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RESUMEN

El envejecimiento, las cicatrices y un sin nimero de defectos que se presentan en el
rostro pueden repercutir de manera fisica y psicolégica al paciente. Actualmente se ha
hecho coman el uso de los biomateriales de relleno orofacial. La industria farmacéutica
cada afio propone nuevos productos, sin embargo, la busqueda del biomaterial ideal ain

contintia. EI quitosano es un biopolimero natural biocompatible y biodegradable que
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presenta propiedades regenerativas. Se puede considerar una alternativa terapéutica para
el envejecimiento y la pérdida tisular. Se planted analizar el gel de quitosano inyectable
como bioestimulador cutdneo en ratas Sprague dawley. Se realizd un estudio
experimental en 43 ratas adultas macho divididas en: grupo A experimental (n=20
animales), grupo B control (n=20 animales) y grupo C o control/control (n=3 animales).
El material se infiltr6 en el lomo de cada animal via intradérmica. Al grupo A se le
infiltrd 0,05ml de gel de Quitosano, al grupo B 0,05ml de &cido hialurénico y al grupo
C no se le infiltré ningin material. Se hizo seguimiento, a la cuarta y octava semana se
realizo el sacrificio de 10 animales de los grupos A y By 1 del grupo C para la toma de
muestras histopatoldgicas. Se concluyé que el quitosano en gel inyectable no genera
alteraciones en la conducta de los animales y produce la formacién de un nédulo en el
area infiltrada. Al examen microscépico se comporta como un agente lesivo que
produce una respuesta inflamatoria cronica reagudizada y una reaccion tipo granuloma a

cuerpo extrafio.

PALABRAS CLAVE: quitosano, regeneracion tisular, envejecimiento, &cido

hialurénico

INJECTABLE CHITOSAN GEL AS A SKIN BIOSTIMULATOR IN SPRAGUE
DAWLEY RATS.

ABSTRACT

Aging, scars and a number of defects that appear on the face can affect the patient
physically and psychologically. Currently, the use of orofacial filling biomaterials has
become common. The pharmaceutical industry proposes new products every year,
however, the search for the ideal biomaterial still continues. Chitosan is a natural

biocompatible and biodegradable biopolymer that exhibits regenerative properties. It
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can be considered a therapeutic alternative for aging and tissue loss. It was proposed to
analyze the injectable chitosan gel as a cutaneous biostimulator in Sprague dawley rats.
An experimental study was carried out in 43 adult male rats divided into: experimental
group A (n = 20 animals), control group B (n = 20 animals) and control / control group
C (n = 3 animals). The material was infiltrated into the back of each animal via the
intradermal route. Group A was infiltrated with 0.05 ml of chitosan gel, group B with
0.05 ml of hyaluronic acid and group C did not receive any material. Follow-up was
done, at the fourth and eighth week, 10 animals from groups A and B and 1 from group
C were sacrificed for taking histopathological samples. It was concluded that the
injectable chitosan gel does not generate alterations in the behavior of the animals and
produces the formation of a nodule in the infiltrated area. On microscopic examination,
it behaves as a damaging agent that produces a chronic exacerbated inflammatory

response and a foreign body granuloma-like reaction.

KEY WORD: chitosan, tissue regeneration, aging, hyaluronic acid

INTRODUCCION

La piel puede presentar cambios

cartilaginosa y la pérdida dental
prematura); todos estos signos hacen
caracteristicos  del

envejecimiento, que la regién facial sea el exponente

como depresiones dermo-epidérmicas,
surcos y lineas de expresion marcadas
causados por factores intrinsecos y
extrinsecos (la accién de la luz solar,
movimientos musculares,
desorganizacion de las fibras colagenas
y elasticas, pérdida de elasticidad de los

tejidos, remodelacién Osea, grasa y
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mas notorio del envejecimiento.

