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Resumen

El estudio estuvo orientado en desarrollar un apoésito a base de Vaccinium corymbosum L. y quitosano
con alta capacidad regenerativa de piel. Se inici6 con la obtencion del concentrado a partir del fruto
de Vaccinium corymbosum L.; luego, se preparé un biofilm de quitosano al 1% pl/v, al cual se incorporé
el concentrado de Vaccinium corymbosum 10% plv, para obtener el formulado final. El estudio
experimental se basoé en la distribucion aleatoria de 24 ratas machos cepa albina Lewis en tres grupos
de contraste: control, apésito de quitosano, y, apésito del concentrado de Vaccinium corymbosum
10% mas quitosano. Los resultados fueron evaluados en base a la evolucion de cicatrizacion en el area
lesionada de 0 a 21 dias (nivel macroscépico), y, en el estudio histolégico de cicatrizacion (nivel
microscopico). Se concluye que el desarrollo de un apoésito de Vaccinium corymbosum L. 10% y
quitosano con calidad farmacéutica present6é significativamente mejor capacidad regenerativa al
promover la aceleracion de la cicatrizacion de la herida mediante la reduccion del area lesionada
desde los 7 dias de tratamiento, e incrementé la promocion de los procesos de epitelizacion, neo
vascularizacion, y, proliferacion de fibroblastos y colageno.

Palabras clave: Vaccinium corymbosum L.; ap6sito; quitosano; regeneracion; piel.

Abstract

The study was aimed at developing a dressing based on Vaccinium corymbosum L. and chitosan with
high skin regenerative capacity. Started with the obtaining of the concentrate from the fruit of
Vaccinium corymbosum L.; then, a 1% wl/v chitosan biofilm was prepared, to which the Vaccinium
corymbosum 10% wiv concentrate was incorporated, to obtain the final formulation. The experimental
study was based on the random distribution of 24 male Lewis albino strain rats in three contrast
groups: control, chitosan dressing, and 10% plus chitosan Vaccinium corymbosum concentrate
dressing. The results were evaluated based on the evolution of healing in the injured area from 0 to 21
days (macroscopic level), and, in the histological study of scarring (microscopic level). It is concluded
that the development of a dressing of Vaccinium corymbosum L. 10% and chitosan with pharma-
ceutical quality presented significantly better regenerative capacity by promoting the acceleration of
wound healing by reducing the injured area from 7 days of treatment, and increased the promotion of
the processes of epithelialization, neovascularization, and proliferation of fibroblasts and collagen.

Keywords: Vaccinium corymbosum L.; dressing; chitosan; regeneration; skin.

1. Introduccion

La piel es considerada como el 6rgano mas
extenso del ser humano, encargado de la
regulacion de la temperatura corporal,
proporciona soporte a los vasos sangui-
neos y nervios, participa en la prevencion
de la deshidratacion, procesos de detec-
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cion sensorial y como barrera externa
entre el organismo y el medio ambiente,
manteniendo de esta manera, la homeos-
tasis interna, al reducir la friccion de los
elementos externos (Meruane y Rojas,
2012; Valencia et al., 2016).

En condiciones normales, la piel tiene la
capacidad de la autorregeneracion, y este
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aspecto es importante porque cada aio en
el mundo, cientos de miles de pacientes
requieren hospitalizaciéon por quemaduras,
siendo el tratamiento mas convencional el
uso de injertos de piel, los cuales
compensarian la pérdida de tejido en
multiples niveles, actuando como apésitos
oclusivos contra las heridas (Boucard et
al., 2007; Valencia et al., 2016).

En este sentido, una herida representa la
perturbacion de la estructura anatémica y
fisiologica normal de la piel, por lo que, tras
una lesion, el tejido cutaneo danado inicia
de forma natural un proceso de reparacion,
denominado cicatrizacion (Guarin et al.,
2013; Mordon y Trelles, 2011; Pelegrino y
Seabra, 2017).

