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Resumen

En México alrededor del 62 % de la poblacién sufre de accidentes causantes de alteraciones en la piel como quemadauras,
heridas y diabetes principalmente. Para atender esta problematica, se propone el uso de un gel de quitosano, obtenido del
exoesqueleto de camaron ya que presenta actividad antimicrobiana e inmunoldgica acelerando la cicatrizacién. Se evaluo
el efecto sinérgico sobre la velocidad de cicatrizacion, aplicandolo en heridas de 1 cm? infringidas a 48 ratones albinos,
agrupados en cuatro tratamientos; Quitosano 0.15 y 0.30 %, producto cicatrizante (Ketanserina al 2 %) y blanco (testigos
sin tratamiento). El tiempo para la cicatrizacion sin tratamiento y el producto comercial fue 14 dias, teniendo el control un
efecto cicatrizante del 0 %, mientras que los geles de quitosano 0.15 y 0.30 % cicatrizaron en 7 dias (P> 0.05) con efecto
cicatrizante del 58 % para el quitosano 0.15 y 64 % para el quitosano 0.30.

Palabras clave: piel, heridas, gel, quitosano, cicatrizacion.

Abstract

Skin problems in Mexico have steadily increased (62 %) by burns, wounds and diabetes mainly. To solve this problem,
chitosan can be implemented; this polysaccharide has an antimicrobial and immunology activity against bacteria and fungi,
accelerating healing. Therefore, synergistic effect of chitosan gel on the rate of healing, obtained from the exoskeleton of
shrimp, that was evaluated. This was tested by applying it T cm? of inflicted wounds of 48 albino mice, of 45 days old and
between 23 to 26 g of weight, during 14 days, and grouped into four treatments: 1) 0.15 % chitosan 2) 0.30 % chitosan, 3)
commercial product 2 % Ketanserin and 4) A batch of untreated controls. The time required for healing without treatment
was 14 days and with the utilization of 0.30 % chitosan gel was achieved in 7 days (P> 0.05) with the healing effect 58 %
for the chitosan 0.15 and 64 % for chitosan 0.30.
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Introduccién

Estudios realizados por el Instituto Nacional de Estadis-
tica y Geografia, sefalan que la incidencia de proble-
mas en la piel ocasionados por heridas y quemaduras
en México se ha incrementado en el 2009, ya que el
62 % de la poblacion habia sufrido alteraciones en la
piel (INEGI, 2009), ademas el 14 % de la poblacién
mexicana presenta trastornos en la piel ocasionadas
por la diabetes. Al respecto, México se encuentra en
el séptimo lugar a nivel mundial con problemas de
diabetes (FMD, 2010). , presentandose en los afecta-
dos problemas de cicatrizacién, con engrosamiento
y endurecimiento en la piel, los cuales puedieran ser
estudiados mediante la aplicacién de quitosano (poli
B-N-acetil-glucosamina-co-B-glucosamina) por via to-
pica, gel o mezclado con otras sustancias, sin afadir
antibidticos, ya que se ha descrito actividad antimicro-
biana e inmunolégica del quitosano frente a bacterias
y hongos (Khan et al., 2002).

México tiene una gran fuente para la extraccién de qui-
tina y obtencion de quitosano, debido a su elevada pro-
ductividad camaronera, destacandose la acuacultura de
camaron blanco Litopenaeus vannamei, la cual repre-
senta el 70 % de la produccién anual total (CONAPESCA,
2010). Cabe aclarar que ninguna investigacion especi-
fica el uso de quitina extraida de esta especie de cama-
ron utilizada para la elaboracion de un gel de quitosano
Ccomo se propone en esta investigacion, aunque su uso
como cicatrizante se ha propuesto (Baltodano et al,
2007, Garcia et al., 2008). Existen geles cicatrizantes a
base Hialuronato de zinc y Ketanserina elaborados con
sustancias quimicas (Salazar et al.,, 2000), haciéndolos
toxigénicos con minima biocompatibilidad y biodegra-
dabilidad nula, también existen ungtientos de quitosano
obtenido de caparazén de cangrejo presentando me-
nor toxicidad (Baltodano et al., 2007).