En el tercio medio e inferior de la cara
es donde se encuentra el mayor ndmero
de grupos musculares que sufren la
accion de la gravedad, y es también la
region con mayor dificultad para
mantenerse firme; como consecuencia

se forman a este nivel los signos mas
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graves de envejecimiento: arrugas,
surcos pronunciados  (nasogenianos,
comisura labial), alteraciones del
contorno mandibular, alteraciones del
labio (filtrum plano y largo, boca triste,
arrugas verticales, alteraciones del
bermellon). Es por esto que en esta
region de la cara es donde se realizan el
mayor nUmero de procedimientos
estéticos, quirdrgicos y no quirtrgicos y
también la region en la que esta mas
indicado el empleo de biomateriales de
relleno (1).

Los Dbiomateriales son productos
empleados para reproducir la funcién de
tejidos vivos de forma segura,
mecanicamente funcional y aceptable
fisioldgicamente, que son temporal o
permanentemente  implantado, cuya
finalidad de restaurar el defecto
existente y en algunos casos conseguir
la regeneracion tisular (2).

Los biomateriales inyectables se
presentan en el area de la salud como
una opcién para la bioingenieria y se
han utilizado como rellenos
subdérmicos que aumentan el volumen

perdido de la dermis y el tejido celular
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subcutaneo, también para la reparacion
de defectos tisulares (3). Estos se
clasifican en materiales reabsorbibles
como el coligeno y el acido
hialurénico, semipermanentes como
microesferas de acido polilactico y la
hidroxiapatita calcica en gel acuoso, y
los materiales permanentes o0 no
reabsorbibles como siliconas liquidas,
microesferas de polimetacrilato, esferas
de dextrano y geles de poliacrilamida
(4). Estos ultimos se encuentran en
desuso ya que son la causa de
reacciones adversas precoces y tardias,
tales como reacciones de
hipersensibilidad, infecciones, nddulos
causados por distribucién irregular del
producto, necrosis tisular local, fibrosis
del tejido, inflamacién granulomatosa y
migracion de implantes (5). Lo
anteriormente expuesto, hace que cada
afio la industria farmacéutica ponga en
el mercado materiales novedosos, con el
fin de disminuir al maximo los efectos
secundarios. No obstante, la busqueda
del relleno ideal, aquel que tenga una
duracion razonable, facil de obtener y

de implantar, que sea seguro,
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biocompatible, no toxico, de
comportamiento  predecible 'y que
favorezca la regeneracion tisular, adn
continda.

Actualmente en la practica clinica uno
de los materiales reabsorbibles mas
utilizados en el campo de la estética
facial es el Acido Hialurénico (AH), un
glicosaminoglicano  constituido  por
residuos alternantes de acido
glucurénico y N-acetilglucosamina. El
AH es un polisacarido que se encuentra
de forma natural en los seres humanos,
representa el componente fundamental
de la matriz extracelular de diversos
6rganos, tejidos, y articulaciones,
también participa activamente en la
estabilizacion de los tejidos (1), sin
embargo, como material de relleno es
altamente costoso.

Por su parte, el quitosano es un
biopolimero de pH acido compuesto por
cadenas N-acetilglucosamina las cuales
son reabsorbibles. Es de origen natural
producto de la desacetilacion de la
quitina, un polisacarido que se
encuentra en el caparazon de los

crustaceos (6-8).
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Ademas, el quitosano presenta un
potencial e interesante valor econémico,
debido a sus versatiles propiedades
bioldgicas y aplicaciones
(biodegradable,  biocompatible, no
produce respuesta del sistema inmune y
no toxico), caracteristicas que han
estimulado su empleo en diversas
aplicaciones biomeédicas (9). También,
se ha usado como medicamento topico
para heridas y quemaduras
comprobando su efectividad
antimicrobiana y cicatrizante (10) y
como aposito del pie diabético estimula
la reepitelizacion y cicatrizacion con
excelentes resultados (11). Diversos
autores refieren que es altamente (til
para combatir entes patdgenos, lesiones
inflamatorias y ulcerosas en todo el
cuerpo incluyendo cavidad bucal
(12,13). Como membrana, promueve la
regeneracion osteomucosa guiada en
alvéolos postextraccién de terceros
molares (12); en forma de biogel es Uutil
para el acondicionamiento de los tejidos
en pacientes con estomatitis

