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Evaluacion de calreticulina humana versus calreticulina de Trypanosoma cruzi en lainduccion de tejido

fibroso parala cicatrizacion de piel en ratas

Evaluation of human calreticulin versus Trypanosoma cruzi calreticulin in the induction of fibrous tissue for

skin healing in rats

Caroll Estefani Sepulveda Nufez*
*Departamento de Ciencias Clinicas, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile, Santiago,
Chile. Financiamiento FONDECYT 3100021.

RESUMEN

Calreticulina (CRT) es una proteina ubicua, altamente conservada, que se localiza principalmente en el reticulo
endoplasmico (RE), donde es elemental para el correcto plegamiento y transporte de proteinas. Se han descrito
diversas funciones extracelulares para esta proteina, entre ellas, inducir la fagocitosis de células apoptoticas, y
promover la migracion concentracion-dependiente de queratinocitos, fibroblastos, macréfagos y monocitos,
estimulando la re-epitelizacién a través de la proliferacion celular de queratinocitos y fibroblastos, procesos
fundamentales para la cicatrizacién de heridas cutdneas. Es asi como, se evaluaron diversos efectos de CRT
recombinante humana (rHUCRT) y parasitaria proveniente del protozoo Trypanosoma cruzi (rTcCRT) administrada
subcutaneamente en distintas concentraciones, en el proceso de cicatrizacion de heridas en la piel de ratas. Se
comparé la efectividad de ambas proteinas en el porcentaje de re-epitelizacion, proliferacion celular (medido como N°
de células/cmz) y profundidad dérmica, tanto a los 5 como 10 dias post-intervencion. Los mejores resultados en la
cicatrizaciéon de heridas de piel en ratas fueron obtenidos al administrar rTcCRT en menor concentracién (2.500
veces menos concentrada que la dosis alta) y rHUCRT a mayor concentracion.

PALABRAS CLAVES: Calreticulina, cicatrizacion de heridas, Trypanosoma cruzi.

ABSTRACT

Calreticulin (CRT) is a ubiquitous protein highly conserved mainly localized in the endoplasmic reticulum (ER), which
is elementary for the proper folding and protein transport. Have been described various extracellular functions for this
protein, including induction of phagocytosis of apoptotic cells and promote migration concentration-dependent
keratinocytes, fibroblasts, macrophages and monocytes, stimulate re-epithelialization through cell proliferation of
keratinocytes and fibroblasts, processes essential for cutaneous wound healing. Thus, we evaluated various effects of
recombinant human (rHUCRT) and protozoan parasite Trypanosoma cruzi (rTcCRT) CRT administered
subcutaneously at different concentrations, in the process of wound healing in the skin of rat. We compared
effectiveness of both proteins in the percentage of re-epithelialization, cell proliferation (measured as numbers of
cells), and dermal depth, both at 5 and 10 days post-intervention. The best results in healing of skin wounds in rats
were obtained by administering rTcCRT in lower concentrations (2,500 times less concentrated than the high dose)
and rHUCRT of higher concentration.

KEY WORDS: Calreticulin, wound healing, Trypanosoma cruzi.



INTRODUCCION

La pérdida de la integridad de la piel debido a una lesion o enfermedad aguda puede dar lugar a
un desequilibrio fisiolégico importante ya que muchas veces debido a desequilibrios metabdlicos
en el proceso cicatricial de la piel, las heridas se presentan de forma crénica (Clark et al., 2007).
En nuestro pais las principales causas en la presentacion de este tipo de heridas son la
diabetes mellitus (cuya prevalencia es 9,4% (MINSAL, 2011)), y la insuficiencia vascular
venosa. Del total de estas heridas, 40.000 corresponden a pacientes con Ulceras venosas y
12.000 a pacientes con Ulceras de pie diabético al afio (Piel artificial, UACH, 2010).

Se estima que en tratamientos al afio, se gastan mas de $70 mil millones en los pacientes con
Ulceras venosas y $9 mil millones en amputaciones menores en pacientes con Ulceras
diabéticas, estos valores no incluyen las pérdidas pecuniarias que afectaran al paciente y al
Estado, a este ultimo por el lucro cesante, ni el costo de una segunda amputacion y el dafo
econdmico y social de la muerte del 50% de los pacientes que han sufrido una amputacion (Piel
artificial, UACH, 2010).

El objetivo ideal de la cicatrizacion de las heridas es la recuperacién de los tejidos de manera
gue la estructura y las propiedades funcionales puedan ser restablecidas. Los tratamientos
tradicionales, suelen basarse en simples pautas de cuidado, como desbridamiento, limpieza y la
aplicacion de apésitos humedos. Apdésitos mas avanzados, con factor de crecimiento en geles
tépicos han tenido un éxito clinico limitado, debido a la inadecuada distribucion y persistencia de
este factor en la zona de la herida (Stefonek and Master, 2007). Por lo tanto la adicién de algun
factor que promueva la migracién de diversos tipos celulares involucrados en el proceso

cicatricial hacia el sitio de la herida, podria mejorar la formacion de tejido granular.

