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Resumen 
La piel es un órgano importante debido a su función protectora, cuando sufre un daño es 

necesaria una adecuada cicatrización para restaurar la funcionalidad del tejido. La cicatrización 

consta de 3 fases: inflamación, proliferación y migración, y remodelación. En la segunda fase 

tiene lugar la degradación de la matriz extracelular por parte de matriz metaloproteinasas, 

enzimas dependientes de Zn, permitiendo la movilización de células hacia la lesión. 

Actualmente se han reportado metales divalentes sin actividad biológica 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 cicatrización, por lo que en este trabajo se 

evaluó el efecto de 2 vías de administración de Cd en la cicatrización. El primer grupo, 

constituido por ratas macho de la cepa nude fue administrado con 0.005, 0.010 y 15 ppm de Cd 

por vía oral (en agua potable) durante 8 semanas. A los animales se les realizaron incisiones de 

8 mm de diámetro 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 realizó la administración tópica de 

Cd a las concentraciones mencionadas y directamente en las incisiones de los animales, tomando 

biopsias a los mismos tiempos. En las muestras se realizó la cuantificación de metales por ICP-

OES, análisis histológicos, detección de células totipotenciales empleando anticuerpos CK15 y 

CK19 y se cuantifico la actividad de MMP-2 y MMP-9. Los resultados mostraron 

modificaciones en los niveles de Zn, Cu y Ca, sin embargo, a la concentración más alta (15 ppm 

Cd) fue más evidente un retraso en la cicatrización. Los resultados también mostraron mayor 

infiltración de neutrófilos, disminución de la migración de células totipotenciales epidérmicas, 

epidermis engrosada y aumento en la actividad de MMP-9, características de las heridas 

crónicas. Tomando en cuenta las similitudes que presentan nuestros modelos con los de heridas 

crónicas, suponemos 3 mecanismos, relacionados con las funciones de Zn, Cu y Ca, por los 

cuales la administración de Cd tiene efectos negativos en la cicatrización. 
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Abstract 
Skin is an important organ due to its protective function, therefore, when it is damage, is 

necessary an adequate wound healing to restore the functionality of the tissue. Wound healing 

consists of 3 phases: inflammation, proliferation and migration, and remodeling. In the course 

of the second phase, matrix extracellular degradation is carried out by the Zn-dependent 

enzymes named matrix metalloproteinases, allowing the cell migration until the wound. 

Currently, divalent metals without biological activity have been reported that can replace a 

number of essential metals from protein systems, causing a negative effect on wound healing, 

therefore, in this research we evaluated the effect of Cd administration by two different routes 

on wound healing. The first group, nude male rats, were administered with 0.005, 0.010 and 15 

ppm Cd orally (in drinking water) for 8 weeks. Subsequently wounds with 8 mm diameter were 

made in the animals and wound biopsies were taken at different times (6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 7 

d, 14 d and at final time). In a second group, topical Cd was administered, at the same 

concentrations, directly in the incisions made to the animals, and biopsies were taked at the same 

times, as in the oral administration. Metals in the samples were quantified using ICP-OES, also 

was carry out histological analysis, stem cell detection (using CK15 and CK19 antibodies) and 

MMP-2 and MMP-9 activity were quantified. Results showed modifications in Zn, Cu and Ca 

levels, however, data obtained with the highest concentration (15 ppm Cd) a delay in healing 

was more evident. Results also showed a neutrophils infiltration increase in the wound, 

decreased migration of epidermal stem cells, thickened epidermis, and increased MMP-9 

activity, all these characteristics showed by chronic wounds. According to the similarities that 

our models present with those of chronic wounds, we assume 3 mechanisms, related to the 

functions of Zn, Cu and Ca, by which Cd administrations has negative effects on wound healing. 
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Capítulo I. Introducción, antecedentes, hipótesis y objetivos 

Introducción 

Anatomía y función de la piel 

La piel es el órgano más grande del cuerpo y representa el 7% del peso corporal total. 

Entre sus funciones se encuentran la protección contra deshidratación, fricción y rayos UV, 

termorregulación, y barrera contra agentes patógenos (1).  

 

 

Figura 1. Anatomía de la piel, que muestra la epidermis, capa más externa de la piel y que, posteriormente la dermis que se encuentra 

mayormente irrigada y que contiene glándulas sudoríparas y los folículos pilosos, y finalmente el tejido subcutáneo (2). 

 

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

o Epidermis: Es la capa más externa de la piel y la más delgada, considerada avascular, se 

compone de epitelio estratificado plano queratinizado, donde abundan los 

queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel. Contiene 5 

estratos, denominados como: basal, espinoso, granuloso, lúcido y córneo, Figura 2. 

1. Estrato basal: Contiene células cúbicas, basófilas que se apoyan sobre la membrana 

basal que separa la dermis de la epidermis. Estas células poseen una alta actividad 

mitótica, además de que contienen filamentos intermedios de queratina que se tornan 



16 
 

más numerosos a medida que la célula avanza hacia la superficie. Este estrato se 

encarga de la renovación constante de la epidermis. 

2. Estrato espinoso: Contiene células aplanadas con un citoplasma con protuberancias 

cortas que contienen los haces de filamentos de queratina. Estas células presentan 

menor actividad mitótica. 

3. Estrato granuloso: Contiene entre 3 y 5 hileras de células aplanadas con un 

citoplasma cargado de gránulos basófilos denominados gránulos de queratohialina. 

Estos gránulos se fusionan con la membrana plasmática y expulsan su contenido al 

espacio intercelular del estrato granuloso donde está el material lipídico para formar 

una barrera y evitar la deshidratación. 

4. Estrato lúcido: Capa delgada de células aplanadas cuyos núcleos y orgánulos del 

citoplasma han desaparecido. 

5. Estrato córneo: De espesor variable, contiene células aplanadas, muertas y sin 

núcleo, el citoplasma se encuentra repleto de queratina. En este estrato los 

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

 

 

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

mitótica, posteriormente se encuentre el estrato espinoso, el estrato granuloso, el estrato lúcido y finalmente el estrato córneo más 

externo que se compone de células muertas queratinizadas (4). 
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o Dermis: Es una capa profunda y gruesa de la piel, vascularizada, compuesta por tejido 

conectivo, fibroblastos, Matriz Extracelular (MEC), glándulas sebáceas y folículos 

pilosos, los cuales son capaces de autorrenovarse debido a la diferenciación de sus 

propias células totipotenciales (5), las cuales, no son esenciales para el cierre de la 

herida, pero aceleran significativamente la cicatrización durante las primeras etapas del 

proceso (6). La dermis se compone de dos capas, Figura 3 (7): 

1. Dermis papilar: Capa delgada, contiene tejido conjuntivo laxo que forma las papilas 

dérmicas. 

2. Dermis reticular: Capa más gruesa, con tejido conjuntivo denso, contiene los 

folículos pilosos, glándulas sebáceas y glándulas sudoríparas (3). 

 

 

Figura 3. Corte de la piel que muestra la región papilar y reticular de la dermis, así como también un folículo piloso con su glándula 

sebácea (7). 

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

adiposo, vasos sanguíneos y es donde se encuentran los corpúsculos de Pacini (1). 
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Proceso de cicatrización 

Cuando la piel sufre una lesión mecánica es necesario restaurar su integridad para que ésta 

pueda continuar ejerciendo sus funciones, esto tiene lugar mediante el proceso denominado 

cicatrización. Este proceso es muy complejo, en donde participan una amplia variedad de 

citocinas, factores de crecimiento, proteínas, enzimas, iones metálicos, así como también células 

residentes de la piel y células de origen inflamatorio. La desregulación de alguno de los factores 

mencionados puede provocar que las heridas no cicatricen correctamente (8). Este proceso 

comprende 3 etapas superpuestas (Figura 4): 

 

 

Figura 4. Fases del proceso de cicatrización con las principales células involucradas (9). 

 

¶ Inflamación: Esta etapa dura aproximadamente 4 días, tiene como objetivo la formación 

de un coágulo de fibrina, el cual asegura la hemostasia, protege contra la invasión de 

microorganismos, y proporciona la base de la MEC para la migración de células en 

general (10). Una vez que se presenta una lesión, las plaquetas se activan al estar en 

contacto con el colágeno tipo I, liberando factores de crecimiento, adenosín monofosfato 

cíclico (cAMP), fibrinógeno, fibronectina, trombospondina y factor de von Willebrand 

provenientes de los gránulos Ŭ que dan lugar a la formación del coágulo. Los gránulos 

alfa también contienen al factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor 

de crecimiento transformante beta (TGF-ɓ), el factor de crecimiento transformante alfa 

(TGF-Ŭ), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento endotelial 
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vascular (VEGF) y el factor de crecimiento derivado de insulina 1(IGF-1) (11). Durante 

esta etapa los neutrófilos y monocitos son reclutados por PDGF y TGF-ɓ para unirse a 

la fibrina mediante el receptor CD11b/CD18 de la integrina (12), mientras que las células 

endoteliales son activadas por VEGF, TGF-Ŭ y FGF para iniciar la angiog®nesis. 

Posteriormente, los fibroblastos son activados por PDGF para migrar al sitio de la lesión 

e iniciar la secreción de colágeno y proteínas de la matriz extracelular (13). La 

inflamación tiene lugar durante las primeras 24 horas después de la lesión, los 

neutrófilos, monocitos y macrófagos eliminan los desechos de la herida y liberan 

citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8 y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-Ŭ)) y 

factores de crecimiento que reclutan y activan fibroblastos y células epiteliales (11). 

Además de las citocinas y factores de crecimiento también se encuentran involucradas 

las quimiocinas, las cuales tienen como función el regular el tráfico de poblaciones de 

neutrófilos, linfocitos, macrófagos, eosinófilos y basófilos durante la inflamación. 

Figura 5 (14). 
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Figura 5. Fase de inflamación. 1) Las plaquetas son las primeras en llegar al sitio de la lesión para promover la coagulación, 2) 

posteriormente inician la secreción de factores de crecimiento que contribuyen principalmente al reclutamiento de neutrófilos y 

monocitos circulantes al sitio de la lesión, y a la proliferación de los fibroblastos y de las células totipotenciales. 3) Los macrófagos a 

su vez liberan que factores de crecimiento que promueven el inicio de la angiogénesis y proliferación de fibroblastos para poder dar 

paso a la etapa de proliferación y migración (14). 

 

¶ Proliferación: En esta fase tienen lugar varios eventos, como el reemplazo de la matriz 

de fibrina con una matriz de fibras de colágeno, la angiogénesis, la proliferación y 

migración de fibroblastos para formar el tejido de granulación. Los fibroblastos migran 

hacia el sitio de la lesión en respuesta a los mediadores secretados por las plaquetas, 

neutrófilos y macrófagos. Su movilización comienza con la unión a componentes de la 

MEC, como fibronectina, vitronectina y fibrina, para lo cual, los fibroblastos secretan 3 

tipos de enzimas proteolíticas denominadas matriz metaloproteinasas (MMPs), 

colagenasas (MMP-1), gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) y estromelisinas (MMP-3). El 

PDGF que es secretado por plaquetas y macrófagos estimula la proliferación y secreción 

de colagenasa, mientras que TGF-ɓ secretado también por plaquetas y macrófagos 

disminuye la secreción general de MMPs y estimula la síntesis del inhibidor tisular de 
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metaloproteinasas (TIMP) en fibroblastos (9). La producción de la mayoría de los 

componentes del tejido de granulación está dada principalmente por fibroblastos, que 

han migrado hasta el sitio de la lesión, este evento tiene lugar del día 3 al día 5 

aproximadamente, y es estimulado por PDGF, TGF-ɓ, factor de crecimiento epidérmico 

(EGF), IGF-1 y FGF (6).  Las fibras de colágeno resultantes son más pequeñas que las 

del tejido normal y tienen una apariencia aleatoria, además de que el tejido cicatricial 

siempre es más débil. 

En la etapa de proliferación también tiene lugar la neovascularización, mediante la 

formación de capilares, células endoteliales vasculares y células totipotenciales 

endoteliales de sostén, cuya migración tiene lugar desde el día 2 y es estimulada por 

VEGF, FGF, angiopoyetina, TGF-ɓ, MMP-2 y MMP-9 (15). La aparición del tejido de 

granulación se da después de 5 a 20 días después de la herida, este tejido funciona como 

una transición hasta una dermis normal y se caracteriza por la gran densidad de 

fibroblastos, macrófagos y fibras de colágeno, y alta actividad metabólica. La 

epitelización es el proceso en el que las células epiteliales del borde de la lesión 

comienzan a migrar hacia la herida, las células de la membrana basal comienzan a 

proliferar para dar lugar a nuevas células epiteliales. Este proceso es estimulado por 

EGF, el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) y TGF-Ŭ, permitiendo la 

separación de los desmosomas y hemidesmosomas de las células epiteliales de los 

bordes. Posteriormente, estas células entran en una fase proliferativa para restablecer las 

capas de la epidermis. 