La cicatrizacion es un proceso de
reparacion espontanea y dinamica en el
tejido lesionado mediado por proteinas
solubles (citosinas y factores de
crecimiento) y células encargadas de la
proliferacion celular, que consiste en fases
de hemostasia, inflamacion, proliferacion y
remodelacion (Guarin et al., 2013; Mordon y
Trelles, 2011; Pelegrino y Seabra, 2017;
Valencia, 2010; Vargas, 2014).

La cicatrizacion es un mecanismo que
depende de la hemostasis y de un estado
inflamatorio inicial, causado por la lesion, y
se conoce como fase aguda. Poste-
riormente entra en una fase proliferativa de
células epidermales, endoteliales y de
fibroblastos, que generaran un tejido de
granulacioén inicial. Luego sobreviene una
fase inflamatoria tardia, caracterizada por
neovascularizacion y dependiente de
factores regulatorios como: Factor de
Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF),
diferentes neurotrofinas que estimulan la
proliferacion, la actividad quimiotactica y la
supervivencia de diferentes poblaciones
celulares en piel, encargados de generar
una nueva matriz de colageno. Finalmente
se forma una escara y se produce el
remodelamiento del tejido de granulacion,
con la generacion de nuevas fibras de
colageno y la diferenciacion de los
fibroblastos en miofibroblastos, que
aumentan la fuerza tensil y permiten la
aproximacion de los bordes de la lesion
(Valencia, 2010).

En la actualidad, diversos estudios
sugieren la utilizacion de apésitos a base
de quitosano, que cumplirian la funcién de
absorber los exudados y componentes
toxicos de las heridas superficiales,
preservar un alto nivel de humedad en la
superficie de la herida, permitir el
intercambio gaseoso, proporcionar
aislamiento térmico, proteger la herida de
la penetracion de bacterias, ser no toxico,

promover la regeneracion y el crecimiento
del tejido nuevo, y, ser eliminado facilmente
(Bakar et al., 2013; Boucard et al., 2007;
Fahmy et al., 2018; Gyeung et al., 2018; Lan
et al., 2017; Tchemtchoua et al, 2011;
Valencia et al., 2016).

El quitosano es un polimero natural
derivado de la desacetilacion de la quitina,
de gran interés en la elaboracion de
biomateriales en la regeneracion de
tejidos, y por la presencia de grupos amino
e hidroxilo, podria ser utilizado en
formulaciones con extractos derivados de
especies vegetales, debido a que exhibe
excelentes propiedades de ligandos y de
formacion de peliculas, andamios y geles,
generando una accién sinérgica al crear
una matriz muy favorable para el
crecimiento celular, imitando de manera
eficaz la matriz extracelular de varios
tejidos (Haixia et al, 2018; Jang et al.,
2018; Naseri y Ziora, 2018; Stephen et al.,
2018; Valencia et al., 2016; Yu et al., 2018).
Vaccinium corymbosum L. es un arbusto
frutal de la familia Ericaceae, originario de
América del Norte, crece bien en suelos
acidos (pH<5,5), y presenta un alto
contenido de antocianinas en su
composicion. En diversos estudios se ha
demostrado que las antocianinas tienen la
capacidad de neutralizar radicales libres
(antioxidante), y considerando que los
procesos de lesiones cutaneas presentan
procesos oxidativos, un apoésito formulado
a partir de Vaccinium corymbosum L. y
quitosano podria ser utilizado en procesos
regenerativos de piel (Abreu et al., 2008;
Carrillo et al, 2015; Faria et al., 2005;
Figueiredo y Lima, 2015; Guerrero et al.,
2010; Loyola et al., 2016; Seong et al.,
2018; Song, 2015).

Por lo expuesto, se plante6 desarrollar un
aposito de Vaccinium corymbosum para
regeneracion de la piel, a un costo
accesible a la poblaciéon y con productos
nativos de nuestro pais.