Por otro lado, el procesamiento del camarén en este
pais genera desechos que alcanzan un 30 % de la
produccion, esto indica la falta de aprovechamiento
de biomoléculas de alta demanda mundial como la
quitina, que puede ser transformada en quitosano te-
niendo diversas aplicaciones en agricultura, ganaderia,
industria (Larez, 2003), cosméticos y biomedicina (Ta-
pia et al., 2009), requiriéndose la refinacion del mismo
para que adquiera grado farmacéutico y emplearlo en
la curacién de heridas, ya que la cicatrizacién conduce
a la distorsion del tejido cicatrizante y dafios morfo-
funcionales, ocasionados por la formacién de tejido
conectivo con disposicion desordenada de apariencia
fibrosa (Khalam et al., 2003).

Por las razones anteriores, se propone evaluar in vivo
el efecto cicatrizante de un gel de quitosano obteni-
do de exoesqueleto de camarén blanco Litopenaeus
vannamei, que ayude a la reconstruccion estructural
adecuada de la piel (Feedar, 1995). Para ello, los liso-
somas (organulos encargados de la digestion celular
de bacterias y agentes externos) son activados por las

células danadas (células animales) y estimulados por el
quitosano cuando éste se encuentra en contacto con
la herida (Rhoades y Roller, 2000). La estimulacion de
los lisosomas ocurre por la presencia de tres grupos
acetilos consecutivos localizados en la estructura del
quitosano, permitiendo la identificacién y degrada-
cion del mismo formando oligémeros que exponen el
grupo amino y acetilo que actdan como antisépticos
(Rabea et al., 2003). Al ser activados los lisosomas por
el quitosano, se induce la activacion de los glicosami-
noglicanos (GAG), los cuales se encuentran unidos a
proteoglicanos formando proteinas de adhesion y en-
cargados de la formacién de fibrillas y enlaces con el
colageno de forma ordenada (Yadav y Bhise, 2009).

Por otro lado, la importancia de elaborar este gel ra-
dica en la utilizacion de los desechos de esta especie,
contribuyendo en la disminucién del problema de con-
taminacion que causa y a su vez elaborar un producto
tecnolégico con aplicacion biomédica, realizando una
evaluacion in vivo del efecto cicatrizante y comparan-
dolo con un blanco (testigo sin tratamiento) y un con-
trol (producto comercial).

Materiales y métodos

El exoesqueleto de camardn blanco fue sometido a un
tratamiento quimico en tres etapas: desmineralizacion
con acido clorhidrico (HCI) a 37 °C, desproteinizacion
con hidréxido de sodio (NaOH) a 50-60 °C para ob-
tener quitina, la cual se caracterizé de acuerdo a los
parametros establecidos por Sahidi y Gamage en el
2007. La desacetilacion se realizé6 empleando NaOH
al 50 % para obtener el quitosano con relacién p/p
1:10a 37 °C por tres horas. Para obtener quitosano
grado farmacéutico, se purificd aplicando disolucion
y sistema de filtrado auxiliado con bomba de vacio,
enseguida se centrifugd a una velocidad de 8000 rpm
durante 15 minutos a 29 °C.

La calidad del quitosano (grado farmacéutico 6 grado in-
dustrial) se determiné evaluando contenido de cenizas
en base a la técnica establecida en la NMX-F-083-1986,
porcentaje de humedad en base a la técnica establecida
en la NMX-F-066-5-1978, porcentaje de grasas y aceites
por la técnica de la NMX-AA-005-SCFI-2000, porcen-
taje de nitrégeno por la técnica establecida por la NMX-
068-S-1980. El grado de desacetilacion fue evaluado
con el método de valoracién potenciométrica (Baltoda-
no et al., 2007) y el peso molecular se determiné por el
método viscosimétrico (Pastor, 2004).

Caracterizado el quitosano, se elabor6 el gel agregan-
do agua tibia (30 °C) en el recipiente de la agitadora;
enseguida se incorporaron carbopol 50 % p/p, trieta-
nolamina 40 % p/p (Abdullah et al., 2011; Karavana et
al., 2012) y alcohol 9,7 % p/p con agitacion constante
a 300 rpm durante 15 min hasta lograr una mezcla ho-
mogénea. Luego se agregoé el quitosano (ingrediente
activo) en concentraciones de 0,15 % y 0,30 % (p/p).
Una vez obtenidas las diversas concentraciones, se en-
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vasaron en frascos de polietileno de 100 g previamen-
te esterilizados (Garcia y Roca., 2008).