subprotésica (13).
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La evidencia clinica disponible sobre
regeneracion de los tejidos tratados con
quitosano se atribuye a la propiedad de
lograr la migracion de fibroblastos
capaces de estimular y liberar factores
de crecimiento que favorezcan Ia
cicatrizacion y regeneracion (12,13). De
esta manera, su capacidad de formar
andamios ha permitido su aplicacion
dentro de los campos de bioingenieria
tisular, debido a sus propiedades
mecanicas como a su baja tasa de
biodegradacién (5). Los andamios de
quitosano pueden servir para mantener,
reforzar y en algunos casos organizar la
regeneracion tisular; como matriz puede
ser utilizada para liberar materiales
bioactivos o influenciar directamente el
crecimiento celular (14-16).

Se ha determinado que las unidades
estructurales  del  quitosano, la
glucosamina y la N-acetilglucosamina,
estdn presentes en el cuerpo humano
formando parte de la matriz extracelular
de los tejidos. Normalmente los
glicosaminoglicanos se  encuentran
unidos a proteinas centrales y forman

los proteoglicanos, los cuales tienen la
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funcion de  organizar 'y  dar
funcionamiento adecuado a la matriz

extracelular (16).

Luego de una extensa revision de la
literatura, no se ha encontrado evidencia
del empleo de quitosano disuelto en
acido acético como gel inyectable,
forma fisica que podria considerarse
idonea para su infiltracion. Es por ello
que la presente investigacién pretende
analizar el gel de quitosano inyectable
como material para el relleno
subdérmico y bioestimulante celular en
modelos animales.

MATERIALESY METODOS

El disefio de este estudio fue
experimental (17) donde se observd el
efecto del gel de quitosano sobre Ila
bioestimulacién cutdanea en 43 ratas
machos adultos de la linea Sprague
dawley, con peso corporal entre 280 y
350 grs., provenientes del Bioterio de la
Universidad de Los Andes (BIOULA),
de linea no consanguinea. Durante el
periodo del experimento, las ratas
fueron alojadas en jaulas metalicas

disefadas para tal fin (a razon de cinco
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animales por jaula), alimentados con
ratarina granulada y agua ad libitum o
libore  demanda, bajo condiciones
ambientales de laboratorio especificas
controladas (luz, humedad, ventilacion,
ruidos y temperatura).
Las ratas fueron distribuidas
aleatoriamente en tres grupos, dos
grupos  conformados  por  veinte
animales cada uno y un grupo
compuestos  por tres  animales,
asignados a cada uno de los siguientes
tratamientos:

Grupo A o experimental (quitosano
n=20): a los animales de este grupo se
les infiltrd6 0,05ml de gel de quitosano

inyectable al 0,05%.

Prueba piloto

Etapa ll

Etapa lll
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Grupo B o control (4cido hialurénico
n=20): donde a cada animal se le infiltro
0,05ml de &cido hialurénico y

Grupo C o control/control (n=3): este
grupo no se someti6 a ningun
tratamiento y se mantuvo bajo Ilas
mismas condiciones ambientales y de
alimentacion que los demas grupos de

estudio.

El procedimiento se realizd en tres
etapas: la primera etapa estuvo
conformada por la prueba piloto, la
segunda etapa se desarroll6 la division
de los grupos y el experimento y la
tercera etapa estuvo constituida por la

recoleccion de las muestras (Figura 1).

Recoleccion de
datos
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Figura 1: Estrategiageneral del procedimiento.

Los animales fueron previamente
anestesiados con 0,4ml de una solucion
preparada con ketamina (100mg/kg) y
xylacina (5mg/kQ) por via
intraperitoneal (Figura 2a y 2b),
posteriormente y luego de confirmada la
anestesia del animal, se procedié a
rasurar el lomo de cada rata (Figura 2c),

y se ubico el area de infiltracion en cada

medidas

animal por medio de

especificas: zona media del lomo un
centimetro por debajo de ambas
escapulas, cuidando que el area de
trabajo sea la misma en todos los
animales y tomando en cuenta que es un
area de poco rose Yy dificil acceso para el
animal, a fin de evitar lesiones u otras
manifestaciones clinicas ajenas al

estudio.

