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RESUMEN

Las heridas agudas y crénicas son un problema de salud publica en México,
en 2018 se presentaron total de 36,022 casos de heridas que requirieron
atencion médica de segundo nivel, representando un costo importante para

las unidades médicas de la Secretaria de Salud.

En este trabajo de investigacion se demostrd el potencial de cicatrizacion del
péptido 34 aislado de la Proteina de Adhesion del Cemento (HACD1/CAP).
Las pruebas se llevaron a cabo en modelos animales experimentales de ratas
Wistar, llevando a cabo los procedimientos de manejo, anestesia, sedacion y
cuidados postoperatorios de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-
062-Z00- 1999), el tamanio total de la muestra 9 (n=9) ratas wistar macho con
3 defectos dérmicos de 8mm de circunferencia y de espesor total, se agrup6
en: grupo control negativo (PBS), grupo control positivo (Fibronectina) y grupo
experimental (P34). El tratamiento se llevo a cabo con la aplicacion de 20 yg
sobre la superficie del defecto dos veces al dia, durante 3, 7 y 10 dias, a lo
largo del procedimiento se tomaron fotografias clinicas de los defectos, se
tomaron las muestras de los defectos correspondientes a los dias establecidos
y se prepararon para su procesamiento, posteriormente se realizaron los
cortes y se tifieron las laminillas para su observacion, reconstruccion y
medicion. La medicion del tamafio de los defectos dérmicos en las fotografias
clinicas, la disminucion del tamafo de los defectos dérmicos y el porcentaje
de tejido neoformado, se obtuvieron mediante la delimitacion del area del
defecto en las reconstrucciones realizadas a partir de microfotografias de las
laminillas con tincion tricromica de Masson. Los datos arrojados mediante la
delimitacién del area se reflejaran en las unidades Pixeles? e Image Mean
Value (IMV). Los datos obtenidos se sometieron a comparacion entre los
porcentajes reflejados, tomando como 100% el grupo control positivo con

tratamiento de fibronectina.



Concluimos que el péptido 34 de CAP estimulé la cicatrizacion y completo el
cierre de un defecto de tamario critico con tejido neoformado en un 99.55% en
10 dias en defectos dérmicos de tamafio critico de 8 mm de circunferencia y
espesor total, en una concentracion de 20ug sobre la superficie del defecto,

logrando el cierre total del defecto con cicatrizacion clinica normal.

El péptido 34 aislado de la Proteina del Cemento (HACD1/CAP) es una
alternativa prometedora para el tratamiento de heridas agudas y cronicas, ya
que es de facil obtencion, econdmico y eficiente en comparacion con otras

moléculas.



INTRODUCCION

El periodonto, es una entidad anatdmica sumamente compleja que
desempefia un papel fundamental en la salud bucal y la funcionalidad del
sistema masticatorio. Este complejo, conformado por diversas estructuras que
incluyen encias, hueso alveolar, ligamento periodontal y cemento radicular, no
solo garantiza la estabilidad de los dientes en su alveolo, sino que también

contribuye de manera activa a la homeostasis del microambiente oral.

En este trabajo, se describiran a detalle las principales estructuras que
componen el periodonto, destacando sus funciones individuales y su
interconexién. Profundizando en el cemento, la proteina cemento especifica 3-
Hidroxiacil coenzima A dehidratasa 1 / Proteina de Adhesion del Cemento
(HACD1/CAP) y sus péptidos derivados que han emergido como actores clave
en la biomineralizacién, la regeneracion Osea, y la regeneracion tisular
periodontal brindando también nuevas perspectivas en el campo de la
odontologia. A través de este analisis exhaustivo, se revelara la importancia

del periodonto y sus componentes para la investigacion biomédica.

En México, las heridas agudas y cronicas representan un desafio importante
para la Salud Publica, no solo en términos de impacto en la calidad de vida de
los pacientes, sino también en términos de costos econdmicos para las
unidades médicas de la Secretaria de Salud. En este contexto, se presenta
una oportunidad significativa para abordar el problema mediante la utilizacién
de un péptido derivado de la proteina cemento especifica 3-Hidroxiacil
coenzima A dehidratasa 1/ Proteina de Adhesion del Cemento (HACD1/CAP).
Este péptido posee un potencial terapéutico prometedor en el tratamiento para
la cicatrizacion de heridas agudas y cronicas. El estudio de su capacidad para
acelerar el proceso de cicatrizacion y regeneracion en defectos dérmicos de

tamano critico ofrece una alternativa terapéutica valiosa, especialmente



considerando la falta de opciones efectivas en el mercado actual. Asimismo,
la facilidad de obtencidén y manipulacion del péptido lo hace econdmicamente

viable y adecuado para su implementacion en el sistema de atencion médica.



ANTECEDENTES
CAPITULO 1: SISTEMA TEGUMENTARIO

1. SISTEMA TEGUMENTARIO
El sistema tegumentario se compone por la piel, glandulas sudoriparas, pelo,
musculos erectores del pelo, ufas, glandulas sebaceas y glandulas

mamarias.’

1.1 Piel

La piel, también llamada cutis o tegumento, es el 6érgano mas grande del
cuerpo humano, ya que cubre toda su superficie externa. Se constituye por la
epidermis (capa epitelial externa) y por la dermis (capa conjuntiva interna), la
cual se une a la hipodermis (capa de tejido conjuntivo fibroadiposo) que sirve
como union de la piel a estructuras como periostio, pericondrio o fascias. La
unidén con mucosas se establece mediante zonas de transicion mucocutanea.
Sus funciones son:

o Proteccion: es una barrera frente agentes mecanicos, fisicos, quimicos
y bioldgicos.

o Evitar la deshidratacion: posibilita la vida fuera del agua por la
permeabilidad que tienen los estratos superiores de la epidermis a los
fluidos.

e Homeostasis hidrica y salina: mediante la secrecion de sudor.

o Termorregulacion: mediante la secrecion de sudor vy la
dilatacion/contraccion de vasos cutaneos.

e Funciones sensitivas: Tiene receptores para tacto, presion, dolor y
temperatura.

« Biosintesis: formacion de vitamina D3 bajo la accién de los rayos UV,
que es enviada al higado y transformada en 25-OH-vitaminaD3, la cual
en los rinones sufre hidroxilacion y se produce la forma activa 1,25-OH-

vitamina D3 (calcitrol).?



1.1.1 Histologia de la piel
Epidermis
La epidermis es un epitelio estratificado plano queratinizado, consta de cinco

estratos: basal, espinoso, granuloso, lucido y cérneo.?

El estrato basal esta constituido por células cilindricas o células cubicas,
basdfilas, las cuales se apoyan sobre la membrana basal. Se denomina estrato
germinativo, porque tiene una intensa actividad mitética, gracias a que
presenta abundantes células troncales de la epidermis. Las células de este
estrato tienen filamentos intermedios de queratina, los cuales aumentan de

numero conforme la célula alcanza la superficie.?

El estrato espinoso se conforma por células cuboides o células aplanadas con
un nucleo central y un citoplasma con protuberancias que contienen
tonofilamentos, que se aproximan y mantienen unidas a otras células por
medio de desmosomas, por lo que les da un aspecto espinoso. Los
desmosomas y los tonofilamentos ayudan a mantener la cohesién entre las

células de la epidermis y su resistencia al desgaste.’

El estrato granuloso tiene entre tres y cinco hileras de células con forma
poliédrica y aplanada, nucleo centrado y un citoplasma lleno de granulos
basdfilos. Estos granulos se denominan granulos de queratohialina y
contienen una proteina elevada en histidina fosforilada que causan la basdfilia
de la queratohialina, y proteinas con cistina. Las células del estrato granuloso
se caracterizan por tener cuerpos laminares que se forman por discos
laminados de bicapas lipidicas y limitados por una membrana. La funcion de
estos cuerpos laminares es fusionarse con la membrana plasmatica, expulsar
su contenido dentro del espacio intercelular de estrato granuloso, y formar una
barrera que no permite la entrada de sustancias, impermeabiliza la piel para
impedir la deshidratacion.?



El estrato lucido es mas evidente en la piel de mayor grosor y se compone por
una capa delgada de células aplanadas, translucidas y eosindfilas, no tienen
nucleo ni organelos, el citoplasma contiene numerosos filamentos de queratina

de forma compacta. En este estrato, pueden identificarse los desmosomas.?

El estrato cérneo es de espesor variable y se conforma por células aplanadas,
muertas y anucleadas, con un citoplasma repleto de queratina. En este estrato,
los tonofilamentos se aglutinan con la matriz formada por la queratohialina, los

queratinocitos se transforman en escamas y se exfolian de manera continua.?

| Tabla 1
Epidermis
Esta compuesta por epitelio Estrato Componentes
€sSCamoso estratificado | Estrato basal o | Se regeneran las células de
queratinizado. germinativo los otros estratos.
, Estrato Las células espinosas
Tiene 5 estratos: espinoso secretan filamentos de
citoqueratina.
Estrato Se compone por
granuloso queratinocitos anucleados.

Estrato lucido Se compone por células
cuyo nucleo se sustituye
por vacuolas.

Estrato cérneo | Se compone por
corneocitos que se
descaman.

Tabla 1. Epidermis: estratos y componentes.

Dermis

Se le llama dermis al tejido conjuntivo en el que se apoya la epidermis. La
dermis une la piel a la hipodermis. Presenta un espesor variable, su superficie
es irregular, contiene papilas dérmicas que acompafan las interdigitaciones
de la epidermis, estas papilas son mas evidentes en zonas anatomicas que
sufren mayor presién o friccion. Se compone de dos estratos: Papilar y

reticular, que no presentan limites bien definidos.3



El estrato papilar es delgado, se compone por tejido conjuntivo laxo que forma
las papilas dérmicas. Contiene fibras de colagena que se insertan en la
membrana basal y penetran la dermis, por lo que mantienen fija a la epidermis.
Ademas, la capa papilar tiene vasos sanguineos pequeios que se encargan

de la nutricion y oxigenacion de la epidermis.®

El estrato reticular es mas grueso que el papilar, se forma por tejido conjuntivo
denso no modelado. Contiene fibras que le confieren elasticidad a piel, vasos
sanguineos, vasos linfaticos, nervios y estructuras derivadas de la epidermis,

como: foliculos pilosos, glandulas sebaceas y sudoriparas.®

Tabla 2
| Dermis
Se compone por una red de fibras | Estrato | Componentes
de colagena y fibras elasticas,
dentro de una sustancia
fundamental. Contiene fibroblastos
gue secretan matriz extracelular.

Estrato | Contiene vénulas,
papilar arteriolas, vasos linfaticos,
terminaciones  nerviosas
(corpusculos de Meissner).
Tiene dos estratos: Estrato | Se compone por fibras de
reticular | colagena y elastina,
orientadas a las lineas de
Langer.

Tabla 2. Dermis: estratos y componentes.

Hipodermis

La hipodermis se conforma por tejido conjuntivo laxo, une a la dermis con los
organos. Es responsable del movimiento de la piel sobre las estructuras que
recubre. De acuerdo con la region anatdmica en la que se encuentre, la
hipodermis tiene una capa de tejido adiposo de espesor variable. Esta capa
de tejido adiposo constituye el paniculo adiposo, el cual se encarga de modelar
el cuerpo, y es una reserva de energia que protege del frio.?



Componentes de la piel

Los componentes celulares de la piel son:

Célula

Tabla 3

Células de la piel

Caracteristicas

Figura

Epidermis | Escamas

Células cornificadas vy
cérneas. Se ubican en la
superficie del estrato
cérneo. Se desprenden
de la epidermis.

muertos

Queratinocitos

Son planos, alargados,
anucleares. Se ubican
en el estrato coérneo.
Proporcionan
resistencia mecanica.

Vivos

Queratinocitos

Son poliédricos,
ligeramente aplanados.
Se ubican en el estrato
corneo. Sintetizan
filamentos de queratina,
fagocitan la punta de los
queratinocitos para
liberar la melanina vy
retienen grandes
cantidades de agua.

Células

eosinofilicas

Son planas,
anucleadas, no tienen
organelos, contienen
filamentos de queratina
incrustados en una
matriz densa. Se ubican
en el estrato lucido de
las plantas de los pies y
palmas de las manos.
Proporcionan una capa
densa y gruesa.