La epidermis, las glándulas sebáceas y los folículos pilosos tienen la capacidad de 

autorrenovarse debido a la presencia de células totipotenciales (SC), sin embargo, solo 

las 2 primeras lo hacen de manera constante, mientras que el tercero lo realizan de forma 

cíclica (16). Para el caso de los ratones solo el 10 al 12% de las células de la membrana 

basal son SC (17), mientras que el bulbo de los folículos pilosos es considerado como 

reservorio principal de SC, e incluso se ha reportado que en los folículos pilosos de rata 

el 95% de SC se ubican en el bulbo y solo el 5% se encuentran en la MEC, mientras que 

para el caso del cuero cabelludo humano la mayoría se encuentran directamente debajo 

del bulbo (18). Cuando la herida abarca el grosor completo de la dermis, la cicatrización 

tiene lugar a partir de la movilización de SC provenientes de la epidermis de los bordes 
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de la herida. En cambio, cuando la herida no abarca completamente el grosor de la 

dermis la cicatrización se acelera con la migración de células provenientes de los 

folículos pilosos y las glándulas sebáceas (19). Es necesario mencionar que las SC no 

son esenciales para la cicatrización, pero su presencia es capaz de acelerar el cierre 

durante las primeras horas después de la lesión (5). En particular, SC endoteliales 

participan activamente en la angiogénesis durante la cicatrización. Estas células llegan 

al sitio de la lesión en respuesta al factor derivado de células del estroma (SDF) inducido 

por el factor inducible de hipoxia (HIF) (20), Figura 6 (14, 21). 

 

 

Figura 6. Fase de proliferación. Eventos: proliferación, donde los fibroblastos migran hacia el sitio de la lesión en respuesta a los 

factores liberados por plaquetas y neutrófilos, liberando MMPs y otros componentes de la MEC; neovascularización, que es 

estimulada por VEGF, FGF; formación del tejido de granulación como MEC temporal; epitelización por parte de las células 

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

 

¶ Remodelación: Fase final de proceso, donde el tejido de granulación madura y se 

reestablece la MEC con una morfología similar a la piel normal. La dermis recupera su 

resistencia, así como también hay una disminución en la densidad de fibroblastos y 

capilares. Esta fase puede prolongarse hasta 1 año (22). Figura 7 (23). 
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Figura 7. Fase de remodelación, donde hay una abundante presencia de fibroblastos y células totipotenciales en el sitio de la herida, 

principalmente la dermis, así como también hay una abundante presencia de fibras de colágeno, y en menor cantidad factores de 

crecimiento y MMPs (23). 

 

Factores que afectan el proceso de cicatrización 

El proceso de cicatrización es afectado por dos tipos de factores (24), los externos, como 

la oxigenación, infecciones, presencia de cuerpo extraños en la lesión, y los factores sistémicos, 

como la edad, género, estrés, enfermedades como diabetes, obesidad, medicamentos como los 

antiinflamatorios y glucocorticoides, malnutrición, alcoholismo y el tabaquismo. Estos factores 

pueden afectar eventos particulares en cada una de las etapas del proceso de cicatrización, como: 

la actividad de las células inflamatorias, disminución de citocinas (IL-1, IL-8 y TNF-Ŭ) y 

quimiocinas para el caso de la fase inflamatoria. Durante la fase de proliferación puede afectarse 

la señalización celular, así como también disminuir la migración de fibroblastos y SC debido a 

alteraciones en la actividad de las MMPs. Finalmente, durante la remodelación se puede afectar 

la producción de colágeno tipo 1 característico de la MEC normal, causando disminución de la 

resistencia a la tracción de la cicatriz final (25). 
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Como ha sido mostrado con anterioridad, el proceso de cicatrización es complejo no solo 

por la cantidad de moléculas y células involucradas, sino también porque las etapas de dicho 

proceso se encuentran superpuestas y son interdependientes. Sin embargo, cada vez existen más 

estudios que mencionan la importancia de los metales a lo largo de todo el proceso de 

cicatrización y su capacidad de promover el cierre de la herida mediante su suplementación oral 

(26). La dinámica entre los metales puede ser muy compleja debido a sus propiedades químicas 

como número de oxidación y tamaño, dando lugar a que exista competencia por los sitios de 

unión a una misma proteína por dos o más metales, resultando en un efecto sobre la 

funcionalidad de algunas proteínas y enzimas que participan activamente durante la 

cicatrización (27). 

Dentro de los metales que participan activamente durante la cicatrización tenemos al 

zinc (Zn), calcio (Ca), cobre (Cu), hierro (Fe) y magnesio (Mg) (28). Incluso se ha reportado 

que sus concentraciones varían de acuerdo con la fase de cicatrización en la que se encuentra 

la herida, de ahí el hecho de que su concentración sea clave para una correcta cicatrización 

(29). 

En particular, el Mg promueve la adhesión de las células epiteliales a la laminina (30), 

mientras que el Fe y el Cu inducen la expresión de MMP-1 en fibroblastos (31). 

Para el caso del Ca, el metal divalente más abundante en los mamíferos participa en la 

contracción muscular, la actividad neurológica, y se ha observado que tiene un papel 

importante en la cicatrización al promover la proliferación, y promover la señalización para 

la diferenciación, migración y maduración, donde pequeñas variaciones de su concentración 

puede afectar el ciclo de las células epidérmicas (32).  

El Zn es un cofactor importante para el funcionamiento de más del 10 % de las proteínas 

codificadas por el genoma humano, estas proteínas tienen papeles importantes dentro de las 

células y en diferentes procesos, como en el metabolismo óseo, en el sistema nervioso central, 

en la función inmunológica y en la cicatrización de heridas (33). En la piel, el contenido de 

Zn es considerable, concentrándose principalmente en la epidermis (34), y su deficiencia se 

ha asociado con una cicatrización retardada (35). Dentro del proceso de cicatrización el Zn se 

ha visto involucrado en la hemostasia, la inflamación, pero especialmente en la epitelización 

donde aumenta la migración de queratinocitos, y en la neovascularización promoviendo la 

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

desarrollo del tejido de granulación y la proliferación de la epidermis, que se ve acompañado 

por un aumento en la expresión de metalotioneínas (MTs) en los queratinocitos y en los 

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

actividad metabólica celular y maduración de la cicatriz (36). El Zn es fundamental para el 

funcionamiento de algunas proteínas con papeles importantes durante la cicatrización, como 

las MTs y las MMPs, donde como se mencionó anteriormente, la actividad de estas últimas 

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

los folículos pilosos (33). 

Matriz metaloproteinasas (MMPs) 

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

MEC mediante la degradación de sus componentes. Durante la cicatrización promueven la 

proliferación celular, la migración, la angiogénesis, la deposición de colágeno y la formación 

de tejido fibroso (37). 

La mayoría de las MMPs tienen elementos estructurales en común, entre los que se 

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

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

dominio de hemopexina. En el sitio activo se encuentra una región S1 hidrofóbica encargada de 

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

estructura y especificidad en:  

1) Colagenasas (MMP-1, MMP-8): Degradan el colágeno fibrilar de tipo I, II y III . 

2) Gelatinasas (MMP-2 y MMP-9): Degradan el colágeno desnaturalizado, además de 

que también pueden escindir diferentes quimiocinas o activar otras MMPs. 

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

fibronectina, laminina, caseína, colágeno y pueden activar otras MMPs. 

4) Matrilisinas (MMP-7 y MMP-26): Modulan la adhesión celular, degradación de 

colágeno tipo IV y proteoglicanos 

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

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

sufre una lesión, la MMPs son secretadas por una amplia variedad de células, como 
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queratinocitos, fibroblastos, células endoteliales e inflamatorias como monocitos, neutrófilos y 

macrófagos como respuesta a las citocinas y factores de crecimiento presentes en la lesión. Una 

vez activadas las MMPs en el tejido lesionado, éstas cumplen diferentes funciones, Tabla 1 

(38). 

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

MMPs Sustratos Rol en la cicatrización 

Colagenasas: MMP-1, 

MMP-8 y MMP-13 

Colágeno I, III, VII y X, 

gelatina, fibronectina, laminina 

Promueven la migración de 

queratinocitos, reepitelización 

Gelatinasas: MMP-2 y 

MMP-9 

Gelatina, colágeno I, III, IV, V, 

VII y X, elastina, fibronectina, 

fibrilina 

Aceleran la migración, 

expresadas por queratinocitos 

del borde la lesión, 

promueven migración y 

reepitelización 

Estromelisinas: MMP-

3, MMP-10 y MMP-11 

Colágeno IV, V, IX y X, 

fibronectina, elastina, gelatina, 

laminina, E-cadherina 

Expresadas por queratinocitos 

cercanos a la población 

proliferante 

Matrilisinas: MMP-7 

Colágeno IV, Gelatina, 

fibronectina, laminina, elastina, 

vitronectina, fibrilina 

Reepitelización de la mucosa 

MMPs de membrana: 

MMP-14, MMP-15, 

MMP-16, MMP-17, 

MMP-24 y MMP-25 

Colágeno I, II y III, gelatina, 

fibronectina, laminina, 

vitronectina, caseína, 

fibrinógeno. 

Promueven el crecimiento de 

queratinocitos, reepitelización 

y migración. 

 

Dentro de esta clasificación, las gelatinasas, Figura 8 (37), son las que participan 

activamente durante la cicatrización promoviendo y acelerando procesos de migración y 

reepitelización de las células en el borde de la lesión (38). Para el caso específico de la MMP-

2, ésta es secretada principalmente por células residentes de la epidermis y dermis, así como por 

queratinocitos, células epiteliales y fibroblastos, y su función principal es la degradación de 

colágeno I (22). La MMP-9 es liberada principalmente por macrófagos activados (39) y se 

encuentra presente en los gránulos de los neutrófilos (40). La enzima también es producida por 

células T (41), se ha reportado que CXCL8 estimula la desgranulación de los neutrófilos y la 

liberación de MMP-9. Una vez que esta enzima es liberada realiza modificaciones en la CXCL8, 

dando como resultado un aumento en su actividad quimiotáctica sobre los neutrófilos, 

resultando en un feedback positivo que da lugar a que la MMP-9 se secrete como respuesta 

inflamatoria (42). Por otro lado, es necesario mencionar que MMP-9 degrada colágeno IV, 

principal componente de la membrana basal de la epidermis, razón por el cual se ha asociado a 

la expresión de esta enzima con la metástasis e invasión de los tumores como en el caso del 

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

 

Metalotioneínas (MTs) 

Dentro de las proteínas más importantes en el metabolismo del Zn y que participan en la 

cicatrización se encuentran las MTs, proteínas intracelulares ricas en el aminoácido cisteína con 

una alta afinidad por metales de configuración electrónica d10, como el Zn, aunque también 

son capaces de interaccionar con Cu, Cd y mercurio (Hg) (44). Las MT se clasifican en 4 

familias, MT-1, MT-2, MT-3 y MT-4, de las cuales las dos primeras están involucradas con la 

homeóstasis del Zn, la protección contra metales pesados, estrés oxidativo, y se encuentran 

principalmente en las células metabólicamente activas de la epidermis (45), la MT-3 se 

encuentra principalmente en neuronas y la MT-4 se encuentra en células epiteliales (46). La 

expresión de las MT está regulada por el incremento de las concentraciones de Zn, Cu, Cd, 

plata (Ag), oro (Au) y platino (Pt). 

Entre las funciones propuestas de las MT, se encuentran la eliminación de radicales libres, 

disminución de la producción de óxido nítrico, regulación de las concentraciones de Zn, 

depósito intracelular de Zn, protección contra metales pesados (47), mantenimiento de la 

homeóstasis de metales traza como el Zn y el Cu (44), la desintoxicación de metales no 

esenciales como Hg y Cd mediante su captación (48). Sin embargo, cuando el tiempo de 

exposición a metales tóxicos es prolongado, el mecanismo de defensa de las MTs es 

sobrepasado, causando un aumento en las concentraciones de metales tóxicos libres, esto ocurre 

especialmente con Cd. A diferencia del Zn, el Cd no tiene actividad fisiológica y es considerado 

un metal pesado que puede llegar a acumularse en el organismo por largos periodos de tiempo, 

17 a 30 años. La importancia de la intoxicación por Cd se ha hecho más evidente debido a que 

actualmente los niveles ambientales de dicho metal han ido aumentando principalmente por 

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

El Cd es un metal pesado con un comportamiento químico similar al Zn, generalmente se 

encuentra como un catión divalente. La exposición de Cd en los individuos ocurre 

principalmente por inhalación, o ingestión de alimentos o agua contaminados, y puede producir 

a largo plazo efectos en la salud. El Cd se transporta por todo el organismo generalmente unido 

a los grupos sulfhidrilo de las MTs almacenándose finalmente en el hígado y en los riñones, el 

resto se distribuye por todo el cuerpo (51). 

Toxicológicamente, el Cd tiene una amplia variedad de efectos, tal es el caso de la 

generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) en los tejidos (52), la unión a ligandos de 

cisteína, cambios epigenéticos en la expresión del ADN (53), efectos proinflamatorios en las 

células del sistema inmune (54), aumento en la movilización y disfunción de las células del 

sistema inmune innato, y sobreexpresión de citocinas proinflamatorias. Otros mecanismos 

incluyen la interferencia competitiva con la acción del Zn o Mg (55), así como la distorsión 

estructural de las proteínas debido a la unión del Cd con los grupos sulfhidrilo de la cisteína, 

histidina y ácido glutámico (56). 