Encontrada originalmente en células musculares de conejo, calreticulina (CRT) (Ostwald and
MacLennan, 1974), es una glicoproteina de 46 kDa conformada por tres dominios (C, N y P)
(Gold et al.,, 2006). Esta proteina es altamente conservada y pleiotrépica, distribuida
ampliamente en las células eucariotas, al interior del reticulo endoplasmico (RE), asegurando el
correcto plegamiento y transporte de proteinas y glicoproteinas. Ademas, actia en la regulacién
del metabolismo de calcio e interviene en la expresion de genes que codifican proteinas
implicadas en la adhesion celular (Nanney et al., 2008; Villagomez et al., 2009; Michalak et al.,
2009; Gold et al., 2010). Sin embargo, durante los ultimos 20 afios, ha sido descrita no solo al
interior del RE, sino que en la superficie celular, el citoplasma y el nacleo (Michalak et al., 2009),
Actualmente, se le atribuyen variadas y novedosas funciones extracelulares, dentro de las que

se destacan sus propiedades antitumorales (Pike et al., 1998; Obeid et al., 2007; Michalak et
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al., 2009; Lépez et al., 2010), anti-angiogénicas (Pike et al., 1999; Ferreira et al., 2005; Molina et
al., 2005; Lopez et al., 2010), reguladora de la respuesta inmune (Aguilar et al., 2005; Ferreira
et al., 2005; Obeid et al., 2007; Ramirez et al., 2011), desarrollo embrionario (Michalak et al.,
2009), promocién de la adhesion celular (Papp et al., 2007) y la cicatrizacién de heridas
cutaneas (Gold et al., 2006 y 2010; Nanney et al., 2008), entre otras.

Algunos estudios han demostrado que la CRT promueve el proceso de reparacion de heridas
en la piel (Nguyen et al., 2009), actuando tanto a nivel dérmico como epidérmico, a través de
diferentes mecanismos (Gold et al.,, 2006; Nanney et al., 2008). Originalmente, CRT fue
identificada como el componente biolégicamente activo del acido hialurénico, aislado en piel de
fetos de ovejas. Este polisacarido acelera la cicatrizacion de heridas en modelos animales
experimentales de regeneracion cutanea (Burd et al., 1991; Bakshandeh et al., 1992; Cabrera et
al., 1995).

Estudios in vivo han demostrado que su aplicacion tépica produce una mayor tasa de
epitelizacion (efecto dosis-dependiente) (Michalak et al., 2009; Gold et al., 2010), a través de la
migracion de queratinocitos y fibroblastos hacia el sitio de la lesion, generando una fuerte
induccion del tejido de granulacion en modelos animales porcinos y murinos (Gold et al., 2010).

Las heridas tratadas con CRT muestran un aumento en la tasa de re-epitelizacion y un mayor
grado de estratificacion de la capa epidérmica y del tejido de granulacion, alcanzando una
temprana madurez en comparacion con las heridas tratadas con factores de crecimiento como
el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (Nanney et al.,, 2008). Estos efectos
positivos, también se evidencian en un marcado incremento del factor de crecimiento tisular,
TGF-B3 (Nanney et al., 2008). Este factor es importante en la promocién de la matriz celular,
induccién de la migracion celular y atraccion de macrofagos hacia la herida (Barrientos et al.,
2008; Gold et al., 2010), mientras que el efecto de CRT en la neodermis (tejido de granulacién
en la re-epitelizacién casi finalizada) de las heridas tratadas, incrementa de manera importante
la proliferacion de queratinocitos basales y células propias de la neodermis (Nanney et al.,
2008).

Otro estudio in vitro determiné que CRT estimula la migracion de monocitos y lineas celulares
de macréfagos, produciendo un aumento de macréfagos tisulares en las heridas porcinas
tratadas con CRT (Gold at al., 2006; Nanney et al., 2008). Ademas, CRT desempefa un papel
esencial como acompafiante de integrinas y en la expresion de éstas, permitiendo la migracién
celular dentro de la herida (Gold et al., 2010; lhara et al., 2011).


http://es.wikipedia.org/wiki/Plaquetas
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ihara%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21557298

Los estudios antes mencionados exploran los efectos de CRT de mamiferos, sin embargo, esta
proteina también estd presente en el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi (Aguillon et al.,
2000), responsable de la enfermedad de Chagas (Chagas, 1909). A diferencia de otros
tripanosoméatidos, como Leishmania y Trypanosoma brucei, el ciclo de vida de T. cruzi posee
fases extracelulares e intracelulares. Su condicion de parasito intracelular se relaciona con su
menor susceptibilidad a las drogas anti-chagasicas y la respuesta inmune humoral (Ferreira et
al., 2004).