Melanocitos

Células redondas con
extensiones dendriticas
largas e irregulares. Se
ubican en el estrato
basal, espinoso y en los
foliculos pilosos.
Producen melanina.

Células de
Largerhans

Son células dendriticas,
con cuerpos celulares
redondos, con largas
extensiones en los
espacios intercelulares.
Se ubican en el estrato

espinoso y sus
prolongaciones
citoplasmaticas se

extienden entre los
queratinocitos de todos
los estratos
epidérmicos. Procesan
y presentan antigenos a
los linfocitos T.

Linfocitos

Son células redondas
con un nucleo grande,
ramificados. Se localiza
en la epidermis.
Reconocimiento de
epitopes, produccion de
citocinas.

Células de
Merkel

Células con
prolongaciones

citoplasmaticas que
tienen contacto con
fibras sensoriales

mielinicas en la lamina
basal. Se ubican en la
lamina basal y en la
base de los foliculos
pilosos. Son
mecanorreceptores
para el tacto.




Células
basales

Células de forma
cuboide o columnar, que
contienen queratina, la
cual aumenta conforme
migran al estrato
corneo. Se ubican en el
estrato basal.
Produccion continua de
células epidérmicas.

Dermis

Células
troncales

Se ubican en el estrato
basal y en la
protuberancia del
foliculo piloso.Producen
queratinocitos.

Fibroblastos

Células de forma
alargada e irregular con
nucleo grande y ovoide.
Se ubican en el tejido
conjuntivo de la capa
papilar de la dermis.
Sintetizan colagena,
elastina,
glicosaminoglicanos,
proteoglicanos y
glicoproteinas.

Mastocitos

Son células grandes,
ovaladas o redondas,
llenos de granulos
secretores baséfilos.
Cerca de los capilares
de la dermis. Produce
histamina y heparina.

Macrofagos

Son células grandes con
nucleos grandes
descentrados. Se
ubican en el tejido
conectivo de la dermis,
para diferenciarse en
células de Langerhans
en la epidermis. Se
encargan de la
fagocitosis, produccion
de enzimas y citocinas




que facilitan la
cicatrizacion de heridas
y participan en procesos
inmunes.

Leucocitos

Son glébulos blancos
esféricos. Se ubican en
la capa papilar de la
dermis. Se encargan de
la fagocitosis de
materiales extrafios y de
células muertas.

Terminaciones | Receptores no

de células encapsulados. Se

nerviosas ubican en la capa

libres papilar de la dermis. Son
receptores para el tacto
ligero.

Plexo capilar | Es una red de fibras

reticular sensoriales. Se ubican

en la capa reticular de la
dermis. Detectan el
movimiento de los pelos.

Corpusculos
de Meissner
(corpusculos
tactiles)

Terminaciones

nerviosas elipticas
encapsuladas. Se
ubican en la capa
reticular de la dermis.

Receptores de texturas
y vibraciones lentas.

Corpusculos
de Pacini
(laminados)

Terminaciones
nerviosas grandes vy
ovales, con una capsula
externa, laminas
concéntricas de células
planas y colagena, que
rodean un axén no
mielinizado.

Corpusculos
de Ruffini

Terminaciones
dendriticas agrandadas.
Se ubican en la capa
reticular de la dermis.
Detectan presion.




Adipocitos Células que en su
interior contienen
moléculas de grasa. Se
ubican en la hipodermis.
Producen y almacenan
lipidos.

Tabla 3. Células de la piel: células, caracteristicas y figuras.*

Los componentes no celulares de la piel son:

| Tabla 4
\ Componentes no celulares de la piel
Epidermis Componente Caracteristicas
Membrana basal Compuesta por la lamina basal y la

lamina reticular. Se ubica entre el
estrato basal y la capa papilar de la
dermis. Une a la dermis con la
epidermis y permite la difusion de
nutrientes.

Lamina basal Lamina de matriz  extracelular
compuesta por laminina, colagena tipo
IV 'y entactina. Se wubica en la
membrana basal. Une las fibras
reticulares al tejido conjuntivo para unir
los estratos de la piel.

Lamina reticular Son fibras de colagena tipo Ill. Se ubica
debajo de la lamina basal. Se une a la
lamina basal.

Vitamina D3 Se ubica en los queratinocitos.

Metaboliza el calcio, la formacién 6sea
y regula la sintesis de péptidos
antimicrobianos.

Desmosomas Es una estructura en forma de disco en
la superficie de una celda que se
conecta con una estructura idéntica. Se
ubica entre células epiteliales.
Proporciona unién entre las células.

Hemidesmosomas Es la mitad de un desmosoma, a
diferencia de que contiene integrinas.
Se ubican entre las células del estrato
basal y la membrana basal. Une las
células basales a la membrana basal.

Corneodesmosomas | Estructuras proteicas especializadas.
Se ubican entre los queratinocitos o




corneocitos, en el estrato corneo. Se
unen a las células de la capa externa de
la piel y se degradan conforme migran
a la superficie epitelial.

Integrinas

Son proteinas transmembranales. Se
ubican en los hemidesmosomas. Son
sitios receptores para macromoléculas
de laminina y colagena tipo V.

Queratinas

Proteinas de filamento. Se ubican en
todas las superficies epiteliales.
Previene la pérdida de agua, fortalece
la epidermis y protege contra la
abrasion.

Tonofibrillas

Son haces de filamentos de queratina.
Se ubican en areas sujetas a fuerzas
mecanicas continuas. Protegen la piel
de la friccion y presidn constante.

Laminas de
queratohialina

Son masas densas de filagrina. Se
ubican en el citoplasma de las células
del estrato granuloso. Se unen a las
tonofibrillas para facilitar la
queratinizacion.

Filagrina

Son mondmeros que se unen a las
fibras de queratina del estrato corneo.
Se ubican en las laminas de
queratohialina. Regula la homeostasis
epidérmica.

Granulos laminares

Estructuras ovoides pequefias que
contienen laminas de lipidos. Se ubican
en las células del estrato granuloso.
Forman envolturas de lipidos para
evitar la pérdida de agua.

Melanina

Pigmento producido por los
melanocitos. Se ubica en las células del
estrato basal y en los foliculos pilsosos.
Dan color y protegen de los rayos
ultravioleta.

Caroteno

Es un hidrocarburo insaturado que se
absorbe de Ilos alimentos y se
almacena en los lipidos. Se ubica en las
células del estrato basal. Almacena la
vitamina A y proporciona pigmento.




Melanosomas

Son vesiculas elipticas de proteinas.
Se ubican en los melanocitos del
estrato basal y en el estrato espinoso.

Dermis Tejido conjuntivo

Matriz extracelular formada por fibras
protéicas y sustancia fundamental. Se
ubica en la capa dérmica e
hipodérmica.

Fibrillas de anclaje

Son filamentos de colagena VII. Se
ubican entre la lamina basal y la dermis
papilar. Unen la dermis a la epidermis.

Fibras elasticas

Son fibras de colagena que forman
redes con otros haces de colagena. Se
ubican en la dermis. Proporcionan
elasticidad y flexibilidad.

Tabla 4. Componentes no celulares de la piel: componentes y caracteristicas.*




CAPITULO 2: CICATRIZACION CUTANEA

2. CICATRIZACION CUTANEA

La palabra <cicatriz> tiene origen del latin cicatrix (aposito) y el término en

inglés scar tiene origen del griego eskhara (costra).®

La cicatrizacion cutanea es el resultado de una secuencia de procesos

fisiolégicos que tienen como objetivo restaurar la integridad de la piel, y se

pueden dividir en cuatro fases:

1.

Fase de hemostasia: el componente vascular queda descubierto,
implicando la ruptura vascular, lo cual provoca que se activen los
mecanismos de coagulacion y de agregacion plaquetaria. El factor
determinante en la fijacién de las plaquetas es el de Von Willebrand
(glucoproteina perteneciente a la familia de las integrinas de alto peso
molecular), ademas la trombina y el colagena extravascular ayudan a
la agregacion y activacion de las plaquetas en el coagulo. Las plaquetas
activadas liberan lisosimas, trombospondina, fibronectina, factor
plaquetario 4 (PF-4), proteasas y metabolitos del acido araquidonico.
Las proteinas de la extravasacion sanguinea como el fibronégeno, la
fibronectina, la trombospodina, la vitronectina, la trombina y el factor de
Von Willenbrand, formaran el producto final de las vias intrinsecas y
extrinsecas de la coagulacion, el coagulo de fibrina. El coagulo inicial
produce la hemostasia y sirve como una matriz provisional, permitiendo
la migracion de células inflamatorias, células dérmicas y células
epidérmicas sobre la herida. Dentro de la red de fibrina-fibronectina se
liberaran factores de crecimeinto como el factor de crecimiento derivado
de las plaquetas (PDFG), el factor de crecimiento fibroblastico basico
(bFGF) y el factor de crecimiento transformante ay B (TGF ay ), estas
citocinas son las responsables de la emigracion de los neutréfilos

polimorfonucleares y macrofagos, que lucharan contra la infeccion,



limpiaran la herida por medio de enzimas y de produccion de radicales
libres.

Fase inflamatoria: durante esta fase, se produce vasodilatacion que
permite que las células lleguen a la zona de la herida, la vasodilatacion
depende de la histamina, de factores derivados del complemento (C3a
y C5a) y de las prostaglandinas. Los péptidos bacterianos, los factores
del complemento y los productos de degradacion de la fibrina, juegan
un papel importante en esta etapa, ya que atraeran células
polimorfonucleares, que son los primeros leucocitos en llegar a la zona,
y liberan enzimas proteoliticas (elastasa y colagensa), garantizan la
limpieza porque tienen accién antiinfecciosa local antes de ser
fagocitados, producen citocinas proinflamatorias que participan en la
atraccion y proliferacion de queratinocitos y fibroblastos; y monocitos,
que se fijan a las células endoteliales y migran hacia la herida para
diferenciarse en macréfagos, adhiriéndose a las proteinas de la matriz
extracelular mediante integrinas. Los macréfagos tienen un papel
importante en la remodelacion de la matriz y son una fuente primordial
de citocinas proinflamatorias como interleucina 1 (IL1), factor de
necrosis tumoral a (TNF-a) que estimularan la produccion de la sintesis
de 6xido de nitrogeno (NO), la cual ejerce una actividad antiinfecciosa,
una funcion inmunomoduladora y estimula la proliferacion de los
queratinocitos. y fractores de crecimiento como el factor de crecimiento
de tipo insulina 1 (IGF-1), TGF-B y PDGF, todas estas moléculas tienen
como funcion amplificar la respuesta inflamatoria, estimular la
proliferacion de fibroblastos, la produccidén de colagena y la formacion
de tejido de granulacion.