Recientemente, se ha observado que el Cd es capaz de sustituir al Zn de la estructura de 

las MTs formando estructuras de tipo Cd5Zn2MT (48). Previamente, hemos descrito que el Cd 

tiene la capacidad de inhibir no competitivamente a la enzima fosfatasa alcalina, ya sea por 

sustitución de Zn o por interacción con ligandos necesarios en su actividad enzimática, y que 

además puede también aumentar las concentraciones de MT (57). Un caso similar se ha 

observado con la proteína Bloom, una helicasa reparadora de DNA, donde se observó que el Cd 

es capaz de inactivarla por diferentes mecanismos incluyendo la sustitución del Zn (58). Otro 

ejemplo de sustitución es la proteína Ros87, sin embargo, no se observaron efectos negativos 

sobre su actividad catalítica (59). Se ha reportado que el Cd también puede sustituir al Zn en 

estructuras de dedos de Zn como ha sido reportado para la proteína SUP37 de Arabidopsis 

thaliana (60). 

Esta capacidad del Cd para sustituir al Zn y otros metales divalentes en los sistemas 

enzimáticos puede deberse a la similitud de sus características químicas, así como el mismo 

estado de oxidación (+2), bajo punto de fusión, tamaño similar en su estado ionizado, dando 

lugar a que el Cd pueda unirse con una fuerza 10 veces mayor que el Zn, especialmente con 

ligandos con grupos tiol (61). Debido a que el cadmio es más tiofílico que el Zn, pero menos 
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estable cuando forma complejos con oxígeno (O) o con nitrógeno (N), las concentraciones de 

Cd necesarias para desplazar el Zn en estos sistemas enzimáticos son de solo una milésima parte 

(59). La capacidad del Cd para alterar la disponibilidad y el metabolismo de proteínas 

dependientes de Zn, como las MT, también podría tener efecto sobre otras enzimas Zn-

dependientes involucradas en la migración de células inflamatorias y epiteliales durante las 

etapas de inflamación y de proliferación del proceso de cicatrización teniendo implicaciones en 

el proceso en general. Además, también podría verse afectado el metabolismo de otros iones 

bivalentes como Ca o Mg. 

 

Antecedentes 

Los estudios enfocados en los efectos del Cd en la piel o en el proceso de cicatrización en 

general han sido pocos, dentro de éstos se puede mencionar el realizado por Lansdown y col. en 

2001 (62), donde se generaron lesiones en ratas para posteriormente administrar CdCl2 a 

diferentes concentraciones por 10 días. Los resultados mostraron que las heridas expuestas a 1% 

de CdCl2 no lograron epitelizarse en el mismo tiempo que los controles, produciendo un 

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

los niveles de Zn, Ca y Mg. 

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

 

En 2017, Capaldo y col. (63) trabajando con anfibios expuestos a Cd por 3 y 9 meses, 

observaron la acumulación de Cd en piel, hígado y riñón, así como también alteraciones 

histológicas en dichos tejidos (Figura 10). 
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Figura 10. A y B: Morfología típica de la piel de los anfibios. C y D: Morfología de la piel después de la exposición a Cd en una 

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

 

En un estudio más reciente realizado por Tucovic y col. en 2018 (64), los resultados 

obtenidos mostraron que la administración de 5 y 50 ppm de Cd vía oral a ratas ocasionaba la 

dilatación de los folículos sebáceos, así como también hiperqueratosis e hipergranulosis en la 

herida, (Figura 11). 

 

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

 

Los estudios de Mei y col en 2017 (65) mostraron que la administración de CdCl2 vía oral 

en ratones, disminuye la eficacia de la cicatrización en función de la concentración administrada 

de Cd y que además afecta la quimiotaxis de los neutrófilos en el sitio de la lesión, así como 

también la liberación de quimiocinas proinflamatorias y la liberación de Ca presente en la 

herida. 

Actualmente, se ha observado que el Cd puede tener un efecto negativo en la actividad de 

las MMPs, como los demuestra el trabajo de Lacorte y col. en 2015 (66), donde la 

administración crónica por vía oral de Cd disminuye la actividad de las MMPs presentes en 

próstata y testículo de rata. 
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Como se ha mostrado en trabajos previos, el Cd tiene un efecto negativo sobre el proceso 

de cicatrización en general, produce alteraciones en la epitelización y por consiguiente da lugar 

a la formación de una cicatriz menos estable, sin embargo, el mecanismo por el cual el Cd afecta 

el proceso de cicatrización aún no ha sido completamente esclarecido. 

 

Planteamiento del problema 

Actualmente, la contaminación por Cd en el ambiente ha aumentado considerablemente 

debido a la presencia de desechos industriales, donde la acumulación en suelo representa los 

mayores riesgos debido a que puede entrar en contacto con depósitos subterráneos de agua, ríos, 

lagos o puede ser absorbido por las plantas y posteriormente ser distribuido por toda la cadena 

alimenticia, llegando a contaminar y bioacumularse en los organismos. La toxicidad de Cd causa 

un desequilibrio en la concentración y en el metabolismo de otros biometales como Zn, Ca o 

Mg, los cuales forman parte de sistemas proteicos, incluyendo enzimas, dando como resultado 

efectos negativos en diferentes procesos, tal es el caso de una adecuada cicatrización después 

de una lesión en la piel. 

 

Justificación 

Los efectos tóxicos del Cd han sido estudiados ampliamente en órganos como hígado, 

riñón, páncreas, pulmones, así como su efecto sobre el sistema endócrino. Sin embargo, aún no 

se conocen claramente los efectos tóxicos que puede tener este metal durante un proceso de 

cicatrización en piel, cuya importancia es reestablecer la principal barrera de protección contra 

el ambiente. Es importante mencionar que, si bien, existen estudios de los efectos tóxicos del 

Cd en piel, aún no se conocen en su totalidad los mecanismos involucrados en el desarrollo del 

proceso inflamatorio, ni cual es la causa de una alteración en la epitelización de las lesiones 

epidérmicas. El estudiar los efectos del Cd durante un evento crucial del proceso de cicatrización 

como la migración celular, así como la inhibición de MMPs servirá para comprender los 

mecanismos de toxicidad de este metal en el proceso general de regeneración de la piel. 
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Hipótesis 

Hipótesis nula 

El Cd no tiene efecto en la cicatrización y en los procesos implicados en la migración 

celular, la regeneración de la epidermis y la actividad de las MMPs. 

Hipótesis alternativa 

El Cd tiene efecto en la cicatrización y en los procesos implicados en la migración celular, 

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

 

Objetivos 

Objetivo general 

Evaluar los efectos morfológicos y fisiológicos durante la administración oral y tópica de 

Cd a diferentes concentraciones en la migración y proliferación celular durante el proceso de 

cicatrización de heridas en ratas nude. 

Objetivos específicos 

¶ Establecer la cantidad de Cd acumulado en la piel después de su administración oral y 

tópica, y evaluar si hay cambios en la concentración de Zn, Ca, Mg y Cu. 

¶ Evaluar el comportamiento celular del tejido epidérmico y dérmico en el proceso de 

cicatrización durante la administración oral y tópica de Cd, en comparación con un 

proceso de cicatrización normal.  

¶ Determinar si la actividad de MMP-2 y MMP-9 es afectada por la administración oral y 

tópica de Cd. 
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Capítulo II. Parte experimental 

Diagrama experimental 

 

Figura 12. Diagrama experimental 

 

Animales 

Se utilizaron ratas macho de la cepa nude, clínicamente sanas provenientes del bioterio 

Claude Bernard de la BUAP. Los animales se mantuvieron bajo ciclos de luz/oscuridad 12/12, 

a una temperatura de 24±2º C, un porcentaje de humedad de 50±10%, y fueron alimentados con 

una dieta específica para rata (LabDiet 5008) y agua purificada ad libitum. 

En este estudio se utilizaron ratas de la cepa nude, las cuales presentan una mutación que 

disminuye la densidad del pelo de la piel, dando lugar a una piel con características similares a 

la del humano, funcionando adecuadamente como un buen modelo de cicatrización de heridas. 

Los animales fueron divididos en 3 grupos: 

Grupo control: 21 ratas de 11-12 semanas de edad, con un peso entre 150-200 g, las cuales se 

sometieron a un periodo de aclimatación de 1 semana. Después de este tiempo se les realizaron 

las lesiones correspondientes. 

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

dividieron aleatoriamente en 3 grupos de 21 animales cada uno, las que fuero mantenidas 
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durante un periodo de aclimatación de 1 semana. Posterior a este tiempo, los animales fueron 

administrados con cloruro de cadmio a diferentes concentraciones vía oral durante un periodo 

de 8 semanas. Finalmente se procedió a la generación de las lesiones. 

Grupo administración tópica: 63 ratas de 11 a 12 semanas de edad con un peso entre 150-200 

g, se dividieron aleatoriamente en 3 grupos de 21 animales cada uno, los que se sometieron a un 

periodo de aclimatación de 1 semana. Después de realizar las lesiones de piel correspondientes 

se inició con una administración de cloruro de cadmio a diferentes concentraciones por vía 

tópica, hasta el tiempo final de cicatrización. 

Todos los animales fueron mantenidos en cajas individuales durante 3 a 5 días posteriores 

a la generación de las heridas, pasado ese tiempo se colocaron en cajas en grupos de 5 animales 

durante el resto del proceso de cicatrización. Las dosis utilizadas para ambos grupos 

administrados fueron de 0.005 ppm de acuerdo con la máxima concentración permitida de Cd 

en agua potable por la NOM-127-SSA1-1994 (67), 0.010 ppm correspondiente al doble 

permitido por la misma NOM y 15 ppm de acuerdo a la concentración máxima de Cd permitida 

en óxido de zinc, polvo de bronce, polvo de cobre, como materia prima en productos de 

perfumería y belleza por la NOM-118-SSA1-1994 (68). 

 

Lesiones en piel 

Para la generación de las lesiones, los animales fueron anestesiados con ketamina-xilazina 

75/10 mg/Kg por vía intraperitoneal, y se empleó como analgésico clorhidrato de tramadol a 

una concentración de 1mg/Kg por vía subcutánea. Después de ser anestesiado, a cada animal se 

le practicaron 6 lesiones circulares de 8 mm de diámetro en la zona dorsal mediante tijeras de 

disección. Finalmente, los animales se sometieron a eutanasia en una cámara de CO2. El 

muestreo se realizó a las 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 7 d, 14 d y al tiempo final después de la realización 

de las lesiones. Las muestras de tejido obtenidas de la lesión se almacenaron a -70º C hasta la 

realización de los análisis correspondientes. 

 

Cuantificación de metales 

Con el objetivo de determinar si el Cd administrado por diferentes vías se administración 

podía acumularse en piel, y tener un efecto sobre la concentración de otros metales, se determinó 
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la cantidad de Cd, Zn, Ca, Cu y Mg en el sitio de la herida. Los tejidos fueron digeridos 

basándonos en el método reportado por Zhao y col. en 2017 (69), para lo cual se tomaron 500 

mg de tejido del sitio de la herida, posteriormente se realizó una predigestión del tejido con 

HNO3 concentrado (68%) y H2O2 (30%) en una relación de volumen 10:1 por 3 horas a 

temperatura ambiente, y posteriormente se realizó la digestión del tejido a 37º C por 48 horas. 

Finalmente, se realizó una dilución del tejido digerido con agua desionizada para su posterior 

análisis mediante espectrometría de emisión óptica de plasma acoplado inductivamente, ICP-

OES (Varian 720-ES ICP Optical Emission Spectrometer). 

 

Histología 

Para evaluar los cambios en el comportamiento celular durante el proceso de cicatrización, 

se realizaron estudios histológicos a diferentes tiempos después de la generación de la lesión en 

el grupo control y los grupos administrados con Cd. Para este estudio los tejidos se fijaron en 

formalina al 4% con PBS 1X y se incluyeron en Parafina (Surgipath Paraplast Leica Biosystems 

39601006), para posteriormente realizar cortes de 5 µm con un microtomo (Leica Biosystems). 

Para desparafinar los tejidos se colocaron en Xilol 1 al 100% (10 min), Xilol 2 al 100% (15 

inmersiones), Xilol -Etanol (1:1) (15 inmersiones), Etanol 1 al 100% (15 inmersiones), Etanol 2 

al 100% (15 inmersiones), Etanol 1 al 96% (15 inmersiones), Etanol 2 al 96% (15 inmersiones) 

y agua destilada (15 inmersiones). Finalmente se realizaron las tinciones de Hematoxilina 

Eosina, tricrómica de Masson (Hycel Reactivos Químicas, Cat. 64297) y Mieloperoxidasa 

(Sigma-Aldrich 391A-1KT, Peroxidase (Myeloperoxidase) Leukocyte Kit) (Anexo 1). 