Evaluacion experimental in vivo del gel a base de qui-
tosano

a) Se realizaron 4 tratamientos por triplicado del Gel
Q 0.30 (gel al 0.30 %), Gel Q 0.15 (gel al 0.15
%), blanco (sin tratamiento) y un control (tratados
con producto comercial cicatrizante a base de Ke-
tanserina al 2 %). En cada grupo experimental se
trabajé con 12 animales, 6 hembras y 6 machos,
colocados en jaulas individuales.

b) Se utilizaron jaulas individuales de acero, con di-
mensiones de 15 x 12 x 12 cm, con sistema de
limpieza y desinfeccion en base a la “Guia de ma-
nejo y cuidado de animales de laboratorio: “raton”
(Fuentes et al., 2008).

c) Manejo de los ratones. Se alimentaron diariamente
con pellets previamente esterilizados en autoclave
y se cuidaron durante una semana sin tratamiento
alguno para lograr su adaptacion al sitio experimen-
tal, verificando el cumplimiento del peso necesario
para el estudio. Después se depilaron con crema en
el primer tercio dorsal anterior en un drea de 1 cm?.
Posterior a la depilacion, los ratones se colocaron
en sus respectivas jaulas individuales, teniendo libre
acceso a bebida y comida (Fuentes et al., 2008).

d) Incision. Después de 24 horas de la depilacion,
el raton fue colocado sobre la mesa de trabajo,
desinfectando el area depilada y marcando el area
de corte longitudinal utilizando una plantilla de
plastico de 2 x 0.5 cm para lograr una herida de
Tcm2. Se reseco la piel con la aplicacion de alco-
hol etilico al 85 %, retirando la primera capa de
la piel hasta dejar expuesta la fascia, sin lesionarla
(Baltodano et al., 2007).

e) Tratamiento. Para el grupo del Control se cubri6
la herida con un tratamiento alterno constitui-
do por una base gelificada con Ketanserina al
2 % como ingrediente activo; el grupo del Gel
Q 0.15 fue tratado con gel con quitosano 0.15
%, el grupo Gel Q 0.30 se cubrié con gel con
quitosano 0.30 % y ambos fueron cubiertos con
un aposito limpio asegurando el contacto con la
superficie de la herida, al grupo Blanco no se le
aplicé nada en la herida. La curacion se realizé
cada 24 horas, renovando la aplicacion de los
geles y el apdsito.

f)  Medicién de variable directa. Las variables direc-
tas a evaluar para cada uno de los tratamientos
fueron: Cicatrizacién y Peso. La cicatrizacién se
valoré6 mediante la comparacion de la evolucion
del area de crecimiento de tejido, la cual fue fo-
tografiada inmediatamente después de realizar la
herida, alas 24, 48 y 72 horas, 7 y 14 dias después,
para calcular el porcentaje de efecto cicatrizante

se aplicé la siguiente férmula (Baltodano et al.,
2007):

(Tiempo de cicatrizacion blanco - Tiempo cicatrizacién) * 100

Tiempo cicatrizacion blanco

Para cada uno de los tratamientos se les realizé la prue-
ba de normalidad de Shapiro y homoscedasticidad de
Bartlett por género. El tejido cicatrizado fue analizado
mediante un Andlisis de varianza de dos vias (ANAVA)
(P<0.05). Al final del estudio se comparé el peso pro-
medio de machos y hembras mediante la prueba T de
Student de varianzas iguales (P<0.05) (Baltodano et al.,
2007).

Resultados
a)  Elaboracion del gel a base de quitosano

La quitina obtenida fue de color amarillento, con
textura solida, soluble en 4cidos inorganicos vy
organicos, e insoluble en agua, por lo que pudo ser
transformada a quitosano obteniendo un rendimien-
to del 31 % el cual fue sometido a una técnica de
purificacion establecida por Pastor en el 2008. Una
vez purificado se obtuvo un rendimiento de quito-
sano grado farmacéutico del 20.55 %. En cuanto al
diseno de la forma farmacéutica se obtuvo un gel a
base de quitosano semisélido grado farmacéutico.
Los parametros evaluados en la caracterizacion del
quitosano grado farmacéutico se encontraron den-
tro del rango sugerido por Khan y colaboradores en
el afo 2002 (tabla 1).