CRT de T. cruzi (TcCRT) esta implicada en la modulaciéon inmune y no inmune de la progresion
cronica de esta enfermedad (Ramirez et al., 2011), interviniendo en diversas funciones de la
interaccion hospedero-parasito. (Ferreira et al., 2004; Lépez et al., 2010; Valck et al., 2010;
Ramirez et al., 2011). Esta proteina se ha encontrado al interior del RE, en la superficie y fuera
del parasito (Ferreira et al., 2004; Ramirez et al., 2011).

Diversos estudios sobre TcCRT, han mostrado que varias de las caracteristicas funcionales
descritas para esta proteina, se conservan en diferentes grados en CRTs proveniente de
vertebrados (Ramirez, et al., 2011; Ferreira et al., 2005), por lo que multiples funciones de esta
molécula son operativas en una variedad CRTs de diversos origenes. Es asi, como la molécula
TcCRT recombinante (rTcCRT) es idéntica aproximadamente en un 50% a su contraparte
humana (HUCRT) (Ferreira et al., 2004; 2005). Ademas, rTcCRT posee funciones extracelulares
como la inhibicién de la angiogénesis (Ferreira et al., 2005; Molina et al., 2005; Ramirez et al.,
2011). Sin embargo, se han observado diferencias entre rHUCRT y rTcCRT (Toledo et al.,
2010), siendo rTcCRT mas eficiente en términos equimolares que su contraparte humana, en su

efecto antiangiogénico y antitumoral (Lépez et al., 2010).

Es asi como el objetivo de esta memoria de titulo es explorar si esta diferencia en eficiencia
equimolar es también pesquisable en la modulacién de la cicatrizacién de heridas de piel. Para
esto, realizamos un estudio comparativo entre rHUCRT y rTcCRT, determinando su capacidad

in vivo de promover la cicatrizacion de heridas en la piel de ratas.

MATERIALES Y METODOS

l. Calreticulinas recombinantes

rITcCRT y rHUCRT fueron producidas y donadas por el Doctor Arturo Ferreira, Profesor del
Programa Disciplinario de Inmunologia, Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM), , Facultad de

Medicina, Universidad de Chile.



Il. Preparacion de esponja de quitosano con glutaraldehido

Para la preparacion de las esponjas se utilizé una solucion de quitosano de bajo peso molecular
al 2% (20-200 cps, Aldrich), desacetilado (86%), en &acido acético (5%), finalmente
glutaraldehido (0,1%), el que actla como factor entrecruzante. Fue mantenido por 24 horas a
temperatura ambiente y posteriormente filtrado para eliminar la solucion no disuelta de
quitosano e impurezas (Fernandez et al., 2011). La esponja de quitosano se obtuvo de la
congelacion de la solucion en nitrégeno liquido para luego ser liofilizada durante 48 horas.
Luego éstas fueron cortadas en piezas de 4 mm? envasadas individualmente para

posteriormente ser esterilizadas mediante 6xido de etileno.

II. Pruebas de hidrataciéon y de estabilidad de esponjas de quitosano.

Se midié la capacidad de absorcién de liquidos de la esponja de quitosano con glutaraldehido
como factor entrecruzante, a través de la incubacion de las esponjas con glutaraldehido entre 0
a 5% en fluido corporal simulado (SBF), pH 7,4 a 37° C. Un peso conocido de la esponja fue
determinado como la media. El peso de la esponja hidratada se midi6 a las 12, 24, 48 y 96
horas de iniciada la prueba, se eliminé el exceso de liquido en la superficie con papel filtro, para
posteriormente ser pesadas inmediatamente en una balanza electrénica. Cada experimento fue
repetido tres veces y el valor medio fue obtenido como porcentaje de absorcién de SBF de las

esponjas de quitosano, calculado en relacién a su media por la siguiente férmula (Fig. 1):

Figura 1. Porcentaje de absorcion de fluido corporal simulado de la esponja en equilibrio (Esgre). Pe €S €l peso
de la esponja en equilibrio de absorcion de SBF y Pg es el peso inicial de la esponja.

V. Morfologia de las esponjas de quitosano al microscopio electrénico de
barrido (MEB)

La morfologia de la esponja de quitosano fue estudiada a través de MEB (SEM, TESLA BS
343A). Las muestras fueron recubiertas con una capa de oro 20 nm de espesor, utilizando un
sistema automatizado de pulverizacion catédica EMS-550, a 25 mA durante cuatro minutos.
Fueron examinados en su morfologia superficial, tamafio de poro y estructura bajo microscopio

electrénico de barrido a 15 kV.



V. Esponja de quitosano cargada con HUCRT y TcCRT

Las esponjas fueron empleadas para generar la liberacion controlada de CRT en el tejido
subcutaneo, las cuales fueron usadas de forma Unica y cargadas con 40 pl de rHUCRT o
rTcCRT de alta (1,0 pg/ul) y baja (2,5 ng/ul) concentracion (Fig. 2).