Posteriormente se deshidrataron los tejidos con Etanol 2 al 96% (15 inmersiones), Etanol 

1 al 96% (15 inmersiones), Etanol 2 al 100% (15 inmersiones), Etanol 1 al 100% (15 

inmersiones), Xilol -Etanol (1:1) (15 inmersiones), Xilol 2 al 100% (15 inmersiones) y Xilol  1 

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

 

Inmunohistoquímica 

Las muestras fueron fijadas, incluidas y cortadas como se describe para la realización de 

las tinciones histológicas. Una vez realizada la desparafinación de las muestras se procedió de 

la siguiente manera:  
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Recuperación antigénica 

Las muestras se colocaron en Diva Decloacker 1X (Biocare Medical DV2004) por 30 

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

Inactivación de peroxidasa endógena 

Se colocaron los tejidos en solución de peróxido de hidrógeno al 0.3% por 10 minutos, 

posteriormente se lavaron 3 veces con PBS 1X. 

Bloqueo y anticuerpo primario 

Se colocó solución de albúmina libre de IgG al 2% en PBS 1X sobre cada tejido por 2 

horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron los tejidos 3 veces con PBS 1X. 

Se agregaron 50 µL de la solución de albúmina al 1% con el anticuerpo primario (Tabla 

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

Tabla 2. Concentraciones de los anticuerpos utilizados. 

Anticuerpo Concentración 

Anti-Cytokeratin 15 antibody (ab80522) 7 µg/ml 

Anti-Cytokeratin 19 antibody (ab220193) 7 µg/ml 

 

Anticuerpo secundario 

Se lavaron los tejidos 3 veces con PBS 1X, para después agregar 50 µl de la solución de 

albúmina al 1% con el anticuerpo secundario Anti-mouse IgG HRP-linked Antibody (Cell 

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

Revelado 

Se lavaron nuevamente los tejidos 3 veces con PBS 1X y se agregaron 50 µL del sustrato 

utilizado Betazoid DAB Chromogen Kit (Biocare Medical BDB2004L), por 3 minutos para el 

caso de Anti-Cytokeratin 15, y 5 minutos para Anti-Cytokeratin 19, posteriormente se volvieron 

a lavar con PBS-1X, se tiñeron con hematoxilina por 30 segundos y se enjuagaron con agua 

corriente. 

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

como se realizó para las tinciones histológicas. 
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Actividad de MMP -2 y MMP-9 

Con la finalidad de determinar si la administración de Cd tiene efecto sobre la actividad 

de MMP-2 y MMP-9, se realizaron estudios de zimografia a partir del tejido con la lesión de la 

piel de los animales a diferentes tiempos. 

Preparación de la muestra 

Se pesaron 200 mg de tejido de la zona de la lesión, posteriormente se pulverizó en un 

mortero con nitrógeno líquido en un cuarto a 4º C y se añadió 1 mL de Buffer de lisis (Thermo 

Fisher, Cat. 00-4333-57). 

Determinación de proteínas totales 

La determinación de proteínas totales se realizó mediante el método de Lowry y col. 

(1951). Para la preparación de la curva patrón se utilizó una solución de albúmina sérica de 

bovino como solución patrón con una concentración de 1 mg/mL (Anexo 2). 

Zimografía 

Las muestras se analizaron mediante Zimografía en un sistema Mini Protean II (Bio-Rad, 

2000 Cat. 65-2941) por el método de Laemmli et al. (1970) en geles de acrilamida al 7.5% con 

gelatina (72, 73). Los reactivos y buffers utilizados se describen en el Anexo 3. 

Procedimiento: 

1. Montaje de aparato de electroforesis 

Se montó el aparato de preparación del gel de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante, se determinó la altura a la que se vertería el gel de separación insertando un 

peine y marcando en la placa exterior 0.5 cm debajo de los dientes del peine. 

2. Preparación del gel 

Se preparó la solución para el gel de separación y de empaquetamiento de acuerdo 

con la Tabla 3. 

Tabla 3. Preparación de los geles de separación y de empaquetamiento (72). 

Reactivos Gel de separación  

(7.5% acrilamida) 

Gel de 

empaquetamiento 

1.5 M Tris pH 8.8 2 mL - 

0.5 M Tris pH 6.8 - 1.25 mL 

30% acrilamida 2 mL 0.67 mL 

Agua destilada 2 mL 3.08 mL 

4 mg/ml gelatina 2 mL - 

10% SDS 80 µl 50 µl 

10% APS 80 µl 50 µl 



38 
 

TEMED 10 µl 10 µl 

 

Posteriormente, se ensambló el aparato de electroforesis de acuerdo con las instrucciones 

del fabricante, se retiró el peine y se agregó el buffer de corrimiento 5X electrode hasta cubrir 

ambos geles. 

3. Electroforesis 

Se realizó la carga de 100 µg de proteína total con buffer de muestra en cada pocillo 

y se incluyó el marcador de peso molecular. Posteriormente, se realizó el corrimiento 

del gel a 150 V por 50 minutos. 

4. Revelado y tinción de los geles 

Se lavaron los geles 2 veces por 30 minutos cada uno con buffer de lavado a 

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

minutos con buffer de incubación a temperatura ambiente. Se cambió el buffer de 

incubación y se incubaron a 37º C por 24 horas en un recipiente cerrado. 

Posteriormente, se tiñó el gel con solución de tinción por 1 h a temperatura ambiente 

en agitación constante, finalmente se colocaron los geles en solución de destinción hasta 

la aparición de bandas claras. 

 

Análisis estadístico 

Todos los resultados se expresaron como la media ± SEM (Error estándar de la media). El 

análisis estadístico se realizó utilizando el software GraphPad Prism 6 (GraphPad Prism 

Software, Inc.). Las diferencias estadísticas se evaluaron mediante el análisis de varianza 

bidireccional (ANOVA) y las pruebas de comparaciones múltiples de Dunnett o Sidak. Los 

valores de P menores a 0.05 se consideraron estadísticamente significativos.  
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Capítulo II I . Resultados y discusión 

Cuantificación de metales 

Cadmio 

La absorción del Cd tiene lugar en pulmones (25-60%), tracto gastrointestinal (5-10%), y 

piel (<1%) en los humanos. Una vez que el Cd es absorbido en el tracto gastrointestinal, circula 

en la sangre unido a los grupos aniónicos como los grupos sulfhidrilos de las proteínas, 

especialmente de albúmina y MTs. El Cd unido a las MTs es filtrado por el riñón y reabsorbido 

en los túbulos proximales, se distribuye por el resto de los tejidos, y se almacena principalmente 

en riñón e hígado (74). 

Los resultados de la cuantificación de Cd por medio de ICP-OES obtenidos en este estudio 

no mostraron una acumulación de este metal en el sitio de la lesión para los grupos de animales 

administrados por vía oral, así como en el sitio de la lesión de los animales expuestos a 0.005 y 

0.010 ppm de Cd por vía tópica. Por otro lado, el grupo de animales expuesto a 15 ppm de Cd 

por vía tópica se encontró una acumulación progresiva de este metal en el sitio de la lesión a las 

6 horas, alcanzando un máximo de 1.49 µg/g de tejido húmedo a los 7 días (Figura 13), sin 

embargo, este metal prácticamente no se encuentra presente a los 14 y 26 días.  

 

Figura 13. Cuantificación de Cadmio en el tejido de la lesión a diferentes tiempos en el grupo control y en el grupo de 15 ppm Cd vía 

tópica 

Los resultados obtenidos sugieren que la cantidad y vía de exposición de Cd en los 

organismos es importante para su acumulación en diferentes tejidos. De acuerdo con los 
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resultados, la exposición de una lesión con bajas cantidades de Cd por vía tópica no se ve 

reflejada en una acumulación en el sitio de la lesión, sin embargo, al incrementar la 

concentración (p. e. con 15 ppm de Cd), el metal presenta acumulación, al menos en las primeras 

etapas del proceso de cicatrización, en donde la herida se encuentra más expuesta a sustancias 

externas, no así en las etapas posteriores de la cicatrización, en donde la herida ya no tiene 

contacto con el medio externo.  

Bajo condiciones basales donde no hay una lesión en piel se ha observado que la 

deposición de Cd es dependiente de la dosis administrada por vía oral (64), por lo que, cuando 

tiene lugar una herida durante la fase de inflamación la llegada de plaquetas, neutrófilos, y 

monocitos provenientes del torrente sanguíneo podría promover la llegada de Cd al sitio de la 

lesión. En el caso particular de los grupos de animales de nuestro estudio que recibieron una 

administración oral con diferentes cantidades de Cd, los cuales no mostraron una acumulación 

en el sitio de la lesión en los animales, nos hace suponer que el Cd se ha distribuido a otros 

tejidos como hígado, riñón, médula ósea, etc., como ha sido reportado por otros autores (62), 

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

 

Zinc 

Los resultados de la cuantificación de Zn en los grupos administrados con Cd mostraron 

un aumento significativo a las 12 horas en el grupo de animales administrado con 15 ppm Cd 

por vía oral (Figura 14A), así como aumentos significativos en los grupos de animales expuestos 

a 0.005, 0.010 y 15 ppm de Cd por vía tópica (Figura 14B). Para el caso específico de este último 

grupo, la presencia de Cd tuvo efecto sobre las concentraciones de Zn en el sitio de la lesión a 

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

A) Vía oral y B) Vía tópica. 

La piel es el tercer órgano con mayor cantidad del Zn en el cuerpo después de los músculos 

y los huesos (75), el tejido epidérmico contiene alrededor del 5% del contenido de Zn corporal 

(34), por lo que una deficiencia de este metal puede tener efectos adversos en la cicatrización 

de heridas (35). Durante un proceso inflamatorio se genera estrés oxidativo debido a la presencia 

de especies reactivas de oxígenos (ROS), las cuales dan lugar a la oxidación de LDL que activa 

la señalización de NF-kB, promoviendo la liberación de citocinas y quimiocinas, las cuales son 

responsables del reclutamiento de neutrófilos, monocitos y macrófagos (76). El Zn participa 

activamente durante las 2 primeras fases de la cicatrización, su papel en la inflamación es 

bastante complejo y se ha relacionado con los mecanismos de protección contra agentes 

patógenos, aunque también se ha relacionado de manera importante con la producción de 

citocinas.   

La activación de la vía NF-kB funciona como un regulador transcripcional involucrado en 

la respuesta inflamatoria, la remodelación, la proliferación, la apoptosis y la adhesión celular 

(77). La señalización NF-kB generalmente es activada por citocinas proinflamatorias (Il -1 e IL-

6), motivos específicos provenientes de patógenos como virus y bacterias (mediada por 

lipopolisacárido (LPS)/TLR4) (78), parásitos o ROS (79). La concentración de Zn intracelular 

puede contribuir a la regulación de la vía NF-kB, e incluso se ha reportado que, durante la etapa 

inflamatoria, NF-kB promueve la expresión de ZIP8, facilitando la entrada de Zn e inhibiendo 

IKKɓ y dando como resultado la inhibición del proceso inflamatorio (80).  
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Los resultados obtenidos son importantes debido a que el Zn participa en la regulación de 

la respuesta inflamatoria vía NF-əB, lo cual significar²a que los incrementos de Zn a las 12 horas 

en la fase de inflamación, éste también puede ejercer un efecto sobre el metabolismo intracelular 

y por lo tanto tener un efecto inhibidor de la inflamación provocada por las citocinas 

proinflamatorias, patógenos y ROS. 

 

Cobre 

Estudios previos han descrito que el Cu ejerce efectos positivos en la cicatrización de 

heridas, sin embargo, su participación en la homeostasis de la piel no se limita a un único papel. 

El aumento de la concentración de Cu durante la cicatrización tiene lugar desde el inicio 

hasta el día 2 aproximadamente de la cicatrización, donde inicia la formación del tejido de 

granulación (28). En este estudio, los niveles de Cu en el grupo control mostraron un máximo a 

las 24 horas, para posteriormente disminuir hasta los niveles basales. Por otra parte, los animales 

administrados con Cd tanto por vía oral, así como los expuestos por la vía tópica, mostraron una 

disminución de los niveles de Cu a las 24 horas en comparación con el grupo de animales 

control, aunque los animales expuestos por vía tópica mostraron un aumento de Cu a las 12 

horas (Figuras 15A y 15B).  

 

Figura 15. Cuantificación de Cobre en el tejido de la lesión a diferentes tiempos en el grupo control y los grupos administrados con 

Cd. A) Vía oral y B) Vía tópica. 

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

chaperonas. Atox1 es una chaperona citosólica que une al Cu proveniente del importador de Cu 
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denominado Transportador de Cobre 1 (CTR1). CTR1 transporta el Cu a la ATPasa 

transportadora/exportadora de Cu (ATP7A) para mantener la homeostasis intracelular de Cu 

(81). Atox1 también se encarga de suministrar Cu a través de la ATP7A a otras enzimas como 

la superóxido dismutasa (SOD) (82) y la lisil oxidasa (LOX), ésta última adquiere relevancia 

durante la cicatrización debido a que regula la reticulación del colágeno durante la proliferación 

y remodelación de la MEC (83).  