2. Materiales y métodos
Material

Se utilizaron los frutos de Vaccinium
corymbosum L. recolectados en el distrito
de Viru (82°26°00°’L.S., 78°48°00’L.O., a 68
m.s.n.m.), provincia de Trujillo, region La
Libertad —Peru, que fueron acondicionados
a una temperatura de -5 * 3 °C, después se
procedié a hacer la seleccion del material
vegetal, los frutos que no tuvieran dafo en
la cascara, con madurez adecuada, buena
textura, tamafo uniforme y frescos. Se
descartaron los frutos maduros, verdes o
con algun dano; esta limpieza permitié
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desechar totalmente cualquier sustancia
extraina. Los frutos seleccionados se
procedieron a lavar cuidadosamente bajo
chorro de agua potable, luego fueron
lavados con agua destilada, y se secé
mediante escurrido (Rodriguez y Morales,
2015).

La identificacion taxonémica se realiz6 en
el Herbarium Truxillensis de la Universidad
Nacional de Trujillo, La Libertad, Perq,
donde se le asign6 el N° 58861.

Método

La metodologia utilizada en el desarrollo de
un apésito de Vaccinium corymbosum L.
para regeneracion de piel se basé en la
preparacion del concentrado, formulacion
del apésito y ensayo experimental.

Preparacion del concentrado del fruto de
Vaccinium corymbosum L.

Se pesd6 1 kg del fruto de Vaccinium
corymbosum L. y se procedi6é a licuar en
una proporcion 1: 3 p/v de una solucion
etanodlica de acido citrico al 1%, el licuado
obtenido fue trasferido en frascos de vidrio
color ambar previamente esterilizados,
luego se realizé6 la extraccion de las
antocianinas en bandejas de acero
inoxidable con agitacion constante a una
temperatura de 36 °C durante dos horas,
después se procedié a filtrar; poste-
riormente el extracto obtenido se llevo a
concentrar en rotavapor marca HEIDOLPH
HB 4003 a una temperatura de 60 °C hasta
la obtencion de un concentrado de 500 mL
(0,5g/mL), se guardaron en frascos color
ambar a -15°C para su posterior uso
(Figueiredo y Lima, 2015; Guerrero et al.,
2010).

Formulacion del apésito de Vaccinium
corymbosumL. y quitosano

La formulacion del apésito se bas6 en la
metodologia realizada por Boucard et al.
(2007), Martinez et al. (2014) y modificado
por los autores, para lo cual se utilizé
Quitosano (Qo), suministrado por SIGMA
ALDRICH con un grado de desacetilacion
de 85 %, luego, se prepararon soluciones
de Qo al 1% p/v en solucién de acido lactico
al 1% plv, disolviendo el Qo con agitacion
constante durante 3 horas.

Las soluciones se dejaron a temperatura
ambiente durante la noche y luego se
microfiltraron a una presiéon de 70 psi 0 4,8
atm, a través de un filtro de microfibra de
borosilicato, nitrato de celulosa de tamaiio
de poro de 0,45 pm. Se determiné pH y la
turbidez de las soluciones filtradas. Las
soluciones se dejaron en reposo en un
refrigerador a 4 °C durante 24 horas antes

de ser utilizadas con el fin de eliminar las
burbujas.

En el biofilm de quitosano se utilizaron 25
mL de solucion filtrada de Qo sobre placas
petri con medidas de 10x10x0,3 cm3, que
fueron colocadas en una estufa a 40 °C
durante 16 horas hasta evaporar el agua,
obteniéndose los biofilm de Qo en acido
lactico.

Los biofilm de Qo fueron sumergidos en un
recipiente de vidrio PIREX® con medidas
de 20x20x5 cm3, durante 5 minutos en 100
mL de una solucion de hidréxido de sodio
0,1 My luego lavados 2 veces y durante 10
minutos cada vez con 100 mL de una
solucion de agua - etanol (60:40) para
eliminar el exceso de alcali. Posterior-
mente, los biofilm de quitosano fueron
cuidadosamente estirados y puestos entre
papeles de filtro y se les dejo secar durante
24 horas en un ambiente con humedad y
temperatura controladas (50% de humedad
relativa, 23 °C de temperatura).

Finalmente, el biofiim de quitosano se
mezclé con el concentrado de Vaccinium
corymbosum 10% plv, para obtener el
formulado final.

