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Resumen 

 

Se diseñó un hidrogel que tiene como matriz al β-quitosano y que retarda la liberación 

del factor de crecimiento derivado de plaquetas-BB (PDGF-BB). PDGF-BB forma parte 

del lisado plaquetario (LP), el cual se obtuvo a partir del plasma rico en plaquetas (PRP) 

después de someterlo a un shock térmico. El β-quitosano fue caracterizado en 

porcentaje de humedad, grado de desacetilación y peso molecular promedio, usando 

técnicas como gravimetría, titulación potenciométrica y medición de viscosidad con el 

viscosímetro de Ostwald, respectivamente. Se tuvo en cuenta que el intersticio de una 

úlcera cutánea pasa por variaciones en el pH; motivo por el cual este trabajo busca 

estudiar la influencia del pH del medio en la liberación de PDGF-BB de la matriz de β-

quitosano. Se obtuvieron los siguientes resultados: el β-quitosano con el que se 

trabajó, tiene 12.47% de humedad, un grado de desacetilación de 94.53% y peso 

molecular promedio de 145.45 kD. La liberación del PDGF-BB del hidrogel de β-

quitosano con 6% de lisado plaquetario sí está influenciada por el pH (p < 0.05); 

mientras que en el hidrogel de β-quitosano con 12% de lisado plaquetario no está 

influenciada por el pH (p > 0.05). Este hidrogel, de β-quitosano con 12% de lisado 

plaquetario, cumplió el objetivo al conseguir retardar la liberación del PDGF-BB en 

veintiséis horas.  

 

 

 

 

Palabras clave: 

β-quitosano – hidrogel – liberación retardada – PDGF-BB   



Abstract  

A hydrogel that has as its matrix β-chitosan was designed. It retards the release of 

platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB). PDGF-BB is part of the platelet lysate 

(LP), which was obtained from the thermal shock of platelet-rich plasma (PRP). 

The β-chitosan was characterized in percentage of humidity, degree of deacetylation 

and average molecular weight, using techniques such as gravimetry, potentiometric 

titration and viscosity measurement with the Ostwald viscometer, respectively. It was 

taken into account that the interstitium of a cutaneous ulcer goes through variations in 

pH; this is the reason why this work seeks to study the influence of the pH of the 

medium on the release of PDGF-BB from the β-chitosan’s matrix. We obtained the 

following results: this β-chitosan has 12.47% humidity, a degree of deacetylation of 

94.53% and an average molecular weight of 145.45 kD. The release of PDGF-BB from 

the β-chitosan hydrogel with 6% platelet lysate itself is influenced by pH (p <0.05); 

whereas in the β-chitosan hydrogel with 12% platelet lysate is not influenced by pH (p> 

0.05). This hydrogel, of β-chitosan with 12% platelet lysate, fulfilled the objective by 

delaying the release of PDGF-BB in twenty six hours. 
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I. INTRODUCCIÓN  

La búsqueda de tratamientos efectivos y de fácil manipulación para las úlceras 

cutáneas, es decir, que mejor se ajusten a la realidad de los pacientes; es una 

necesidad que va en aumento. Los tratamientos clásicos ya no se dan abasto para 

controlar las complicaciones que afectan las úlceras cutáneas, entre ellas las 

infecciones [1-6].  

Y es que las úlceras cutáneas parecen ser algo tan cotidiano, que suele ignorarse 

todos los mecanismos fisiológicos necesarios para regenerar los tejidos. Cuando éstos 

fallan, se requiere hemocomponentes como el plasma rico en plaquetas, cuya alta 

concentración de factores de crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de 

plaquetas – BB (PDGF – BB), promueva el proceso de cicatrización [7, 8]. 

Uno de los inconvenientes del uso de tratamientos biológicos es la efectividad 

proporcional al control de la liberación de estos factores de crecimiento al intersticio 

de la úlcera cutánea. Una liberación inmediata dejará muchos ligandos sin receptores 

a los cuales unirse, degradándose finalmente. 

Para ello se propone una forma farmacéutica que pueda retardar la liberación del 

PDGF - BB, usando una matriz de β-quitosano dentro de un hidrogel. 

El β-quitosano es un polímero con muchas propiedades químicas, físicas y biológicas; 

las cuales dependen del grado de desacetilación y el peso molecular promedio. He 

aquí la importancia de su caracterización. 

Por otro lado, se debe tener en cuenta los factores externos que afectan a las úlceras 

cutáneas, como las variaciones de pH; consecuentemente, es necesario conocer el 

comportamiento de la forma farmacéutica propuesta bajo esas condiciones [9-11]. 

En este trabajo se busca estudiar la influencia del pH en la liberación de uno de estos 

factores de crecimiento (PDGF-BB) a partir de un hidrogel, cuya matriz de β-

quitosano se conoce, retarda la liberación. 
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II. MARCO TEÓRICO 

2.1. Úlceras cutáneas 

Una úlcera cutánea se define como la lesión o disturbio interno de la 

continuidad del tejido, que compromete por lo menos, la epidermis [1,2]. Este 

concepto debe diferenciarse del que recibe una herida, conceptualizándola 

como un disturbio netamente agudo, causado por una fuerza externa o 

también llamado trauma [1,2].  

Queda claro que una úlcera cutánea nunca será una lesión primaria pues es 

resultado de un proceso crónico, a diferencia de las heridas [1]. Sin embargo, 

las heridas sí pueden pasar a complicarse en úlceras cutáneas si persiste sin 

cicatrizar luego de tres semanas [2]. 

Las úlceras son problemas multifactoriales de salud en personas diabéticas, 

adultos mayores o cuya movilización está impedida; sin embargo, es la 

cronicidad la que predispone a otras complicaciones, como las infecciones [2]. 

Todo en conjunto, motiva a generar alternativas terapéuticas.  

Según su etiología, las úlceras pueden clasificarse en: vasculares (venoso o 

arterial), diabéticas o por presión. Cada una de ellas con tratamientos 

diferentes y particulares; por ejemplo las úlceras venosas se caracterizan por un 

incremento de la presión sanguínea en las venas distales y un exceso de fibrina 

depositada a este nivel, en donde se entrampan factores de crecimiento y 

células que promueven la fase inflamatoria. Es por ello que tratamientos que 

estimulen la activación de estas vías quedan contraindicados; a diferencia de 

las úlceras por presión o diabéticas [3]. 

En el ámbito hospitalario, la mayoría de las úlceras cutáneas son producto de la 

presión que se ejerce cuando el paciente no se moviliza. Estas úlceras por 

presión (UPP) fueron definidas y clasificadas por The National Pressure Ulcer 

Advisory Panel. Según sus actualizaciones hechas hasta el 2007, definieron la 

UPP como la lesión localizada en la piel y tejido dérmico sobre una prominencia 
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del hueso, resultado de la presión. Las UPPs tienen cuatro estadios continuos y 

dos, usados para nombrar las úlceras con profundidad desconocida o etiología 

diferente [4,5] (Anexo 1). 

- Estadio I: piel intacta con leve enrojecimiento 

- Estadio II: adelgazamiento muy leve de la piel (pérdida de la dermis). El 

lecho de la úlcera de color entre rojo y rosado.  

- Estadio III: pérdida completa de la dermis. El tejido hipodérmico queda 

expuesto. 

- Estadio IV: exposición de hasta el músculo, tendón y hueso; 

acompañada de excavaciones. 

- Sin estadio: La profundidad no puede determinarse por la presencia de 

escaras u otros desechos. 

- Injuria tisular profunda: piel intacta pero de color morado o marrón 

(similar a un moretón). El daño probablemente sea más profundo. 

Todos los tejidos son susceptibles al daño, razón por la cual a lo largo de la 

evolución, se desarrollan dos mecanismos de respuesta: la reparación o la 

regeneración. En el caso específico del tejido epitelial dérmico, se sigue el 

mecanismo de la regeneración completa [6]. 

2.2. Cicatrización: Mecanismo molecular de regeneración 

Tras un daño al epitelio de la piel, la regeneración del mismo se lleva a cabo en 

cuatro fases, para algunos autores tres, con alto grado de dinamismo y 

participación de múltiples factores: físicos, químicos y celulares. 