Trabajos previos han reportado que el Cu puede promover la angiogénesis durante la 

cicatrización al aumentar la expresión de VEGF, a través de la activación de HIF-1Ŭ. El 

mecanismo por el cual tiene lugar esta expresión se debe a que Atox1 funciona como un factor 

de transcripción dependiente de Cu, y el promotor de HIF-1Ŭ posee una región sensible a Atox1 

(GAAAGA), lo que aumenta la posibilidad de que la ruta Cu-Atox1-HIF-1Ŭ pueda regular el 

aumento de la expresión de VEGF, y la angiogénesis en la herida (84). 

Los resultados obtenidos indican que independientemente de la vía de administración de 

Cd, ya sea oral o tópica, pueden verse afectados los niveles de Cu en la piel lesionada. Por otra 

parte, una disminución de Cu durante la cicatrización de piel (24 horas), y tomando en cuenta 

su papel en el proceso de cicatrización, podemos suponer que la disminución de Cu puede tener 

efecto en la expresión de VEGF y, por lo tanto, alterar la angiogénesis durante el inicio de la 

etapa de proliferación (84). 

Finalmente, el comportamiento del Cu en los grupos de animales con exposición a Cd 

puede estar relacionado con Zn, ya que se sabe que la cinética del Zn y del Cu son 

interdependientes debido a que pueden unirse a las mismas proteínas, donde la presencia de Cu 

con mayor afinidad puede disminuir la disponibilidad del Zn, por lo que podemos suponer que 

la disminución de Cu también puede causar aumento proporcional en la concentración de Zn 

contribuyendo a una mayor disponibilidad del Zn para el metabolismo celular (28). Con esto se 

podría sugerir que, debido a la interdependencia de Zn y Cu, los cambios en las concentraciones 

de Zn también podrían ser causadas indirectamente por Cd, quien podría afectar el metabolismo 

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

Los resultados obtenidos de la cuantificación de Ca en el grupo control mostraron un 

aumento progresivo de su nivel, teniendo un máximo a las 24 horas (Figura 16), para 

posteriormente disminuir hasta alcanzar nuevamente los niveles basales. El punto máximo en 

donde el Ca alcanza su máximo nivel coincide con el inicio de la fase de proliferación, y es en 

este punto donde el Ca puede estar ejerciendo su función de activación de la proliferación de las 

células totipotenciales y los fibroblastos para el proceso de cicatrización ñnormalò. 

En el caso de los grupos de animales administrados con Cd por vía oral, los resultados 

obtenidos mostraron un comportamiento similar a los animales del grupo control, sin embargo, 

el máximo nivel de Ca fue alcanzado hasta las 48 horas y 7 días (Figura 16A), mientras que los 

animales administrados por vía tópica, los puntos máximos se observaron a los 7 días, siendo 

más significativos en el grupo administrado con 15 ppm de Cd (Figura 16B).  

 

Figura 16. Cuantificación de Calcio en el tejido de la lesión a diferentes tiempos en el grupo control y los grupos administrados con 

Cd. A) Vía oral y B) Vía tópica. 

 

En el proceso de cicatrización el Ca se encuentra involucrado (Factor IV) durante la 

hemostasia, sin embargo, también está involucrado en la fase de proliferación celular de los 

queratinocitos del borde de la herida (32). También se ha reportado que el Ca tiene la capacidad 

de aumentar el metabolismo celular, la actividad de las MMPs, la síntesis de colágeno y la 

expresión de citocinas (85).  
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Dentro de los mecanismos en donde Ca interviene en el proceso de cicatrización de 

heridas, probablemente se encuentre relacionado con el receptor de vitamina D (VDR) en 

queratinocitos, ya que se ha observado que después de una dieta baja en Ca, tiene lugar la 

pérdida de VDR acompañada de un retraso en la cicatrización, al parecer por una falla en la 

activación de la señalización de ɓ-catenina en las células totipotenciales de la epidermis, 

afectando su proliferación y migración (86). Como sabemos, la ɓ-catenina es el componente 

principal de la vía Wnt/ɓ-catenina, encargada de la regulación de procesos como la regeneración 

de tejidos, la diferenciación de células totipotenciales y la proliferación celular. Estos resultados 

muestran que el papel del Ca dentro de la cicatrización de la piel no solo está relacionado con 

la formación del coágulo de fibrina, sino que también juega un papel importante en conjunto 

con VDR para promover procesos de proliferación y migración de las células totipotenciales de 

la epidermis y de los folículos pilosos. 

Los resultados obtenidos muestran que el máximo nivel de Ca en el proceso de 

cicatrización presenta un retraso (presencia de punto máximo a las 48 horas y 7 días) en 

comparación al grupo control (punto máximo a las 24 horas) o para una cicatrización 

considerada ñnormalò. Este hallazgo es importante debido a que la administraci·n de Cd por v²a 

oral, o su exposición a nivel tópico puede interferir y alterar de alguna manera el metabolismo 

de Ca durante la cicatrización, lo que supondría una alteración en los procesos de proliferación, 

migración y maduración de las células totipotenciales y de los fibroblastos, que podrían 

contribuir a un retraso en la cicatrización. 

Magnesio 

En este trabajo, los resultados de la cuantificación de Mg obtenidos en el grupo control 

mostraron un máximo a las 24 horas, punto donde da inicio la etapa de proliferación que es 

caracterizada por el desarrollo de angiogénesis en la cicatrización. La cuantificación de Mg en 

los grupos de animales administrados con Cd por vía oral no mostró diferencias significativas 

en comparación con los animales control (Figura 17A). Sin embargo, en los animales 

administrados vía tópica se observó un incremento significativo en el nivel de Mg con un 

máximo a las 12 horas, especialmente para el grupo con 15 ppm Cd (Figura 17B). En el caso de 

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

angiogénesis. 

 

Figura 17. Cuantificación de Magnesio en el tejido de la lesión a diferentes tiempos en el grupo control y los grupos administrados 

con Cd. A) Vía oral y B) Vía tópica. 

 

El biometal Mg se ha relacionado con la migración de macrófagos, queratinocitos y 

fibroblastos, esto debido a que durante la reparación de una herida el Mg regula la adhesión 

mediada por integrina ɓ1 entre fibroblastos y queratinocitos con prote²nas de la MEC (87). 

También, este bioelemento se encuentra involucrado con la producción de colágeno tipo I, 

dando como resultado una mejora en la cicatrización (88). Por otro lado, también se ha reportado 

que la proliferación de las células endoteliales depende de la concentración de Mg, mostrando 

que este metal tiene un papel importante durante el inicio de la etapa de proliferación. Se ha 

sugerido que la deficiencia de Mg podría influir negativamente en la cicatrización, provocando 

una angiogénesis tardía o inadecuada (89). 

La cuantificación de metales durante el proceso de cicatrización en los animales 

administrados con Cd tanto por vía oral como los expuestos por vía tópica dan un panorama 

general de la participación de estos en la reparación de heridas. No obstante que solo se detectó 

presencia de Cd en el grupo de 15 ppm de Cd por vía tópica, las alteraciones observadas en 

cuanto a las concentraciones de Zn, Cu, Ca y Mg ocurrieron en tiempos específicos del proceso 

de cicatrización. Las modificaciones en la concentración de Zn y Cu a las 24 horas, tiempo que 

coinciden con la fase de inflamación, pueden alterar los procesos de liberación de citocinas y 
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afectar la angiogénesis respectivamente, además de que ambos metales pueden interactuar con 

las mismas biomoléculas. Otro de los metales que presentó modificaciones a las 12 horas (etapa 

de inflamación) fue el Mg, pudiendo causar una desregulación en la angiogénesis y el correcto 

desarrollo de la etapa de proliferación. Para el caso del Ca, éste fue el único metal que se vio 

alterado en tiempos posteriores a la inflamación (48 horas y 7 días), su retraso en su incremento 

comparado con el grupo control puede tener efectos en la proliferación y maduración de las 

células totipotenciales y fibroblastos. Tomando en cuenta las alteraciones en la cantidad de Zn, 

Cu, y Mg durante la etapa de inflamación, y de Ca durante la proliferación es posible inferir 

que, durante una cicatrización, la administración o exposición de Cd afecta el metabolismo de 

los metales, pudiendo producir alteraciones en la etapa de proliferación y migración, así como 

en el proceso de cicatrización general. Sin embargo, aún se requiere estudiar los mecanismos 

involucrados que llevan a los cambios descritos en este trabajo. 

Exposición a Cd y comportamiento de la cicatrización de las heridas 

Los resultados del análisis macroscópico de las heridas del grupo control son presentados 

en la Figura 18. Estas fotografías muestran el proceso de cicatrización desde el inicio de la lesión 

hasta el día 21, tiempo en donde se observa la formación de una cicatriz madura y poco visible. 

Es importante mencionar que durante esta cicatrización los animales en estudio presentaron la 

pérdida de la costra entre los días 6 y 8. 
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Figura 18. Vista macroscópica de las heridas del grupo control y de los grupos administrados con Cd vía oral a diferentes tiempos. 
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En los grupos de animales administrados con Cd por vía oral (Figura 18), la cicatrización 

mostró un retraso en comparación con los animales del grupo control. También se observó que 

la pérdida de la costra tuvo lugar a los días 8, 11 y 11 en los animales administrados con 0.005, 

0.010 y 15 ppm por vía oral respectivamente. Otra diferencia significativa fue el tiempo en el 

cual se observó la formación de la cicatriz con un grado de madurez en cuanto a la coloración, 

apariencia y tamaño respecto al grupo de animales sin administración de Cd. El cierre final de 

la cicatriz en los grupos de animales administrados con 0.005, 0.010 y 15 ppm de Cd por vía 

oral se presentó a los días 23, 25 y 28 respectivamente. Estos resultados ponen en evidencia un 

retraso en el tiempo de cicatrización, que fue dependiente de la cantidad de Cd administrada. 

Tomando como base el mayor tiempo necesario para la desaparición de la costra en los animales 

administrados con Cd, estos resultados también sugieren un retraso en la formación del tejido 

de granulación maduro que tiene como función principal servir de barrera de protección.  

Para el caso de los grupos de animales expuestos a Cd por vía tópica (Figura 19) se 

presentó un comportamiento similar a los animales administrados con Cd por vía oral, en donde 

la pérdida de la costra tuvo lugar después de los 8 días en los 3 grupos de animales, mientras 

que el tiempo de formación de la cicatriz final fue a los 24, 25 y 28 días para los grupos expuestos 

a 0.005, 0.010 y 15 ppm de Cd, respectivamente. Estos resultados también muestran un retraso 

en el proceso de cicatrización que es dependiente de la concentración de Cd, siendo este tiempo 

mayor para el grupo expuesto a 15 ppm de Cd. De esta forma podemos inferir que el retraso en 

el proceso de cicatrización depende de la concentración de Cd, así como también de la vía de 

administración. 
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Figura 19. Vista macroscópica de las heridas del grupo control y de los grupos administrados con Cd vía tópica a los diferentes tiempos. 
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Las diferencias en los tiempos necesarios para el cierre total de la herida en los diferentes 

grupos enestudio se pueden visualizar más adecuadamente al graficar el porcentaje del área del 

tejido cicatricial a los diferentes tiempos. La Figura 20 muestra que el cierre total de la herida 

en los animales del grupo control tuvo lugar a los 13 días (99.91% área de tejido cicatricial), 

mientras que para el caso de los grupos administrados con 15 ppm de Cd vía oral (Figura 20A) 

y los expuestos con 15 ppm de Cd por vía tópica (Figura 20B), los tiempos de cierre de las 

heridas ocurrieron a los días 21 (99.72% área de tejido cicatricial) y 15 (99.86% área de tejido 

cicatricial) respectivamente. Cabe mencionar que se observaron diferencias estadísticamente 

significativas con respecto al control a los 2 días en todos los grupos administrados con Cd, y a 

los 8 días para los 3 grupos administrados vía oral y solo en el grupo con 15 ppm de Cd en el 

caso de la vía tópica. Estos resultados ponen en evidencia que la administración de Cd vía oral 

y tópica afecta visiblemente las etapas tempranas (2 días) y tardías (8 días) de la fase de 

proliferación, teniendo efecto en el proceso general de cicatrización.  

No obstante que en los resultados se puede apreciar visiblemente el efecto del Cd al inicio 

de la fase de proliferación, es muy probable que las alteraciones por la administración de Cd 

también involucren a la fase de inflamación. En el caso de la administración tópica en el grupo 

expuesto a 15 ppm de Cd, este efecto se prolongó hasta el final de la fase de proliferación. 

 

Figura 20. Porcentaje del área del tejido cicatricial del grupo control y de los grupos administrados vía oral (A) y tópica (B). 

 

Efecto del Cd sobre la estructura de la piel 

La Figura 21 muestra la estructura de la piel en el grupo de animales control con ayuda de 

la tinción de HE, en esta figura se observan los cuatro estratos típicos de la piel, con una 
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epidermis bien definida, una dermis con presencia de glándulas sudoríparas, glándulas sebáceas, 

folículos pilosos, en su mayoría en fase anágena, y músculos erectores del pelo. 