Fase de reparacioén del tejido: esta fase se dividira en dos etapas, la
de formacion del tejido de granulacion y la de epitelizacion. La etapa de
la formacion del tejido de granulacion depende de las citocinas y dura
de 10 a 15 dias, comprende la angiogénesis, la proliferacion de



fibroblastos y la sintesis de la matriz extracelular. La contraccion de la
herida contribuye a acercar los bordes de la herida y se ve relacionada
con la formacién del tejido de granulacion. Los fibroblastos tendran una
participacion muy importante en esta etapa, ya que sintetizaran una
nueva matriz extracelular formada por colagena tipo Il y colagena tipo |,
fibronectina y proteoglucanos como acido hialurénico, condroitina
sulfato, heparan sulfato y dermatan sulfato, ademas produciran enzimas
proteoliticas como metaloproteinasas (colagenasa o MMP-1, gelatinasa
o MMP-2, estromelisina o MMP-3), que contribuyen en la remodelacion
de la matriz y favorecen la emigracion celular, algunos fibroblastos se
transforman en miofibroblastos que son capaces de contraerse y
transmitir esta capacidad contractil a los tejidos adyacentes gracias a
su interaccion de las proteinas de su citoesqueleto y la matriz
extracelular. La matriz actua como reservorio de factores de crecimiento
que se adsorben sobre los heparanes sulfatos. Los capilares
neoformados invaden la matriz provisional, gracias a la interacion entre
las células endoteliales, las citocinas angiogénicas, la organizacion
tridimensional y los componentes de la matriz como la fibronectina y los
proteoglucanos, la expresion de receptores para la fibrina y la
fibronectina como el de las integrinas a (v)/ B (3) son indispensables
para la angiogénesis. Gracias a la angiogénesis, se forma una red
vascular indiferenciada (granulacién carnosa), que disminuye
progresivamente a medida que se sintetiza el colagena y la herida
evoluciona hacia la cicatriz. La etapa de epitelizacion, se desarrolla en
tres fases: migracion de las células epiteliales a partir de los bordes,
multiplicacion y diferenciacion de la epidermis formada. Sucede la union
dermoepidérmica gracias a las interacciones entre la dermis y la
epidermis, la normalizacién de la diferenciacion epidérmica y la sintesis
de laminina 5, de colagena tipo IV y VII, que se efectua en presencia de
los fibroblastos. En esta etapa, los queratinocitos tienen fenotipo de



células basales que emiten seudopodos, emigran sobre la fibronectina,
colagena | y IV y la trombospondina, se orientan sobre las fibras de
colagena segun el fendbmeno llamado guia por contacto, dejan de
expresar integrinas como a6B4 que permiten la fijacion a la laminina 5
de la membrana basal y en su lugar, expresan receptores de integrinas
como a1B2 y a5B1, pertenecientes a la matriz provisional, receptores
de colagena | y fibronectina. Cuando la herida se cierra con una
monocapa de queratinocitos, estos frenan su migracion, comienzan a
multiplicarse y se diferencian, adquiriendo su fenotipo de diferenciacion
habitual y empiezan a sintetizar queratina, filagrina e involucrina. EI NO,
los factores de crecimiento EGF, el factor de crecimiento de los
queratinocitos (KFG) y los TGF, estimulan la adherencia y migracion de
los queratinocitos y la reconstruccion de la unidn dermoepidérmica.
Después de que esto sucede, se produce la colonizacién de la
epidermis por las células de Largerhans y melanocitos.

Maduracién: cuando el tejido de granulacion va perdiendo fibroblastos
mediante la apoptosis, toma forma de una estructura mas densa de
colagena, y la red vascular se organiza, la fibronectina y el acido
hialurénico son sustituidos por colagena, fibras elasticas vy
glucosaminoglucanos como el dermatan sulfato y la condroitina 4
sulfato. Las colagenasas (MMP-1 y 8) y las gelatinasas (MMP-2y 9) y
los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMP), las proteasas
sitetizadas por fibroblastos, los polimorfonucleares y macréfagos,
participan activamente en el proceso de remodelacion de la matriz,
favorecen la lisis y la sintesis de nuevas moléculas de la matriz, mejor

orientadas.®



2.1 Tipos de cicatrizaciéon

Se pueden diferenciar dos tipos distintos de cicatrizacion:

La cicatrizacidn primaria o también llamada cicatrizacion por primera
intencion: es la cicatrizacion que se produce cuando se realiza una
sutura con bordes limpios, sin tensién, y afrontados perfectamente.

La cicatrizacion secundaria o cicatrizacion dirigida: es la cicatrizacion
qgue se produce cuando una herida es suturada en malas condiciones
locales o0 a una ausencia de sutura. En este tipo de cicatrizacion, la fase
inflamatoria se prolonga y da como resultado cicatrices de aspecto no

estético, y puede dar lugar a cicatrices defectuosas o patoldgicas.®

Los factores influyen en el tipo de cicatrizacion son:

Intrinsecos: tipo y localizacion del traumatismo, limpieza de la herida y
la presencia de cuerpos extrafios.

Extrinsecos: edad, genética (patologias congénitas como sindrome de
Marfan y de Ehlers-Danlos), malnutricion, habitos de tabaco, diabetes,
elementos iatrogénicos (farmacos y radioterapia), procesos neoplasicos

evolutivos y sindrome inflamatorio cronico.®



CAPITULO 3: PERIODONTO

3. PERIODONTO

El periodonto constituye una entidad anatomica sumamente compleja dentro
de la cavidad oral, cuyo propésito primordial abarca desde la adhesion de los
dientes al tejido 6seo alveolar, hasta la redistribucion de las fuerzas
funcionales asociadas a la masticacion. Asimismo, desempefia un papel
crucial como reservorio de células que contribuyen a la homeostasis del

microambiente oral.”

La morfogénesis del periodonto inicia con la etapa de desarrollo de la raiz
dentaria. Durante este proceso, el tejido mesenquimatoso en la parte apical se
multiplica, coincidiendo con la fusion de los epitelios dentales; interno y
externo. Estos eventos concurren en la génesis de la denominada vaina
epitelial de Hertwig. Las células que la componen generan proteinas
quimiotacticas en la matriz basal, con el propdsito de orquestar la migracion
de los precementoblastos, al tiempo que inducen la diferenciacion de los
odontoblastos, promoviendo la sintesis de dentina radicular. Paralelamente,
inciden en la transformacion de las células del foliculo dental en
cementoblastos, cuya funcion es la sintesis de cemento radicular. La migracion
de las células que conforman la vaina epitelial de Hertwig hacia el
ectomesénquima delimita una zona anatémica entre la papila dental y el
foliculo dental, marcando el inicio de lo que sera el ligamento periodontal. Esta
migracion culmina en la formacién de los denominados restos epiteliales de
Malassez, estructuras que desempefian un papel en el desarrollo de la
gestacion de la inervacion del ligamento periodontal, la regulacion de la
resorcion radicular y la estimulacion de la formacion de cemento radicular
acelular.”

De acuerdo con las estructuras involucradas y sus funciones, el periodonto se

divide en dos:



1. Periodonto de proteccion: conformado por encia y mucosa alveolar.
2. Periodonto de insercion: conformado por cemento radicular, ligamento

periodontal y hueso alveolar.’

3.1 Periodonto de proteccion

3.1.1 Encia

La encia puede ser clasificada en tres segmentos de acuerdo a sus
caracteristicas anatémicas: encia marginal o libre, encia adherida y papila

interdental.®

La encia puede dividirse en tres partes de acuerdo con sus caracteristicas

anatomicas: encia libre o marginal, encia adherida y papila interdental.?

La encia libre rodea el tercio cervical del diente y su margen es festoneado por
la papila interdental, su parte inferior se extiende hasta la encia adherida. La
encia adherida es de consistencia firme, se une al periostio del hueso alveolar,
tiene un punteado o apariencia de “piel de naranja” en su parte bucal, su ancho
varia segun la edad y localizacion, entre mas bucal sea la posicion del diente,
sera mas estrecha. La encia adherida esta conectada con la mucosa alveolar,
se caracteriza por un color rojo oscuro, cuenta con menor adherencia en la
union mucogingival. La papila interdental tiene forma piramidal, se conforma
por el contorno de dos dientes adyacentes, su area de contacto y la altura del
hueso alveolar.

La encia se compone por epitelio gingival y tejido conectivo, el epitelio gingival
comprende también el epitelio oral, el cual esta formado por un epitelio
escamoso estratificado queratinizado, clinicamente Illamado “encia

queratinizada”.®

El epitelio sulcular no queratinizado cubre del surco gingival al epitelio de union
de la encia libre, el epitelio de union es epitelio escamoso estratificado no

queratinizado, se une al diente mediante la lamina basal y hemidesmosomas.



Se estima que el tiempo de renovacion del epitelio oral es de 10 a 12 dias,
para el paladar, lengua y mucosa oral es de 5 a 6 dias, y para el epitelio de

union es de 1 a 6 dias.8

El tejido conectivo gingival se compone por fibras de colagena tipo | en un
90%. La funcion de estas fibras es sujetar la encia libre contra el diente y
soporte ante las fuerzas masticatorias. Las fibras gingivales se dividen en
cuatro grupos:

o Fibras dentogingivales: tienen direccion bucal, lingual/palatina e
interproximal, estan incrustadas en la porcién apical del cemento y se
difunden hacia la superficie externa de la encia libre.

o Fibras dentoperidsticas: tienen origen en el epitelio de unién y se
incrustan en el periostio del hueso alveolar.

e Fibras circulares: envuelven la porcion cervical del diente.

o Fibras transeptales: se localizan en la parte interproximal de la base del
surco gingival y la cresta 6sea del hueso alveolar, estan incrustadas en
el cemento de las raices de los dientes multirradiculares y de los dientes
adyacentes.®

3.2 Periodonto de inserciéon

3.2.1 Hueso alveolar

Dos tercios del hueso alveolar (HA) se componen de materia inorganica,
principalmente de minerales calcio y fosfato, de hidroxilo, carbonato, citrato,
iones como sodio, magnesio y fluor. Las sales minerales se observan en forma
de cristales de hidroxiapatita. El otro tercio es matriz organica, la cual consta
de colagena tipo | en un 90% y pequefias cantidades de proteinas no
colagenas como osteocalcina, osteonectina, proteina morfogenética osea,

fosfoproteinas y proteoglicanos.®



3.2.2 Ligamento Periodontal

El Ligamento periodontal (LP) es un tejido conjuntivo vascular y altamente
celular que rodea la raiz del diente y la conecta con la pared interna del hueso
alveolar. Sus fibras son continuas con el tejido conectivo de la encia, se
comunica con los espacios medulares a través de canales vasculares en el
hueso alveolar. Se han identificado cuatro tipos de células en el ligamento
periodontal: células del tejido conjuntivo, células de los restos epiteliales de
Malassez, células inmunes y células neurovasculares.®

e Células del tejido conjuntivo: fibroblastos, son las células mas
numerosas en el LP, sintetizan colagena y fagocitan fibras de colagena
degradandolas mediante hidrolisis enzimatica. También contiene
osteoblastos, cementoblastos, osteoclastos, y odontoclastos en las
zonas del cemento y hueso del LP.

o Células de los restos epiteliales de Malassez: se consideran restos de
la vaina epitelial de Hertwig, la cual se desintegra durante el desarrollo
de la raiz del diente. Forman una red de hebras entrelazadas que se
ubican cerca del cemento radicular, son mas numerosas en el apice y
en el tercio cervical. Estas células se degeneran con la edad y van
desapareciendo o mineralizandose para convertirse en cementocitos.
Estan rodeadas por una lamina basal, se interconectan por medio de
hemidesmosomas y contienen tonofilamentos. Poseen factores de
crecimiento de queratinocitos, son positivos para el receptos de
neutrofina tirosina cinasa A.

e Celulas inmunes: neutrdfilos, linfocitos, macrofagos, mastocitos vy

eosinofilos.

3.2.3 Cemento radicular
El cemento radicular (CR) descrito por primera vez en 1835, es un tejido
conectivo mineralizado y avascular que cubre las superficies de las raices

dentales. Su funcidn es proporcionar la interfaz mediante la cual las fibras de



colagena de Sharpey del ligamento periodontal se adhieren a la superficie
radicular del diente. Existen dos tipos de cemento reconocidos segun la
presencia o ausencia de células y la fuente de fibras de colagena que poseen:

el cemento radicular celular y el cemento radicular acelular.®

Se puede clasificar en cuatro diferentes grupos:

1. Cemento acelular afibrilar: su extensidén y ubicacion varia de un diente
a otro. Se deposita en el area donde se unen el esmalte y la dentina,
conocida como la union dentino-esmalte. Su principal constituyente
son glicosaminoglucanos. Estas sustancias son depositadas en
regiones especificas sobre el cemento y la dentina, y el proceso de
formacion comienza una vez concluida la maduracion del esmalte.

2. Cemento celular de fibras intrinsecas: incluye cementocitos integrados
en una matriz de colagena y fibras intrinsecas. Estas fibras estan
dispuestas paralelamente a la superficie de la raiz y rodean al diente.
La formacion de esta matriz es muy rapida, lo que resulta en la
presencia de cementocitos en el espacio entre las células de la vaina
epitelial de Hertwig y la dentina. Esta zona se encuentra
predominantemente en el tercio apical del diente, asi como en
bifurcaciones y en areas de fractura. Cumple un papel fundamental en
el proceso de reparacion de tejidos.