Figura 2: Procedimientos preoperatorios a) Jeringa de anestésico cargada con

ketamina-xylacina, b) Inyeccion intraperitoneal de anestesia, ¢) Areade

infiltracidon rasurada.
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A continuacion, con una aguja calibre
26 por via intradérmica mediante la
técnica de retroinyeccion y con la
finalidad de despejar la dermis, se
procede a introducir en la piel 3mm de
la aguja con el bisel hacia arriba (Figura
3a); luego se realiz6 la infiltracién a
cada rata del grupo A con 0,05ml de
quitosano en  gel al  0,05%.
Posteriormente a cada animal del grupo
B se le infiltr6 0,05ml de AH y por
ultimo a los animales del grupo C no se
les aplicO6  ningin  biomaterial.
Adicionalmente se procedi6 a marcar y
medir el volumen del area de

infiltracion la cual fue
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aproximadamente 1cm? (Figura 3b y 3c)
con tinta indeleble, ademéas de la
identificacion de cada animal para su
control; al grupo A con aros en la cola
color azul y negro, al grupo B con aros
en la cola color morado y rojo, y el
grupo C no se les realizd ninguna
marca. Finalmente, luego de Ila
reposicion de la anestesia cada animal
fue devuelto a su jaula de
mantenimiento correspondiente (Figura
3d) y fueron vigilados por el personal
técnico del BIOULA. No se hizo uso de
medicacion analgésica ni
antiinflamatoria, ya que es un

procedimiento minimamente invasivo.
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Figura 3: Procedimiento operatorio: a) Infiltracién del material, b) Identificacion

del areainfiltrada enelanimal, ¢) Medicién del areainfiltrada, d) Reposicionde la

anestesiaen su respectiva jaula.

A todos los animales se les realizd
seguimiento semanal, con el fin de
evaluar cambios clinicos. A la cuarta
semana se examind clinicamente los
tejidos inyectados, se hizo registros
fotograficos, y se realizo el sacrificio de
10 animales del grupo A, 10 animales
del grupo B, y 1 animal del grupo C,
con una sobredosis de Tiopental (1ml)
via intraperitoneal; posteriormente se
procedio a rasurar el animal y Ila

delimitacion del area infiltrada (Figura

4a), luego con una hoja #11 de bisturi se

realizaron varias incisiones de tipo
lineal poco profunda solo de espesor
cutaneo y respetando el plano muscular,
(Figura 4b) finalmente se realiza la
escision quirdrgica de la muestra del
tejido infiltrado (Figura 4c), y se fij6 en
formol al 10%, para la realizacion del
respectivo andlisis histopatoldgico. Este
procedimiento se repiti6 a la octava
semana, sacrificando 10 animales del
grupo A, B y 1 animal del grupo C,
tomando la muestra para los analisis

respectivos.

Figura 4: Procedimiento de la toma de muestra, a) Rasurado y delimitacion del

area, b) Incisiéon del areainfiltrada, c) Escision total del area infiltrada.
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Las consideraciones bioéticas de esta
investigacion se rigieron bajo el codigo
de bioética y bioseguridad vigente,
establecido por el Ministerio del Poder
Popular para Ciencia, Tecnologia e
Industrias Intermedias a través del
Fondo Nacional de Ciencia, Tecnologia
e Innovacion (FONACIT). Estas
normas expresan que los animales de
experimentacion, deben ser tratados
como organismos Vivos sensibles, para
evitar 0 minimizar cualquier
incomodidad, sufrimiento o dolor.
Adicionalmente  este  proyecto de
investigacion fue aprobado por Ila
Comision de Bioética del Bioterio de la
Universidad de los Andes, bajo el

codigo CEBIOULA/044.