Tabla 1. Comparacién de las caracteristicas del quitosano
obtenido con un quitosano comercial.

Quitosano
Quitosano Grado
Parametro % producido en esta | farmacéutico
investigacion (Khan et al.,
2002)
Cenizas 0.51 0.60
Humedad 2.73 11.58
Nitrogeno 6.23 6-8.4
Desacetilacion 76.45 79
Peso molecular gr/mol 1.5 x10° 1-3x10°
Grasas y aceites g/Kg 0.8 —

b)  Evaluacion experimental

El analisis de comparacion entre los pesos de hembras
y machos no mostré diferencias significativas (p>0.05)
para los tiempos 1, 7 y 14 dias (tabla 2).

El andlisis de varianza realizado en los cuatro trata-
mientos aplicados en ratones hembras dio como re-

Evaluacién del quitosano como cicatrizante
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sultado diferencias significativas (p>0.05) al 4to entre
el tratamiento Gel 0.30 respecto al control y blanco,
para el séptimo dia resultaron diferencias significativas
(p>0.05) entre el gel de quitosano en ambas concen-
traciones respecto a los tratamientos blanco y control,
presentando el 100 % de tejido cicatrizado en menor
tiempo el gel de quitosano en ambas concentraciones.

El andlisis de varianza realizado en los cuatro trata-
mientos aplicados en ratones machos dio como resul-
tado diferencias significativas (p>0.05) para el cuarto
dia entre el gel de quitosano 0.30 % respecto al blan-
co y control, mientras que el gel de quitosano 0.15
% present6 diferencias significativas (p>0.05) respecto
al control, para el séptimo dia resultaron diferencias
significativas (p>0.05) entre el gel de quitosano en
ambas concentraciones respecto al control y blanco.

El porcentaje de cicatrizacion promedio de hembras
y machos observado en esta investigacion, fue ana-
lizado estadisticamente para determinar las diferen-
cias empleando la prueba T de Student de varianzas
iguales, los resultados senalaron que no existieron di-
ferencias significativas (p<0.05) en las cicatrizaciones
(Resultados no mostrados).

La valoracién del porcentaje de cicatrizacién de los trata-
mientos ensayados empleando la férmula propuesta por
Gutiérrez y colaboradores en el 2005, se obtuvo que con
el tratamiento correspondiente al gel de quitosano aplica-
do al 0.30 % y empleando la férmula que relaciona area
cicatrizada con el tiempo y lo compara con el testigo sin
tratamiento, se obtuvo un porcentaje de efecto cicatri-
zante del 64 % seguido del gel de quitosano al 0.15 %
con efecto de cicatrizacion del 58 % ya que cicatrizaron
la herida en un 100 % al dia 7; mientras que el control
tuvo un efecto de cicatrizacion de 0 ya que cicatrizé has-
ta el final del tratamiento (dia 14) al igual que el blanco.

Declaracion conflicto e intereses: Los autores declara-
ron no tener conflictos de intereses.

Discusién
a)  Obtencion de quitosano grado farmacéutico

La transformacién de quitina a quitosano obtenida en
este estudio, cumplié con los parametros de color, tex-

tura y solubilidad sugeridos por Shaidi y Gamage en el
2007, quienes establecieron que el color debe de estar
entre blanco a blanco-amarillento, la textura debe de
ser sélida y debe de ser soluble en acidos organicos e
insoluble en agua.

La despolimerizacion de la quitina a quitosano obte-
nido a partir del exoesqueleto del camarén, arrojé un
rendimiento del 31 %, el cual se encuentra por encima
del maximo rendimiento reportado por Herndndez en
el 2009 (especie no especificada), quién obtuvo un 30
% de rendimiento (peso/peso).

El rendimiento de quitosano grado farmacéutico obte-
nido en esta investigacion fue 20.55 %, superior al ren-
dimiento reportado por J. Gacén e I. Gacén en 1996,
quién sefal6 haber obtenido solo el 10 %. El quitosa-
no obtenido en esta investigacién report6é un conteni-
do bajo de grasas de 0.8 g/Kg nivel que no interfiere
en el proceso de cicatrizacion y por ello permite que
el quitosano sea utilizado en la curacion de heridas. El
contenido de grasas y aceites en las terapias para la
curacion de las heridas en la piel, debe de aplicarse en
cantidades pequenas ya que puede obstruir el proceso
de cicatrizacion (Alfonso, 2001).