3. Cemento acelular de fibras extrinsecas: compuesto por fibras de
colagena que son secretadas por fibroblastos del ectomesénquima. Se
localiza desde la region cervical del diente hasta aproximadamente dos
tercios de su raiz y su grosor varia entre 50 y 250 micrometros. Se
caracteriza por ser un tejido uniforme que se encuentra mineralizado en
un rango de 45-60%. La capa mas interna presenta menor
mineralizacidn, mientras que en la capa externa se observa un grupo
de capas alternas con distintos niveles de mineralizacién, dispuestas de

manera paralela a la superficie de la raiz. En esta region, se insertan



las fibras del ligamento periodontal conocidas como fibras de Sharpey.
La formacion de este tejido inicia poco después de la formacién de la
raiz y se mantiene en desarrollo mientras las estructuras adyacentes se
mantengan integras.

4. Cemento mixto celular estratificado: es exclusivo de los seres humanos
y se localiza principalmente en las bifurcaciones dentales después de
la erupcion, asi como en la region apical de las raices. Esta compuesto
por capas intercaladas de cemento acelular con fibras extrinsecas y
cemento celular con fibras que son intrinsecas al tejido. Estas capas se

conocen como "lineas incrementales" o "lineas de descanso"."

De la misma forma que el HA y la dentina, el CR estda conformado por
colagena, predominando en un 90% el colagena tipo | y recubierto por
colagena tipo lll, el colagena tipo | al tener un papel estructural toma gran
importancia en el proceso de biomineralizacion, ya que sirve como reservorio
en la nucleaciéon de la hidroxiapatita que después se desarrollara en cristales
de apatita intrafibrilares. EI CR no solo esta compuesto de colagena, también
estan presentes algunos mucopolisacaridos sulfatados y carboxilados
(glucosaminoglicanos). Los glucosaminoglicanos presentes en el cemento
radicular son componentes esenciales en las matrices de union al sustrato
celular, por lo que intervienen en la union entre el cemento antiguo y el
cemento recién formado, creando asi las lineas incrementales o de

descanso.?

El CR contiene proteinas no colagenasas como lo son la osteopontina y la
sialoproteina Osea, que tienen un papel dentro de la nucleacion y el
crecimiento de los cristales de hidroxiapatita durante la biomineralizacion de
los tejidos duros, sugiriendo que son necesarias para la formacion de cristales
en fibrillas de colagena tipo I. Ademas, en el cemento radicular se encuentran
presentes las proteinas Gla, la proteina matriz del acido gamma-



carboxiglutamico y la osteocalcina, ambas con gran afinidad por el calcio y la
hidroxiapatita, se encuentran mayormente expresadas en el cemento acelular,
debido a esto se les atribuye un papel relacionado con la regulacion de la

mineralizacién.?

Los tejidos mineralizados tienen en su composicidon moléculas que no estan
presentes en otros tejidos, consideradas como marcadores especificos. En el
cemento radicular se han aislado y caracterizado dos proteinas especificas del
cemento, la Proteina de Adhesion del Cemento (CAP) y la Proteina del
Cemento 1 (CEMP 1)."2



CAPITULO 4: MOLECULAS APLICADAS

4.1 PROTEINA DE ADHESION DEL CEMENTO (HACD1/CAP)

La Proteina de Adhesion del Cemento (CAP), es la primera proteina aislada
del cemento radicular, fue caracterizada y purificada por medio de cemento
bovino y humano maduros.’® La proteina CAP se expresa en los
cementoblastos localizados en el espacio paravascular del LP y en los
espacios endosticos del HA'#, CAP tiene una importante participacion en el
reclutamiento y diferenciacion celular durante Ila cementogénesis,
expresandose en células del foliculo dental, promueve su adhesion y
diferenciacion. Se ve involucrada en la quimiotaxis de células del LP y del HA
hacia la superficie radicular, incrementa la actividad de la enzima fosfatasa

alcalina (ALP) y la expresion de proteinas asociadas con la biomineralizacion.’

Imagen 1. Estructura tridimensional de la Proteina de Adhesion del Cemento
(HACD1/CAP). UniProt: https://www.uniprot.org/uniprotkb/B0OYJ81/entry

La proteina HACD1/CAP se conforma por una secuencia de 140 aminoacidos
(MGRLTEAAAAGSGSRAAGWAGSPPTLLPLSPTSPRCAATMASSDEDGTN
GGASEAGEDREAPGERRRLGVLATAWLTFYDIAMTAGWLVLAIAMVRFYM
EKGTHRGLYKSIQKTLKFFQTFALLEVSFPSCCFSIAVIFM), es una isoforma



(isoforma 2) producida mediante el splicing alternativo para 3-hidroxiacil-CoA-
deshidratasa 1, denominada también como PTPLA proteina recombinante
expresada en E. coli que posee propiedades similares a CAP aislada del CR'>
16 en la cual se presentan cuatro secuencias que contienen Gly-X-Y propias
del colagena, por lo que se sugiere que CAP es una proteina de adhesion al
colagena que se localiza Gnicamente en el cemento'? posee un peso molecular
tedrico de 14.920kDa, movilidad relativa de 54kDa, y punto isoeléctrico tedrico
de 7.82, el gen de la proteina CAP se localiza en el cromosoma 10 (10p13-
14).17

La isoforma 1 de HACD1/CAP se expresa principalmente en el miocardio y en
menor medida en musculo esquelético y liso, como en el estbmago y vejiga,
en fibroblastos gingivales, células del LP, osteoblastos y cementoblastos; su
papel biologico se ve reflejado en la interaccion con las enzimas de la familia
ELO, enzimas que regulan el primer paso del ciclo de reaccidén de alargamiento
de los acidos grasos.'”® La isoforma 2 de HACD1/CAP se expresa
especificamente en los cementoblastos; su papel biolégico consiste en el
autoensamblaje en forma de esferas que permiten la formacion de una red

estructural para la nucleacion de cristales de hidroxiapatita.'®

4.1.1 PEPTIDO 34 DE CAP

Los péptidos son cadenas de aminoacidos unidos de forma covalente por un
enlace amida sustituido (enlace peptidico), la union de 2 a 10 aminoacidos se
denomina oligopéptido, la unién 10 a 50 aminoacidos se denomina péptido y
la union de mas de 50 aminoacidos se denomina polipéptido. Las cadenas
laterales de un péptido, determinan su identidad y sus propiedades.® (Debido
a su diversidad estructural y alto grado de selectividad, actualmente los
péptidos son los principales candidatos para el desarrollo terapéutico.' Al

tener una cadena corta de aminoacidos, los péptidos pueden ser empacados



en altas densidades alcanzando un dominio funcional total, evitando el proceso

de degradacidn proteolitica y con ello la respuesta inflamatoria.?°

Se han aislado 3 péptidos de HACD1/CAP, el péptido 15aa, el péptido 5aa y
el péptido 34aa. Estos péptidos promueven la adhesion de fibroblastos
gingivales, células endoteliales y células del musculo liso por union a los
receptores de integrinas a5B1, que intervienen en la adhesion a la matriz

extracelular de forma muy similar a la fibronectina.?’

Imagen 2. Ubicacion del péptido 34 derivado de la proteina CAP en estructura
tridimensional. Uniprot: https://www.uniprot.org/uniprotkb/BOYJ81/entry

El péptido 34 (p34) derivado de la Proteina de Adhesion del Cemento
(HACD1/CAP), esta conformado por una secuencia de 34 aminoacidos, sus
cadenas laterales son hidrofobas, por ello no pueden formar enlaces
electrostaticos o interactuar con agua??, tiene un peso molecular de 3.46 kDa.
Con la secuencia MASSDEDGTNGGASEAGEDREAPGERRRLGVLAT, esta
compuesto por:

e Metionina: aminoacido esencial para el desarrollo humano, es un

agente quelante, aromatizante y suplemento nutricional, se utiliza como



hepatoprotector, ya que actua como agente lipotropico, previniendo la
acumulacion excesiva de grasa en el higado.??

Alanina: es util en la construccion de proteinas, durante el metabolismo
del triptéfano y la piridoxina, ademas, proporciona energia a los
musculos y al sistema nervioso central, participa en el metabolismo de
los azucares y acidos organicos.?*

Serina: actua en la biosintesis de purinas, es agonista del del sitio
glicinérgico del receptor del glutamato tipo NMDA, es intermediario de
la lacosamida.?®

Acido Aspartico: mantiene la solubilidad y caracter i6nico de las
proteinas, se usa en los centros activos de las enzimas.?®

Acido Glutamico: es una fuente de energia precursora de diferentes
moléculas, actua como neurotransmisor excitatorio, potenciador de la
memoria a corto y largo plazo.?’

Glicina: neurotransmisor en el sistema nervioso central para médula
espinal, retina y tronco cerebral.?8

Treonina: es un aminoacido importante en la composicion de proteinas
como el esmalte, el colagena y la elastina, se ve involucrado en el
metabolismo de la porfirina y los acidos grasos, eleva los niveles de
glicina en el cerebro.?°

Asparagina: es precursor del aspartato, util en la biosintesis de
proteinas, produce acrilamida, juega un papel importante en el
funcionamiento y desarrollo del cerebro.3°

Arginina: tiene un papel antiaterogénico, antiisquémico, antiagregante
plaquetario y antitrombatico, por o que es de vital importancia para el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares.?’

Prolina: molécula precursora de la hidroxiprolina en el colagena, es un
componente activo del colagena que permite el adecuado
funcionamiento de los tendones y articulaciones, tiene propiedades

osmoprotectoras.



e Leucina: crecimiento y la reparacion del tejido muscular y 6seo,
preservar el glucogeno muscular, formacidn de hemoglobina,
regulacion de la produccion de hormonas de crecimiento y cicatrizacion
de heridas.®?

e Valina: molécula alifatica e insoluble, sintetizada a partir del acido
valérico, que participa en la reparacion de tejido muscular y hueso, en
la sintesis de neurotransmisores como dopamina y noradrenalina,

permite el balance de nitrégeno positivo.3*
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Imagen 3. Secuencia de HACD1/CAP, se resalté la secuencia de aminoacidos del
péptido 34. Uniprot: https://www.uniprot.org/uniprotkb/BOYJ81/entry




Tabla 5
Péptido 34 de HACD1/CAP

M A S D
Metionina Alanina Serina Acido Aspartico
Met Ala Ser Asp
H H H H
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CH,
CsH11NO2S C3H7/NO> C3H7NOs3 C4H7NO4
Hidrofdbico Hidrofdbico Hidrofébico Hidrofilico
No polar No polar Polar Polar
Cadena lateral Cadena lateral Sin carga lonizable
alifatica alifatica Cadena lateral Cadena lateral
alifatica alifatica
149.21 kDa 89.09 kDa 105.09 kDa 133.10 kDa
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Hidrofilico Hidrofdbico Hidrofébico Hidrofilico
Polar ionizable No polar Polar sin carga Polar sin carga
Cadena lateral Cadena lateral Cadena lateral Cadena lateral
alifatica alifatica alifatica alifatica
147.13 kDa 75.07 kDa 119.12 kDa 132.12 kDa
R P L \')
Arginina Prolina Leucina Valina
Arg Pro Leu Val
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NH,
CeH14N4O> CsHoNO- CeH13NO>2 CsH11NO2
Hidrofilico Hidrofébico Hidrofébico Hidrofdbico
Polar ionizable No polar No polar No polar
Cadena lateral Cadena lateral Cadena lateral Cadena lateral
alifatica alifatica alifatica alifatica
174.20 kDa 115.13 kDa 131.17 kDa 119.15 kDa

Tabla 5. Aminoacidos presentes en el péptido 34 aislado de HACD1/CAP.