RESULTADOS Y DISCUSION

Posterior a la inoculacion del material
se llevo a cabo las evaluaciones clinicas
semanales, luego se realizd el sacrificio
de 10 animales del grupo A, 10
animales del grupo B y 1 animal del
grupo C respectivamente para las cuatro
y ocho semanas; consecutivamente al

sacrificio se realizaron las evaluaciones
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histopatoldgicas correspondientes. Cabe
destacar que al realizar la fase
operatoria un animal del grupo control
falleci6 por sobredosis de anestésico

quedando 19 muestras para este grupo.

ESTADO GENERAL, DOLOR
GENERAL Y DOLOR A LA
PALPACION.

Al realizar la primera evaluacion a las 4
semanas, se pudo observar que en el
grupo tratado con gel de quitosano el
total de los animales tuvo un
comportamiento tipico y ausencia de
dolor general, sin embargo a las 8
semanas se pudo observar que un 20%
de los animales presentaron una
conducta atipica comportdndose de
manera agresiva pero sin presencia de
dolor. Por otra parte los animales
tratados con AH evaluados no
presentaron ninguno de estos signos al
momento de la observacion. Sin
embargo a la 8 semanas se observo
presencia de dolor a la palpaciéon del
area infiltrada en el 20% de los

animales del grupo experimental. Esto
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coincide con los estudios realizados por
Maceda y cols'® y Duranti y cols 19
refiriendo que el AH es bien tolerado y
eficaz en la terapia de remplazo de
tejido blandos, con pocas

complicaciones.

Sin  embargo, al realizar Ilas
evaluaciones posteriores se observo que
empezaron a aparecer reacciones del
tejido a cuerpo extrafio lo que nos

refiere que luego de las 8 semanas
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postimplantacién el quitosano empez6 a
comportarse como un agente nocivo, a
diferencia de lo expuesto por Fuentes y
cols.20 'y Martinez y cols.2l donde
observaron la biocompatibilidad del
quitosano con los tejidos dérmicos y su
alta tasa de biodegradabilidad.
ERITEMA

Al realizar las evaluaciones clinicas a la
cuarta semana, se registro presencia de
eritemas en el grupo A, como se

observa en la Figura 5.

4ta. semana

Ratas con Gel de Quitosano

Hallazgos Clinicos: Eritema

M Ausente HLleve i Moderado HSevero

100% 100%

80%
60%
20%
10%10% 10%10%
0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

8va. Semana

4ta. Semana 8va. Semana

Ratas con Ac. Hialurénico |

Figura 5: Distribucion porcentual de los hallazgos clinicos acercadel eritemaen los

animales infiltrados con quitosano y acido hialurdnico.
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PRURITO

En el 70% de los animales infiltrados
con quitosano el prurito estuvo ausente
en la primera evaluacion. Sin embargo,
se encontro que el 30% de los animales
presentaron prurito de leve (20%) a
moderado (10%). En la segunda
evaluacion,  este grupo  siguio
presentando el mismo sintoma en un
30%, lo que difiere con el estudio
realizado por Vandevord y cols. (22),
indicando que el quitosano posee una
muy baja incidencia de reacciones
adversas, demostrando que tiene un alto
grado de incompatibilidad. En balance,
los animales infiltrados con AH no
presentaron prurito, coincidiendo con
Tapia y cols. (23) quienes refieren su
capacidad de formar parte de Ila
estructuracion de la matriz extracelular,
de la homeostasis y de la migracion
celular lo que lo hace un material
altamente biocompatible con los tejidos

dérmicos.

EDEMA
En los animales tratados con quitosano,

al realizar la evaluacién a las cuatro
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semanas se observd que un 30%
presentd un edema leve. En la siguiente
evaluacion no se observd presencia de
edema. En cuanto al grupo tratado con
AH se observo la presencia de edema
leve en el total de la muestra a la cuarta
semana postimplantacion,

desapareciendo a la octava semana.

Khan y cols. (24) concluyeron que el
quitosano disuelto en acido lactico era
mas recomendable para la aplicacion
dérmicas y curacion de heridas. Esto
guarda cierta relacion con los resultados
hallados en la cuarta semana
considerando que el quitosano utilizado
en nuestro estudio se encuentra disuelto
en &cido acético, se puede inferir que
este causo alguna reaccion en los tejidos

infiltrados produciéndose asi el edema.