Los porcentajes de ceniza, humedad y nitrégeno con-
tenidos en el quitosano obtenido en esta investigacion,
fueron menores a los valores reportados por la empre-
sa (Khodaverdi et al., 2012), lo cual demuestra que se
encuentra dentro de los parametros estandares esta-
blecidos por esta empresa (tabla 2). El parametro de-
nominado Contenido de Cenizas es determinado por
la presencia de carbonatos (CaCQs), abundantes en el
exoesqueleto de los crustaceos, sin embargo, el nivel
encontrado en esta investigacion fue bajo ya que los
minerales son retenidos en la etapa de desacetilacion
(Guinama, 2010). J. Gacén e I. Gacén en 1996, sugirie-
ron para el quitosano un porcentaje de humedad entre
el 2 al 10 % ya que permite una mejor manipulacién
del quitosano y su almacenamiento. En esta investiga-
cién se registré un 2.73 % de humedad, encontrando-
se este parametro dentro del rango. El porcentaje de
nitrégeno registrado de 6.23 %, se registr6 dentro del
rango sugerido por Khan y colaboradores en el 2002;
asi como Khodaverdi y claboradores en el ano 2012
(6-8 %), para el quitosano grado farmacéutico. La pre-

Tabla 2. Peso promedio y desviacién estdndar de ratones albinos hembras y machos.

Tiempo (dias)
Muestra (g) 0 7 14
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
Blanco 24.72 £ 1.21 24.78 £ 1.22 24.7 £ 1.64 2492+ 1.70 | 25.35+1.93 | 2531+ 1.74
Control 2474+ 132 | 2555+ 1.14 | 24.72+£1.67 | 25.02+1.60 | 2527 £1.65 | 25.55+1.68
Gel A0.15 23.47 £0.46 | 24.28 £ 1.11 2351 +£1.22 | 2433+0.74 | 2422+ 1.34 | 24.84+0.88
Gel A 0.30 23.53 £0.64 | 2493 £0.91 23.51£0.98 | 25.01+£1.20 | 24.05+1.27 | 2549+ 1.16
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sencia de grupos aminos y acetilos, desempenan una
funcion anfotérico y bacteriostatica.

El grado de desacetilacion del quitosano recomenda-
do por Pastor (2004) lo establece entre el 60 al 90 %,
ya que fuera de éste se degradaria lentamente en la
herida, los acetilos liberados irritan, inflaman e incre-
menta el tiempo de cicatrizacion, pudiendo ocasionar
severas complicaciones en las personas que presentan
diabetes, ademas, deben de mantenerse un minimo de
tres unidades acetiladas consecutivas, ya que son im-
portantes para que sea reconocido por las lisoenzimas
y estas puedan degradarlo, facilitando la granulacion
y organizacion celular del tejido nuevo, formandose
una cicatriz disminuida (Pastor, 2004). El grado de des-
acetilacion del quitosano en este trabajo fue del 76 %.

El peso molecular obtenido para el quitosano fue de
1.5x10° g/mol, encontrandose dentro del rango suge-
rido por Khan y colaboradores en el 2002 1 a 3x10°
g/mol (tabla 1). Para la preparacién del gel a base de
quitosano en concentraciones del 0.15 y 0.30 % se
utilizé Carbopol al 50 % y Trietanolamina al 40 %, que
mantiene el ingrediente activo en contacto con la piel,
permite el transporte de oxigeno del exterior hacia el
interior y funciona como un vendaje oclusivo (Khan et
al,, 2002).

b)  Evaluacion experimental in vivo del gel a base de
quitosano

El peso de los ratones hembras y machos al no presen-
tar diferencias significativas indican que no estuvieron
sometidos a estrés, presentaron buena alimentacién y
se les dio un manejo adecuado durante todo el trata-
miento, asi como también reflejan que no hay interfe-
rencia en perdida o aumento de peso por accion de
las hormonas.