4.2 FIBRONECTINA

La fibronectina (FN) es una glicoproteina dimérica adhesiva que se compone
por dos subunidades de 250 kDa conectadas por enlaces disulfuro en su C-
terminal. A su vez, las subunidades se constituyen por tres moédulos llamados
tipo | (FNI), tipo Il (FNII), y tipo 1l (FNIII). Cada molécula de FN se compone
por 12 repeticiones de FNI, 2 repeticiones de FNII, y de 15 a 17 repeticiones
de FNIII. La repeticion FNIII, se compone por laminas beta antiparalelas, y son
labiles bajo la influencia de estimulos quimicos o mecanicos. La fibronectina
tiene multiples formas debido al corte y empalme alternativo de su ARNm. Se
encuentra en la matriz extracelular (EMC), lo cual la ubica en muchos procesos
celulares esenciales como la cicatrizacion, la morfogénesis embrionaria, y la

regulaciéon de adhesion y migracion celular.3®

La fibronectina es de vital importancia para el depésito de matriz de colagena.
El colagena interactua con FN en la repeticion 6, 7-9 de FNI, en las



repeticiones 1y 2 de FNII, que se denomina dominio de union al colagena. FN
y el colagena se colocalizan de forma relajada en la MEC, su relacion es
reciproca, aunque la matriz de colagena no se deposita en ausencia de FN, ya
que se ha establecido una matriz de colagena, proporciona una estructura que
limita el estiramiento de FN.3°

4.3 BUFFER FOSFATO SALINO

El Phosphate Buffered Saline o Buffer Fosfato Salino (PBS), es una solucion
isotonica que imita el pH, la osmolaridad y las concentraciones de diferentes
iones en el humano, por lo cual tiene aplicaciones biolégicas como el lavado

de células, en disoluciones y en traslado de tejidos.3¢

Tabla 6 |
Componentes del PBS |
Componentes Cantidad
Cloruro de sodio 8 gramos
(NaCl)
KCI 0.2 gramos

Na2HPO4 Dibasico 1.37 gramos
KH2PO4 Monobasico | 0.27 gramos
Agua desionizada 1 litro

Tabla 6. Componentes del PBS y cantidades.




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, las heridas agudas y cronicas representan un problema de Salud
Pdblica y un elevado gasto econdmico para las unidades médicas de la
Secretaria de Salud.

Durante el afio 2018, la Secretaria de Salud en colaboracion con la Escuela
Nacional de Enfermeria y Obstetricia de la UNAM, realiz6 un estudio para
describir las caracteristicas epidemiologicas y los costos de la atencién de las
heridas dentro de sus unidades médicas. Dicho estudio revel6 un total de
36,022 casos de heridas, de las cuales el 79.4% fueron atendidas en unidades
de segundo nivel, de este porcentaje el 75.1% fueron ambulatorias y 24.9%
requirieron hospitalizacion, representando costos directos mensuales
estimados en $1 864 124 436.89 para la atencion de heridas que requieren

hospitalizacion y en $46 563 070.76 para la atencion ambulatoria.?”

Las heridas ademas de ser un problema de salud publica, afectan la calidad
de vida del individuo, en el contexto social el paciente con heridas cronicas o
de dificil manejo sufre dolor, mal olor, trastornos emocionales asi como la
depresion debido al aislamiento y/o la pérdida de la independencia, posibilidad

de infecciones e incidencia de ulceras.?”

JUSTIFICACION

Las proteinas y péptidos desempenan un papel esencial en los procesos
bioldgicos y fisiologicos presentes en todos los organismos vivos. Los péptidos
son secuencias cortas de aminoacidos que tienen la capacidad de llevar a
cabo diversas funciones, como la estimulacion, regulacion o inhibicion de

numerosas actividades bioldgicas.

El potencial uso del péptido 34 derivado de la proteina cemento especifica 3-

Hidroxiacil coenzima A deshidratasa 1 / Proteina de Adhesién del Cemento



(HACD1/CAP) con la secuencia de aminoacidos
MASSDEDGTNGGASEAGEDREAPGERRRLGVLAT como una alternativa
terapéutica de heridas agudas y cronicas representa un gran avance para la
medicina regenerativa. El péptido 34 de HACD1/CAP (34 aa) es el futuro para
la cicatrizacion, ya que en el mercado no existe una molécula capaz de
acelerar el proceso de cicatrizacion y regeneracion en heridas dérmicas de
espesor total. Ademas, es de facil obtencién y manipulacién, y no requiere de
inversiones financieras significativas, por lo cual, es la biomolécula ideal para

este problema de salud publica en México.

Hipotesis
El péptido 34 de CAP con la secuencia
MASSDEDGTNGGASEAGEDREAPGERRRLGVLAT promueve la

cicatrizacion en defectos dérmicos de tamano critico en ratas Wistar.

Objetivo general

Determinar si el péptido 34 de CAP promueve la cicatrizacion de la dermis en

defectos de tamano critico en ratas Wistar.

Objetivos especificos

e Evaluar si el péptido 34 de CAP a una dosis de 20 yg promueve la
neoformacion de tejido conectivo y epitelio escamoso estratificado
queratinizado en comparacién con la fibronectina.

e Determinar si el péptido 34 de CAP a una concentracion de 20 pg inhibe
la respuesta inflamatoria a nivel histolégico en comparacién con la
fibronectina.

e Determinar si el péptido 34 de CAP a una concentracion de 20 ug
promueve la cicatrizacion tisular de un modo mas efectivo que la

fibronectina.



METODOLOGIA

Tipo de estudio: Analitico, longitudinal, experimental y prospectivo.

Variables

Independientes:

e PBS.
e Fibronectina (FN).
o P34.

Dependientes:
¢ Reduccion del defecto.

e Grado de infiltrado inflamatorio.

Universo de estudio
Ratas wistar macho procedentes del bioterio de la Divisién de Estudios de
Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia de la UNAM, con 3

defectos dérmicos de tamano critico en el lomo.

Tamaino de muestra

El tamafrio total de la muestra sera de 9 ratas wistar macho (N=9) procedentes
del bioterio de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la
Facultad de Odontologia de la UNAM, con 3 defectos dérmicos de tamaro
critico en el lomo. Se agruparan en 3: control positivo, control negativo y

experimental.

Grupos de estudio

La muestra total de estudio se dividi6 y clasifico en tres grupos:
o Control positivo (Fibronectina).
o Control negativo (PBS).
o Experimental (Péptido 34).



MATERIALES Y REACTIVOS

| Tabla 7

Materiales y reactivos

Accion Materiales y reactivos

Cloherxidina 4%
Dermal Punch 8 mm
Tijeras para encia rectas
Mango de bisturi #3
Hoja de bisturi #11
Gasas estériles
Guantes
Campos de trabajo desechables
Fibronectina
Péptido 34
Tubos eppendorf 1ml
Tratamiento Pipeta 20 pl
Puntas de pipeta
Guantes
Camara EOS 90D de la marca Canon
Vaso de precipitados
Agitador magnético
Balanza de la marca Scientech modelo ZSL 400
Potenciémetro de la marca Hanna Instruments
modelo HI 2212
Cloruro de sodio
Cloruro de Potasio
Fosfato de Sodio Dibasico
Fosfato de Potasio Monobasico
Agua desionizada
Camara de induccién
Guantes
Regla
Formol 10%
Vasos para muestra
Kit de diseccion
Hoja de bisturi #11
Campos de trabajo desechables
Procesador de tejidos automatico modelo KD-
TS1A de la marca KEDEE
Procesamiento de las | Cassettes para inclusion
muestras Alcohol 70°
Alcohol 80°
Alcohol 90°

Cirugia

PBS

Eutanasia

Toma de muestras




Alcohol 96°

Alcohol 100°

Xilol 50°

Xilol 70°

Xilol 100°

Xilol 100°

Parafina para inclusion

Inclusion de las
muestras

Centro de inclusion de tejidos modelo KD-BM de
la marca KEDDE

Platina de enfriamiento KD-BL de la marca
KEDDE

Corte de las muestras

Microtomo modelo KD-3358 de la marca KEDDE
Tina de flotacion Electrothermal de la marca Bibby
Scientific

Agua

Portaobjetos

Tincion H&E

Xilol

Alcohol 100°
Alcohol 96°
Alcohol 80°

Agua desionizada
Agua corriente
Hematoxilina
Eosina

Tincion tricromica

Solucion de Bouin

Hematoxilina Férrica de Weigert
Solucion fucsina-escarlata de Biebrich
Acido fosfomolibdico al 1%

Azul de Anilina al 1.8 %

Acido acético al 1%

Alcohol 80°

Alcohol 96°

Alcohol 100°

Xilol

Agua desionizada

Montaje de laminillas

Cubreobjetos
Resina sintética de la marca Entellan™

Reconstruccion digital
de laminillas

Microscopio modelo Axioskop 2 de la marca Zeiss
Camara para microscopio modelo AxioCam Mrc5
de la marca Zeiss

Computadora

Pantalla de television modelo UN49KUG6400F de
la marca Samsung




Programa para tomar microfotografias ZEN 2 lite
de la marca Carl Zeiss Microscopy GmBH
Microsoft PowerPoint

Tabla 7. Acciones, materiales y reactivos.



PROCEDIMIENTOS

Buffer fosfato salino (PBS)

1.

N
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Pesar los reactivos.

Medir 800 mililitros de agua desionizada en un vaso de precipitados de
1 litro.

Agregar 8 gramos de Cloruro de Sodio.

Agregar 0.2 gramos de Cloruro de Potasio.

Agregar 1.37 gramos de Fosfato de Sodio Dibasico.

Agregar 0.27 gramos de Fosfato de Potasio Monobasico.

Ajustar la solucion a pH de 7.4

Aforar a 1 litro.

Procedimiento de la cirugia

. El primer paso del procedimiento para realizar los defectos dérmicos en

el lomo de la rata Wistar es la anestesia general, para evitar el dolor o
sufrimiento del animal, se utilizé hidrocloruro de Zolazepam (Zoletil 100)
en una dosis de 0.2mg/100 gramos de peso, de forma subdérmica, y en
combinacion con Xilacina (Procin) para disminuir los efectos adversos,

reducir la dosis empleada y proporcionar una anestesia adecuada.

s

Imagen 4. Aplicacion de anestesia de forma subdérmica.Creado con BioRender.

2. Se rasurd el pelo formando un cuadrado de 5x5 centimetros en el lomo

de la rata.

3. La asepsia y antisepsia del sitio quirurgico se llevd a cabo con

clorhexidina al 4%.



4. Con un punch dérmico se realizaron 3 defectos en el lomo de la rata,
dos en la parte superior y uno en la parte inferior del cuadrado

previamente rasurado.

Imagen 5. Ubicacion y realizacion de los defectos dérmicos con un punch dérmico.
Creado con BioRender.

5. En el defecto #1 se colocd una dosis de 20 pl del péptido 34, en el
defecto #2 se coloco Fibronectina, y, por ultimo, en el defecto #3 se
coloco PBS.

6. Se tomo una fotografia inicial del estado de los defectos dérmicos con
una camara EOS 90D de la marca Canon y un objetivo EF-S18-135mm
de la marca Canon, la fotografia fue tomada a 20 centimetros de
distancia y formando un angulo recto entre la superficie del lomo de la
rata y el lente de la camara.

7. Se depositdé a la rata en su caja, vigilando la respiracién y el pulso,
esperando la recuperacion de la anestesia.



Tratamiento

1. Se llevo a cabo el tratamiento de cada defecto dos veces al dia durante
un total de 10 dias.

2. Las ratas fueron sedadas con Isofluorano (Fluriso) anestésico volatil,
dentro de una camara de induccion.

3. En el defecto #1 se coloco el péptido 34, en el defecto #2 se coloco
Fibronectina y, por ultimo, en el defecto #3 se coloco PBS, en una dosis
de 20ul.
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Imagen 6. Aplicacion del tratamiento, defecto #1 con PBS, defecto #2 con FN y
defecto #3 con p34. Creado con BioRender.

4. EIl seguimiento fotografico de los defectos dérmicos se realizé una vez
al dia con una camara EOS 90D de la marca Canon y un objetivo EF-
S18-135mm de la marca Canon, la fotografia fue tomada a 20
centimetros de distancia y formando un angulo recto entre la superficie

del lomo de la rata y el lente de la camara.



20cm

Imagen 7. Toma de fotografias clinicas formando un angulo recto entre el objetivo
de la camara y la superficie del lomo de la rata. Creado con BioRender.

Eutanasia y toma de muestras

1. La eutanasia de las ratas se realizé6 de manera mixta, de forma quimica
induciendo una sobredosis de CO2, y de manera fisica con
dislocamiento cervical.