A las 6 horas después de la generación experimental de la lesión, se observó la formación 

del coágulo de fibrina, necesario para controlar la hemorragia mediante el proceso de 

hemostasis, que tiene lugar durante las primeras etapas después de la lesión. En esta etapa del 

proceso de cicatrización las plaquetas inician la liberación de citocinas proinflamatorias y 

factores de crecimiento para promover la llegada de neutrófilos y activar propiamente la fase de 

inflamación.  

A las 12 horas después de la lesión se observó una abundante presencia de células 

localizadas en el borde y base de la lesión, las cuales correspondieron a neutrófilos, así como 

monocitos, células que tienen como finalidad eliminar microorganismos y restos celulares 

presentes. Estos monocitos se diferenciarán posteriormente a macrófagos M1 y M2 durante las 

diferentes etapas de la inflamación (90). 

A las 24 horas, la profundidad de la lesión se mantuvo sin cambios aparentes. Se observó 

una discreta formación de nuevos vasos sanguíneos en la base de la lesión, indicando el inicio 

de la fase de proliferación. También se observó presencia de macrófagos y en menor medida de 

fibroblastos tanto en el fondo de la herida como en los bordes. Se ha reportado que a las 24 horas 

hay gran cantidad de macrófagos M1, cuya función es la eliminación de restos celulares y 

neutrófilos que han iniciado procesos de apoptosis celular. 

A las 48 horas posteriores de la lesión, la profundidad de la lesión se mantuvo sin cambios, 

y sin desprendimiento del coágulo de fibrina, sin embargo, se observó mayor presencia de 

angiogénesis en el fondo de la herida, mayor cantidad de fibroblastos, macrófagos, así como 

probablemente también células progenitoras endoteliales (CPE) o células totipotenciales de la 

epidermis. Se ha reportado que alrededor de las 48 horas después de una lesión en piel se alcanza 

el máximo número de macrófagos M1, así como también se inicia su activación al fenotipo M2, 

los cuales tienen una vida media de hasta 3 o 4 días después de la lesión. Específicamente los 

macrófagos M2b y M2c son los encargados de suprimir la inflamación vía la síntesis de IL -10 

y la síntesis de los componentes de la MEC y la liberación de MMPs dando lugar a las etapas 

finales de la fase de inflamación e inicio de la fase de proliferación, la cual inicia desde las 24 
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horas. Cabe mencionar que se ha descrito un tercer fenotipo de macrófagos, denominados M2d, 

a los cuales se les ha atribuido un papel importante en la angiogénesis, que es regulada por la 

vía VEGF durante la etapa de proliferación (90). 

A los 7 días después de lesión, la herida se encuentra prácticamente cerrada. La epidermis 

muestra estratos basales y granulosos con una morfología similar a las encontradas bajo 

condiciones basales, mientras que el estrato córneo presentó un grosor disminuido y en algunas 

zonas de la lesión se mostró ausente. En el caso de la dermis, se observó una gran cantidad de 

fibroblastos en el sitio de la lesión, también se pudo observar en menor medida presencia de 

células totipotenciales, disminución de la angiogénesis, folículos pilosos, glándulas sudoríparas 

y sebáceas. Durante esta etapa los animales presentaron pérdida de la costra, evidenciando la 

madurez del tejido de granulación que sustituye a la MEC. Este último evento, aunado a la 

abundante cantidad de fibroblastos indica las etapas finales de la proliferación y migración. 

A los 14 días la morfología de la piel es prácticamente ñnormalò, la epidermis presenta un 

grosor normal, con los estratos característicos de las condiciones basales. La dermis muestra 

disminución de la cantidad de fibroblastos y células totipotenciales, hay presencia de glándulas 

sudoríparas, folículos pilosos, con una dermis similar a las condiciones basales, indicando que 

se ha iniciado el proceso de remodelación de las fibras de colágeno. 

Finalmente, a los 21 días la epidermis y la dermis mostraron la morfología típica de la piel 

en condiciones basales, con un mínimo de fibroblastos y células totipotenciales. 
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Figura 21. Histología del grupo control y de los grupos administrados con Cd vía oral a los diferentes tiempos, HE 10X. Las flechas indican alteraciones en el 

grosor de la epidermis. E: epidermis, D: dermis y FH: fondo de la herida. 
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En comparación con los animales administrados con 0.005 y 0.010 ppm de Cd por vía oral 

(Figura 21), no se presentaron diferencias en la histología de la piel a las primeras 24 horas 

después de practicada la lesión, sin embargo, a las 48 horas se observó mayor cantidad de 

celularidad en la base de la herida. De acuerdo con la morfología de las células, éstas 

corresponderían a macrófagos, células totipotenciales y fibroblastos. A los 7 días, ambos grupos 

de animales administrados con Cd mostraron la presencia de un coágulo de fibrina en el sitio de 

la lesión, así como también una gran cantidad de fibroblastos y células totipotenciales en la 

dermis, siendo ligeramente mayor a lo observado en el control.  Para el caso de la epidermis, 

ésta mostró alteraciones en el grosor de los estratos granuloso y espinoso, ya que fue mayor al 

compararse con los resultados de los animales del grupo control, lo cual evidencia 

desorganización celular de los estratos mencionados. A los 14 días, en la dermis se observó la 

presencia de fibroblastos, mientras que la epidermis mostró algunas zonas de engrosamiento y 

desorganización celular de los estratos granuloso y espinoso, aunque en menor medida que a los 

7 días. Al tiempo final, ambos grupos recuperaron la morfología normal de la piel, mostrando 

su similitud con las condiciones basales, sin embargo, cabe mencionar que el tiempo final de 

cicatrización para los grupos administrados con 0.005 y 0.010 ppm de Cd por vía oral fue mayor 

que para el grupo control. 

Con relación el grupo de animales administrados con 15 ppm de Cd por vía oral (Figura 

21), los resultados mostraron un comportamiento similar al grupo de animales control hasta las 

12 horas después de la lesión. A las 24 horas se observó una abundante cantidad de celularidad 

con características similares a las observadas en los grupos administrados con 0.005 y 0.010 

ppm de Cd. Posteriormente, a los 7, 14 y 28 días posteriores a la lesión se observó un 

comportamiento similar al presentado en los otros grupos administrados con Cd, incluyendo el 

grosor de los estratos granuloso y espinoso. 

Estos resultados permiten inferir que las alteraciones observadas en la celularidad de la 

dermis durante la fase inflamatoria (24 y 48 horas) en los 3 grupos administrados con Cd por 

vía oral, podrían dar como resultado la alteración de los estratos granuloso y espinoso de la 

epidermis, originando el engrosamiento y la desorganización celular en los tejidos. Al relacionar 

los resultados con el área de las lesiones, la cuantificación de Zn, Cu y Mg, la etapa de liberación 

de citocinas y de la angiogénesis, etapas que mostraron modificaciones principalmente a las 48 
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horas, podemos sugerir que el retraso en la cicatrización de los animales administrados con Cd 

sigue un mecanismo que inicia en la alteración de la fase inflamatoria de la cicatrización y que 

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

Por otro lado, es importante tomar en cuenta que, dado que no se detectó Cd en el sitio de 

la lesión en los grupos administrados por vía oral, aún no es claro como el Cd sistémico puede 

producir los cambios observados en la piel. 

Los resultados de los cambios histológicos en los grupos de animales expuestos a 0.005 y 

0.010 ppm de Cd por vía tópica (Figura 22) mostraron comportamientos similares a los grupos 

administrados con 0.005 y 0.010 ppm de Cd por vía oral a lo largo de todo el proceso de 

cicatrización, incluyendo el engrosamiento de los estratos granuloso y espinoso a los 7 y 14 días, 

aunque presentaron una menor cantidad de células en los bordes de la herida a las 48 horas. En 

el caso del grupo expuesto a 15 ppm de Cd por vía tópica, los resultados fueron similares a lo 

observado en el grupo con 15 ppm de Cd por vía oral, pero con mayor densidad celular a las 24 

y 48 horas y con el posterior engrosamiento de la epidermis a los 7 días, mostrando una 

disminución a los 14 días, finalizando con una morfología en la cicatriz similar a los grupos 

administrados por vía oral.  
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Figura 22. Histología del grupo control y de los grupos administrados con Cd vía tópica a los diferentes tiempos. HE 10X. Las flechas indican alteraciones en el 

grosor de la epidermis. E: epidermis, D: dermis y FH: fondo de la herida. 
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Con relación al engrosamiento y desorganización celular de la epidermis, los resultados 

obtenidos en los animales administrados con Cd por vía oral y los expuestos a Cd por vía tópica 

(Figura 23) muestran que estos cambios durante las etapas de inflamación y proliferación son 

independientes de la concentración de Cd y de la vía de exposición.  

Se ha reportado que la disminución en la velocidad del cierre de la herida podría estar 

relacionada con la liberación de citocinas proinflamatorias (65). 

 

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

días. Tricromica de Masson 10X. E: epidermis, D: dermis, C: coágulo de fibrina. 

 

Es importante mencionar que existen diferentes tipos de heridas con características 

específicas en cuanto al desarrollo de la cicatrización. Las heridas son clasificadas como 

crónicas muestran un inadecuado desarrollo de las etapas de proliferación y remodelación, las 

que se caracterizan por el aumento de infiltrados celulares como neutrófilos y macrófagos (91), 

y la desregulación de la secreción de varias citocinas proinflamatorias como IL-1ɓ y el TNF-Ŭ, 

llevando a una prolongación de la fase de inflamación (92), además de mostrar elevados niveles 

de MMPs y disminución de TIMPs (93, 94). Estas heridas también muestran una epidermis 

hiperproliferativa y no migratoria, donde a pesar de haber un aumento en las células 

inflamatorias, no todas funcionan correctamente, hay reducción de la angiogénesis y la 

activación de las células totipotenciales (95). En este tipo de lesiones se encuentran las heridas 

con infección, heridas de pacientes diabéticos y en heridas posteriores a la operación de 

pacientes fumadores (24). 
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En pacientes diabéticos se ha observado que la hiperglucemia promueve el estrés 

oxidativo (96), hay disfunción de fibroblastos, alteraciones en la angiogénesis, altos niveles de 

MMPs (97), estados de hipoxia que dan origen a una hiperinflamación en el tejido y una 

epidermis hiperproliferativa (95). 

Un número de pacientes fumadores que han sido sometidos a un proceso quirúrgico 

presentan retraso en la cicatrización debido a una variedad de complicaciones, como infección, 

abertura de la herida, necrosis y epidermólisis (98). Sin embargo, es difícil identificar las 

causantes de estas complicaciones, ya que se han identificado más de 4000 sustancias en el 

humo del tabaco, incluyendo la presencia de Cd, nicotina, monóxido de carbono y el cianuro de 

hidrógeno, los que están relacionados con la oxigenación e hipoxia celular (99). Se ha observado 

que el humo del cigarro afecta principalmente la fase de inflamación alterando la migración de 

neutrófilos, monocitos y macrófagos al sitio de lesión (100). Mientras que para el caso de la fase 

de proliferación se ha observado disminución de la proliferación y migración de fibroblastos, 

reducción de la contracción de la herida, disminución en la producción de la MEC y alteración 

en el equilibrio de MMPs (99). Sin embargo, se tiene certeza de que dejar de fumar mejora la 

cicatrización y reduce la infección en las heridas (101). 

Las heridas crónicas caracterizadas por una hiperproliferación de la epidermis y de 

acuerdo con los resultados de los estudios realizados por Lansdown (62) y Tucovic (64), quienes 

reportan que en animales expuestos a Cd se presenta una hiperqueratosis e hipergranulosis en 

heridas tisulares, hace suponer que Cd puede tener un papel en el desarrollo de estas alteraciones 

en la cicatrización. Al comparar estos hallazgos con los resultados obtenidos en nuestro modelo 

con administración oral y tópica de Cd encontramos que el comportamiento celular durante la 

cicatrización de la epidermis es similar al de las heridas crónicas. Lo anterior permite inferir que 

probablemente la administración oral o tópica de Cd sigue alguno de los mecanismos 

relacionados con el reclutamiento de células inflamatorias, como neutrófilos, monocitos y 

macrófagos, causando el aumento de un estado inflamatorio que es exacerbado en las heridas 

crónicas. Esto es especialmente importante en el caso de las heridas en los pacientes fumadores 

en donde el Cd está presente en cantidades significativas en el humo del cigarro. Sin embargo, 

es necesario mencionar que todos los grupos administrados con Cd finalmente lograron 

recuperar una morfología similar a la del grupo control, aunque con variación de los tiempos 
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finales de la cicatrización. También es importante tomar en cuenta que existen diferencias en la 

cicatrización de heridas crónicas entre humanos y modelos murinos. En el caso de los primeros, 

la cicatrización no solo muestra retrasos, sino que puede en algunos casos no concretarse, 

mientras que en los modelos murinos el cierre de la herida eventualmente tendrá lugar, no 

obstante, la presencia de patologías asociadas, como diabetes. Una de las razones propuestas es 

que la piel murina no cierra únicamente por reepitelización, sino también por contracción, 

mientras que la piel humana solo cierra por reepitelización. Pese a estas diferencias, los modelos 

murinos tienen muchas similitudes en cuanto a la celularidad de los tejidos, convirtiéndolo en 

un modelo aceptable, pero siempre tomando en cuenta estas diferencias al momento de realizar 

el estudio de heridas crónicas no cicatrizantes, como podría ser el caso de nuestro modelo de 

estudio (102). 

