL7(109). Estas quimiocinaseunen a los glucosaminoglucandsla
MEC para crear un gradiente de sefalizacién y permitir la migrdt@). La liberacién de
citocinas y factores de crecimiento, como CXCLZ11U ,-1 B -6, TNEU , PDGFby TGF

(110 también promueve el reclutamiento de neutrofilos.

Una vez que los neutrdfilos llegan al tejdimiadgoueden adoptar varias estrategias con
al proposito de restaurar la arquitectura y funcion del tejido. En primer lugar, tienen una funcion
fagocitica para la eliminacion de restos celulares, patdgenos, eritiddifpsnediante el uso
de trampas extracelulares de neutroéfilos (NHBMbién se haliservado queontribuyen a la
regeneraciémmediante la liberacion d¥EGF para promover la angiogénegikl?), sin
embargo, esta funcion no la realizansatitario, sino que también inducen la producciéon de
VEGEF en las células epiteliales. Los neutréftimbién son usm fuentemportantede MMP-9,
promotora de la angiogénesislg), asi como también inducen &xpresién de citocinas
reclutadoras de macréfagos, como THFL-16, IL-6, CXCL2.

Para que la cicatrizacion sea eficienteresitréfilos deben ser eliminadosro cual se

sigue un programa de resolucion anticipada donde la apoptosis de neuprofilose que los
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macrofagos pande un fenotipo proinflamatorio M1uno antiinflamatorio M2(114), via IL-

10, IL-4/1L-13 receptores de tipo TLR15), siendoestosmacrofagos M2os encargados de la
fagocitosis de neutréfilos. La transicion de una herida proinflamatoria a un medio
antiinflamatorio con abundantes M2 es esencial para finalizar el proo#amatorio y

promover el inicio de la proliferacion.

Cuando se altera la transicion de un fenotipo M1 a M2, también se altera la eliminaciéon
de neutrdfilos, prolongando su presencia en el sitio de la lesion. Muchos estudios sugieren que
la presencia mlongada 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 ME(L03).

Trabajos previos hareportado que los neutréfilos de algunos tejidos inflamacion
pueden adoptar una migracion reversa, da@siesregresan al torrente sanguineo en lugar de
volverse apoptoticosestocon el propdsito de combatir la inff@cion, sin embargo, también

son capaces de extender la inflamacién a otros tejid63.

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 B&IN, principalmente neutrofilos, en el grupo
control se encontraron ausentas@ndiciones basales, sin embargo, despuésalzadala
lesiénse observo un aumento graddalPMN alcanzandan punto méximo a las 48 horas, para

posteriormente ir disminuyendasta los 21 dig&igura B).
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Figura 25. Presencia de PMN en el sitio de la lesion a las 48h en el grupo control. Tincion 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 tincién de MPO.
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Los gruposde animalesadministradogon 0.005 y 0.010 ppm Cd via oral no mostraron
diferencias significativasn el nimero de PMN en comparacion con los animales control, sin
embargo, en las ratas administradas Tamppmde Cd por via oral € present@n incremento
de PMNa las 6 y 24 horas compararse con los animatestrol para posteriormente disminuir
a los28 dias(Figura BA). El aumento en el reclutamiento de neutréfilos durante la etapa de
inflamacionesinteresantecuando se relacionzon el aumentale las concentraciones de Zn
duranteesta etapa, ya que como se mencion6 anteriorndEngp de las funciones del 2sta
su capacidad de regular de forma negatiwa positiva las vias de sefalizacion de TLR
reflejando su capacidad paragularla activacion de NFeB y la posterior liberacion de
guimiocinas inflamatoriadurante la fase de inflamacion por partelageplaquetas (CXCLS,
CXCL1 y CXCL2) y neutrofilos(principalmente CXCL8, CCL2, CCL3 y CCL5De estas

quimiocinas,CCL2 y CXCL2 se hamelacionado comn nimero elevado tanto de neutrofilos,