Implante
subcutaneo

Herida

Figura 2. Distribucién de heridas en rata experimental. Fueron realizadas seis heridas completas, de 5 mm de
espesor, en el térax dorsal (tres a cada lado) de cada rata. Las heridas fueron distribuidas de la siguiente manera: A:
Implante de Quitosano (Q) + TcCRT (1 pg/u); B: Q + HUCRT (1 ug/ul); C: Implante de quitosano; D: Herida sin
implante; E: Q + TcCRT (2,5 ng/ul); F: Q + TcCRT (2,5 ng/ul).

VI. Ensayo in vivo de herida de piel en modelo de rata

Ratas Sprague-Dawley de sexo masculino de 300 a 350 g, fueron divididos en dos grupos
experimentales (con 3 ratas por grupo). Las ratas fueron anestesiadas de forma inhalatoria con
isoflurano al 2%. La piel dorsal fue rasurada, lavada con clorhexidina al 0,05% y desinfectada
con una solucién de alcohol al 75% (Fig. 3a). Se realizaron 6 heridas de piel en el térax dorsal
(3 en cada lado), por medio de un punch biopsial escisional de 5 mm de didmetro, luego se llevo
a cabo una pequefia diseccién roma subcutaneay lateral a las heridas realizadas en la piel (Fig.
3b), proporcionando de esta manera un lecho para los implantes de quitosano en el subcutaneo

adyacente.

Se protegieron las heridas del medio externo con una gasa estéril, sujeta a la piel (Fig. 3c) a
través de seis puntos discontinuos (nylon 4-0), los que fueron retirados 24 horas post-

intervencidn, para asi evaluar la evolucién del proceso cicatricial.



Figura 3. (a) Procedimientos pre-quirdrgicos, anestesia inhalatoria, limpieza y depilacion de piel dorsal. (b) Vista
dorsal de heridas de piel. (c) Proteccion de las heridas del medio externo con gaza estéril, sujeta a la piel a través de

puntos. (1d) Remocion de heridas con tejido circundante, vista dorsal. (2d) Vista ventral.

Estas heridas cicatrizaron por segunda intencion por 5 y 10 dias. Al final de cada tiempo
experimental, se removieron las heridas con su respectivo tejido circundante, divididos
verticalmente en tres secciones que comprendian todo el espesor del tejido (Fig. 3.1d) Estos
fueron fijados en un buffer neutro de formalina al 10% durante 24 horas, incluidos en parafina,
cortados en laminas de 5,0 um de espesor y montados en portaobjetos de vidrio para su

analisis histologico de rutina con tincion de Hematoxilina & Eosina (H&E).

Todos los protocolos de estudios en ratas (vide infra) fueron aprobados por el Comité de
Bioética Animal de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, que estd en conformidad
con los Principios de Guia Internacionales para la Investigacion Biomédica en animales

elaborado por el Consejo para Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas (CIOMS).

VIL. Analisis histologicos

Los analisis fueron realizados mediante equipo Nikon modelo Eclipse E-400 y digitalizados
mediante camara Nikon Modelo DS-SMC. Las mediciones cuantitativas se realizaron utilizando

el software Nikon Image System Elements Basic Research v3.2.
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i. Formacion de tejido de granulacién/profundidad neodermis

Se midié el espesor del tejido de granulacion en portaobjetos tefiidos con H&E. El tejido de
granulacion se define como neodermis cuando la re-epitelizacién estaba casi finalizada,
constituyendo asi, la profundidad dérmica. Las mediciones de la profundidad neodérmica se
extienden desde la union dérmica-epidérmica hasta la interseccion del tejido de granulacion
recién formado con la musculatura discontinua del musculo panicular. Los resultados se
expresaron en um y fueron comparados con la profundidad de la dermis normal (1,5 + 0,62
mm).

ii. Densidad celular en la dermis

La dermis esta conformada principalmente de tejido conectivo denso (Fig. 4 (TC)), que contiene
fibras de colageno y elastina, y menos proporcién de fibroblastos, macréfagos y adipocitos, asi
como inervacion, glandulas y foliculos pilosos. Mediante imagenes digitalizadas se determino el
namero de células utilizando los ndcleos celulares presentes entre las fibras de colageno del
tejido conectivo de la dermis del sitio de la herida y la densidad, la cual fue expresada como el
nimero de células/mm? (Fig. 4). Los datos se compararon con el promedio de nicleos

presentes en la dermis normal de ratas (0,9 células/mm?).

Figura 4. Determinacion de la densidad celular dermal (células/mm?). (a) Microfotografia de piel de rata, corte
transversal. Se observa la epidermis (Ep), dermis (D) y tejido conectivo (TC). (b) Nucleos celulares (color celeste)
coloreados y contabilizados digitalmente (Software Nikon Image System Elements Basic Research) H&E 100x

iii.  Proceso de re-epitelizacion

El grado de re-epitelizacion y la altura del epitelio escamoso estratificado en tejidos tefiidos con
H&E provenientes de la herida de piel en ratas fueron determinadas por medio de analisis

morfométricos.