1) La primera fase o hemostasis; representa la respuesta vascular inmediata a 

causa de un traumatismo. Todos los vasos sanguíneos y linfáticos, ante un 

estímulo traumático, generan una vasoconstricción del músculo liso de su 

pared. Dependiendo del calibre del vaso, se conocen diferentes 

mecanismos iniciales para producir el mismo efecto; esto no significa que 

sea el mecanismo predominante. Si el vaso dañado es de gran calibre, como 

venas o arterias, se generan espasmos miogénicos locales en mayor 
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número; por el contrario, si son de pequeño calibre, como capilares, la 

liberación de tromboxano A2 producido por la membrana de las plaquetas, 

es suficiente para controlar la hemorragia bajo el rol de potente 

vasoconstrictor y activador de plaquetas que se le confiere. Para cualquier 

vaso sanguíneo la liberación de autacoides locales y la respuesta a reflejos 

nerviosos sensoriales o de dolor, coadyuvan para producir el mismo efecto 

constrictor [7]. Posteriormente, las prostaglandinas liberadas por el tejido 

dañado y la histamina por los mastocitos, en conjunto, producen 

vasodilatación e incremento de la permeabilidad capilar [1].   

De los mecanismos mencionados, la actividad plaquetaria es el que 

mantiene la constricción. Pero, el trabajo de las plaquetas no termina en la 

liberación de agentes constrictores; también liberan componentes post-

activación que promuevan la ´limpieza´ del área dañada [8]. 

Después de controlar la hemorragia con una herramienta primaria, como es 

la contracción del vaso, lo que sigue es sellar la úlcera. Para esto hay dos 

caminos: la formación de un tapón plaquetario o la de un coágulo 

sanguíneo. 

El tapón plaquetario comienza su formación con la activación de las 

plaquetas (PQs) en contacto con el colágeno tipo I. La activación de una PQ 

involucra deformación de ésta por acción de las proteínas contráctiles y 

presencia de pseudópodos, que incrementan la adherencia de las PQs a las 

fibras de colágeno y el factor de von Willebrand. Asimismo la liberación de 

adenosín difosfato (ADP) y tromboxano, contribuyen a la activación y 

adherencia de otras PQs. El tapón resultante es de consistencia laxa hasta la 

formación de fibrina, que lo convierte en un coágulo sanguíneo, más 

flexible que laxo [7]. 

Los tapones plaquetarios son útiles cuando el trauma es pequeño, como las 

lesiones diarias que los vasos sanguíneos pueden sufrir; sin embargo, ante 
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traumatismos más severos, es necesario la formación de un coágulo 

sanguíneo a través de la activación de la cascada de coagulación [7]. 

La formación del coágulo sanguíneo puede ser dividida en tres etapas: 

- La formación del grupo activador de protrombina 

- La formación de trombina a partir de protrombina 

- La formación de fibrina a partir de fibrinógeno 

De las tres etapas, la primera representa el factor limitante de la velocidad 

en la formación del coágulo sanguíneo. La explicación gráfica del proceso se 

muestra en la Figura 1. Se conoce que el grupo activador de protrombina 

está conformado por el Factor V, Factor X y fosfolípidos. Antes de la 

coagulación, el Factor V está en su forma inactivada; no es hasta la 

activación de trombina, que el Factor V es activado. El rol principal lo 

cumple el Factor X activado, que es la proteasa que escinde la protrombina; 

el Factor V activado es un catalizador y los fosfolípidos cumplen la función 

de vehículos [7]. 

 

Figura 1. Esquema del mecanismo para la formación de un coágulo sanguíneo [7] 
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2) La segunda fase o inflamatoria; habiendo reparado el traumatismo 

vascular, lo que sigue es combatir cualquier agente infeccioso dentro del 

organismo.  

Los factores de crecimiento (FC) liberados por la activación de la PQ dan 

inicio al reclutamiento de neutrófilos y monocitos, así como la estimulación 

de células epiteliales y fibroblastos. 

a) La primera línea de defensa contra alguna infección está encabezada 

por los neutrófilos. Estos se encargan de digerir las bacterias, tras lo 

cual mueren inmediatamente, liberando enzimas intracelulares que 

digieren los tejidos. Conforme se rompen algunas fibras como parte 

del trabajo enzimático de los neutrófilos, los productos de la 

degradación atraen fibroblastos y células epiteliales [8].  

b) La segunda línea de defensa la conforman los monocitos que se 

diferencian en macrófagos al entrar en contacto con la matriz 

extracelular. Los macrófagos liberan enzimas para digerir el tejido;  

requieren de calcio para alcanzar su forma activa y zinc para el sitio 

activo enzimático, conocidas como metaloproteasas. Además se 

liberan citoquinas y FCs relacionados al desplazamiento y 

crecimiento de células epiteliales y fibroblastos, con especial 

participación en la siguiente fase [6, 8]. 

3) La tercera fase o proliferación; involucra la angiogénesis (proliferación de 

células endoteliales), distribución de colágeno, formación de tejido granular 

(alineación del colágeno inmaduro tipo III), formación de la nueva matriz 

extracelular (migración y proliferación de fibroblastos) y re-epitelización 

(migración, proliferación y diferenciación de los queratinocitos dérmicos) 

[6, 8]. 

4) La cuarta fase de regeneración; se enfoca principalmente en recuperar la 

fuerza de tensión del colágeno, remodelándolo, por los fibrocitos [6, 8]. 
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2.3. pH en las úlceras cutáneas 

La escala de pH representa el logaritmo negativo de la concentración efectiva 

de iones hidronio [H+] en un determinado medio, como lo es el intersticio de 

una úlcera cutánea [9]. 

Por la estructura y composición de la piel, en específico del estrato córneo, en 

su estado basal (aminoácidos, ácidos grasos libres, productos de los 

queratinocitos, ácido cis-urocánico, intercambiadores de iones sodio 

específicos), tiene pH superficial alrededor de 5 [9, 10]. Ante un daño tisular, la 

concentración efectiva de los iones hidronio del medio interno varía, producto 

de las reacciones bioquímicas que se llevan a cabo durante cada una de las 

fases en el proceso de cicatrización. Todo ello sucede hasta terminar la tercera 

fase, granulación o proliferación, en donde el pH bordea 7.5; medio perfecto 

para el funcionamiento de ciertas enzimas catalíticas [10, 11]. 

Si la herida prosigue con la fase subsiguiente, se la clasifica como aguda o 

herida fisiológica; por otro lado, si continúa desordenadamente entre la fase 

inflamatoria y la proliferativa (más de tres semanas), se la considera crónica o 

patológica (Figura 2) [10, 11]. 

 

Figura 2. a) Curso del pH en heridas agudas b) Curso del pH en heridas crónicas (úlceras) [9] 
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Una herida aguda o fisiológica, logra normalizar los valores de pH ácidos 

basales durante la fase de regeneración. En esta etapa, la generación de ácidos 

orgánicos (ácido láctico), el aumento de la demanda de oxígeno, presión de 

dióxido de carbono y glicólisis para la síntesis de colágeno, contribuyen a la 

disminución del pH. Asimismo, la disminución del pH tiene como función, 

regular el balance entre la degradación y la regeneración de tejido tisular, al 

inactivar metaloproteasas [10, 12]. 

Una herida crónica o patológica (úlcera), por el contrario, no logra normalizar 

los valores de pH ácidos a causa de las insuficiencias del mecanismo reparador 

descrito para una herida aguda; por lo que se mantiene en medio alcalino, 

propenso al crecimiento bacteriano en sus dos formas (biofilm o planctónica) 

[10, 12]. 

2.4. Plaquetas 

Las plaquetas (PQs) o trombocitos son pequeños fragmentos anucleares que 

provienen de la maduración del citoplasma en el megacariocito, precursor de 

las PQs localizado en la médula ósea. Tienen forma discoidal y un radio de 1-4 

µm en estado inactivado, además pueden tener concentraciones sanguíneas de 

entre 150 000 a 300 000 PQs por µl, con una semivida de 8 a 12 días [7, 8, 13, 

14]. 

Las PQs están compuestas de restos del retículo endoplasmático y aparato de 

Golgi que son las fuentes de las altas concentraciones intraplaquetarias de 

calcio; maquinaria enzimática y mitocondrial para la producción de adenosín 

trifosfato (ATP) y ADP; prostaglandinas; factor estabilizador de fibrina y factores 

de crecimiento (FCs) para células endoteliales, vasculares lisas y fibroblastos 

[7]. Estos FCs, que son la principal razón de su uso en la práctica clínica, están 

contenidos en los gránulos α; que junto a los gránulos densos, son los dos tipos 

de gránulos que contiene la PQ [15, 16]. 