Semicuantificación de colágeno tipo I  

Durante la fase de proliferación y migración se lleva a cabo a formación del tejido de 

granulación, el cual, a diferencia de la dermis típica que contiene colágeno tipo I, este se 

compone principalmente de colágeno tipo III, fibroblastos y nuevos vasos sanguíneos. Durante 

la fase de remodelación hay una sustitución de colágeno tipo III por colágeno tipo I, el cual es 

más resistente y formará parte del tejido cicatricial final. Este proceso es promovido por 

miofibroblastos, que se desarrollan a partir de los fibroblastos presentes en la herida en respuesta 

a la señalización de TGF-ɓ, y la secreción de MMPs que degradan colágeno (103). 

En este trabajo el seguimiento de la sustitución de colágeno se realizó mediante la tinción 

tricrómica de Masson, la cual tiñe principalmente fibras de colágeno tipo I (104). Posteriormente 

la cuantificación del porcentaje del área teñida para colágeno tipo I se realizó mediante el uso 

del software Image J con el complemento Colour Deconvolution 1.5.  

Los resultados del grupo control (Tabla 4) mostraron un punto máximo en el nivel de 

colágeno tipo I a partir de los 7 días, manteniéndose hasta el día 21 (Figura 23), etapa 

correspondiente a la proliferación tardía, en donde se lleva a cabo la remodelación de la MEC 

con la sustitución de colágeno. Estos resultados muestran que la fase de remodelación tiene su 

inicio a partir del día 7, tal como se ha descrito previamente en un proceso ñnormalò de 

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

diferentes tiempos. 

 

La puntuación del porcentaje del área teñida para colágeno fue: 

(-) <1% 

(+) 1-25% 

(++) 26-50% 

(+++) 51-75%  

(++++) 76-100% 

 

En este trabajo, los animales administrados con 0.005 y 0.010 ppm de Cd por vía oral 

mostraron un comportamiento similar a los animales control, sin embargo, en el grupo 

administrado con 15 ppm de Cd por vía oral, el porcentaje del área teñida para colágeno fue 

menor a los 7 y 28 días, resultados que muestran que la cantidad de colágeno tipo I es menor al 

presentado en los animales del grupo control (Figura 24). Estos datos sugieren una alteración en 

el recambio de colágeno durante esta fase de remodelación, lo cual puede contribuir a un retraso 

en la formación del tejido cicatricial final.  

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

Control +++ ++++ +++ ++ +++ ++++ ++++ ++++ 

0.005 ppm Cd vía oral ++++*  +++ +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ 

0.010 ppm Cd vía oral ++++**  ++****  +++ +***  ++++ ++++ ++++ +++ 

15 ppm Cd vía oral +++ +++ ++***  +***  ++***  +++ ++++ +++ 

0.005 ppm Cd vía tópica +++ ++****  +++ +++ ++ +++ ++**  +****  

0.010 ppm Cd vía tópica +++ +++ +++ ++ +++ ++****  ++++ +++ 

15 ppm Cd tópica +++ ++****  ++++ +++ ++++ ++++ ++**  ++++ 

 



62 
 

 

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

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

 

Por otro lado, en los grupos administrados por vía tópica la disminución del porcentaje 

del área teñida fue más evidente a los 7 días en los grupos expuestos a 0.005 y 0.010 ppm de 

Cd, mientras que para el caso del grupo expuesto a 15 ppm de Cd la disminución se observó a 

los 14 días (Figura 24). Estos resultados presentan un comportamiento similar al del grupo de 

animales administrados con Cd por vía oral, donde el recambio de colágeno tipo III al tipo I 

mostró igualmente disminuciones. De esta forma podemos evidenciar que las alteraciones en 

los grupos administrados con Cd no solo tienen consecuencias durante la etapa tardía de la 

proliferación en los estratos de la epidermis, sino que también se altera el desarrollo de la dermis 

durante la fase de remodelación. Esta dificultad en el paso de la fase de proliferación a la de 

remodelación es una de las características principales de las heridas crónicas. 
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Presencia de polimorfonucleares, neutrófilos (PMN) 

Los neutrófilos son producidos en médula ósea a partir de las células madre 

hematopoyéticas, los que posteriormente son liberados a la circulación. Cuando ocurre una 

lesión en la piel, los neutrófilos son capaces de recibir señales para su reclutamiento, tal es el 

caso de los patrones moleculares asociados al daño (DAMP), citocinas y quimiocinas. Se 

considera que los DAMP son las primeras señales que contribuyen al reclutamiento de 

neutrófilos al sitio de la herida (106).  

Los DAMP funcionan como quimioatrayentes formando gradientes de señalización para 

impulsar la migración de neutrófilos, también inducen la producción de CXCL8 y leucotrieno 

B4 (LTB4) que a su vez promueven la quimiotaxis en neutrófilos. CXCL8 al ser liberado por 

macrófagos (107) estimula los receptores de superficie de neutrófilos CXCR1 y CXCR2 

amplificando aún más su reclutamiento (108). Una vez que los neutrófilos llegan a la herida 

secretan CXCL8 dando lugar a un circuito de retroalimentación proinflamatorio.  

Otras quimiocinas involucradas en la quimiotaxis de neutrófilos son CXCL2, CXCL3, 

CXCL5, CXCL6 y CXCL7 (109). Estas quimiocinas se unen a los glucosaminoglucanos de la 

MEC para crear un gradiente de señalización y permitir la migración (103). La liberación de 

citocinas y factores de crecimiento, como CXCL1, IL-1Ŭ, IL-1ɓ, IL-6, TNF-Ŭ, PDGF y TGF-ɓ 

(110) también promueve el reclutamiento de neutrófilos. 

Una vez que los neutrófilos llegan al tejido dañado pueden adoptar varias estrategias con 

al propósito de restaurar la arquitectura y función del tejido. En primer lugar, tienen una función 

fagocítica para la eliminación de restos celulares, patógenos, eritrocitos (111) mediante el uso 

de trampas extracelulares de neutrófilos (NET). También se ha observado que contribuyen a la 

regeneración mediante la liberación de VEGF para promover la angiogénesis (112), sin 

embargo, esta función no la realizan en solitario, sino que también inducen la producción de 

VEGF en las células epiteliales. Los neutrófilos también son una fuente importante de MMP-9, 

promotora de la angiogénesis (113), así como también inducen la expresión de citocinas 

reclutadoras de macrófagos, como TNF-Ŭ, IL-1ɓ, IL-6, CXCL2. 

Para que la cicatrización sea eficiente los neutrófilos deben ser eliminados, por lo cual se 

sigue un programa de resolución anticipada donde la apoptosis de neutrófilos produce que los 
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macrófagos pasen de un fenotipo proinflamatorio M1 a uno antiinflamatorio M2 (114), vía IL-

10, IL-4/IL-13 receptores de tipo TLR (115), siendo estos macrófagos M2 los encargados de la 

fagocitosis de neutrófilos. La transición de una herida proinflamatoria a un medio 

antiinflamatorio con abundantes M2 es esencial para finalizar el proceso inflamatorio y 

promover el inicio de la proliferación. 

Cuando se altera la transición de un fenotipo M1 a M2, también se altera la eliminación 

de neutrófilos, prolongando su presencia en el sitio de la lesión. Muchos estudios sugieren que 

la presencia prolongada de neutrófilos y sus mediadores inflamatorios contribuyen a la 

formación de heridas crónicas, donde los elevados niveles de MMPs contribuyen a la 

degradación de la MEC (103).  

Trabajos previos han reportado que los neutrófilos de algunos tejidos con inflamación 

pueden adoptar una migración reversa, donde éstos regresan al torrente sanguíneo en lugar de 

volverse apoptóticos, esto con el propósito de combatir la inflamación, sin embargo, también 

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

La Figura 25 es una imagen de microscopía óptica donde se muestran los PMN que se 

utilizaron como base para la cuantificación de PMN por campo. 

Los resultados de la cuantificación de PMN, principalmente neutrófilos, en el grupo 

control se encontraron ausentes en condiciones basales, sin embargo, después de realizada la 

lesión se observó un aumento gradual de PMN alcanzando un punto máximo a las 48 horas, para 

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

fondo de la herida. 

 

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

oral y B) tópica a los diferentes tiempos mediante tinción de MPO. 
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Los grupos de animales administrados con 0.005 y 0.010 ppm Cd vía oral no mostraron 

diferencias significativas en el número de PMN en comparación con los animales control, sin 

embargo, en las ratas administradas con 15 ppm de Cd por vía oral se presentó un incremento 

de PMN a las 6 y 24 horas al compararse con los animales control, para posteriormente disminuir 

a los 28 días (Figura 26A). El aumento en el reclutamiento de neutrófilos durante la etapa de 

inflamación es interesante cuando se relaciona con el aumento de las concentraciones de Zn 

durante esta etapa, ya que como se mencionó anteriormente, dentro de las funciones del Zn está 

su capacidad de regular de forma negativa y/o positiva las vías de señalización de TLR, 

reflejando su capacidad para regular la activación de NF-əB y la posterior liberación de 

quimiocinas inflamatorias durante la fase de inflamación por parte de las plaquetas (CXCL8, 

CXCL1 y CXCL2) y neutrófilos (principalmente CXCL8, CCL2, CCL3 y CCL5). De estas 

quimiocinas, CCL2 y CXCL2 se han relacionado con un número elevado tanto de neutrófilos, 

como de macrófagos, así como niveles elevados de IL-1 y TNF-Ŭ en heridas cr·nicas (117). 

Esta información es importante porque nos permite inferir bajo el modelo de herida crónica, 

como los grupos administrados con Cd por vía oral, tanto los incrementos del nivel de Zn y el 

aumento en el número de neutrófilos observado en nuestro modelo puede favorecer la liberación 

de quimiocinas proinflamatorias mediante la activación de NF-əB (118). El efecto del Cd en la 

activación de la vía de NF-əB puede estar afectando a las células de la circulación general, como 

plaquetas, monocitos y neutrófilos, debido a la distribución del metal en la circulación durante 

la administración por vía oral. 

Con relación a los 3 grupos expuestos a Cd por vía tópica (Figura 26B), se observó un 

aumento en el número de PMN a los 7 días, particularmente en el grupo expuesto con 15 ppm 

de Cd, el incremento de PMN tuvo su máximo a las 48 horas. Este aumento a los 7 días es 

importante porque nos estaría indicando una prolongación de la presencia de neutrófilos en el 

sitio de la lesión (característica de las heridas crónicas) donde el Cd administrado vía tópica 

tiene la capacidad de alterar directamente el reclutamiento de neutrófilos por medio de la misma 

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

Detección de células totipotenciales 

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

glándulas sebáceas y los folículos pilosos, los dos primeros se renuevan constantemente, 
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mientras que el último presenta ciclos de reposo (15). Cuando se presentan heridas de 

profundidad completa, como es el caso de nuestro estudio, la cicatrización tiene lugar desde los 

bordes de la herida (12), donde las células totipotenciales de la epidermis comienzan a proliferar 

2-3 días después de la lesión (119). 

Durante el cierre de una herida se han identificado dos zonas de actividad celular 

totipotencial, la primera es la población celular más cercana al borde de la herida que se 

caracteriza por una migración rápida y diferenciación a lo largo de la membrana basal. En esta 

zona las células basales migran hacia el centro de la herida y las tasas de migración y 

diferenciación se acoplan causando un engrosamiento del tejido de la epidermis en el borde de 

la herida. La segunda zona proliferativa controla la participación del epitelio no adherido 

circundante durante la reepitelización (21). 

En este trabajo se evaluó el comportamiento de las células totipotenciales mediante 

inmunohistoquímica de los marcadores CK15 y CK19, ya que se ha reportado que detectan 

células que poseen características de células totipotenciales como autorrenovación y 

multipotencia (120). Posteriormente se cuantificó el porcentaje del área teñida con DAB 

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

CK15 

Los resultados obtenidos en el grupo control (Tabla 5) mostraron que el mayor porcentaje 

de células CK15 se observó a las 24 y 48 horas, correspondiendo a las etapas iniciales de la fase 

de proliferación. Mientras que, para el caso de los grupos de animales administrados con Cd por 

vía oral y tópica, el mayor porcentaje de células CK15+ se observó desde las 6 hasta las 24 horas 

en el caso del grupo con 15 ppm de Cd por vía oral. En los grupos administrados por vía tópica 

este porcentaje se mantuvo elevado hasta los 7 días (Figura 27). 
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Tabla 5. Puntuaciones de la inmunohistoquímica para CK15 en el grupo control y los grupos administrados con Cd a los diferentes 

tiempos. 

 
La puntuación del porcentaje del área positiva a las inmunohistoquímicas fue: 

(-) <1% 

(+) 1-25% 

(++) 26-50% 

(+++) 51-75% 

(++++) 76-100% 

*Diferencias estadísticas p<0.02, ANOVA bidireccional 

 

 

Figura 27. Inmunohistoquímica para CK15+ de los grupos de animales control y administrados con 15 ppm de Cd por vía oral y 

tópica a las 24h, 48h y 7 d. CK15 20X. D: dermis, E: epidermis, FH: fondo de la herida. 