2. Se rasurd el exceso de pelo que creci6 en el recuadro de 5x5
centimetros previamente realizado.

3. Con un kit de diseccion, mango de bisturi #3, hoja de bisturi #11, tijeras
punta roma y pinzas Adson dentadas, se tomo la muestra del cuadro de

5x5 centimetros previamente rasurado.



Imagen 8. Toma de la muestra. Creado con BioRender.

4. La muestra se colocd en un frasco plastico etiquetado y se fijo con

formol al 10%.
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Rata #1

Imagen 9. Fijacion y etiquetado de las muestras. Creado con BioRender.

Procesamiento de las muestras

Para poder procesar los tejidos, es necesario que después de la fijacion estos
se coloquen en agua desionizada durante 1 hora para asi eliminar los excesos
de formol al 10% del tejido. Las muestras se colocaron en cassettes plasticos
para inclusion y se situaron dentro de la canastilla del procesador de tejidos
automatico modelo KD-TS1A de la marca KEDEE, en la programacion #2, la

cual consiste en un tren de alcohol en concentracion 70°, 80°, 90°, 96° y 100°,



de Xiloles en concentraciones 50°, 70° y 100°, (aclaramiento) y de parafina de

inclusion (infiltracion).

Inclusién de las muestras

La inclusién de las muestras obtenidas se llevo a cabo en el centro de inclusion
de tejidos modelo KD-BM de la marca KEDDE. El tejido previamente
procesado se colocé en un molde de inclusion en el que anteriormente se
colocd una capa delgada de parafina liquida. Se orientaron las muestras de
manera en que la parte de interés tenga contacto con la base del molde de
inclusioén y en la orientacion adecuada de corte. Posteriormente se lleno el
molde de inclusion con parafina liquida, se colocd encima el cassette de
inclusion y se rellend al tope. Se dejo enfriar la parafina liquida a temperatura
ambiente por 10 minutos y después se colocé el molde en la platina de
enfriamiento KD-BL de la marca KEDDE por 15 minutos.

Corte de las muestras

Se secciond la muestra incluida dentro del bloque de parafina con un
microtomo modelo KD-3358 de la marca KEDDE, que permite obtener cortes
de un grosor de 4 uym, los cuales se recogieron en un portaobjetos con el uso
de la tina de flotacion Electrothermal de la marca Bibby Scientific, para su

posterior tincion.

Tinciéon con hematoxilina y eosina

Con el fin de realizar el diagndstico histopatologico de las muestras, se realizo
la tincion de los cortes con la técnica histolégica hematoxilina y eosina. El uso
principal de esta tincion es el estudio de la estructura general de las células y
tejidos8, mediante un tren de xilol, alcohol en concentraciones 100°, 96° y 80°,
hematoxilina y eosina; los nucleos y los elementos baséfilos (como RNA y
porciones de la matriz extracelular del cartilago hialino) se tefiiran de



morado/azul por la hematoxilina, por otra parte, el citoplasma y los elementos

acidofilos (como el colagena) se tefiiran de rosa por la eosinad.

Tabla 8
Tincién con hematoxilina y eosina
Accién Reactivos Tiempo
Desparafinado | Xilol 10 minutos (x2)

Alcohol 100° 10 minutos (x2)
Alcohol 96° 10 minutos
Alcohol 80° 10 minutos
Lavado con agua desionizada 10 minutos

Tincién Hematoxilina 3 minutos
Agua corriente 15 minutos
Agua desionizada 10 minutos (x2)
Eosina 30 segundos
Alcohol 80° 15 segundos

Deshidrataciéon | Alcohol 96° 30 segundos

Alcohol 100° 5 minutos
Alcohol 100° 10 minutos
Xilol 10 minutos (x2)

Montaje Resina sintética de la marca Entellan™ -
Cubreobjetos -
Secado -

Tabla 8. Acciones, reactivos y tiempos para la tincion con H&E.

Tincién tricromica de Masson
Las fibras musculares, la queratina y la fibrina se tefiran de rojo, los nucleos

de las células de negro y el colagena de azul.

Tabla 9
Tincidén tricromica de Masson

Accioén Reactivos Tiempo
Desparafinado | Xilol 10 min (x2)

Hidrataciéon | Alcohol 100° 10 min
Alcohol 96° 10 minutos
Alcohol 80° 10 minutos
Alcohol 50° 10 minutos
Solucién de Bouin 15 minutos
Tincidn Lavado con agua desionizada 3 minutos




Hematoxilina férrica de Weigert 5 minutos
Lavado con agua desionizada 5 min (x3)
Solucion fucsina-escarlata de Biebrich 5 min
Lavado con agua desionizada 2 min (x3)
Acido fosfomolibdico al 1% 2 minutos
Azul de anilina 5 minutos
Lavado con agua desionizada 3 minutos
Acido acético al 1% 30 segundos
Lavado con agua desionizada 3 minutos
Deshidrataciéon | Alcohol 96° 30 segundos
Alcohol 100° 5 minutos
Alcohol 100° 10 minutos
Xilol 10 minutos
Montaje Resina sintética de la marca Entellan™ -
Cubreobjetos -
Secado -

Tabla 9. Acciones, reactivos y tiempos para la tincion con H&E.

Toma de microfotografias

Las microfotografias de las laminillas se tomaron en un aumento de 5x en el
programa ZEN 2 lite de la marca Carl Zeiss Microscopy GmBH, con el
microscopio Axioskop 2 de la marca Zeiss y la camara para microscopio
modelo AxioCam Mrc5 de la marca Zeiss, para su posterior reconstruccion en

Microsoft PowerPoint.

Analisis de los datos

Los datos de medicién se obtuvieron mediante la delimitacion del area del
defecto en las reconstrucciones realizadas a partir de microfotografias de las
laminillas. Los datos arrojados mediante la delimitacion del area se reflejaron
en las unidades Pixeles? e Image Mean Value (IMV). Las cifras medidas de
cada grupo de estudio se compararon, poniendo como un valor 100% el control
positivo de Fibronectina. Con ello se determinara el porcentaje de eficacia de

cada grupo.



RESULTADOS
FOTOGRAFIAS DESCRIPTIVAS

Fotografias descriptivas del tamafio del defecto dérmico del grupo control

negativo con tratamiento PBS.

Figura 1. Tamano del defecto dérmico del grupo control negativo con tratamiento PBS
a 0 dias (A), 3 dias (B), 7 dias (C), 10 dias (D).

Fotografias descriptivas del tamafio del defecto dérmico del grupo control

positivo con tratamiento Fibronectina.

Figura 2. Tamano del defecto dérmico del grupo control negativo con tratamiento
Fibronectina a 0 dias (A), 3 dias (B), 7 dias (C), 10 dias (D).

Fotografias descriptivas del tamafio del defecto dérmico del grupo control

positivo con tratamiento con p34.
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Figura 3. Tamafo del defecto dérmico del grupo control negativo con tratamiento con
péptido p34 a 0 dias (A), 3 dias (B), 7 dias (C), 10 dias (D).
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HALLAZGOS CELULARES
PBS: 3 dias, 7 dias y 10 dias.

Hallazgos celulares en reconstruccion con microfotografias con tincion H&E
del defecto dérmico del grupo control negativo con tratamiento PBS a 3 dias.
Se observa pérdida de continuidad del epitelio con presencia de fibrina,
infiltrado inflamatorio agudo difuso de predominio linfocitario con presencia de
macrofagos, hemorragia y presencia de células de aspecto estrellado.
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Figura 4. Reconstruccion con microfotografias con tincion H&E del defecto dérmico
del grupo control negativo con tratamiento PBS a 3 dias.
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Figura 4a. Microfotografias con aumento 10x, 20x y 40x de la seleccion a de la
reconstruccion con microfotografias con tincion H&E del defecto dérmico del grupo
control negativo con tratamiento PBS a 3 dias.



Hallazgos celulares en reconstruccion con microfotografias con tincion H&E

del defecto dérmico del grupo control negativo con tratamiento PBS a 7 dias.

Se observa pérdida de continuidad del epitelio sin presencia de fibrina,
fibroblastos muy activos y abundantes, infiltrado inflamatorio leve de
predominio linfocitario, vasos sanguineos de varios calibres perpendiculares

al epitelio, angiogénesis y matriz de colagena.
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Figura 5. Reconstruccion con microfotografias con tinciéon H&E del defecto dérmico
del grupo control negativo con tratamiento PBS a 7 dias.

Figura 5a. Microfotografias con aumento 10x, 20x y 40x de la seleccion a de la
reconstruccion con microfotografias con tincion H&E del defecto dérmico del grupo
control negativo con tratamiento PBS a 7 dias.



Hallazgos celulares en reconstruccion con microfotografias con tincion H&E

del defecto dérmico del grupo control negativo con tratamiento PBS a 10 dias.

Se observa migracién del epitelio, vasos sanguineos con calibres mas
pequefios y sin ramificaciones, tejido mas organizado, macrofagos con
hemosiderina, abundantes vasos sanguineos con orientacion perpendicular al

epitelio, abundantes fibroblastos en matriz de colagena.
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Figura 6. Reconstruccion con microfotografias 6on tincion H&E del defecto dérmico
del grupo control negativo con tratamiento PBS a 10 dias.
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Figura 6a. Microfotografias con aumento 10x, 20x y 40x de la seleccion a de la
reconstruccion con microfotografias con tincion H&E del defecto dérmico del grupo
control negativo con tratamiento PBS a 10 dias.



Fibronectina: 3 dias, 7 dias y 10 dias.

Hallazgos celulares en reconstruccion con microfotografias con tincion H&E

del defecto dérmico del grupo control positivo con tratamiento FN a 3 dias.

Se observa pérdida de continuidad del epitelio, presencia de fibrina, infiltrado

inflamatorio de predominio linfocitario, presencia de fibroblastos, células de

aspecto epiteloide, macréfagos, fibroblastos gigantes y migracion epitelial al

centro del defecto dérmico.
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Figura 7. Reconstruccion con microfotografias con tinciéon H&E del defecto dérmico
del grupo control positivo con tratamiento FN a 3 dias.

Figura 7a. Microfotografias con aumento 10x, 20x y 40x de la seleccion a de la
reconstruccion con microfotografias con tincion H&E del defecto dérmico del grupo
control positivo con tratamiento FN a 3 dias.



Hallazgos celulares en reconstruccion con microfotografias con tincion H&E

del defecto dérmico del grupo control positivo con tratamiento FN a 7 dias.

Se observa pérdida de continuidad del epitelio sin presencia de fibrina, vasos

sanguineos con calibres mas pequefios y sin reificaciones, tejido mas

organizado, macrofagos con hemosiderina, abundantes fibroblastos en matriz

de colagena.
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del grupo control positivo con tratamiento FN a 7 dias.

Figura 8. Reconstruccion con microfotografias con tinciéon H&E del defecto dérmico
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Figura 8a. Microfotografias con aumento 10x, 20x y 40x de la seleccion a de la
reconstruccion con microfotografias con tincion H&E del defecto dérmico del grupo
control positivo con tratamiento FN a 7 dias.



Hallazgos celulares en reconstruccion con microfotografias con tincion H&E
del defecto dérmico del grupo control positivo con tratamiento FN a 10 dias.
Se observa epitelio, clavos epiteliales, fibras de colagena mas gruesas y

fibroblastos activos gigantes.
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Figura 9. Reconstruccion con microfotografias con tincion H&E del defecto dérmico
del grupo control positivo con tratamiento FN a 10 dias.
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Figura 9a. Microfotografias con aumento 10x, 20x y 40x de la seleccion a de la
reconstruccion con microfotografias con tincion H&E del defecto dérmico del grupo
control positivo con tratamiento FN a 10 dias.



Péptido 34: 3 dias, 7 dias y 10 dias.

Hallazgos celulares en reconstruccion con microfotografias con tincion H&E
del defecto dérmico del grupo experimental con tratamiento con péptido 34 a
3 dias.