Con respecto al exterior, la membrana plaquetaria está constituida por una 

capa de glucoproteínas, la misma que permite la adherencia al colágeno 
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expuesto al dañarse el tejido vascular, y algunos fosfolípidos [7]. También 

cuentan con microtúbulos contráctiles en forma de anillo (citoesqueleto), los 

cuales contienen actina y miosina. 

Ante el daño de vasos sanguíneos, se expone el colágeno localizado en el sub-

endotelio y con él, el factor von Willebrand. Este factor permite iniciar los 

procesos de hemostasia primaria, como la activación y agregación, como lo 

muestra la Figura 3 [15]. 

 

Figura 3. Ilustración esquemática del rol de los factores de crecimiento: factor de crecimiento 

endotelial (EGF), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), factor de crecimiento de 

fibroblastos (FGF), factor de crecimiento tumoral β (TNF-β) y factor de crecimiento derivado de 

plaquetas (PDGF); en las diferentes etapas del proceso de cicatrización [15]. 

La activación de las PQs implica un cambio en el citoesqueleto y con ello, su 

forma, al pasar de discoide a esférica con la extensión de los pseudópodos [5]. 

Existen múltiples sustancias activadoras de PQs, siendo las más conocidas 

tromboxano, ADP, trombina y calcio; sin embargo, cada activador libera el 

contenido de los gránulos (degranula) de manera distinta, en cantidad y orden, 

los componentes plaquetarios [13, 15]. 
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2.4.1. Plasma rico en plaquetas  

El plasma rico en plaquetas (PRP) es un hemocomponente autólogo que resulta 

de la concentración de plaquetas, a partir de la fracción plasmática de la sangre 

[16]. La concentración de plaquetas obtenida en el PRP se encuentra entre dos 

hasta cinco veces más, que la concentración basal de las mismas [15, 16, 17, 

18]. 

En la actualidad, es usado en tratamientos regenerativos en áreas como 

odontología, traumatología, cirugía cosmética, oftalmología y dermatología [15, 

18]. 

Se estima que cada PQ contiene aproximadamente 50 a 80 gránulos α, los 

mismos que liberan alrededor de 1200 moléculas cada 106 PQs  [15, 16]. Estos 

FCs y citoquinas influyen en procesos hemostáticos como la inflamación, 

angiogénesis y proliferación celular [16]. 

2.4.2. Factor de crecimiento derivado de plaquetas  

El PDGF es una glicoproteína catiónica (punto isoeléctrico a pH 9.8), estable al 

calor, de aproximadamente 30 kD, homo- o hetero- dimérica, constituida por la 

combinación de las cadenas polipeptídicas A y/o B. Estas cadenas están unidas 

por puentes disulfuro, resultando tres isoformas: PDGF-AA, PDGF-BB y PDGF-AB 

[15, 19]. De ellas, PDGF-BB es quien ha demostrado mayor efectividad en 

acelerar el proceso de cicatrización in vitro con el aumento en la proliferación 

de fibroblastos [19, 20, 21].  
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Figura 4. Estructura cristalina del factor de crecimiento derivado de plaquetas BB (PDGF-BB) 

humano con el Visor JSmol [22]. 

 

Figura 5. Regiones hidrofóbicas e hidrofílicas en la estructura cristalina del factor de 

crecimiento derivado de plaquetas BB (PDGF-BB) humano con el Visor JSmol [22].  

La secuencia de aminoácidos de las dos cadenas de PDGF-BB [22] presenta los 

siguientes porcentajes de aminoácidos básicos, ácidos y polares; prestos a 

formar interacciones con otras moléculas cargadas.  

Cadena A 

Puente disulfuro 

Cadena B 

Puente de hidrógeno 

Región hidrofílica 

Región hidrofóbica 
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Figura 6. Aminoácidos básicos (Arginina, Lisina e Histidina), aminoácidos ácidos (Ácido 

glutámico y Ácido aspártico), aminoácidos polares (Cisteína, Tirosina, Treonina, Glicina, Serina, 

Glutamina y Asparragina) del factor de crecimiento derivado de plaquetas BB (PDGF-BB); 

según la secuencia de aminoácidos [22]. 

Los receptores de PDGF son proteínas trans-membrana, asociadas a una 

proteína tirosinkinasa [23, 24]. Existen 2 tipos: α y β; PDGF-BB se une al tipo β 

para ejercer su actividad en el proceso de cicatrización [25].  

PDGF-BB está presente en múltiples células como PQ (gránulos α), 

megacariocitos, macrófagos, células epiteliales del pigmento epitelial, 

fibroblastos, células vasculares endoteliales, células del músculo liso y 

queratinocitos [24, 25]. Posee actividad mitogénica, incremento de la 

proliferación y quimiotaxis de fibroblastos dérmicos y células del músculo liso, 

así como de la amplificación de la respuesta inflamatoria [19, 20, 23, 24]. 

Además, junto al factor de crecimiento tumoral β (TGF-β), representan los FCs 

de mayor importancia en el inicio del proceso de cicatrización; por ello, 

incrementa el volumen de tejido granulado en 200% después de siete días [15].  
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Los efectos terapéuticos de su aplicación, en conjunto con los demás FCs 

contenidos en la PQ, no se comparan con los que resultarían de su aplicación 

en monoterapia [15]. Actualmente, se conoce del sinergismo entre FCs, como 

PDGF-BB y factor de crecimiento endotelial (EGF) [19], para promover los 

procesos regenerativos en el lecho de la úlcera [15].  

Una sobre-exposición a PDGF-BB puro conlleva a progresión de glioblastomas, 

sarcomas; estimulación autocrina de las células tumorales; ateroesclerosis; 

condiciones fibróticas; fibrosis pulmonar, renal, hepática o mielofibrosis [23]. 

2.5. HIDROGEL 

Los hidrogeles logran proteger la úlcera de la infección, pues absorben 

convenientemente una fracción de exudado (Figura 7); sin comprometer la 

humedad de la úlcera, pero favoreciendo la debridación autolítica. La humedad 

favorece condiciones de hipoxia (mínimo 5 mmHg) en el lecho de la úlcera que 

a su vez promueve la fase inflamatoria y de re-epitelización. Por otro lado, la 

debridación autolítica, que implica remover el tejido no viable exponiendo el 

sano y perfundido, es importante para la proliferación y migración de células 

epiteliales al lecho de la úlcera [16]. 

Además de ser beneficiosos en el tratamiento de úlceras, accesibles, 

económicos y de consistencia semi-sólida; los hidrogeles, según la naturaleza 

del polímero usado, pueden funcionar como matriz para la liberación 

controlada de la IFA. Por todo ello, se plantea su uso como un vehículo 

farmacéutico que retarde la liberación [26].  

El sistema del hidrogel estará compuesto por una fase sólida (máximo 10%) y 

una líquida, generalmente agua [28]. Con el fin de retardar la liberación, la 

estructura tridimensional debe estar formada por una red de polímeros 

entrecruzados con un alto número de grupos o dominios hidrofílicos, que al 

atraer agua, se “hincha” hasta llegar a un equilibrio entre la fuerza que ejercen 

las moléculas del medio al entrar a la matriz (fuerza expansora) y la fuerza de 

atracción entre las cadenas del polímero (fuerza retráctil) [29].   
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Figura 7. Diagrama esquemático que ilustra la liberación de la droga (actualmente: ingrediente 

farmacéutico activo – IFA) y el movimiento del exudado hacia el hidrogel durante el proceso de 

cicatrización [27]. 

Las uniones que mantienen las cadenas poliméricas unidas, pueden ser enlaces 

covalentes y/o interacciones físicas. Ambas, sostienen el sistema durante el 

hinchamiento del hidrogel, con la diferencia de que las asociaciones físicas son 

reversibles [29].    

Dicho hinchamiento está regulado por el peso molecular del polímero, 

densidad del agente entrecruzante y las interacciones físicas [29]. Esto se toma 

en cuenta en las siguientes secciones al resaltar la importancia de la 

caracterización del polímero,  la cantidad de agente entrecruzante y el solvente 

usado para el polímero. El polímero debe ser, idealmente, hemostático, de 

actividad antibacteriana, estimulador de la formación de tejido granular, 

angiogénico e inductor de la producción de colágeno. Uno de los polímeros 

biocompatibles más estudiados es el quitosano [26].   