como demacréfagosasi como niveles elevadoe IL-1y TNFU en her i d&)s cr -

Esta informaciores importante porque nos permite inferir bajo el modelo de herida crénica,
comolos grupos adimistrados con Cgbor via oral tanto los incrementos del nivel de y el
aumento en el numero deutrofilos observaden nuestro modelo puede favorecdidaracion

de quimiocinas proinflamatorias mediante la activacion deBIEL18). El efecto del Cebnla
activacion de la via ddF-aB puede estaafectando a las células de la circulacién general, como
plaguetas, monocitos y neutroéfilos, debido a la distribucién del metal en la circulacion durante

la administracion por via oral.

Con relacion a los3 gruposexpuestos a Cd por via topifleigura BB), se observo un
aumentoen el nimero de PMH los 7 dias, particularmente en el greppuesto col5 ppm
de Cd, el incremento d&®MN tuvo sumaximo a las 48 horagste aumento a los dias es
importante porque nos estaria indicando una prolongacifmmtesencia daeutréfilos en el
sitio de la lesiér(caracteristica de las heridas cronjadsnde el Cd administrado via topica
tiene la capacidad de altedirectamentel reclutamierd de neutrofilopor medio de la misma

via NF-aB pero enas célulagesidentes de la piel, como queratinocitdibroblastos

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

glandulassebéaceas y los foliculos pilosos, los dos primeros se renuevan constantemente,
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mientras que el ultimo presenta ciclos de rep@s). Cuando se presentan heridas de
profundidad completa, como es el caso de nuestro estudio, la cicatrizacion tiene degéosies
bordes de la heridd2), donde las células totipotenciales de la epidermis comienzan a proliferar
2-3 dias después de la lesidni9).

Durante el cierre deina herida se han identificado dos zonas de actividad celular
totipotencial, la primera eslpoblacién celular mas cercana al borde de la herida que se
caracteriza por una migracion rapida y diferenciacién a lo largo de la membran&bhasah
zona las células basales migran hacia el centro de la herds 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 reepitelizaci@i).

En este trabajo se evalu6 el comportamiento decdhdas 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 cuantificé el porcentaje del area tefiida con DAB

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

Los resultadosbtenidosen el grupo contrdTabla5) mostraron que el mayor porcentaje
de células CK15esobservo a las 24 y 48 horasrrespondiendolas etapas iniciales defiase
de proliferacion. Mientrague,para el caso de los grupts animaleadministrados con Qabr
via oraly topica el mayorporcentaje deélulas CK15 se observdesddas6 hasta las 2Horas
en el caso @ grupo con 15 ppm de Cd por via ofahlos grupos administrados por via tépica

este porcentajse mantuv@levadohasta los 7 is(Figura 2).
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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 ++ + ++ +++ +++ + + +
0.005 ppm Cd via oral +7 +4+47 +++ +++ ++ +H47 +4* +
0.010 ppm Cd via oral + +++ +++ +++ +++ + ++ ++
15 ppm Cd via oral + +++7 +++ +++ ++ +++ +++" +
0.005 ppm Cd via tépicg  ++ +++7 +++ +++ +++ +++ ++ +
0.010 ppm Cd via tépice  ++ +++7 ++ +++ +++ +++7 ++ +
15 ppm Cd via tépica ++ +4+4+7 +++ +++ +++ +4+7 + +
La puntuacion del porcentaje del area positiva a las inmunohistpimicas fue
() <1%
(+) 1-25%

(++) 2650%

(+++) 51-:75%

(++++) 76100%

*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
topica a las 24h, 48h y d. CK15 20X. D: dermis, E: epidermis, FH: fondo de la herida.