La extension de la re-epitelizacion de las heridas se determind después de 5 y 10 dias de
transcurrida la lesion inicial, mediante la mediciébn de una imagen compuesta que abarcé la
epidermis restituida recientemente, por la migracion de células del borde epidérmico de la
herida y de las islas epiteliales derivadas de la migracion ascendente de células provenientes
de los foliculos pilosos, los que fueron comparados, con la longitud de la herida total. Los datos
se expresaron como porcentaje de epitelizacion mediante el método descrito por Okwueze et
al., 2007.

VIII. Anadlisis estadistico

Para los ensayos de profundidad neodérmica, densidad celular y re-epitelizacion que fueron
realizados a través de andlisis morfométricos, los valores obtenidos fueron sometidos a la
prueba de Shapiro-Wilks de normalidad, posteriormente a la prueba de Kruskall-Wallis para
muestras no paramétricas y la prueba de Mann-Whitney para la comparacion entre las muestras
individuales. Los andlisis estadisticos de todos los experimentos se realizaron con el software
SPSS versién 12 (Chicago, IL).

RESULTADOS

I Capacidad de absorcién SBF de las esponjas de quitosano.

La capacidad de absorcion de SBF se observa en el grafico (1). El aumento de las
concentraciones de glutaraldehido como agente entrecruzante, determina un menor grado de
absorcion de fluido corporal simulado. Fue elegido el grado de entrecruzamiento logrado con un
0,5% de glutaraldehido ya que permitia absorber un volumen de 40 ul de la solucion de CRT

por cada 20 ug de cubo de esponja de quitosano.

Capacidad de absorcién de fluido
corporal simulado (SBF)

350 o + % Absorcion SBF
300
250
200
150
100
50

y=-47,849x + 275,91
R?=0,8596

% Absorcién SBF

0 1 2 3 a 5 6
% Agente reticulante agregado

Gréfico 1. Determinacion del grado de entrecruzamiento de glutaraldehido y la captacion de SBF por la matriz

de quitosano.



Il. Morfologia de la esponja

Esta imagen SEM (Fig. 5) muestra la arquitectura altamente porosa de la esponja entrecruzada
con multiples orificios e interconexiones por poros de 30-200 um de didmetro y delimitados por
delgados tabiques transversales.

Figura 5. Morfologia de la esponja de quitosano. Visto bajo microscopio electrénico de barrido.

II. Cambios morfolégicos en la cicatrizacién de heridas de piel por el uso de
CRT subcutéanea.

La piel dorsal de la rata esta formada por el misculo subcutaneo paniculo, un musculo tipo
estriado, el corion o dermis (tejido conectivo) y la epidermis (epitelio). Los apéndices epiteliales
son en su mayoria foliculos pilosos y glandulas sebaceas. Contrariamente a la piel humana, las
glandulas sudoriparas no se observan en las ratas. La epidermis normal en el dorso de la rata
estd formada por cuatro o cinco capas de células: basal, espinosa, granular y coérnea.
Histolégicamente la dermis es una capa gruesa de tejido conectivo compuesto principalmente
de fibras de colageno, con una poblacion reducida de células incluyendo los adipocitos. En su

unién con la epidermis, la dermis cutanea forma las papilas (Komesu et al., 2004) (Fig. 6).
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Figura 6. Microfotografia de piel dorsal normal de rata, seccion transversal. Se puede observar la epidermis
(Ep), dermis (D) con foliculos pilosos (fp), glandulas sebéaceas (gs), papila dérmica (pd), células adiposas (ad) y

musculo paniculo (M). H&E, 40x

Las heridas realizadas por escisidbn completa de piel del dorso de las ratas, se dejaron cicatrizar
por segunda intencion. Después de 5 dias de cicatrizacion en las heridas control negativo o en
aquellas en las que se implanté la esponja de quitosano subcutaneamente, se observé que adn
existia una discontinuidad del musculo subcutaneo paniculo, con tejido de granulacién
vascularizado que llena el espacio de escision (Fig. 5a (cs)). También hubo una demarcacion
lineal bajo la costra residual de fibrina con restos necréticos en la superficie de la herida y un
engrosamiento de la epidermis en sus bordes de corte, que ademas incluye, un proceso de re-

epitelizacién incompleto (Fig. 7ay c).

A los 10 dias de cicatrizacion en las heridas control negativo y las heridas implantadas so6lo con
quitosano, se evidencié una unién parcial del madsculo panicular extirpado. La dermis se
caracterizO por una estructura de mayor madurez con fibras coldgenas entrecruzadas, con

menor nimero de vasos sanguineos y la presencia de adipocitos. Ademas, se pudo observar un
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acabado casi por completo del proceso de re-epitelizacion, pero sin foliculos pilosos, glandulas
sebaceas, ni papilas dérmicas (Fig. 7b y d).