Otra ventaja del uso de hidrogeles con matriz polimérica es el parecido 

fisicoquímico con la matriz extracelular, como el quitosano. Ambos compuestos 

de glicosaminoglicanos y con características mecánicas similares. Esto provee a 

estos hidrogeles una capacidad dual: servir de soporte celular y ser un sistema 

liberador de IFAs [29].  
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2.6. DE LA β-QUITINA AL β-QUITOSANO 

2.6.1. Quitina 

La historia de la quitina comienza en 1811, cuando Braconnot la aisló por 

primera vez de hongos superiores. Sin embargo no fue hasta 1894, en donde se 

dio el hito que daría inicio a la historia del quitosano, con las investigaciones de 

Hoppe-Seyler. Ellos descubrieron que la adición de hidróxido de potasio 

concentrado a la quitina, a 180°C, daba como producto una molécula nueva 

soluble en ácido acético y que precipita en medio alcalino, a la que 

denominaron quitosano. En ese entonces, nadie imaginó el gran impacto que 

ese polímero causaría en distintos campos de la ciencia [30].    

La quitina, poli [β-(1-4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glucopiranosa], materia prima 

del quitosano y otros polímeros con modificaciones químicas, se encuentra en 

animales (artrópodos, anélidos, moluscos y celenterios) y hongos (ascomicetos, 

zigomicetos, basidiomicetos y deuteromicetos) [30]. Estas quitinas poseen 

características distintas en su estructura cristalina según sea su fuente 

(biomasa) [30].  
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Figura 8 Estructura química de la quitina 

Los espectros de rayos X distinguen tres formas polimórficas denominadas α, β 

y γ-quitina [30]. Aquella quitina cuya biomasa son los insectos y crustáceos, se 

denomina α-quitina; en los moluscos y celentéreos, β-quitina y en hongos, γ-

quitina [30]. 
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La estructura de los tres polimorfos está compuesta por dos regiones: una 

amorfa y otra cristalina. La diferencia, entre polimorfos, está en la disposición 

de las cadenas en la región cristalina [30]. Donde, la α-quitina presenta 

disposición anti-paralela; la β-quitina, paralela; y la γ-quitina, dos cadenas en un 

sentido y la que sigue en sentido contrario [30, 31]. 

 

Figura 9 Esquema del polimorfo β-quitina. Los rectángulos representan las regiones cristalinas 

y las líneas, las regiones amorfas. 

Así mismo, el α-quitosano presenta una disposición anti-paralela y cristalización 

con una celda de unidad (ortorrómbica) de dos cadenas (Figura 10). Por su 

parte, el β-quitosano mantiene una disposición paralela, con una celda 

monocíclica (Figura 11); mientras que el γ-quitosano posee dos cadenas 

paralelas y la siguiente en sentido opuesto. [32] 

 

Figura 10.  Estructura cristalina de la α- quitina: la celda es ortorrómbica y tiene dos cadenas, 

una hacia arriba y la siguiente orientada abajo, unidas por puentes de hidrógeno [32]. 
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Figura 11. Estructura cristalina de la β-quitina: proyección de una celda unitaria, atravesando 

el plano de la página [32]. 

La diferencia entre las estructuras cristalinas de α-quitosano y β-quitosano se 

evidencian en los espectros de difracción de rayos X (DRX). La Figura 12 

muestra diferentes posiciones para el mismo ángulo 2θ. Para el β-quitosano a 

10,68° y 20,14°; mientras que para el  α-quitosano, 10,08° y 19,94° [33].  

 

Figura 12. Espectros DRX para β-quitosano y α-quitosano, respectivamente. b) Primer pico 

(10,68°) de intensidad 0,0377 y segundo pico (20,14°) de intensidad 0,0542. b) Primer pico 

(10,08°) de intensidad 0,0007 y segundo pico (19,94°) de intensidad 0,0015 [31]. 

Las diferencias en las disposiciones espaciales repercuten en que las nanofibras 

de este polímero semi-cristalino presente mayor interacción intra- e 

intercatenarias evitando la entrada de solventes en el α-quitosano. A diferencia 

del β-quitosano, en donde las interacciones son escasas y la entrada de 

solventes es facilitada. Esto repercute en la aceptación en el uso de técnicas 

como las titulaciones para determinar el GD, pues los grupos amino deben ser 

de fácil acceso [34].   

Existe una relación estructura función aplicable a los polimorfos de la quitina y 

su respectiva biomasa. La α-quitina está asociada a zonas de alta dureza, como 
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la cutícula de artrópodos o la delgada capa del esófago y estómago de los 

calamares de las especies del género Lóligo spp. La β-quitina por el contrario, 

asociada a carácter transparente y flexible, se ubica en gran porcentaje en la 

pluma o espina de dichos calamares [30]. 

La quitina por su composición, no representa un polímero amigable para 

incluirlo en el desarrollo de nuevos formas farmacéuticos; por ello, es 

procesada en un medio alcalino concentrado y temperaturas superiores a los 

60°C con el fin de perder el resto acetilado del grupo acetamida del carbono 2, 

dando lugar al quitosano [30]. 

2.6.2. Quitosano 

El quitosano, poli[β-(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa], es un 

polisacárido, polímero lineal catiónico, compuesto por unidades D-Glucosamina 

y N-acetil-D-glucosamina unidas aleatoriamente por enlaces glicosídicos β-(1-4) 

[30, 35].   
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Figura 13. Estructura química del quitosano 

El quitosano se considera como tal después de un tratamiento de 

desacetilación. Con un grado de 60% o más de desacetilación, las aminas 

alifáticas libres pueden ser fácilmente protonadas bajo un pH ácido, teniendo 

un pKa entre 6 - 6.8 [30, 35, 36]. 

Además de los polimorfos estructurales, el quitosano muestra mayor 

variabilidad según el tamaño de las cadenas y el grado de desacetilación, en 

principio [30]. Esta variabilidad exige caracterizar el polímero, conociendo 

como mínimo su peso molecular promedio (PM) y grado de desacetilación 

Grupo acetamida 

Grupo amida 
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promedio (GD) [30, 31]. Los grupos acetamida están relacionados al GD y la 

polimerización al PM. Cuanto mayor concentración relativa de grupos amina 

existan, mayor el GD, mientras que a mayor polimerización, mayor será el PM 

[31]. Además de conocer el PM y GD, también es importante conocer la 

polidispersidad de la masa molecular, el contenido de humedad, solubilidad y 

en algunos casos, el porcentaje de cenizas [31]. 

Esta caracterización depende del polimorfo de quitosano con que se esté 

trabajando; por ejemplo, la pureza del quitosano depende mucho de la 

biomasa de la cual se extrae, así como de su proceso de obtención. No es lo 

mismo desproteinizar α-quitina que β-quitina; incluso separarlo de los metales, 

que en su mayoría conforman las impurezas. Basta conocer el origen de cada 

uno de ellos para suponer que para obtener α-quitina, presente en la cutícula 

de los crustáceos, se requerirá necesariamente de una desmineralización y 

desproteinización. A diferencia de la β-quitina, que forma parte de la pluma –

órgano interno– del calamar gigante o “pota”, que no lo requiere [37]. 

Un polielectrolito lineal y con alta densidad de carga positiva como el 

quitosano, resulta atractivo para aplicaciones biomédicas; pues ha demostrado 

tener propiedades fisicoquímicas como: antibacteriano (plancktónico y biofilm 

[34]), antifúngico, mucoadhesivo, analgésico, hemostático, biodegradable y 

biocompatible [30, 35, 36, 38]. 

La mucoadhesión se explica por la presencia de residuos cargados 

negativamente de las glicoproteínas (ácido siálico) presentes en las mucosas, 

siempre que el medio tenga un pH ácido para mantener el quitosano en su 

forma policatiónica [36]. La actividad hemostática también se relaciona a su 

naturaleza policatiónica, que atraen a las células de la sangre, que están 

cargadas negativamente. De manera similar para la propiedad analgésica del 

quitosano, pues los residuos de D-glucosamina capturan los protones liberados 

en mayor proporción en áreas inflamadas [36, 39]. 
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Su biodegradabilidad se fundamenta en su composición, la cual incluye grupos 

amino, polisacáridos y enlaces glicosídicos susceptibles a la acción de enzimas 

dentro del cuerpo humano, como las lisozimas [36]. Son necesarias tres 

unidades consecutivas acetiladas para que la lisozima reconozca el quitosano 

como sustrato y estar libre del empaquetamiento cristalino [39]. 