Los tratamientos Gel Q 0.15 (GQ15) y Gel Q 0.30
(GQ30) aplicados en hembras alcanzaron el 100 % de
la cicatrizacion el dia 7, el control (C) alcanzé el 100 %
de la cicatrizacion el dia 14 y el blanco (B) al concluir
el tiempo del experimento (14 dias) tenia un 96.29 %
de tejido cicatrizado, mostrando mayor velocidad de
cicatrizacion el gel de quitosano en ambas concentra-
ciones. El andlisis de varianza aplicado a los resultados
de cicatrizacion, mostraron diferencias significativas
(p<0.05) a partir del dia 4 entre los cuatro tratamientos
(GQ15, GQ30, C y B) observandose desde este dia
mayor efectividad en los geles de quitosano y alcan-
zando la regeneracion completa del tejido en menor
tiempo el Gel Q 0.30 en comparacion del blanco con-
trol y el de quitosano al 0.15 %.

Los tratamientos Gel Q 0.15 y Gel Q 0.30 aplicados
en los machos alcanzaron el 100% de tejido cicatriza-
do al dia 7, el tratamiento blanco (B) cicatriz6 el dia 14
y el control (C) mostré un porcentaje de cicatrizacion
del 97 %, al término del tratamiento. Los tratamientos
Gel Q 0.15 y Gel Q 0.30 reportaron el mayor porcen-
taje de cicatrizacion desde el primer dia. El andlisis de

varianza mostré diferencias significativas para el dia 4
entre el gel Q 0.30 respecto al blanco y el control;
mientras que para el dia 7 se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos Gel Q 0.15 y Gel
Q 0.30 respecto a los tratamientos blanco y control,
confirmando estadisticamente que el mayor porcen-
taje de cicatrizacion media lo presento el tratamiento
Gel Q 0.30.

Debido a que los tratamientos Gel Q 0.15, Gel Q 0.30,
Control (C) y Blanco (B) no mostraron diferencias sig-
nificativas entre hembras y machos, se obtuvieron
para ambos sexos los mismos porcentajes de efecto
de cicatrizacién mostrando mayor efectividad el Gel
A 0.30 con el 100 % de tejido cicatrizado al dia 7 del
experimento (64 % efecto cicatrizante). Baltodano en
20072 reportd un 72 % de efecto cicatrizante, el cual
es mayor que el obtenido en la presente investigacion
aun cuando empleé misma especie, edad y manejo
experimental, estas diferencias se deben posiblemente
a que ella obtuvo el quitosano a partir de cangrejo
cancer cetosus y lo aplicé en un ungiiento de vaselina.

Conclusiones

Bajo las condiciones experimentales aplicadas en este
trabajo, se logré extraer quitosano de exoesqueletos
de camarén blanco (Litopenaeus vannamei) con un
rendimiento del 31% del peso del exoesqueleto, lo
que permite sefalar que se logré una transformacion
eficiente. Se logré la desacetilacion termoalcalina de la
quitina en un 72.45%. Los resultados de porcentaje de
cenizas, humedad, grasas y aceites, demuestran que
la calidad del quitosano obtenido en este trabajo es
aceptable para aplicaciones médicas o farmacéuticas.
Se logré preparar gel a base de quitosano con calidad
farmacéutica.

La evaluacion realizada en ratones proporcioné un
efecto cicatrizante del 0 % para el control, mientras
que los geles de quitosano 0.15 y 0.30 % cicatrizaron
en 7 dias (P> 0.05) con efecto cicatrizante del 58 %
para el quitosano 0.15, y 64 % para el quitosano 0.30,
respecto al tratamiento blanco. Resultando diferencias
significativas entre los tratamientos blanco y control
respecto al gel de quitosano en ambas concentracio-
nes (0.15y 0.30 %).

El género de sexo (macho 6 hembra) no mostré dife-
rencias significativas en las evaluaciones realizadas a
36 °Cy 22 °C.

Los resultados anteriores nos permiten deducir que el
gel de quitosano en ambas concentraciones pueden
ser utilizados en la regeneracion de heridas, reducien-
do en un 50% el tiempo de cicatrizacion, sin embargo
como no presentaron diferencias significativas en la
regeneracion de tejido, se puede recomendar el gel
en concentraciones del 0.15%, debido a la menor
cantidad de ingrediente activo, lo que puede reducir
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los costos con la misma efectividad que la del gel al
0.30%.
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