Figura 7. Microfotografias de las heridas de piel de rata tefiidas con H&E después de 5 dias (izquierda) y 10
dias (derecha). Imagenes de herida control negativo (a) y herida implantada con quitosano libre de CRT (c). En
ambos tratamientos (a, c¢), se puede observar costras de sangre residual (cs), re-epitelizacion parcial (Ep) y tejido de
granulacién gue llena el espacio de escision (D). A los 10 dias se observan, en las heridas control negativo (b) como
en las implantadas con quitosano (Q) libre de CRT (d), un mayor grado de madurez en la neodermis (D) y una casi

completa re-epitelizacién (Ep). (M): musculo panicular; (fp): foliculos pilosos. 40x.
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Por otra parte, la administracion de CRT promovié el proceso de cicatricial de las heridas.
Luego de 5 dias de cicatrizacion, se observé que las heridas tratadas con bajas
concentraciones de rTcCRT presentaron una discontinuidad del musculo subcutaneo panicular.
Ademaés, se evidencié una dermis casi madura con fibras coldgenas entrecruzadas y un término
parcial del proceso de re-epitelizacion, aunque todavia presentaba costras de fibrina en la
superficie de la herida (Fig. 8a). Mientras que después de 10 dias de tratamiento con bajas
concentraciones de rTcCRT, se observo una unién incipiente del musculo panicular extirpado,
una dermis casi madura con fibras colagenas entrecruzadas y un completo término del proceso

de re-epitelizacion que incluye la presencia de papilas dérmicas desarrolladas (Fig. 8b).

Al comparar rTcCRT en bajas y altas concentraciones después de 5 dias post-cirugia, se
observaron los mismos cambios morfoldgicos, incluyendo una completa finalizacion del proceso
de re-epitelizacion, junto con la presencia de abundantes foliculos pilosos y glandulas

sebéceas, sin costras de fibrina en la superficie de la herida (Fig. 8c).

En cuanto a la cicatrizacién después de 10 dias y en presencia de altas concentraciones de
rTcCRT, se observd una union parcial del musculo panicular extirpado, una dermis con mayor
maduracion, debido la presencia de fibras colagenas entrecruzadas, menor celularidad y vasos
sanguineos. Ademas, las heridas presentaron abundantes adipocitos y un completo término del
proceso de re-epitelizacidn con un aumento del nimero de capas de células epiteliales e

hiperqueratosis, foliculos pilosos, glandulas sebaceas y papilas dérmicas (Fig. 8d).
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Figura 8. rTcCRT promueve la formacién de neodermis y epitelizacion. Microfotografias de las heridas de piel de
rata tefiidas con H&E después de 5 dias (izquierda) y 10 dias (derecha). Se observan las heridas implantadas con
quitosano cargado con bajas (a, b) o altas (c, d) concentraciones de rTcCRT. A los 5 dias, el tratamiento de bajas
concentraciones (a) presentd una neodermis casi madura y un proceso de epitelizacién parcial. Esto se observa
también con concentraciones altas (c), pero con una completa re-epitelizacién. A los 10 dias, a baja concentracién
(b) se indujo a una incipiente unién del musculo panicular (M), una neodermis casi madura (D) con papilas dérmicas
(pd) y re-epitelizacién de la epidermis (Ep). Las concentraciones altas muestra a los 10 dias (d) una unién parcial de
la musculatura, neodermis madura, con adipocitos (ad), foliculos pilosos (fp), glandulas sebaceas (gs) y papilas
dérmicas (pd). 40x.
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Por otro lado, luego de 5 dias de aplicacion de rHUCRT a concentraciones bajas, se observo
una discontinuidad del musculo subcutaneo panicular, tejido de granulacion escaso (no llena el
espacio de la herida), y una costra de fibrina con restos necréticos en el superficie de la herida,
sin signos de re-epitelizacion aparente (Fig. 9a).

Mientras que a los 10 dias de tratamiento con baja concentracion de rHUCRT, se observo una
discontinuidad del musculo subcutaneo panicular, dermis inmadura vascularizada y una costra

residual sobre un incipiente proceso de re-epitelizacion (Fig. 9b).

Aunque, 5 dias después del uso de rHUCRT a altas concentraciones, también se evidencié la
discontinuidad del musculo subcutaneo panicular. Ademas, se observé una dermis madura con
fibras colagenas entrecruzadas, menos celularidad y vasos sanguineos que las heridas tratadas
con bajas concentraciones de rHUCRT, junto con un completo término del proceso de re-
epitelizacién, que incluye la presencia de foliculos pilosos y glandulas sebéaceas.

Adicionalmente no se evidenciaron costras en la superficie de la herida (Fig. 9c).