Sumado a todo ello, el GD, grado de polimerización y la distribución de los 

grupos acetilados, repercuten en las propiedades que dan tanta fama al 

quitosano. La actividad antimicrobiana se da cuando el quitosano conserva 

abundantes grupos acetamida. Por el contrario, la actividad antifúngica, se 

beneficia con el aumento de la polimerización y la disminución de grupos 

acetamida. 
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2.6.3. Interacciones 

Se conoce que la quitina nativa, quitina en su biomasa, se asocia con proteínas, 

pigmentos y sales inorgánicas [30]. En el caso de los complejos proteína-

quitina, que son de bastante interés en este trabajo y que no son ajenos al 

quitosano, se describen cinco [30, 37]: 

1. Formación de grupos amida: entre la subunidad desacetilada de la quitina, 

o quitosano, y el grupo carboxílico en la cadena proteica. 

2. Formación de bases de Schiff: entre la subunidad desacetilada de la 

quitina, o quitosano, y un grupo carbonilo (aldehído o una cetona) 

formando aldiminas y cetiminas. Este grupo imino formado es estable en 

medio neutro y alcalino, pero se hidroliza con facilidad en medios ácidos, 

regenerando la amina libre. 
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3. Formación de una estructura N-glicosídica: involucra el grupo amida de la 

asparaginasa. 

4. Formación de una estructura o-glicosídica: involucra el grupo amida de la 

serina. 

5. Formación de un enlace entre los grupos carboxílicos de ácido N-

acetilmurámico y el grupo amino de la alanina. 
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2.6.4. Fuente 

El β-quitosano a usar procede de la β-quitina procesada de la pluma de 

Dosidicus gigas (“calamar gigante”, “pota”)  [29]. Dosidicus gigas, miembro de 

la familia Ommastrephidae, se encuentra en el Pacífico Centro y Sur Oriental 

desde el Golfo de California hasta Perú; siendo los puertos de Tumbes, Talara y 

Paita en donde se captura la mayor cantidad de pota [40, 41, 42]. 

El Presidente del Frente Nacional de la Pesca, Roberto Vieira, califica a la “pota” 

como el recurso hidrobiológico más importante del país, después de la harina 

de pescado [43, 44]. Sólo en el 2014 se desembarcó cerca de 556 156 unidades 

de “pota” [40], que fuera de tener diferentes usos, representan una gran 

fuente de desechos (cabeza, vísceras, plumas, tinta, piel, tentáculos), 

considerando que estos son el 60% en peso seco de todo el molusco [41]. 

El proceso de la pluma de “pota” muestra mayor rendimiento en comparación 

a los desechos de crustáceo; ya que por su composición química (Ver Tabla 1), 

se prescinden ciertos pasos para la obtención del quitosano (desmineralización)  

[32, 45]. 

Tabla 1. Composición química (%) de la cáscara de camarón vs la pluma de calamar [45] 

 AGUA QUITINA PROTEÍNA 
EXTRACTO 

ORGÁNICO (*) 
CENIZA 

Pluma de calamar 

Cáscara de camarón 

13 ± 0.4 

11 ± 0.4 

32.5 ± 2 

17 ± 2 

42.5 ± 2 

7 ± 2 

2 ± 0.5 

4.5 ± 0.5 

2.4 ± 0.4 

35.4 ± 0.4 

(*) Suma de extractos en cloroformo y de la mezcla cloroformo/etanol (2:1 v/v) 

2.6.5. β-quitosano como matriz del hidrogel 

Un hidrogel está compuesto de redes macromoleculares, capaces de absorber 

notoriamente agua y otros fluidos [31]. Su mecanismo de liberación involucra: 

1) flujo osmótico del fluido, por diferencia de potencial químico dentro y fuera 

del hidrogel 2) hinchamiento (fuerza retráctil) 3) oposición de las redes 

macromoleculares ejerciendo fuerza elástica (fuerza contráctil) [31]. 
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Las interacciones que permiten la formación de hidrogeles pueden clasificarse 

en dos: físicas y químicas [31]. Las primeras representan las uniones no estables 

completamente y las segundas, hacen referencia a enlaces covalentes que solo 

dejan liberar el contenido si existe degradación [31].  

En sistemas de liberación controlada, donde se necesita generar interacciones 

físicas y/o químicas con las IFAs, es útil la presencia de un policatión como el 

quitosano en medio ácido; incluso por ser facilitador de la penetración 

mediante la apertura de las uniones estrechas epiteliales [46].  

Las redes de quitosano pueden seguir tres mecanismos de encapsulación 

dependiendo de la IFA cargada: difusión, atrapamiento o unión covalente, 

respectivamente en la Figura 16 [35].  

 

Figura 16. Métodos de encapsulación para hidrogeles de Quitosano [29]  
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2.6.6. Agente entrecruzante 

Como se mencionó, la quitina forma complejos en su determinada biomasa; 

esto se debe a la presencia de grupos amina, principalmente, que en medio 

ácido son protonados [31]. Sin embargo, su poca cantidad de grupos reactivos 

hace que la quitina se comporte como molécula neutra; a diferencia del 

quitosano, que por debajo de su pKa queda protonado y listo para interactuar 

[31].  

Estas interacciones también pueden ser solo de adsorción [31]. Las proteínas, a 

un pH superior a su punto isoeléctrico, tienen carga negativa; esto favorece 

esta interacción, aunque sea débil y fácilmente reversible.   

Un agente entrecruzante puede ser clasificado según el tipo de unión generada 

entre las cadenas poliméricas: no covalente, complejo coordinado (uniones 

físicas) y covalente (unión química), como se explica en la Figura 17. 

 

Figura 17. Representación esquemática de tres hidrogeles de quitosano elaborados con 

distintos tipos de agente entrecruzante [47]. 
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La estructura más simple es aquella que sólo comprende entrecruzamiento 

entre cadenas del mismo polímero, en este caso quitosano, como se ve en la 

Figura 18 [37]. 

 

Figura 18. Esquema de la red de quitosano entrecruzadas covalentemente 

Los enlaces covalentes son las uniones por excelencia en la formación de la red, 

aunque no son las únicas. Los puentes de hidrógeno y las interacciones 

hidrofóbicas juegan un rol importante en la formación de un hidrogel de 

interacciones físicas [37]. 

Los entrecruzantes químicos suelen ser moléculas pequeñas con al menos dos 

grupos funcionales que permitan la formación de enlaces entre las cadenas 

poliméricas [37]. Al ser más económico, sencillo, proveer buenas propiedades 

mecánicas, evitar la disolución ante condiciones extremas (pH) y duradero 

(enlaces covalentes irreversibles) en comparación a otros métodos, son 

entrecruzantes de primera elección; sin embargo su cuestionada toxicidad 

limita su uso [35].  

De todos los agentes químicos entrecruzantes enlistados en la Tabla 2, el 

glutaraldehído es el más estudiado. Su mecanismo de entrecruzamiento 

involucra la reacción de Schiff entre los grupos ceto y los grupos amina del 

quitosano para formar enlaces imina [37].   
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Tabla 2. Listado de agentes entrecruzantes en hidrogeles a base de quitosano [29] 

 Agente 
Grupo 

funcional 
blanco 

Condiciones 
de reacción 

Interconexión Comentario 

P
EQ

U
EÑ

A
S 

M
O

LÉ
C

U
LA

S 

 

Aminas 
primarias 

y 
aldehídos 

Medio básico 
– neutro 

 

Reacción completa 
en 1 hora. 

Dificultad de 
remover las trazas. 

 

Aminas 
primarias 

y 
aldehídos 

Medio básico 
– neutro 

 

Reacción completa 
en 1 hora. 

Dificultad de 
remover las trazas. 

 

Aminas 
primarias 

y 
aldehídos 

Independiente 
de pH 

 

No tóxico. 
Autopolimerización 

 

Aminas 
primarias 

pH 4,5 – 5,5. 
Precipita a pH 

básico. 
Favorecen 

altas 
temperaturas 

 

No tóxico y 
reacciones de 

tiempo 
prolongado. 

 

Aminas 
primarias 

y 
oxiranos 

pH básico y 
altas 

temperaturas  

Trazas de EDGE. 
Reacciones de 

tiempo 
prolongado. 

 

Aminas 
primarias 

pH básico y 
altas 

temperaturas  

Reacciones de 
tiempo prolongado 

y gelación en 
medio básico. 