Ensayo experimental

El estudio se realizé6 con 24 ratas machos
cepa albina Lewis certificadas, con un
promedio de peso de 300 g. cada una, para
lo cual se consider6 condiciones 6ptimas
de alimentacion, humedad relativa vy
temperatura. Después de 7 dias, el médico
veterinario procedi6é a realizar un examen
de su estado sanitario y fisioloégico.

Los protocolos de trabajo aplicados a los
especimenes de experimentacion, se
basaron en estudios relacionados con
efecto cicatrizante (Gallardo y Barboza,
2015; Mancebo et al., 2011; Martinez et al.,
2014). Los especimenes fueron aneste-
siados con Ketamina 50 mg/kg via
intraperitoneal, se les realizé tricotomia
(2,6 cm) con tijera y bisturi N° 21; el
embrocado de la zona fue con gasa estéril
embebida con Isodine espuma; a los seis
minutos, a través de la técnica de
infiltracion local con bupivacaina al 0,5% se
logré una analgesia del dorso del animal.
Se realiz6 un segundo embrocado con
Isodine solucion 10 % con gasa estéril
procediendo a ejecutar la incision de 1,64
cm, con una pinza porta navaja,
posteriormente se procedié6 a colocar el
aposito sobre la herida.

Se realiz6 un esquema basado en tres
grupos de contraste: control, constituido
por 8 ratas, no recibieron tratamiento, sé6lo
se limpié con yodo povidona soluciéon 10%
el area afectada; patrén, constituido por 8
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ratas y se les aplicé apésito de quitosano;
problema, constituido por 8 ratas y se le
aplic6 el apésito a base del concentrado de
Vaccinium corymbosum 10% y quitosano.
Posteriormente, cada rata lesionada
recibié antibiético (Cefazolina 15 mg/kg via
intramuscular) y analgésico (Meloxican 2
mg/Kg via intramuscular) por dos dias.
Luego se colocé en su jaula y se les abrigo
con una manta controlando la hipotermia, a
la hora paso el efecto de la anestesia y las
ratas poco a poco fueron alimentandose y
bebiendo su agua.

Durante los 21 dias, los especimenes evo-
lucionaron adecuadamente, y se procedio
a pesarlas una por una, posteriormente se
les administré6 Ketamina 50 mg/kg seguido
de Tiopental soédico 90 mg/kg por via
intraperitoneal. Se realiz6 la tricotomia de
3,5 cm con tijera y bisturi N° 21, el
embrocado de la zona fue con gasa estéril
embebida con yodo povidona espuma,
luego se procedi6 a realizar el corte de la
piel de 3 cm y se coloc6é en frascos con
formol neutro al 10 % para proceder a su
fijacion por 25 horas, posteriormente, se
realiz6 el estudio histologico.

Las muestras se cortaron de cuatro a
cinco micras de espesor, usando el
micrétomo, luego, se realizaron dos tipos
de coloracion: Hematoxilina — eosina y
Tricromica de Masson. La observacion
histolégica se hizo con el microscopio
o6ptico a cuatro (4X) y cuarenta (40X)
aumentos.

Los resultados se analizaron en funciéon a
la observacion microscopica. La medicion
en el analisis microscoépico arrojé mues-
tras de respuesta cuantitativas (migracion
epitelial desde el borde de la herida y
namero de vasos neoformados) y cuali-
tativas (formacion de fibras colagenas).

En el analisis de datos se utiliz6 medidas
estadisticas como la media aritmética,
analisis de varianza para un disefio com-
pletamente al azar y su correspondiente
prueba de Duncan, ambas pruebas
consideraron un nivel de significancia de
0,05.

3. Resultados y discusioén

En la Figura 1 se puede observar que en el
dia 0, predomina la fase inflamatoria, que
se caracteriza por una alta celularidad
debido a la migracion de neutréfilos,
macrofagos y linfocitos al lugar de la lesion,
promoviendo la hemostasia; por lo que la
aplicacion del apésito de Vaccinium
corymbosum y quitosano proporcioné un
ambiente hiumedo después de la absorcion
de los exudados de la herida, ademas de
protegerla de las infecciones secundarias,
reducir la necrosis del lecho de la herida,
proporcionar el intercambio gaseoso
adecuado, regular y/lo mediar en la
liberacion de ciertos factores de
crecimiento y citoquinas (Haixia et al,
2018; Jang et al., 2018; Naseri y Ziora,
2018; Pelegrino y Seabra, 2017; Stephen et
al., 2018; Valencia et al., 2016).