68



Los resultadosobtenidosponen en evidencia que los grupos administrados con Cd
presenta alteraciones en cuanto al tiempo durante el cual se desarrolla la proliferacion celular
de lascélulas totipotenciales, pudiendo afectar la correcta activacion y desarrollo de la fase de
proliferacion y migracion. En el casanpicularde los grupos con 15 ppm Cd via oral y los tres
grupos con administracion tépigaemantuvieron la presencia ddwéas marcadas hasta los 7
dias, podria ser evidencia de la dificultad que presentan las heridas para ipicgar
adecuadamenta fase de remodelacioTambiénes importante recordar gas precisamente a
los 7 dias donde se observéesigrosamiento yal desorganizacion celular de los estratos
granuloso y espinoso de la epiderngisndetiene lugarda migracion por parte de las células
totipotenciales epidérmicabifjuras 8y 29). Cabe mencionar que este comportamiento no se
observo en el grupo contrallos 7 dias, evidenciando el retraso en la migracion de las células
totipotenciales epidérmicas éos gruposadministrados coriCd. Estos resultados adquieren
mayor importancia al ser relacionados con la cuantificacion de Ca, que muestra mayores niveles
alos 7 dia en todos los grupos administrados con Cd, por lo cual se sugiere que podria estar
aumentando | a proliferaci-n de | as c¢c®l ul as

catenina.

Nuevamentees importante recordar que esta dificultad paoanpwver el inito de la fase
deremodelaciény la presencia de la epidermis hiperproliferativa presentes en nuestro modelo

son caracteristicas de las heridas crénicas.
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Inflamacion Proliferacion y migracion Remodelacion
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0.005

ppm
Cd via
oral

0.010

ppm
Cd via
oral

15 ppm
Cd via
oral

Figura 28. Inmunohistoquimica para CK15 del grupo control y de los grupos administrados con Cd via oral a los diferentes tiemp@K15 10X Las flechas
indican abundante presencia de células positivas a CK15 en la zona de la herillaepidermis, D: dermis, FH: Fondo de la heriday C: coagulo de fibrina
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Inflamacion Proliferacion y migracion Remodelacion
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Figura 29. Inmunohistoquimica para CK15 del grupo control y de los grupos administrados con Cd via tépica a los diferentes tiemp6&15 10X. Las flechas
indican abundante presencia de células positivas a CK15 en la zona de la herida. E: epiderrisdermis, FH: Fondo de la heriday C: coagulo de fibrina
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CK19

Para el caso de CK19 en el grupo control (Té@pke observé aumento del porcentaje del
area marcada desde las 6 hasta las 24 hmyaespondiente & etapa de inflamacion. En el
caso del grupo con 0.005 ppm Cd via oral los niveles maximos se obseaVasotgorasy a
los 7 dias, mientras que para 0.010 y 15 ppm Cd via oral los niveles maximos se observaron a
las 48horas En el caso de los grupos administragosvia topica, los tres grupos mostraron

niveles maximos a las 48 horas, pero en meraatida 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 dificultarginiciar las fases de proliferacion y remodelacion.

Sin embargo, para el resto de los grupos los resultados son irregulares. Este comportamiento del
marcador CK19 yda sidoreportado en otro estudi@0), en donde seeportan resultados
variables. No obstant&gs 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 inmunohi®quimica 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 + .t . it o A + n

0.005 ppm Cd via oral + ++ ++ ++ T + +
0.010 ppm Cd viaoral | + T o = . " _ N
15 ppm Cd via oral - ++ L e . . _ _
0.005 ppm Cd via topice ~ + e e = M ' _ :
0.010 ppm Cd via topice ~ + . + - . . ] n
15 ppm Cd via tépica + o - L o N _ '

La puntuacion del porcentaje del 4rea positiva a las inmunohistouimicas fue
(-) <1%

(+) 1-25%

(++) 26:50%

(+++) 51-75%

(++++) 76100%

*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 lugkela lesion, la etapa de la cicatrizaciorsy reggulacion

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 lasagkéigsilada

porvarias vias de sefalizacion, como-BlI B, MAP K38y Wn't

Las MMPs pueden presentar tantma actividad proinflamatoriaasi como actividad
antiinflamatoria,tal es el caso déa MMP-9, que puede activar algunas quimiocircsno
CXCL8 y CXCLS6, lasque reclutameutréfilosdurante la etapa de inflamacjé@n donde la
secrecion d&MMP-9 generalmente es atribuida a lassmosneutroéfilos.