NODULO

Al realizar la respectiva evaluacion a la
cuarta semana luego de haber
implantado el material se evidencia que
la totalidad de las muestras infiltradas
con quitosano presentaron nodulo

(Figura 6a y 6b) entre severo 70% vy
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moderado 30%, en la segunda
evaluacion a la octava semana todas las
muestras seguian presentando nédulo
(Figura 6c) pero en menor intensidad

entre leve 60% y moderado 40%. No
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obstante,  podemos  observar la
diferencia existente en el grupo control
tratado con AH, donde la presencia de
nédulo siempre fue ausente en ambas

evaluaciones clinicas (Figura 6d, 6e).

Figura 5: Presenciadel nddulo. a) N6dulo enanimal tratado con gel de quitosano,

b) Muestrade tejido tratado con quitosano 4semanas, ¢) Muestra de tejido tratado

con quitosano 8 semanas, d) Muestrade tejido infiltrado con AH 4 semanas y e)

Muestrade tejido infiltrado con AH 8 semanas.

Se puede apreciar que el area infiltrada
con quitosano tuvo una respuesta poco
favorable, actuando como un agente
lesivo. Esto difiere con los estudios
realizados por Kim y cols. (25),
Vandervord y cols (22) y Tan y cols.
(26), quienes concluyeron que el

quitosano tiene propiedades novedosas
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de biocompatibilidad, biodegradabilidad
y antimicrobianas, lo que sugiere que es
un candidato prometedor como material
de apoyo para aplicaciones de

ingenieria tisular.

Lesion ulcerosa
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Para la evaluacion de este item se tomo
en cuenta la integridad de la epidermis
(Figura 7). A las cuatro semanas se
observo que el 30% de los animales del
grupo A presentaron lesiones ulcerosas
moderadas. No obstante, al realizar la
evaluacion a las ocho semanas este

hallazgo habia remitido en un 20%, solo
el 10% presentd Ulceras moderadas. En
cuanto al grupo B, no se encontraron
manifestaciones de lesiones ulcerosas
durante las evaluaciones clinicas

postimplantacion del material.

Figura 7: Lesion ulcerosa (flecha) enel areainfiltrada congel de quitosano.

Se infiere que las ulceraciones pudieron
ser producto del volumen de material
infiltrado en la piel de los animales
produciendo presion en los tejidos, sin
embargo, existen agentes externos que
también pueden ser atribuibles a dicha
lesiébn, como la hojilla para rasurar
durante la fase operatoria. También el
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comportamiento agresivo observado en
determinado  momento entre  los
animales, pudo haber causado las
ulceraciones.

Lo anteriormente descrito difiere con
Sari y cols. (27), quienes ejecutaron un
estudio de membranas de quitosano

para la reparacion de Ulceras labiales en
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ratas  Sprague  dawley, donde
concluyeron que la membrana de
quitosano aceleraba el proceso de
reparacion de la ulcera labial por su
efecto en la formacion de vasos

sanguineos Y fibras colageno.

PRINCIPALES HALLAZGOS
HISTOPATOLOGICOS
OBTENIDOSEN LOS ANIMALES
TRATADOS CON ACIDO
HIALURONICO.

En lo que respecta a los animales
tratados con AH encontramos como
principales hallazgos la presencia de TC
denso homogéneo, con ausencia de
respuesta inflamatoria, donde nunca
hubo tejido de granulacién y por lo

tanto no hubo reparacién del tejido, se
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observé induccion celular, asi como el
desarrollo de nuevas células y fibras, es
de importancia aclarar que no hubo
respuesta inflamatoria aguda es decir
nunca se reconocio el material como
cuerpo extrafio. Esto confirma que el
AH, es uno de los biomateriales mas
confiables en el area de la medicina
estética, ya que presenta un perfil alto
de  seguridad, al igual que
biocompatibilidad  favoreciendo el
transporte de nutrientes y la interaccion
células  matriz  extracelular. A
continuacion, se puede observar de
manera  general la  distribucion
porcentual de todos los hallazgos
histopatolégicos en los animales
infitrados con AH sacrificados a la

cuarta y octava semana. (Figura 8y 9)
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120%

100%

80%

60%

40%

20%

0%

Hallazgos histopatolégicos en ratas con Acido
Hialuronico 4ta. Semana.