En cuanto a los 10 dias de tratamiento con rHUCRT a altas concentraciones, se observé una
completa regeneracién de la piel, en donde se evidencié una remodelacion del musculo
panicular recuperado, maduracion de la dermis y la completa re-epitelizacion de la epidermis,
ademas de un incremento en el nimero de capas de células epiteliales, hiperqueratosis,

foliculos pilosos, glandulas sebaceas y papilas dérmicas bien desarrolladas (Fig. 9d).
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Figura 9. Micrografias de heridas de piel de ratas tefiidas con H&E después de 5 (izquierda) y 10 (derecha)
dias. Se observan las heridas implantadas con quitosano cargado con concentraciones bajas (a, b) o altas (c, d) de
rTcCRT. Al 5° dia de tratamiento a baja concentracion (a) se observo la neodermis casi ausente (D), una abundante
costra de sangre (cs) y sin signos de re-epitelizacién. Por otro lado, la concentracién mas alta (c) mostr6 una
neodermis madura, con adipocitos (ad), foliculos pilosos (fp), glandulas sebaceas (gs) y papilas dérmicas (pd), con
una completa re-epitelizaciéon (Ep). Esto también se observé a los 10 dias con concentraciones altas (d), pero con
una regeneracién completa de la piel. La baja concentracion de la proteina (b), en este periodo, presenté la dermis
vascularizada inmadura y costras de sangre residual. (Q): quitosano; (M): paniculo muscular. 40x
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V. Efecto de CRT en la formaciéon de tejido de granulacion, densidad celular

dérmicay re-epitelizacion.

Después de 5 dias de cicatrizacion en las heridas control negativo o en las heridas tratadas con
menor concentracion de rHUCRT, la profundidad dérmica alcanzé sélo un 13% del espesor
normal de la dermis (1,5 = 0,62 mm). Mientras que en las heridas tratadas con quitosano libre
de CRT se obtuvo un 40% del espesor dérmico normal, en comparacion con el 75% alcanzado
por las heridas tratadas con rTcCRT a bajas y altas concentraciones. Mientras que las heridas
tratadas con rHUCRT a altas concentraciones, se obtuvo el 100% del espesor normal (Grafico
2). Después de 10 dias de tratamiento casi todas las heridas lograron valores cercanos al
espesor dérmico normal, exceptuando las heridas tratadas con bajas concentraciones de
rHUCRT y rTcCRT, alcanzando el 52% y 66% respectivamente (Gréfico 2).
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Gréfico 2. Uso de rTcCRT y rHuCRT en bajas y altas concentraciones, en la promocién in vivo de
cicatrizacion de heridas al 5° y 10° dia post-intervencion quirargica. Medicién de Tejido de
granulacion/profundidad neodérmica (um). Tratamientos: heridas sin tratamiento, control negativo (CN); esponja
de quitosano libre de CRT (Q); tratamiento de CRT humana (Hu) o parasitaria (Tc) en concentraciones bajas (B) y
altas (A) (100 ng y 40 ug de rCRT respectivamente, por esponja de guitosano). Adicionalmente fueron generados 4
grupos experimentales: HuB y HuA; TcB y TcA. También se incluyd piel de rata normal (Normal). En cada columna,
los valores con la misma letra no son diferentes significativamente, segin lo determinado por el Test de Mann-
Whitney. (P <0,05).

Después de 5 dias de cicatrizacion, en la mayoria de las heridas, la neodermis presentaba una
densidad celular triplicada en comparacién con la dermis normal, a excepcion de las heridas

implantadas con quitosano libre de CRT o con rTcCRT a bajas concentraciones, donde se
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obtuvo un valor cercano al doble en densidad celular (Grafico 3). A los 10 dias, en la mayoria de
las heridas, la neodermis poseia una densidad celular significativamente mayor que la dermis
normal, exceptuando las heridas tratadas con rTcCRT en concentraciones bajas que tienden a
la normalidad y aquellas tratadas con rHUCRT a altas concentraciones, las que alcanzaron
valores de densidad celular normal (Gréfico 3).
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Gréfico 3. rTcCRT y rHUCRT en altas y bajas concentraciones, respectivamente en la promocién in vivo de
cicatrizacion de heridas al 5° y 10° dia post-intervencion quirtrgica. Densidad celular dérmica (células/mm?).
En cada columna, los valores con la misma letra no son significativamente diferentes, segun lo determinado por el
Test de Mann-Whitney. (P <0,05).

Al quinto dia de cicatrizaciébn en las heridas control negativo y aquellas implantadas con
guitosano libre de CRT, se observd un porcentaje significativamente menor de revestimiento
epitelial en las herida (porcentaje de re-epitelizacién), mientras que con baja concentraciéon de
rHUCRT se inhibe casi completamente el proceso de re-epitelizacion. Por lo tanto, en el proceso
de revestimiento epitelial de la herida, bajas concentraciones de rTcCRT fueron mas efectivas
gue concentraciones altas de rTcCRT. Mientras que las concentraciones altas de rHUCRT
alcanzaron el 100% de re-epitelizacién (Imagen 8c). Después del décimo dia, todas las heridas
alcanzaron valores normales de re-epitelizacién, exceptuando las heridas tratadas con rHUCRT
a bajas concentraciones (37 = 4%) (Grafico 4).