Para el caso de MMP, se ha observado que es una enzima presente en laajmel
condiciones basales, mientras que en presencia de una herida puede causar la escisién de CCL7,
impidiendo su unién 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 t

funciones duales en la migracii?1).

Las heridas crénicas generalmente tienegadudebido a una inflamacién tardia que
produce altos niveles de MMPs destruyendo moléculas imporfzariaa cicatrizacion, como
factores de crecimiento, receptores, proteinas de la MEC, citocinas y quimilcmas afecta
la fase deemodelacion. En este tipo de heridasaelentificado mayor actividad de MMP,
MMP-8 y MMP-9, asi commiveles bajos dgIMP. En pacientes con diabetes tipo 2 se ha
reportado que especialmente MMPse encuentraumentadamientras que TIMB esta
disminuido(121). Ademas, se ha mencionado que en heridas cronicas el aumento d& WIMP
MMP-9 puede alterar la sintesis de gaao(122).

Con relacion a los resultados obteniéoseste trabajcd zimograma general del grupo
controlentodos los tiemposstudiadogFigura30) mostro la presencia de las formas inactivas
y activas de MMP2 y MMP-9, sin embargo, vari@e acuerdo aola progresion de la
cicatrizacion de la herida. En el caso de-MiMP-9 esta presente bagmndiciones basalesin
embargodespués de realizath lesiontisularse detectd una ligeectividad de la enzima a las
6 horasy posteriormente saumend, con actividad maxima las 24 horaffase inflamatoria)
Después de este tiempodetividad disminuydasta alcanzaos niveles basales a I& dias.

En el caso particular de farma activa de MMPB, sucomportamiento fue similar la forma
inactiva.Por otro ladola enzimaPro-MMP-2 mostré una actividad constante hasta los 14 dias

presentandaina actividad maxima a los 14 digsie corresporela la fase de remodelacion
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Posteriormente regrésa sus condiciones basales a los 21 diasctividad dda forma activa
de MMP-2 mostréun comportamiento similar a su forma inactiva, con la diferencia de que a

los 14 dias se obserl@dmayor actividad

Los zimogramas obtenidos de kmsimales administradan 0.005 y 0.010 ppme Cd
por via oral no mostraron diferenciasgnificativas en comparaciéon ctws resultados dms
animalesontrol Sin embargo, en los animales administradosl&gppmde Cd porvia oralla
actividad de las MMPs mostro diferenciaspecialmente pataMMP-9 en donde e evidencid
unamaxima actividad a los 7 diasnaneniéndoseelevadahasta los 14 diafara elcaso de
MMP-2, la actividad maximale esta enzima se presehtista los 28 dias diferencia detlia

14 en losanimalescontrol.

A)

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

B
) To 6h 12h 24h 48h 7d 14d 28d
Ll |

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 grupogie animales administradasn 0.005 y 0.010 pprde Cd por via tépica

(Figura3l), los resultados obtenido® mostrarondiferenciassignificativasrespecto agrupo
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de animalesontrol, sin embarge&nel grupode animales administradosn 15 ppnde Cd, el
maximo de actividad de MMB se presentdesde las 1Rorashasta los 7 diasnientrasque
para el caso de MMPR el comportamientde la actividad tuvo el mismo comportamiento al
observado en el grupo de animales administrado por via oral con 15 ppmsite @iérencias
notables entre las formas inactivas y activas de MVRVIMP-9.

A)
12h 24h_48h 7d_14d 21d
Y

216 KD m—

132 KD s

45.7 KD

12h 24h48h 7d 14d 26d
b |

45.7 KD s

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

diferentes tiempos.