Tej. conj E(Ij:tTa Fibrosis V.sang |Neutrofilos Macr?f/Lln gr::—:ljj.lac Atipias Cel.| Pres. mat
H Ausente 0% 0% 100% 0% 100% 0% 100% 100% 100%
M Escaso 0% 0% 0% 0% 0% 100% 0% 0% 0%
M Moderado 100% 100% 0% 100% 0% 0% 0% 0% 0%
H Elevado 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

Figura 8: Hallazgos histopatoldgicos en los animales infiltrados con &cido

hialuronico a las cuatro semanas post implantacién del material.

8va. Semana.

Hallazgos histopatoldgicos en ratas con Acido Hialuronico

120%
100%
80%

60%

40%

20%

0%

Macrof/Lin

Tej.

Tej. conj |Edema Intr.| Fibrosis V.sang | Neutrofilos £ granulac Atipias Cel. | Pres. mat
H Ausente 0% 100% 100% 0% 100% 100% 100% 100% 100%
H Escaso 0% 0% 0% 100% 0% 0% 0% 0% 0%
M Moderado 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
H Elevado 100% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

Figura 9: Hallazgos histopatolégicos en los animales infiltrados con acido

hialurénico a las ocho semanas post implantacion del material.
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Principales hallazgos histopatol6gicos
obtenidos en los animales tratados
con gel de quitosano.

En resumen, los principales hallazgos
histopatoldgicos obtenidos en el grupo
tratado con quitosano fue el desarrollo
de una respuesta inflamatoria cronica
reagudizada severa con lesion tisular,
necrosis, formacion de capsula que
limita el material del tejido periférico
con proceso inflamatorio  tipo:
granuloma cuerpo extrafio. EI TC y la

proliferacion celular difiere a los tejidos
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circundantes ademas se encuentra
alterado y desorganizado. Atendiendo a
lo mencionado antes encontramos que
los hallazgos histoldgicos de los tejidos
experimentales muestran caracteristicas
patognoménicas de  rechazo  al
biomaterial, ademas de reconocimiento
como sustancia toxica u agente lesivo.
Seguidamente se puede observar los
hallazgos histologicos generales de los
tejidos tratados con quitosano en gel.

(Figura 10 y 11)

120%

Hallazgos Histopatologicos en ratas con Quitosano
4ta. semana

100%

80%

60%

40%

20%

0%

Edema

Macrof/Lin Tej.

Tej. conj

Intr.

Fibrosis

V. sang

Nedutrofilos

f

granulac

Atipias Cel.

Pres. mat

H Ausente

0%

100%

0%

0%

0%

0%

0%

100%

0%

H Escaso

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

i Moderado

0%

0%

100%

0%

70%

0%

0%

0%

0%

Elevado

100%

0%

0%

100%

30%

100%

100%

0%

100%

Figura 10: Hallazgos histopatoldgicos en los animales infiltrados con quitosano en
gelalas cuatro semanas post implantacion del material.
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Hallazgos Histopatologicos en ratas con Quitosano 8va.
Semana.
120%
100%
80%
60%
40%
20%
0% Ed M f/Li Tej
Tej. conj ema Fibrosis V.sang |Neutrofilos acrof/Lin €. Atipias Cel.| Pres. mat
Intr. f granulac
H Ausente 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0%
H Escaso 0% 0% 0% 10% 0% 0% 0% 0% 0%
i Moderado 100% 0% 0% 90% 0% 100% 20% 0% 100%
H Elevado 0% 0% 100% 0% 0% 0% 80% 0% 0%

Figura 11: Hallazgos histopatoldgicos en los animales infiltrados con quitosano en
gelala octavasemana post implantacion del material.