Grupo Dia0 Dia7

Dia 14 Dia 21

Control

Quitosano

Concentrado
Vaccinium
corymbosum
10% +
Quitosano

Figura 1. Evolucion de cicatrizacion en area lesionada de 0 a 21 dias segun grupo de tratamiento.
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En el dia 7 se observa diferencia
estadisticamente significativa en la fase de
curacion entre el apoésito de Vaccinium
corymbosumy quitosano y los otros grupos
de tratamiento (control y quitosano), y
estos resultados evidenciarian una mayor
formacion de tejido de granulacion,
caracterizada por la proliferacion de
fibroblastos en el sitio de la herida y la
produccion de importantes componentes
de la matriz extracelular, como elastina,
colageno y glicosaminoglicanos (Jang et
al., 2018; Naseriy Ziora, 2018).

Del mismo modo, desde el dia 14 al 21 se
observa cambios significativos en la fase
de remodelacion (o formacion de tejido
cicatricial), el apésito de Vaccinium
corymbosum y quitosano estaria
promoviendo la sustitucion del colageno
inmaduro de tipo Ill por colageno tipo |
maduro, el tejido se vuelve menos
vascularizado, lo que finalmente conduce a
la reparacion completa del tejido de la piel.
La fase de remodelacion es la principal
responsable de las diferencias en la calidad
de las cicatrices y la formacion de
queloides. Los queloides y las cicatrices
hipertroficas se caracterizan por un
crecimiento anormal del tejido debido a la
produccion extensa de matriz extracelular,
especialmente colageno, que no esta
confinado al sitio original de la herida e
invade los tejidos dérmicos adyacentes.
Los componentes celulares principales en
el proceso queloide son los fibroblastos, los

queratinocitos, los melanocitos y los
mastocitos. Los miofibroblastos son una
forma diferente de fibroblastos que
parecen estar ausentes, o minimamente
presentes, en las cicatrices queloides, en
contraste con la situacion en las cicatrices
hipertroficas (Pan et al., 2017; Pelegrino y
Seabra, 2017).

En la Figura 2 se aprecia las tinciones de
hematoxilina eosina y tricrémica de Masson
para los grupos control, quitosano y el
concentrado de Vaccinium corymbosum L.
10% mas quitosano, evidenciando a nivel
microscopico cambios signficativos entre
los grupos de tratamiento analizados.
Vaccinium corymbosum L. presenta
antocianinas en su composiciéon quimica,
las cuales cumplen un rol importante en el
proceso de cicatrizacion, ya que presentan
una accion secuestrante de radicales
libres, que estimulan la contraccion de la
herida y su cicatrizacion (Faria et al., 2005;
Gallardo y Barboza, 2015; Seong et al.,
2018).

En la tincion tricromico de Masson, el grupo
tratado con el apésito de Vaccinium
corymbosum L. y quitosano, la dermis en
regeneracion presenté proliferacion de
fibras colagenas y neoformaciéon de vasos
sanguineos. La epidermis se regeneré6
observandose la presencia de lamina basal;
mientras que en la tincion hematoxilina
eosina, la epidermis se regeneré con
presencia de estrato basal, espinoso y
esbozo de estrato granular.

Tinciones

Grupo — -
P Hematoxilina eosina

Control

G N
% 3

Tricromica de Masson

Quitosano

Concentrado
Vaccinium
corymbosum
10% + quitosano

Figura 2. Estudio histologico de cicatrizacion segin grupo de tratamiento.
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Los resultados obtenidos coinciden con lo
encontrado por Schencke et al (2013),
donde encontré con la aplicacion de un
aposito derivado de una especie vegetal
una etapa fibroblastica proliferativa inicial
observandose aun elementos inflamatorios
agudos, y, ladermis presentdé un tejido
conectivo abundante en fibras colagenas
regularmente dispuestas y neoformacion
de vasos sanguineos.