 

 

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

Control ++ + ++ +++ +++ + + + 

0.005 ppm Cd vía oral +***  +++**  +++ +++ ++ +++****  ++*  + 

0.010 ppm Cd vía oral +***  +++****  +++*  +++ +++ + ++ ++*  

15 ppm Cd vía oral +***  +++**  +++*  +++ ++*  +++****  +++***  + 

0.005 ppm Cd vía tópica ++ +++***  +++ +++ +++ +++****  ++ + 

0.010 ppm Cd vía tópica ++ +++***  ++ +++ +++ +++****  ++ + 

15 ppm Cd vía tópica ++ +++***  +++ +++ +++ ++***  + + 
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Los resultados obtenidos ponen en evidencia que los grupos administrados con Cd 

presentan alteraciones en cuanto al tiempo durante el cual se desarrolla la proliferación celular 

de las células totipotenciales, pudiendo afectar la correcta activación y desarrollo de la fase de 

proliferación y migración. En el caso particular de los grupos con 15 ppm Cd vía oral y los tres 

grupos con administración tópica que mantuvieron la presencia de células marcadas hasta los 7 

días, podría ser evidencia de la dificultad que presentan las heridas para poder iniciar 

adecuadamente la fase de remodelación. También es importante recordar que es precisamente a 

los 7 días donde se observó el engrosamiento y la desorganización celular de los estratos 

granuloso y espinoso de la epidermis, donde tiene lugar la migración por parte de las células 

totipotenciales epidérmicas (Figuras 28 y 29). Cabe mencionar que este comportamiento no se 

observó en el grupo control a los 7 días, evidenciando el retraso en la migración de las células 

totipotenciales epidérmicas en los grupos administrados con Cd. Estos resultados adquieren 

mayor importancia al ser relacionados con la cuantificación de Ca, que muestra mayores niveles 

a los 7 días en todos los grupos administrados con Cd, por lo cual se sugiere que podría estar 

aumentando la proliferaci·n de las c®lulas totipotenciales epid®rmicas v²a se¶alizaci·n ɓ-

catenina. 

Nuevamente, es importante recordar que esta dificultad para promover el inicio de la fase 

de remodelación, y la presencia de la epidermis hiperproliferativa presentes en nuestro modelo 

son características de las heridas crónicas. 
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Figura 28. Inmunohistoquímica para CK15 del grupo control y de los grupos administrados con Cd vía oral a los diferentes tiempos. CK15 10X. Las flechas 

indican abundante presencia de células positivas a CK15 en la zona de la herida. E: epidermis, D: dermis, FH: Fondo de la herida y C: coágulo de fibrina 
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Figura 29. Inmunohistoquímica para CK15 del grupo control y de los grupos administrados con Cd vía tópica a los diferentes tiempos. CK15 10X. Las flechas 

indican abundante presencia de células positivas a CK15 en la zona de la herida. E: epidermis, D: dermis, FH: Fondo de la herida y C: coágulo de fibrina. 
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CK19 

Para el caso de CK19 en el grupo control (Tabla 6) se observó aumento del porcentaje del 

área marcada desde las 6 hasta las 24 horas, correspondiente a la etapa de inflamación. En el 

caso del grupo con 0.005 ppm Cd vía oral los niveles máximos se observaron a las 48 horas y a 

los 7 días, mientras que para 0.010 y 15 ppm Cd vía oral los niveles máximos se observaron a 

las 48 horas. En el caso de los grupos administrados por vía tópica, los tres grupos mostraron 

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

Si bien para el caso del grupo control los resultados difieren de los obtenidos con CK15, 

en los grupos orales con 0.005 y 0.010 los resultados muestran un comportamiento similar a los 

resultados con CK15, donde hay dificultar para iniciar las fases de proliferación y remodelación. 

Sin embargo, para el resto de los grupos los resultados son irregulares. Este comportamiento del 

marcador CK19 ya ha sido reportado en otro estudio (70), en donde se reportan resultados 

variables. No obstante, los resultados obtenidos nos dan una idea general del comportamiento 

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

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

tiempos 

 

La puntuación del porcentaje del área positiva a las inmunohistouímicas fue: 

(-) <1% 

(+) 1-25% 

(++) 26-50% 

(+++) 51-75% 

(++++) 76-100% 

*Diferencias estadísticas p<0.02, ANOVA bidireccional 

 

Actividad de MMP-2 y MMP-9 

Las MMPs participan en todas las fases del proceso de cicatrización, sin embargo, su 

actividad varía dependiendo del lugar de la lesión, la etapa de la cicatrización, y su regulación 

por los TIMP. Un desequilibrio entre las MMPs y sus respectivos TIMP puede causar 

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

Control + +++ +++ +++ ++ + + + 

0.005 ppm Cd vía oral + ++ ++ ++ +++*  +++***  + + 

0.010 ppm Cd vía oral + ++*  +**  +***  + + - + 

15 ppm Cd vía oral - ++ +****  +****  + + - - 

0.005 ppm Cd vía tópica + +****  +****  +****  ++ - - + 

0.010 ppm Cd vía tópica + -****  +****  ++*  ++ + - + 

15 ppm Cd vía tópica + +****  ++**  +****  ++ + - + 
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sobredegradación de la MEC afectando la cicatrización. La expresión de las MMPs es regulada 

por varias vías de señalización, como NF-əB, MAPk y Wnt (38). 

Las MMPs pueden presentar tanto una actividad proinflamatoria, así como actividad 

antiinflamatoria, tal es el caso de la MMP-9, que puede activar algunas quimiocinas como 

CXCL8 y CXCL6, las que reclutan neutrófilos durante la etapa de inflamación, en donde la 

secreción de MMP-9 generalmente es atribuida a los mismos neutrófilos. 

Para el caso de MMP-2, se ha observado que es una enzima presente en la piel bajo 

condiciones basales, mientras que en presencia de una herida puede causar la escisión de CCL7, 

impidiendo su unión al receptor CCR2 involucrado en la quimiotaxis de monocitos. Por otro 

lado, MMP-2 se ha relacionado con la expresión de laminina 322, la cual ha mostrado tener 

funciones duales en la migración (121).  

Las heridas crónicas generalmente tienen lugar debido a una inflamación tardía que 

produce altos niveles de MMPs destruyendo moléculas importantes para la cicatrización, como 

factores de crecimiento, receptores, proteínas de la MEC, citocinas y quimiocinas, lo que afecta 

la fase de remodelación. En este tipo de heridas se ha identificado mayor actividad de MMP-1, 

MMP-8 y MMP-9, así como niveles bajos de TIMP. En pacientes con diabetes tipo 2 se ha 

reportado que especialmente MMP-9 se encuentra aumentada, mientras que TIMP-3 está 

disminuido (121). Además, se ha mencionado que en heridas crónicas el aumento de MMP-8 y 

MMP-9 puede alterar la síntesis de colágeno (122). 

Con relación a los resultados obtenidos en este trabajo, el zimograma general del grupo 

control en todos los tiempos estudiados (Figura 30) mostró la presencia de las formas inactivas 

y activas de MMP-2 y MMP-9, sin embargo, varió de acuerdo con la progresión de la 

cicatrización de la herida. En el caso de Pro-MMP-9 está presente bajo condiciones basales, sin 

embargo, después de realizada la lesión tisular se detectó una ligera actividad de la enzima a las 

6 horas y posteriormente su aumento, con actividad máxima a las 24 horas (fase inflamatoria). 

Después de este tiempo la actividad disminuyó hasta alcanzar los niveles basales a los 21 días. 

En el caso particular de la forma activa de MMP-9, su comportamiento fue similar a la forma 

inactiva. Por otro lado, la enzima Pro-MMP-2 mostró una actividad constante hasta los 14 días, 

presentando una actividad máxima a los 14 días, que corresponde a la fase de remodelación. 
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Posteriormente regresó a sus condiciones basales a los 21 días. La actividad de la forma activa 

de MMP-2 mostró un comportamiento similar a su forma inactiva, con la diferencia de que a 

los 14 días se observó la mayor actividad. 

Los zimogramas obtenidos de los animales administrados con 0.005 y 0.010 ppm de Cd 

por vía oral, no mostraron diferencias significativas en comparación con los resultados de los 

animales control. Sin embargo, en los animales administrados con 15 ppm de Cd por vía oral la 

actividad de las MMPs mostró diferencias, especialmente para la MMP-9 en donde se evidenció 

una máxima actividad a los 7 días, manteniéndose elevada hasta los 14 días. Para el caso de 

MMP-2, la actividad máxima de esta enzima se presentó hasta los 28 días, a diferencia del día 

14 en los animales control. 

 

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

diferentes tiempos. 

 

En los grupos de animales administrados con 0.005 y 0.010 ppm de Cd por vía tópica 

(Figura 31), los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas respecto al grupo 
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de animales control, sin embargo, en el grupo de animales administrados con 15 ppm de Cd, el 

máximo de actividad de MMP-9 se presentó desde las 12 horas hasta los 7 días, mientras que 

para el caso de MMP-2 el comportamiento de la actividad tuvo el mismo comportamiento al 

observado en el grupo de animales administrado por vía oral con 15 ppm de Cd, sin diferencias 

notables entre las formas inactivas y activas de MMP-2 y MMP-9. 

 

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

diferentes tiempos. 

 

El análisis global de los zimogramas de las MMPs, tomando en cuenta todos los tiempos 

y tratamientos estudiados, brinda el panorama general del comportamiento de las gelatinasas a 

lo largo de la cicatrización. En los zimogramas de las figuras 30B y 31B podemos observar que 

los grupos administrados con 15 ppm de Cd por vía oral y tópica, la actividad de MMP-9 

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

cicatrización en el grupo control. 

Para analizar de una manera más adecuada el comportamiento de las gelatinasas se 

realizaron los estudios de zimografía por triplicado, y posteriormente las bandas de actividad de 

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

Los resultados obtenidos para la Pro-MMP-9 en el grupo control (Figura 32A) mostraron 

dos puntos máximos, el primero tuvo lugar a las 24 horas, cuya fuente se le puede atribuir a los 

neutrófilos reclutados en el sitio de la lesión durante la fase de inflamación. El segundo punto 

máximo tuvo lugar a los 7 días, sin embargo, su liberación puede tener como origen a los 

fibroblastos presentes en la lesión, debemos recordar que la liberación de la forma inactiva de 

la MMP-9 depende de diferentes células a lo largo del desarrollo de las etapas del proceso de 

cicatrización. 

Una vez que la Pro-MMP-9 se encuentra el sitio de la lesión, lo que sigue es su activación, 

como lo podemos observar en los resultados de la forma activa de la MMP-9 (Figura 32B) con 

un punto máximo de actividad a las 12 horas, que correspondería a la activación de la MMP-9 

liberada por parte de los neutrófilos durante la inflamación.  

En el caso de Pro MMP-2 y de MMP-2 (Figuras 32C y D), los animales control mostraron 

una máxima actividad a los 14 días para ambas formas de la MMP-2. La liberación de la Pro 

MMP-2 presente a lo largo de todo el proceso de cicatrización se debe a los fibroblastos 

residentes de la herida. Esta MMP es particularmente importante debido a que la resistencia de 

la cicatriz resultante depende de un correcto recambio de colágeno (22). 

Los resultados de los 3 grupos administrados con Cd por vía oral (Figura 32), mostraron 

disminución en la actividad de la Pro-MMP-9 a las 24 horas (fase de inflamación) y a los 14 

días (fase tardía de la proliferación y migración). Estas disminuciones pueden alterar la 

cicatrización de las heridas al inicio de la fase de remodelación. Sin embargo, la forma activa 

de MMP-9 no mostró diferencias entre los 3 grupos de animales expuestos a Cd y el grupo 

control en ninguno de los tiempos estudiados.  

En el caso de la Pro-MMP-2, los 3 grupos de animales administrados por vía oral 

mostraron niveles disminuidos a los 7 y 14 días, especialmente en el grupo administrado con 15 

ppm de Cd por vía oral, afectando la sustitución de colágeno. Resultados similares se observaron 
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para la forma activa de MMP-2, donde los 3 grupos de animales expuestos a Cd mostraron 

disminución de la actividad desde las 6 horas hasta los 14 días. Este resultado es particularmente 

importante porque una disminución de la forma activa durante gran parte del proceso de 

cicatrización afectaría el recambio de colágeno tipo III de la MEC. 

 

 

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

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

 

Para el caso de los grupos administrados por vía tópica (Figura 33A), también se observó 

una disminución de la actividad de Pro-MMP-9 en los 3 grupos a las 24 horas y a los 14 días, 

en cambio la forma activa de MMP-9 en el grupo expuesto a 15 ppm de Cd por vía tópica, 

mostró un aumento de actividad a las 12 horas. Lo anterior puede interpretarse como el aumento 

de la activación de la forma Pro, prolongando la fase inflamatoria hasta las 48 horas y afectando 


