FO
TO

SE
N

SI
B

LE
 

 

Aminas 
primarias 

pH 
independiente 

 

Útil para 
hidrogeles 
inyectables 

 

Otros 
ácidos 

acrílicos 

pH 
independiente  

Útil para 
hidrogeles 
inyectables 

EZ
IM

Á
TI

C
O

 

 

Aminas 
primarias 

pH fisiológico 

 

Gelación rápida in 
situ 

 

Aminas 
primarias 

pH 5,8 – 6 a 
35° 

 

Gelación en menos 
de 2 horas. 
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La toxicidad del glutaraldehído en el cuerpo humano no se comprende aún por 

completo. Se conoce su efecto neurotóxico [37], pero a su vez se ha realizado 

trabajos similares al que se plantea su uso como entrecruzante sin evidenciar 

toxicidad , pues no supera la concentración mínima tóxica (3 ppm) que inhibe el 

crecimiento de fibroblastos en el 99% de cultivos [48].  
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Figura 19. Entrecruzamiento de cadenas de quitosano con un dialdehído 

Actualmente se continúa usando este entrecruzante, aunque por cuestiones de 

seguridad y para evitar la calcificación del producto [49, 50], es importante la 

remoción completa de trazas de glutaraldehído sin reaccionar [37]. 

La reacción de entrecruzamiento quitosano – glutaraldehído depende de la 

concentración de este, el PM del polímero y, en este caso particular, por un 

incremento de la temperatura [37]. 
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III. HIPÓTESIS 

3.1. Hipótesis nula 

La matriz a base de β-quitosano retardará la liberación del factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-BB), sin depender de las variaciones 

en el pH por las que podría pasar una úlcera cutánea.  

3.2. Hipótesis alterna 

La matriz a base de β-quitosano retardará la liberación del factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-BB), dependiendo de las variaciones 

en el pH por las que podría pasar una úlcera cutánea.  

IV. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN  

¿El pH, por los que pasa una úlcera dérmica, influye en retardar la liberación de 

PDGF-BB a partir de una matriz de β-quitosano? 

V. OBJETIVOS 

5.1. General:  

Describir cualitativamente la influencia del pH del medio (6.5 y 7.4) en la 

liberación de PDGF-BB a partir de una matriz de β-quitosano bajo dos 

concentraciones de lisado plaquetaria o LP (6% y 12%).  

5.2. Específicos: 

 Elaborar un hidrogel a base de β-quitosano que retarde la liberación de 

PDGF-BB y mantenga una consistencia que permita su fácil manipulación.   

 Conocer sobre el mecanismo de entrampamiento del PDGF-BB en la matriz 

de β-quitosano. 

 Caracterizar el β-quitosano: grado de desacetilación (GD) y peso molecular 

promedio (PM) 

 Cuantificar la concentración de PDGF-BB liberado a los dos medios (pH 6.5 y 

pH 7.4) a distintos tiempos y a las dos concentraciones de LP; con estos 

datos, graficar e interpretar las diferencias. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS  

Materiales 

Esta tesis es parte del trabajo de investigación: “Desarrollo y evaluación del 

potencial regenerativo de un gel rico en factores de crecimiento plaquetarios y 

células madre mesenquimales para la cicatrización de úlceras cutáneas”, con código 

de SIDISI: 0000064171; en el Laboratorio de Inmunología a cargo del Dr. José Luis 

Aguilar. Por lo tanto la muestra de PRP utilizada, será provistas por los investigadores 

de dicho trabajo, con los respectivos consentimientos informados  (código de 

aprobación FinCyT PIAP-3-P-740-14). 

El β-quitosano se obtuvo del Laboratorio de la unidad de Biominería y Medio 

Ambiente a cargo del Dr. José Luis Bauer Cuya; el mismo que será tratado para los 

objetivos de este trabajo.  

Métodos 

A continuación se muestra el flujograma de las actividades destinadas a realizar: 

 

Figura 20. Flujograma de las actividades comprendidas dentro de los materiales y métodos 
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6.1. Caracterización del β-quitosano 

6.1.1. Homogenización de la muestra 

La materia prima fue triturada con un molino analítico modelo 4301 – 02, 50/60 

Hz, 180 W, 20 000 RPM, marca Cole-Parmer Instrument Co. y tamizada por 

malla de acero W.S. TYLER n°60, para tener un tamaño de partícula 

homogéneo. Esta muestra procesada es la que se usará en lo sucesivo. 

 

Figura 21. Molino analítico usado para la reducción de tamaño de partícula. 

 

Figura 22. Malla de acero N° 60 usada para obtener partículas de tamaño homogéneo. 
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6.1.2. Determinación del grado de desacetilación  

1. Determinación del porcentaje de humedad (% humedad)  

El % humedad se determina por gravimetría, llevando a peso constante 

(diferencia de 0.05 g) una cantidad de muestra, debidamente pesada, tras ser 

expuesta a 105 °C [31].  

 

Figura 23. Estufa acondicionada a 105 °C 

2. Valoración potenciométrica del grado de desacetilación (GD) 

La técnica consiste en disolver el β-quitosano en un exceso conocido de HCl 

0.2N. Luego, esta solución es titulada con una solución de NaOH 0.05N y se 

obtienen las medidas de pH con el pH-metro equipado con electrodo de vidrio. 

La curva obtenida describe la variación del pH al agregar NaOH con dos puntos 

de inflexión; la diferencia en mililitros entre ambos puntos corresponde al ácido 

consumido para la protonación de grupos amino, los que permiten determinar 

el grado de desacetilación del quitosano. Considerar para los cálculos el valor 

del peso seco de la muestra corregido según el % humedad [31]. La siguiente 

ecuación permite calcular el grado de acetilación (GA): 

 

GA =
100 × NormalidadNaOH  × V × PEqNH2

 

Peso de la muestra
 

 

Donde: V es la diferencia de volúmenes (litros) entre el segundo y primer 

punto de inflexión y PEqNH2
 es 16.02258 g/Eq. 
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6.1.3. Determinación del peso molecular promedio 

El peso molecular promedio se determinó con un viscosímetro de Ostwald con 

diámetro 0.5 mm y a condiciones ambientales controladas (25 °C ± 0.1). El 

solvente usado fue HAc 0.3M/NaAc 0.2M [31, 32, 51, 52].  

 

Figura 24. Viscosímetro de Ostwald 

1. Viscosidad Relativa: Se determina la viscosidad relativa de 4 

concentraciones diluidas del polímero. Con los datos del tiempo de caída de 

cada una de estas, se llega a la relación siguiente, para hallar la viscosidad 

relativa de cada solución: 

 

Donde se denomina ηr  viscosidad relativa; t0 y t  son el tiempo de caída; n0 

y n  la  viscosidad; del solvente y la muestra, respectivamente. 
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Figura 25. Esquematización de la medición del tiempo de caída 

2. Viscosidad reducida (ηred): Los valores de viscosidad reducida se obtienen 

restando una unidad a los  valores de ηr, y dividiéndolo por el valor de la 

concentración de la  solución correspondiente. 

 

3. Viscosidad intrínseca: Se obtiene extrapolando la viscosidad reducida a una  

concentración de cero. Esta viscosidad se encuentra relacionada con el peso  

molecular de acuerdo a la ecuación de Mark-Houwink-Sakurada: 

 

Donde [η] es la viscosidad intrínseca, Mv es el peso molecular promedio, K 

y α  son constantes dadas para un sistema soluto-solvente. 

De esta manera se construye la curva de ηred vs concentración de β-

quitosano en soluciones de 0.3 M HAc y 0.2 M NaAc, donde el intercepto 

con el eje Y es la [η]. 

Reemplazando en la ecuación el valor de la [η] y tomando los valores de 

0.076 mLg-1 y 0.76 para α y K, respectivamente, reportados por Kasaai et al; 

según el GD.  

Tiempo de 
caída: lo que 

toma el líquido 
en escurrir 

desde la marca 
superior a la 

inferior. 



Página | 35  
 

6.2. Obtención del hidrogel a base de β-quitosano con lisado 

plaquetario  

6.2.1. Obtención del lisado plaquetario (LP):  

Todo procedimiento descrito a continuación se desarrolló en cabina de flujo 

laminar a no ser que se especifique lo contrario. A partir de una muestra de PRP 

(concentración de plaquetas de 1.5 X 106), se toma una alícuota de 10 mL y se 

somete a un shock de temperatura para lisarlas. Para esto, el tubo Falcon 

debidamente sellado con parafilm, que contiene los 10mL de PRP, se congela a 

–70°C por 12 horas para luego descongelar a 37°C (aproximadamente 10 

minutos), lo que se denomina un ciclo. Después de tres ciclos, se centrifuga la 

muestra a 2500 rpm durante 15 minutos, al concluir se trasvasa el 

sobrenadante a un tubo nuevo manteniendo las condiciones estériles, esto es 

el LP [53, 54, 55]. 