En este sentido, las diferencias observadas
en las respuestas de cicatrizaciéon entre los
grupos de tratamiento, podrian deberse
porque en la regeneracion de tejido
dérmico, la fagocitosis estimula un estrés
oxidativo caracterizado por la produccioén
de especies reactivas de oxigeno que
puede conllevar a problemas en esta etapa
inflamatoria como el dafio en tejidos y
células normales, y en consecuencia
demorar o alterar el proceso de
cicatrizacion (Haixia et al., 2018; Jang et
al., 2018; Prior y Wu, 2013).

El uso de apésitos para heridas es una de
las aplicaciones médicas mas promete-
doras para el quitosano, debido a su
naturaleza adhesiva, su caracter bacte-
ricida y antifungico, y su permeabilidad al
oxigeno; pero la incorporacion de un
concentrado de Vaccinium corymbosum L.
10% potenciaria la actividad cicatrizante
por la presencia de compuestos fenélicos y
antocinaninas (Faria et al, 2005;
Jayakumar et al, 2011; Jiménez, 2008;
Pereira et al, 2013; Seong et al., 2018;
Valencia et al., 2016).

El apésito de Vaccinium corymbosum L. y
quitosano regularia la promocion de
factores de crecimiento generados por las
células implicadas en el proceso regenera-
tivo como queratinocitos, fibroblastos y
células inflamatorias. Asimismo, actuarian
en la fase aguda o inflamatoria, donde se
destaca el Factor de Crecimiento
Transformante beta (TGFB), Factor de
Crecimiento Derivado de las Plaquetas
(PDGF), y Factor Estimulante de Colonias
de Granulocitos (G-CSF), junto con
interleucinas implicadas en la inflamacion
(Delavary et al., 2011; Valencia, 2010; Yu et
al., 2018).

Por tanto, el aposito elaborado a partir de
Vaccinium corymbosum L. y quitosano
representaria una innovaciébn en los
tratamientos regenerativos de piel por la
utilizacion de especies de origen vegetal,
porque en la literatura revisada se han
encontrado estudios de quitosano con
batroxobina con efectos positivos en
procesos hemorragicos (Gyeung et al.,
2018); asi como de KytoCel, un apoésito de
fibras no tejidas de quitosano donde se

encontr6 que 19 de 30 participantes
regeneraron la piel durante el tratamiento
(Stephen et al., 2018). De la misma forma,
Haixia et al. (2018) reportaron incremento
de fibroblastos y una nueva epitelizacion
mediante el tratamiento con un vendaje
compuesto de quitosano, alginato y
colageno. Jang et al. (2018) encontré que
las heridas tratadas con polvo
dérmicol/gelatina se asociaron con un
incremento de fibroblastos, que se
infiltraron en el lecho de la herida, asi como
gruesos paquetes de colageno que se
organizaron en matrices dendriticas,
asemejandose a la piel normal.

Finalmente, el estudio representaria una
alternativa farmacéutica para casos de
regeneracion de piel, incrementando el
efecto sinérgico del quitosano, basado en
el alto contenido de compuestos
antioxidantes de Vaccinium corymbosum.

4. Conclusion

Se desarrollé6 un apésito de Vaccinium
corymbosum L. 10% y quitosano con
calidad farmacéutica que presenté mejor
capacidad regenerativa al promover la
aceleracion de la cicatrizacion de la herida
mediante la reduccion del area lesionada a
los 7 dias y el aumento significativo en la
epitelizacion, neovascularizacion, proli-
feracion de fibroblastos y colageno.

Se recomienda realizar ensayos clinicos
con el apésito de Vaccinium corymbosum
L. 10% y quitosano para evaluar la eficacia
y seguridad de esta formulacion, y de esta
manera potenciar el efecto regenerativo de
ambos productos de origen natural y
proporcionar una alternativa de soluciéon en
la regeneracion de la piel y mejorar la
calidad de vida de los pacientes.
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