El andlisis globbdeloszimograma de las MMPstomandoen cuentatodos los tiempos
y tratamientos estudiaddzrindael panorana general del comportamiento de las gelatinasas a
lo largo de la cicatrizaciéren los zimogramas dedfiguras 30B y 31B podemosbservar que
los gruposadministradoscon 15 ppmde Cd porvia oral y tépicala actividad deMMP-9

permaneceéuranteiempos mas prolongados esmparacién con gjrupode animalesontrol,
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mientras que MMPR2 prolonga su presencia hasta cadiasposterioesal tiempo finalde la

cicatrizacion en gjrupo control.

Para analizar de una manera mas adecubhdaneportamiato de las gelatinasase
realizarorlos estudios de zimografia por triplicadqosteriomente las bandas de actividad de

cada gelatinasa en los zimogramas se evalu6é mediante el progragea)

Los resultadosbtenidogparala ProoMMP-9 en el grupo control (Figu22A) mostaron
dos puntos maximos, el primero tuvo lugar a las 24 horas, cuya fueafguseléatribuir a los
neutréfilos reclutados en el sitio de la lesion durante la fase de inflamacién. El segundo punto
maximo tuvo lugar a los 7 dias, sin embargo, su liberacion pgeee como origem los
fibroblastos presentes en la lesion, debemos recougaladiberacion 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 PrMMP-9 se encuentra el sitio de la lesidn, lo gigeiees su activacion,
como lo podem®observar en los resultados de la forma activa de la-Slfgura 32B) con
un punto maximo de actividad a las 12 horas, que corresponderia a la activacion de$%a MMP
liberada por parte de los neutréfilos durante la inflamacion.

En el caso de Pro MMRy de MMR2 (Figuras 2C y D), los animales control mostraron
unamaxima actividad a los 14 digara ambas formas de la MMP La liberacion de la Pro
MMP-2 presente a lo largo de todo el proceso de cteaitn se debe a los fibroblastos
residentes de laerida. Esta MMP es particularmente importante debido a que la resistencia de
la cicatriz resultante depende de un correcto recambio de cola@no (2

Los resultdos de los3 grupos administrados con @dr via oral (Figura32), mostraron
disminucion en la actividad da ProMMP-9 a las 24 horafase de inflamaciony a los 14
dias (fase tardia de la proliferacion y migraciomistasdisminuciones puedealterar la
cicatrizacion de las heridas al inicio de la fase de remodal&sid embargo, la forma activa
de MMP-9 no mostré diferencias enttes 3 grupos de animales expuestos ayGd grupo
control enninguno de los tiempos estudiados.

En el caso de la P#IMP-2, los 3 grupos de animales administrados por via oral
mostraromiveles disminuidos a los 7 y 14 dias, especialmente en el grupo administrado con 15
ppm de Cd por via orafectandda sustitucion de colagenResultados similares se observaron
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para la forma activa de MMP, donde los 3rupos de animales expuesto€@ mostraron
disminucion de lacividad desde las 6 horas hasta loslib4 Eseresultadas particularmente
importante porque undisminucion de la forma activdurante gran parte del proceso de

cicatrizacion afectarid eecambio deolageno tipo Ilide la MEC.

Figura 32. Densidad de las bandas correspondientes a la actividad enzimatica de las formas A) Pro MBIB) MMP-9 activa, C) Pro

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

Para el caso des grupos administrados por via t@igigura 33A)también se observé
una disminucion de la actividad &eo-MMP-9 enlos 3 grupos las 24 horas y a los 14 dias,
en cambio la forma activa de MMPen el grupo xpuesto al5 ppmde Cd por via tépica
mostré un aumentde actividada las 1zhoras. Lo anteriopuedéanterpretarse como aumento

de la activacién de la forma Pprplongandda fase inflamatoridasta las 48 horgsafectando
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