18



Re-epitelizacion

120

100

o
t |
2 8 m 5dias
£ i ,
= 60 H 10dias
g 40
&
< 20
0 -
S R TR
C R X T ke $0<{°

Tratamientos

Gréfico 4. rTcCRT y rHUCRT en concentraciones altas y bajas, respectivamente en la promocién in vivo de
cicatrizacion de heridas al 5° y 10° dia post-intervencion quirirgica. Re-epitelizacion (en porcentaje). En cada
columna, los valores con la misma letra no son significativamente diferentes, segin lo determinado por el Test de
Mann-Whitney. (P <0,05).

DISCUSION

Otros estudios han reportado un efecto positivo de CRT sobre la proliferacion y migracién de
fibroblastos (Gold et al., 2006; Nanney et al., 2008). Estos autores demostraron que la CRT de
mamiferos (humanos y conejo) ejerce efectos biolégicos positivos en procesos de recuperacion
tanto de epidermis como dermis, promoviendo la cicatrizacién de las heridas. Especificamente,
datos in vitro e in vivo, indican que CRT actla en la migracion y proliferacion celular en el
interior de la herida, en donde las células muertas son removidas. La matriz celular contribuiria
a remodelar la herida y eventualmente el colageno distribuido de manera uniforme reduciria las
cicatrices. En este sentido, su efecto sobre los fibroblastos es de mayor interés, ya que son
éstas células las que producen la matriz presente en el tejido de granulacién, el cual rellena el
defecto de la herida en la piel y proporciona un andamiaje para la migracién de gueratinocitos,

esenciales para la re-epitelizacién.

La CRT induce una sobre-expresion de TGF-B3 (Nanney et al., 2008), y un incremento en el
numero de fibroblastos en la dermis recuperada. Dado que el TGF-3 posee un efecto inductivo
en la mayoria de las proteinas de matriz necesarias para la adhesion y migraciéon celular
(O'Kane y Ferguson, 1997; Kinbara et al., 2002), TGF-B3 podria ser en parte, el responsable de

la rdpida cicatrizacion de heridas.
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Gold et al., (2006) y Nanney et al., (2008) experimentaron con CRT en la cicatrizacién de
heridas, a través de tratamientos repetidos y con concentraciones mucho mas altas de CRT que

las utilizadas en esta memoria.

Al comparar en esta memoria el efecto de rTcCRT y rHUCRT, por medio de un Uunico
tratamiento liberado prolongadamente mediante el uso de esponjas de quitosano en el sitio de
la herida, los resultados en términos equimolares (Fig. 10) demostraron una re-epitelizacion
mas réapida que las heridas sin tratamiento de CRT, indicando una mayor reparacion de las
heridas. Después de 5 dias de cicatrizacion, se detect6 en algunas heridas tratadas con CRT, la
presencia de islas y bordes epiteliales, ademas de un mayor grado de rejuvenecimiento y
estratificacion epidérmica (Fig. 10c). Es asi como, se observo una temprana cicatrizaciéon de la
herida después de sélo 5 dias de tratamiento con altas concentraciones de HuCRT vy
concentracion bajas de TcCRT. También se evidencio la madurez del tejido conectivo dérmico,

con foliculos pilosos, glandulas sebaceas y la epidermis completa (Fig. 9).

Los diferentes efectos de ambas CRTs, sobre la migracién y proliferacién de fibroblastos y
cicatrizacion de heridas en la piel obedece, entre otras posibilidades, a la presencia de dominios
no-homologos entre CRT humana y parasitaria o, alternativamente, debido a sus diferencias

conformacionales.

En resumen, en magnitud, la calreticulina recombinante de Trypanosoma cruzi es mas eficiente
gue su contraparte humana en su capacidad para incrementar la proliferacién y migracion
celular en el proceso de cicatrizacion de heridas, lo que se correlaciona con un acelerado
proceso cicatricial en piel de rata, como se informa en esta memoria.

Para determinar a qué se deben estas diferencias, es necesaria una investigaciéon adicional con
el fin de mapear la secuencia aminoacidica de TcCRT, y asi determinar los dominios

responsables de estas actividades moduladoras.
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CONCLUSIONES

e El uso de calreticulina parasitaria 0 humana ha demostrado ser un factor que favorece el
proceso de cicatrizacién de piel en ratas.

e Se demostré que el uso de esta calreticulina promueve la produccion de neodermis, la
proliferacion y migracion celular en el sitio de la herida, aumenta la densidad celular de
la dermis y acelera la re-epitelizacion de la herida.

e Los resultados de su aplicacion en la cicatrizacion de heridas de piel de ratas, son
evidenciables a partir del quinto dia de tratamiento tanto con rHUCRT a concentraciones
altas como rTcCRT a bajas concentraciones.

e El uso de biomateriales como el quitosano, como instrumento para disminuir en namero
de repeticiones por tratamiento, ha demostrado ser efectivo. Comprobando su
biodegradacion prolongada en el sitio de la herida, ya que permaneci6 mas alla del
quinto dia de tratamiento.

e En términos equimolares, el uso de calreticulina recombinante de Trypanosoma cruzi
indujo un acelerado proceso de cicatrizacion de las heridas tratadas, demostrando ser
mas eficaz que su contraparte humana.
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