Sin embargo, es importante resaltar que
existen numerosos estudios similares
(28-30) , donde hacen uso del quitosano
para la terapéutica e ingenieria de
tejidos, donde el quitosano es aplicado
en otros sustratos y en algunos casos en
combinacion con otros biomateriales u
células donde los resultados difieren a
los encontrados en esta investigacion:
Mi y cols. 31 evaluaron una membrana
de quitosano para el recubrimiento de
heridas abiertas en un modelo animal,
los resultados muestran que las heridas
de la piel en ratas cubiertas con la
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membrana de quitosano presentaron la
hemostasia y cicatrizacion rapidamente.
El examen histoldgico confirmd que la
tasa de epitelizacion fue aumentada,
ausencia de infiltrado inflamatorio y la
deposicién de colageno en la dermis
estaba bien organizado. De igual forma,
Li y cols (32) utilizaron un gel de
quitosano y colageno con oligoarginina
para cicatrizacion de heridas en
modelos animales, encontrando que este
material aumenta la formacién de tejido
de granulacion, aumenta la deposicion

de colageno 'y  promueve la
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angiogénesis, ademas de presentar
propiedades antibioticas, lo cual lo hace
un material con alta eficacia terapéutica.
Por otra parte, Shi y cols. (30)
realizaron un andamio compuesto de
quitosano y colageno para la
regeneracion de un tipo de TC
(cartilago) e ingenieria de los tejidos, el
estudio histopatologico indica que el
compuesto  fue  biocompatible 'y
biodegradable. En este mismo orden de
ideas, Mohan y cols (33) implementaron
un hidrogel de quitosano y AH para
reparacion de cartilago de conejos,
encontrando resultados a las 12
semanas.

Asi mismo Tran y cols. (29) realizaron
un gel compuesto de rutina y tiramina
con derivados del quitosano, para
evaluar la cicatrizacion in vivo mediante
la inyeccion de hidrogeles en heridas
dorsales de ratas, los resultados
mostraron la formacion de un nuevo
epitelio mas grueso y de tejido de
granulacién, que estd mas cerca del
tejido epitelial original, concluyendo

que los de geles inyectables a base de
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rutina y quitosano aceleran el proceso
cicatrizal de heridas.

Todos estos estudios previamente
mencionados nos hacen especular que
probablemente el éxito del quitosano
depende de muchas variantes, para
ejemplificar, tenemos las diversas
presentaciones clinicas, la
concentracion del polimero, el grado de
acetilacion, el pH, la consistencia y
fluidez, asi como el tejido en que es
usado u implantado; por lo tanto los
resultados obtenidos en esta
investigacion en contraste con muchos
otros obtenidos por diversos autores en
la literatura, nos hace sintetizar que es
posible ajustar las caracteristicas fisico-
quimicas del quitosano y asi modificar

las respuestas bioldgicas.

CONCLUSION

e El quitosano en gel inyectable no
produce alteraciones en la conducta
de los animales los cuales mantienen
un estado general tipico; sin
embargo, produce la formacion de un

nédulo de consistencia firme en el
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area infiltrada que desde el punto de
vista histolégico se comporta como
un agente lesivo que produce una
respuesta inflamatoria crénica
reagudizada y wuna reaccion tipo

granuloma a cuerpo extrafio.

e La bioestimulacion celular producida
por el quitosano fue desorganizada y
exagerada, sin embargo, esto se
atribuye al vehiculo utilizado para
gelificar el quitosano el cual estuvo
constituido por acido acético, y el
desarrollo celular normal no puede
ocurrir en un medio 4&cido tan

caustico

e EI AH no produce ninguna respuesta
negativa clinica ni histoldgica en los
tejidos, por el contrario, produce una
respuesta positiva, ya que induce una
correcta bioestimulacion tisular 'y
promueve la reorganizacion exitosa
del tejido. EI AH se presenta como
un material seguro, biocompatible y

biodegradable.
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e Se recomienda realizar ensayos

preclinicos  haciendo uso de
quitosano en  gel inyectable
realizando  variaciones en el
disolvente utilizado pudiendo usar
acido lactico en vez de acido acético,
con el fin de observar cambios y
poder evaluar las  respuestas

biolégicas de los tejidos.
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