Se observa pérdida de continuidad del epitelio con presencia de fibrina,
infiltrado  inflamatorio de predominio linfocitario con macrofagos,

neovascularizacion, fibroblastos estrellados y fibronectina.
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Figura 10. Reconstruccion con microfotografias con tincion H&E del defecto
dérmico del grupo experimental con tratamiento con péptido 34 a 3 dias.
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Figura 10a. Microfotografias con aumento 10x, 20x y 40x de la seleccién a de la
reconstruccion con microfotografias con tincion H&E del defecto dérmico del grupo
experimental con tratamiento con péptido 34 a 3 dias.



Hallazgos celulares en reconstruccion con microfotografias con tincion H&E
del defecto dérmico del grupo experimental con tratamiento con péptido 34 a
7 dias.

Se observa migracidn del epitelio hacia el centro del defecto dérmico,
fibronectina, matriz de colagena, vasos sanguineos pequefios y sin
infiltrado inflamatorio crénico de

ramificaciones, fibroblastos activos,

predominio linfocitario, hemosiderina, colagena abundante con haces gruesos.
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Fighra 11. Reconstruccion con microfotografias con tinciéon H&E del defecto
dérmico del grupo experimental con tratamiento con péptido 34 a 7 dias.
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Figura 11a. Microfotografias con aumento 10x, 20x y 40x de la seleccion a de la
reconstruccion con microfotografias con tincion H&E del defecto dérmico del grupo
experimental con tratamiento péptido 34 a 7 dias.



Hallazgos celulares en reconstruccion con microfotografias con tincion H&E
del defecto dérmico del grupo experimental con tratamiento con péptido 34 a
10 dias.

Se observa disminucion del tamafo del defecto dérmico, epitelio, abundante
colagena con haces gruesos, vasos sanguineos verticales de calibres

pequenos, hemosiderina, abundantes fibroblastos e infiltrado inflamatorio leve

difuso.
C Dia 10
Borde del
Borde del defecto
I

\f. . A

Figu‘r‘a ‘12:Reconstruccli6n con microfotogféﬁéé con}tincién H&E del defecto dérmico
del grupo experimental con tratamiento con péptido 34 a 10 dias.
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Figura 12a. Microfotografias con aumento 10x, 20x y 40x de la seleccion a de la
reconstruccion con microfotografias con tincion H&E del defecto dérmico del grupo
experimental con tratamiento con péptido 34 a 10 dias.



RECONSTRUCCIONES CON MICROFOTOGRAFIAS

PBS: 3 dias, 7 dias y 10 dias.

Reconstruccion con microfotografias de laminilla con tincidén tricromica de
Masson del defecto dérmico del grupo control negativo con tratamiento PBS a
3 dias.
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Figura 13. Reconstruccién con microfotografias con tincién tricromica de Masson del
defecto dérmico del grupo control negativo con tratamiento PBS a 3 dias.

\ Tabla 10. Formacion de tejido nuevo en el defecto dérmico

PBS: 3 dias
Borde izquierdo Borde derecho
10500 8732

Tabla 10. Formacion de tejido nuevo del defecto dérmico con tratamiento PBS del
grupo control negativo a 3 dias en el borde izquierdo y borde derecho, expresado en
area de pixeles cuadrados.

\ Tabla 11. Reduccién del tamaio del defecto dérmico

PBS: 3 dias
Area en pixeles cuadrados
132801.594
Tabla 11. Reduccion del tamafio del defecto dérmico con tratamiento PBS del grupo
control negativo a 3 dias, expresado en area de pixeles cuadrados.




Reconstrucciéon con microfotografias de laminilla con tincion tricromica de
Masson del defecto dérmico del grupo control negativo con tratamiento PBS a
7 dias.
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Figura 14. Reconstruccion con microfotografias con tincion tricromica de Masson
del defecto dérmico del grupo control negativo con tratamiento PBS a 7 dias.

Tabla 12. Formacion de tejido nuevo en el defecto dérmico

PBS: 7 dias
Borde izquierdo Borde derecho
32874 28516
Tabla 12. Formacién de tejido nuevo del defecto dérmico con tratamiento PBS del
grupo control negativo a 7 dias en el borde izquierdo y borde derecho, expresado en
area de pixeles cuadrados.

\ Tabla 13. Reduccion del tamafio del defecto dérmico

PBS: 7 dias
Area en pixeles cuadrados
136107
Tabla 13. Reduccion del tamafo del defecto dérmico con tratamiento PBS del grupo
control negativo a 7 dias, expresado en area de pixeles cuadrados.




Reconstruccién con microfotografias de laminilla con tincién tricromica de
Masson del defecto dérmico del grupo control negativo con tratamiento PBS a
10 dias.
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Figura 15. Reconstruccion con microfotografias con tincion tricromica de Masson
del defecto dérmico del grupo control negativo con tratamiento PBS a 10 dias.

| Tabla 14. Formacion de tejido nuevo en el defecto dérmico

Borde izquierdo Borde derecho

22108 23210
Tabla 14. Formacion de tejido nuevo del defecto dérmico con tratamiento PBS del
grupo control negativo a 10 dias en el borde izquierdo y borde derecho, expresado en
area de pixeles cuadrados.

| Tabla 15. Reduccion del tamafio del defecto dérmico

Area en pixeles cuadrados
62957

Tabla 15. Reduccion del tamario del defecto dérmico con tratamiento PBS del grupo

control negativo a 10 dias, expresado en area de pixeles cuadrados.
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Fibronectina: 3 dias, 7 dias y 10 dias.
Reconstrucciéon de laminilla con microfotografias con tincion tricromica de
Masson del defecto dérmico del grupo control positivo con tratamiento

Fibronectina a 3 dias.
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Figura 16. Reconstruccion con microfotografias con tincion tricromica de Masson
del defecto dérmico del grupo control positivo con tratamiento FN a 3 dias.

| Tabla 16. Formacion de tejido nuevo en el defecto dérmico

Fibronectina: 3 dias
Borde izquierdo Borde derecho
4074 0
Tabla 16. Formacion de tejido nuevo del defecto dérmico con tratamiento FN del
grupo control positivo a 3 dias en el borde izquierdo y borde derecho, expresado en
area de pixeles cuadrados.

\ Tabla 17. Reduccion del tamafio del defecto dérmico

Fibronectina: 3 dias
Area en pixeles cuadrados
104410
Tabla 17. Reduccion del tamafio del defecto dérmico con tratamiento FN del grupo
control positivo a 3 dias, expresado en area de pixeles cuadrados.




Reconstruccion de laminilla con microfotografias con tincion tricromica de
Masson del defecto dérmico del grupo control positivo con tratamiento
Fibronectina a 7 dias.
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Figura 17. Reconstruccién con microfotografias con tincién tricromica de Masson del
defecto dérmico del grupo control positivo con tratamiento FN a 7 dias.

| Tabla 18. Formacion de tejido nuevo en el defecto dérmico

Fibronectina: 3 dias
Borde izquierdo Borde derecho
8928 14719
Tabla 18. Formacion de tejido nuevo del defecto dérmico con tratamiento FN del
grupo control positivo a 7 dias en el borde izquierdo y borde derecho, expresado en
area de pixeles cuadrados.

\ Tabla 19. Reduccion del tamafio del defecto dérmico

Fibronectina: 3 dias
Area en pixeles cuadrados
120512
Tabla 19. Reduccion del tamafio del defecto dérmico con tratamiento FN del grupo

control positivo a 7 dias, expresado en area de pixeles cuadrados.




Reconstruccion de laminilla con microfotografias con tincion tricromica de
Masson del defecto dérmico del grupo control positivo con tratamiento
Fibronectina a 10 dias.
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Figura 18. Reconstruccion con microfotografias con tincién tricromica de Masson
del defecto dérmico del grupo control positivo con tratamiento FN a 10 dias.

| Tabla 20. Formacion de tejido nuevo en el defecto dérmico

Fibronectina: 3 dias
Borde izquierdo | Borde derecho
105914
Tabla 20. Formacion de tejido nuevo del defecto dérmico con tratamiento FN del

grupo control positivo a 10 dias en el borde izquierdo y borde derecho, expresado en
area de pixeles cuadrados.

| Tabla 21. Reduccién del tamaio del defecto dérmico

Fibronectina: 3 dias
Area en pixeles cuadrados
60096
Tabla 21. Reduccion del tamafio del defecto dérmico con tratamiento FN del grupo

control positivo a 10 dias, expresado en area de pixeles cuadrados.




Péptido 34: 3 dias, 7 dias y 10 dias.

Reconstruccion de laminilla con microfotografias con tincién tricromica de
Masson del defecto dérmico del grupo experimental con tratamiento con
péptido 34 a 3 dias.
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Figura 19. Reconstruccién con microfotografias con tincién tricromica de Masson del
defecto dérmico del grupo experimental con tratamiento con péptido 34 a 3 dias.

Péptido 34: 3 dias
Borde izquierdo Borde derecho
15525 11972
Tabla 22. Formacion de tejido nuevo del defecto dérmico con tratamiento con péptido
CAPp5 del grupo experimental a 3 dias en el borde izquierdo y borde derecho,
expresado en area de pixeles cuadrados.

\ Tabla 23. Reduccion del tamanio del defecto dérmico

: Péptido 34: 3 dias
Area en pixeles cuadrados
88180

Tabla 23. Reduccion del tamafio del defecto dérmico con tratamiento con péptido 34
del grupo experimental a 3 dias, expresado en area de pixeles cuadrados.




Reconstruccién de laminilla con microfotografias con tincién tricromica de
Masson del defecto dérmico del grupo experimental con tratamiento con
péptido 34 a 7 dias.
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Figura 20. Reconstruccién con microfotografias con tincién tricromica de Masson del
defecto dérmico del grupo experimental con tratamiento con péptido 34 a 7 dias.

| Tabla 24. Formacion de tejido nuevo en el defecto dérmico

Borde izquierdo Borde derecho

32727 51581
Tabla 24. Formacion de tejido nuevo del defecto dérmico con tratamiento péptido 34
del grupo experimental a 7 dias en el borde izquierdo y borde derecho, expresado en
area de pixeles cuadrados.

\ Tabla 25. Reducciéon del tamano del defecto dérmico
|
Area en pixeles cuadrados
55146

Tabla 25. Reduccién del tamafio del defecto dérmico con tratamiento péptido 34 del
grupo experimental a 7 dias, expresado en area de pixeles cuadrados.
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Reconstruccion de laminilla con microfotografias con tincioén tricromica de
Masson del defecto dérmico del grupo experimental con tratamiento con
péptido 34 a 10 dias.
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Figura 21. Reconstrucmon con microfotografias con tincién tricromica de Masson del
defecto dérmico del grupo experimental con tratamiento péptido 34 a 10 dias.
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Tabla 26. Formacion de tejido nuevo en el defecto dérmico
Péptido 34: 10 dias
Borde izquierdo Borde derecho
42511 62922

Tabla 26. Formacion de tejido nuevo del defecto dérmico con tratamiento péptido 34
del grupo experimental a 10 dias en el borde izquierdo y borde derecho, expresado
en area de pixeles cuadrados.

| Tabla 27. Reduccion del tamafio del defecto dérmico
Péptido 34: 10 dias
Area en pixeles cuadrados
80930

Tabla 27. Reduccién del tamafio del defecto dérmico con tratamiento péptido 34 del
grupo experimental a 10 dias, expresado en area de pixeles cuadrados.




PORCENTAJE DE REGENERACION

Disminucion del tamano del defecto dérmico en fotografias clinicas

descriptivas.
| Tabla 27. Disminucion del tamafio del defecto
PBS FN CAP p34
Dias A Porcentaje | ; Porcentaje | ; Porcentaje
Area (%) Area (%) Area (%)

dl'(; S 87228 100% 80768 100% 421678 100%
dizs 4362 5% 3796 4.70% 8759 2.08%
d|’7as 184432 | 21.44% 192790 11.22% 41085 9.74%
d1|'e(1)s 43098 49.41% 10434 12.92% 14451 3.43%
% 0
a10 50.59% 100% 96.57%
dias

Tabla 27. Disminucién del tamano del defecto dérmico en fotografias clinicas
descriptivas.
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Grafico 1. Disminucién del tamafio del defecto en fotografias clinicas descriptivas a
3, 7y 10 dias de las moléculas aplicadas.