6.2.2. Reducción de la carga microbiana en los componentes: 

Los FCs en el LP son susceptibles a la contaminación microbiana; por lo cual se 

busca mantener el preparado lo más aséptico posible. Las estrategias se 

detallan a continuación según componentes: 

- Solución de ácido acético 2%: Se preparó la solución de ácido acético, la 

cual se dejó en el autoclave por aproximadamente 3 horas. 

- Solución de β-quitosano 1.5%:  

Pasteurización a altas temperaturas por corto tiempo; colocar la solución 

de β-quitosano en botellas de vidrio resistentes a altas temperaturas y 

dejarla semi-abierta. Preparar el equipo de baño maría y cuando la 

temperatura esté en el rango 87 – 88 °C, colocar la botella por unos 7 

minutos. En este sistema, es importante que el agua cubra la botella, hasta 

no apreciar su contenido [56]. 

- Glutaraldehído 25%: Filtrar la solución a través de un filtro de 0.22 µm 

dentro de una cabina de flujo laminar. 



Página | 36  
 

- Lisado plaquetario: El proceso que se sigue desde la estéril obtención del 

PRP, el producto que le da origen, se cuidó para mantenerlo en la misma 

condición. Además se filtró la solución a través de un filtro de 0.22 µm. 

6.2.3. Formación del hidrogel:  

1. Estudios de pre-formulación 

El hidrogel propuesto está compuesto por: β-quitosano 1.5% (p/v) en 

ácido acético 2%, Glutaraldehído 0.03M [57, 58, 59] y lisado plaquetario. 

La concentración de β-quitosano seleccionada está comprendida en lo 

usado generalmente en hidrogeles (1 – 3 %) [55, 58, 59, 60, 61] y la 

máxima cantidad disuelta. El solvente escogido fue el que demostró ser 

accesible, mantener la solubilidad y estabilidad.  

Ambos, la concentración de β-quitosano y el solvente, fueron evaluados 

usando la microscopia, esperando no encontrar partículas sin disolver; es 

así que se escogió la propuesta más acorde a los objetivos del trabajo (los 

resultados se encuentran en Anexos). 

2. Diseño experimental con dos factores de estudio 

Se tendrán dos factores en el estudio: %LP (propio de la preparación) y pH 

del medio de liberación (período de incubación). La %LP se ensayó 

teniendo como referencia el rango de PDGF-BB en una persona sana [62]. 

Para ello, se sigue el diseño experimental 2k, a continuación se muestran 

los detalles: 

Tabla 3. Esquema de diseño experimental con dos factores de estudio (2k) 

Factores de estudio Niveles de Factores Respuesta a medir 

%LP 
6% 

[PDGF-BB] 
12% 

pH del medio 
6.5 

7.4 
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La siguiente tabla muestra el esquema a seguir para la recolección de 

datos sobre las corridas experimentales, por punto de tiempo: 

Tabla 4. Esquema de recolección de datos según el diseño experimental 2k 

Corrida %LP pH del medio 
[PDGF-BB] Repeticiones [PDGF-BB] 

Promedio I II III 

1 6 6.5     

2 12 6.5     

3 6 7.4     

4 12 7.4     

 

2. Preparación: En dos frascos, colocar la solución de β-quitosano 1.5%, mover 

hasta lograr dispersar homogéneamente la solución. Luego adicionar el LP 

al 6% o 12% (v/v) y seguir homogeneizando con ayuda de un agitador 

magnético. Por último adicionar glutaraldehído al 25% para llegar a una 

concentración de 0.03M e inmediatamente agitar vigorosamente. 

Rápidamente traspasar 1 ml de la mezcla en cada pozo de la placa de 24 

pozos y dejar reposar. La distribución depende de los tiempos en horas (h) a 

los que se desea medir la concentración de PDGF-BB.  

 

Figura 26. Esquema de distribución de la placa para el experimento 
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6.3. Periodo de incubación  

6.3.1. Preparación de PBS a distintos pH:  

Las soluciones de PBS se componen de dos sales: sal fosfato monobásico de 

sodio (NaH2PO4▪H2O) y la sal fosfato dibásico de sodio (Na2HPO4). Para alcanzar 

los pH (6.5 y 7.4) necesarios, se mezclan dos soluciones: 

 Solución monobásica: 3.475 g de fosfato monobásico de sodio en 25 mL de 

agua. 

 Solución dibásica: 1.77 g de fosfato dibásico  de sodio en 25 mL de agua. 

Finalmente, se obtuvo dos soluciones de pH 6.76 y 7.51. 

6.3.2. Incubación:  

A cada pozo con el hidrogel se le agrega 400 µL del PBS a un pH determinado. 

Luego se sella adecuadamente para colocar la placa en la incubadora (5% 

CO2). Tal y como se muestran en los esquemas del apartado anterior. 

6.4. Medición de la concentración de PDGF-BB 

Las cuantificaciones de PDGF-BB se realizaron bajo las especificaciones del 

producto DuoSet® ELISA para PDGF-BB (Número de Catálogo: DY220). 

a) Preparación de la placa: Sensibilización 

Diluir el anticuerpo de captura en PBS (400 ng/mL). Inmediatamente colocar 

100 µL de esta solución en cada pozo de la placa de 96 pozos. Incubar por 

toda la noche a temperatura ambiente. 

Lavar cada pozo con buffer de lavado hasta el tope (400 µL). Concluidos los 

tres lavados, asegurarse de la ausencia de líquido, invirtiendo la placa o 

dando un golpe en seco. 

Bloquear las placas agregando a cada pozo 300 µL de reactivo diluyente y  

dejar incubar a temperatura ambiente por 1 hora. 

Repetir el lavado del contenido (por triplicado). 

El PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, pH 

7.2–7.4, filtrado con filtro 0,2 µm.  
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El Buffer de Lavado: 0.05% Tween® 20 en PBS, pH 7.2-7.4 

El Reactivo Diluyente: 1% BSA en PBS, pH 7.2-7.4, filtrado con filtro 0,2 µm.  

b) Procedimiento del ensayo: 

Agregar 100 µL de la muestra/estándar (diluidas en reactivo diluyente), 

cubrir con parafilm y dejar incubar a temperatura ambiente por 1 hora.  

- Las muestras de los sobrenadantes de cada pozo se diluyeron 50:100. 

- El estándar (85ng/0.5mL) se diluyó a las siguientes concentraciones: 

170 000 pg/mL  2 000 pg/mL  1 000 pg/mL  500 pg/mL  250 pg/mL 

 125 pg/mL  62.5 pg/mL  31.3 pg/mL  

Repetir la aspiración y lavado del contenido (por triplicado). 

Adicionar 100 µL de la solución de trabajo Streptavidina-HRP (Concentración 

de trabajo: Dilución 1/200) a cada pozo, cubrir con parafilm y dejar 

incubando a temperatura ambiente, alejado de la luz por 20 minutos. 

Repetir el lavado del contenido (por triplicado). 

Adicionar 100 µL de la solución Sustrato (H2O2 y Tetrametilbencidina 1:1) a 

cada pozo; cubrir con parafilm y dejar incubando a temperatura ambiente, 

alejado de la luz por 20 minutos 

Agregar la solución de parada (H2SO4 2N), se notará un cambio de color de 

celeste a amarillo, asegurar su completa homogenización. 

c) Lectura de absorbancias 

Se leyó las absorbancias con el lector de placas a longitud de onda 470 nm. 

6.4.1. Prueba estadística 

Para contrastar la hipótesis planteada se analizará la significancia del valor p en 

la prueba T con dos muestras para el hidrogel que contiene 6% de LP y, el de 

12% LP. Previamente se evalúo la normalidad de los datos; al no serlos, se 

trabajó con el logaritmo base 10 de los datos. Todos los resultados de este 

apartado se realizaron en Minitab 17. 
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VII. RESULTADOS 

7.1. Caracterización del β-quitosano 

7.1.1. Homogeneización de la muestra 

Bajo la metodología de la molienda, se obtuvieron partículas de máximo, 250 

µm; tamaño que incrementó la solubilidad del β-quitosano.  

7.1.2. Determinación del grado de desacetilación  

Para hallar el GD se debe trabajar con el peso seco del polímero.  