Porcentaje del

area de tejido neoformado del

defecto dérmico en

reconstruccién con microfotografias con tincion tricromica de Masson.

| Tabla 28. Porcentaje de tejido neoformado

PBS
Area (pixeles)
Dias Borde Borde Total Porcentaje
izquierdo derecho (%)
3 dias 10500 8732 19232 18.16
7 dias 32874 28516 61390 57.96
10 dias 22108 23210 45318 42.79%
FN
Area (pixeles)
Dias Borde Borde Total Porcentaje
izquierdo derecho (%)
3 dias 4074 0 4074 100%
7 dias 8928 14719 23647 100%
10 dias 105914 0 105914 100%
CAP p34
Area (pixeles)
Dias Borde Borde Total Porcentaje
izquierdo derecho (%)
3 dias 15525 11972 27497 25.96%
7 dias 32727 51581 84308 79.60%
10 dias 42511 62922 105433 99.55%

Tabla 28. Porcentaje del area de tejido neoformado del defecto dérmico en
reconstruccion con microfotografias con tincion tricromica de Masson.
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Grafico 2. Porcentaje del area de tejido neoformado del defecto dérmico en
reconstruccion con microfotografias con tincién tricrémica de Masson a 3, 7 y 10 dias
de las moléculas aplicadas.

Porcentaje de disminucidn del area del defecto dérmico en reconstruccion

con microfotografias con tincion tricromica de Masson.

abla 29. Porcentaje de disminucion del area del defecto dérmico

PBS FN —CAP p34

Dia " Porcentaj A Porcentaj | Area | Porcentaj

Area Area .
S (Pixel) ° (Pixel) ° e °
(%) (%) ) (%)

3 | 13280159 | 457 190, | 10441 1 1000, | 90736 | 86.90%
dias 4 0
dl,; | 136107 | 112.94% 12251 100% | 55146 | 45.76%
d1|'gs 62957 104.76% | 60096 | 100% | 80930 | 134.67%

Tabla 29. Porcentaje de disminucion del area del defecto dérmico en reconstruccion
con microfotografias con tincion tricromica de Masson.
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Grafico 3. Porcentaje de disminucion del area del defecto dérmico en reconstruccion
con microfotografias con tincién tricrémica de Masson a 3, 7 y 10 dias de las
moléculas aplicadas.
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DISCUSION

Las proteinas son polimeros hechos de monémeros de aminoacidos con una
secuencia unica que le otorga cualidades a la molécula, las cuales pueden
entenderse al examinar las propiedades quimicas de sus aminoacidos
constituyentes.®® La proteina CAP afecta la progresion del ciclo celular en la
fase G1 y aumenta los niveles de ciclina D1, lo que indica qué células se
reclutan y su diferenciacion durante la homeostasis normal y la cicatrizacion
de heridas, ademas de si la curacidn es reparacion o regeneracion, dado que
CAP presenta quimiotaxis selectiva y actividad de unidn celular que define la

ruta de las células involucradas.™

En la actualidad se han podido sintetizar péptidos de uso terapéutico, es decir,
moléculas bioactivas de facil produccion que reproducen las funciones de los
péptidos naturales o de las proteinas de longitud completa, las cuales inducen
procesos celulares al intervenir en el comportamiento de las células,
mejorando sus procesos de diferenciacion, migracion y adhesion. Ademas,
tienen ventajas sobre otras moléculas, como: mayor especificidad, menor
tamafo que les permite penetrar en los tejidos, buenos perfiles de seguridad,
tolerabilidad y eficacia, menor inmunogenicidad y mayor estabilidad, ya que
pueden almacenarse por cantidades de tiempo considerables, menor riesgo
de complicaciones a causa de sus metabolitos y menor riesgo de toxicidad
sistémica por sus productos de degradacion.*® Se cree que los péptidos de
alto peso molecular que contienen aminoacidos con caracteristicas
antioxidantes, antimicrobianas e inmunomoduladoras influyen en la

cicatrizacion de heridas.*’

Diferentes péptidos sintéticos de uso terapéutico han sido utilizados en
estudios in vivo con el objetivo de evaluar su potencial para cicatrizacion. Su

papel en la cicatrizacion se ha relacionado con sus propiedades antioxidantes,



antimicrobianas e inmunomoduladoras. Los aminoacidos histidina, tirosina y
glicina se han localizado en cadenas peptidicas con actividad antioxidante y
cicatrizante; lisina, arginina y leucina se han encontrado en cadenas peptidicas
que poseen actividad antioxidante, antimicrobiana y cicatrizante; los
aminoacidos valina e isoleucina se hallan en péptidos inmunoactivos y
antioxidantes.*! De esta forma, el péptido 34 de CAP por su secuencia
MASSDEDGTNGGASEAGEDREAPGERRRLGVLAT, al tener en su
conformacion repeticiones de glicina, arginina, leucina y valina, simboliza una

gran oportunidad en el uso terapéutico de péptidos.

El péptido sintético CAPp34 con secuencia
MASSDEDGTNGGASEAGEDREAPGERRRLGVLAT, derivado de la proteina
de Adhesiéon del Cemento (HACD1/CAP), esta conformado por 34
aminoacidos de los cuales 16 son hidrofébicos no polares: M (1), A (5), G (6),
P (1), L (2), V(1); 6 son polares sin carga: S (3), T (2), N(1); y 12 son polares
ionizables: D (3), E (5), R(4). Sus cadenas laterales son hidrofobas, por ello no
pueden formar enlaces electrostaticos o interactuar con agua.?? Debido a las
caracteristicas y secuencia del péptido CAPp34, el mecanismo de accion
antimicrobiana que posee puede ser consecuencia de una interaccion
electrostatica con los fosfolipidos de la membrana y desintegracion de la

membrana, que resulta en muerte celular.*!

En estudios recientes, se ha descrito que los péptidos pueden ejercer efectos
inmunomoduladores que suceden a través de la activacion de macrofagos,
estimulacién de la fagocitosis, aumento en el recuento de leucocitos, induccion
y modulacion de citocinas, produccion de anticuerpos, aumento en la actividad
de células natural killer, mejora en la capacidad fagocitica de los macrofagos,
estimulacién de la proliferacion de linfocitos e inhibicion de respuestas
proinflamatorias del huésped a lipopolisacaridos. Los péptidos con estos
efectos son cortos e hidrofébicos, ademas los péptidos con carga positiva son



mas efectivos para la estimulacion de la proliferacidén de linfocitos, por lo tanto
la composicion, secuencia, longitud, carga e hidrofobicidad son decisivas en
su capacidad de actividad inmunomoduladora.*? El péptido 34 de CAP con
secuencia MASSDEDGTNGGASEAGEDREAPGERRRLGVLAT, es un
péptido corto, hidrofébico, con alto peso molecular, que al tener estas
caracteristicas cumple con todos aspectos de estudio que se le otorgan a los
péptidos con efectos antioxidantes, antimicrobianos, cicatrizantes e
inmunomoduladores. Sin embargo, es necesario continuar el estudio del p34

para determinar sus efectos en las células del sistema inmune.

De acuerdo con Lezama Garcia (2019) en su ensayo in vivo, los hidrolizados
de pancreatina y la fraccion peptidica mayor de 10kDa obtenidos del
concentrado proteico de Phaseolus lunatus aplicado 10 ml de solucion de 5,0
mg/ml en heridas de 2 mm de diametro, demostré un avance en la cicatrizacion
de un 80% a los 2.86 dias para el hidrolizado y 3.03 dias para la fraccion
peptidica mayor, respecto a los controles.*'

En contraste, el péptido CAP p34 con secuencia
MASSDEDGTNGGASEAGEDREAPGERRRLGVLAT en una concentracion
de 20ug/ml aplicada sobre la superficie del defecto en una dosis de 20ul,
mostro un porcentaje de tejido neoformado de 25% a los tres dias, 79.60% a
los 7 dias y 99.55% a los 10 dias, en comparacién con el control positivo de
fibronectina (FN) (100%), en defectos dérmicos de tamario critico de 8 mm de
circunferencia y de espesor total. En cuanto al porcentaje de disminucion del
area del defecto, mostré un porcentaje de 86.90% a los tres dias, 45.76% a
los 7 dias y 134.67% a los dias en comparacion con el control positivo de
fibronectina (FN) (100%) en defectos dérmicos de tamanio critico de 8 mm de
circunferencia y de espesor total. Clinicamente, el péptido CAPp34 demostro
la disminucion del tamario del defecto a un 2.08% a los 3 dias, 9.74% a los 7
dias y 3.43% a los 10 dias, siendo que del dia 0 (100%) al dia 10 (3.43%) el



tamafno del defecto disminuyd un 96.57% en defectos dérmicos de tamafio

critico de 8 mm de circunferencia y de espesor total.

El péptido 34 de CAP estimuld la cicatrizacion y completd el cierre de un
defecto de tamano critico con tejido neoformado en un 99.55% en 10 dias, lo
que demuestra mayor efectividad en comparacion con los hidrolizados de
pancreatina y la fraccion peptidica mayor de 10kDa obtenidos del concentrado
proteico de Phaseolus lunatus.

A pesar de ser una cicatrizacion de segunda intencion por ausencia de sutura,
la cicatrizacion de los defectos dérmicos corresponde a un tipo de cicatrizacidn
normal, en los cortes histologicos se observa la adecuada formacion de tejido
de granulacion con proliferacion de fibroblastos, formacion de vasos
sanguineos y sintesis de matriz extracelular.® Ademas, en el dia 7 se observa
migracion de las células epiteliales hacia el centro del defecto, correspondiente
a una correcta fase de epitelizacion, la union dermoepidérmica se observa

finalizada en el corte histologico con tincion H&E del dia 10.

Multiples estudios consideran que la dehiscencia postquirurgica es el mejor
medio de cicatrizacion, en esta se separa la incision para realizar un manejo
eficaz de infecciones, control de exudados y edema, logrando la cicatrizacion
con ayuda de apdsitos antimicrobianos.*® En este sentido, el tratamiento con
el péptido 34 de CAP sobre los defectos dérmicos de tamaiio critico con su
potencial antimicrobiano otorga el medio necesario para la estimulacion de los
fibroblastos y la correcta cicatrizacion sin necesidad de colocar un andamio
que proporcione una estructura a las células para prevenir una cicatrizacion

defectuosa o patoldgica.



CONCLUSIONES

En el ensayo in vivo con ratas Wistar, el péptido 34 con secuencia
MASSDEDGTNGGASEAGEDREAPGERRRLGVLAT derivado de la Proteina
de Adhesién del Cemento (HACD1/CAP) demostré tener potencial para la
cicatrizacion, promover la neoformacién de tejido conectivo y epitelio
escamoso estratificado queratinizado en defectos dérmicos de tamario critico
de 8 mm de circunferencia y espesor total, en una concentracion de 20ug/ml
sobre la superficie del defecto, logrando el cierre total del defecto en el dia 10,

con una cicatrizacion clinica normal.

Se demostro diferencia importante entre los grupos controles (PBS y FN) con
respecto al experimental (p34), logrando un resultado de mayor eficacia para
los defectos dérmicos tratados con el péptido 34 de CAP. Por lo que p34 es

una alternativa terapéutica en la regeneracion de tejido epitelial.

Debido a las caracteristicas de los aminoacidos que conforman el p34 de CAP,
este posee potencial antioxidante, antibacteriano e inmunomodulador, el cual
otorga un medio adecuado para la estimulacion y proliferacion celular, que da

como resultado una correcta cicatrizacion.

El péptido 34 de CAP por su facil obtencion, manipulacién, almacenamiento y
aplicacién, representa el futuro para el tratamiento de heridas crénicas y

agudas.



Perspectivas a futuro

Los resultados obtenidos en esta investigacion son de vital importancia para
el disefio de biomoléculas asociadas con la ingenieria tisular y la regeneracion
de tejidos. El siguiente objetivo para esta investigacion es determinar las
caracteristicas inmunomoduladoras del péptido 34 de CAP, ya que
representan una gran oportunidad en el tratamiento para la cicatrizacion de
heridas agudas y crdnicas, asi como en el tratamiento con injertos dérmicos,
sin embargo, es necesario someterlo a diferentes estudios para determinar la
farmacodinamia, farmacocinética, eficacia, seguridad y los posibles eventos

adversos que pueda tener.
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