- Determinación del % de Humedad 

Tabla 5. Datos y resultados de la determinación del % Humedad 

 
Peso inicial de 
la muestra (g) 

Peso final de la 
muestra (g) 

%Humedad 

Muestra 1 1.0045 0.8804 12.35 

Muestra 2 1.0568 0.9251 12.46 

Muestra 3 1.0125 0.8866 12.43 

Muestra 4 1.0028 0.8772 12.52 

Muestra 5 1.0059 0.8755 12.96 

PROMEDIO 0.896 ± 0.021 12.47 ± 0.240 

- Titulación potenciométrica 

Los resultados de las tres muestras analizadas, las cuales solo difieren en peso 

inicial de la muestra, se resumen en la siguiente tabla: 

Tabla 6. Datos y resultados de la determinación del GD 

 
Peso de la 

muestra (g) 
Grado de 

acetilación (%) 
Grado de 

desacetilación (%) 

Muestra 1 0.3522 5.79 94.21 

Muestra 2 0.2637 6.11 93.89 

Muestra 3 0.1797 4.52 95.48 

PROMEDIO 94.53 ± 0.842 
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Figura 27. Titulación ácido-base para hallar el Grado de Desacetilación (GD) de tres muestras de β-quitosano con diferentes pesos. 
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7.1.3. Determinación del peso molecular promedio  

Tabla 7. Datos para determinar el peso molecular promedio del β-quitosano 
 

Concentración 

(g/mL) 
Tiempo (s) 

Viscosidad 

Relativa 

Viscosidad 

Reducida [mL/g] 

Solvente: HAc 0.3M 

y NaAc 0.2M 
35.032 --- --- 

7.92 x 10-04 89.296 2.549 1955.779 

7.00 x 10-04 80.521 2.299 1853.706 

6.84 x 10-04 78.374 2.237 1808.775 

4.96 x 10-04 60.555 1.729 1.47 x 103 

 

 

 

Figura 28. Concentración de las soluciones de β-quitosano vs la viscosidad reducida (mL/g) 

Tabla 8. Resultados de la determinación del peso molecular promedio del β-quitosano 

k (mLg-1) 0.076 

α 0.76 

Viscosidad Intrínseca 639.11 

Peso Molecular (kD) 145.94 

y = 2E+06x + 639.11 
R² = 0.9876 
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7.2. Medición de la concentración de PDGF-BB 

7.2.1. Curva de calibración  

Tabla 9. Datos de absorbancias (ABS) para la curva de calibración 
 

 
ABS ABS - BLANCO Concentración de PDGF-BB (pg/mL) 

Estándar 1 0.27680 0.25780 31.3 

Estándar 2 0.31690 0.29505 62.5 

Estándar 3 0.32720 0.30535 125 

Estándar 4 0.39180 0.36995 250 

Estándar 5 0.48610 0.46425 500 

Estándar 6 0.71000 0.68815 1000 

Estándar 7 1.07140 1.04955 2000 

BLANCO 0.019  

 

 

Figura 29. Curva de calibración para las mediciones de PDGF-BB por ELISA 

7.2.2. Curvas de la cinética de liberación  

Tabla 10. Concentraciones PDGF-BB a partir de hidrogel con LP 6% 
 

TIEMPO (Hrs) A B 

1 4985.33 2555.67 

3 5700.00 3252.75 

7 6210.50 3797.83 

10 6415.83 3892.33 

20 6250.34 4006.67 

32 6200.70 4005.67 
 

Donde: A es la concentración de PDGF-BB liberado a pH 6.5; B es la Concentración de PDGF-BB 

liberado a pH 7.4. 

y = 0.0004x + 0.2635 
R² = 0.9974 
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Figura 30. Liberación de PDGF-BB del hidrogel de β-quitosano con 6% de LP expuesto a pH 6.5 y pH 7. Donde: A es la concentración de PDGF-BB liberado 
a pH 6.5; B es la Concentración de PDGF-BB liberado a pH 7.4. 
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Como se observa en la Figura 31, ambas curvas siguen una tendencia 

ligeramente similar, siendo las que se trabajaron con pH 6.5 las que muestran 

valores más altos de concentración de PDGF-BB. A partir de las 10 horas la 

curva correspondiente a las muestras expuestas a pH 7.4 se mantuvieron 

ligeramente constantes, mientras que las trabajadas a pH 6.5 muestran una 

ligera caída. 

Tabla 11. Concentraciones de PDGF-BB a partir de un hidrogel con LP 12% 

TIEMPO (Hrs) A B 

0 0.00 0.00 

20 5908.87 5897.73 

32 6706.00 6739.33 

56 6640.33 6723.45 

80 6578.94 6730.21 

104 6499.87 6690.89 

131 6489.76 6789.93 
 

Donde: A es la concentración de PDGF-BB liberado a pH 6.5; B es la Concentración de PDGF-BB 

liberado a pH 7.4. 

 

 

En la Figura 32, ambas curvas de las muestras trabajadas con un LP del 12% se 

superponen. 
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Figura 31. Liberación de PDGF-BB del hidrogel de β-quitosano con 12% de LP expuesto a pH 6.5 y pH 7.4. Donde: A es la concentración de PDGF-BB 
liberado a pH 6.5; B es la Concentración de PDGF-BB liberado a pH 7.4. 
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Figura 32. Liberación de PDGF-BB del hidrogel de β-quitosano con 6% y 12% de LP, cada uno expuesto a pH 6.5 y pH 7.4
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7.2.3. Prueba estadística 

- Hipótesis 

H0: La concentración de PDGF-BB liberado a pH 6.5 es igual a la concentración 

de PDGF-BB liberado a pH 7.4 (La diferencia entre los valores es cero). 

H1: La concentración de PDGF-BB liberado a pH 6.5 es diferente a la 

concentración de PDGF-BB liberado a pH 7.4 (La diferencia entre los valores es 

diferente de cero). 

- Prueba de Normalidad 

La prueba T requiere que la distribución de los datos sea Normal. Por ello, 

primero se identificó el tipo de distribución de los valores de las 

concentraciones de PDGF-BB bajo las siguientes condiciones: 

o Con 6% de LP expuesto a pH 6.5 

o Con 6% de LP expuesto a pH 7.4 

o Con 12% de LP expuesto a pH 6.5 

o Con 12% de LP expuesto a pH 7.4 

Con ello se determinó con p<0.05 (IC 95%) que los datos siguen una 

distribución exponencial; los detalles se encuentran en Anexos.  

- Prueba T de dos muestras 

Convirtiendo los datos de la distribución exponencial, aplicando la función 

logaritmo, se obtuvo que: 

 Con un intervalo de confianza (CI) de 95% y el valor de p<0.05; se rechaza la 

hipótesis nula. Por lo tanto: La matriz de β-quitosano con 6% de LP, 

retardará la liberación de PDGF-BB dependiendo del pH. 

 Con un intervalo de confianza (CI) de 95% y el valor de p>0.05; se acepta la 

hipótesis nula. Por lo tanto: La matriz de β-quitosano con 12% de LP, 

retardará la liberación de PDGF-BB sin depender del pH. 
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VIII. DISCUSIÓN 

La compleja problemática en el contexto de úlceras cutáneas, requiere un material 

que cubra la discontinuidad de la piel y ayude a regenerar el tejido. Es aquí donde 

entran a tallar los hemocomponentes como el plasma rico en plaquetas (PRP), el cual 

se usa para la regeneración de tejidos, incluso piel. Las plaquetas, componente 

mayoritario del PRP, al activarse liberan entre otras moléculas, el factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-BB), cuya actividad en el proceso de 

cicatrización es destacada y se encuentra abundante cantidad en referencia a otros 

factores de crecimiento. 

Sin embargo, trabajos como el de Yang et al, 2011 argumentan que la aplicación de 

PRP en úlceras inducidas en ratas no tiene actividad cicatrizante; esto debido a la 

liberación instantánea de FCs y el número limitado de receptores. Como 

consecuencia, la fracción de FCs que no llegó unirse a su receptor, se inactiva 

influyendo negativamente en el proceso cicatrización [63]. Ante ello, más de un 

investigador opta por usar quitosano como matriz de formas farmacéuticas y así, 

lograr retardar la liberación [58-61].  

El quitosano no es una entidad química, por lo que es necesario caracterizar la 

muestra usada en cada investigación. Como se aprecia en la Tabla 5, el % Humedad 

promedio fue de 12.47%, valor esperado para el β-quitosano, pues es un polímero 

hidrofílico. Con respecto al GD, son muchas las técnicas que puede usarse: 

espectroscopia de infrarrojo, espectroscopia ultravioleta, espectroscopia de 

resonancia magnética nuclear (RMN), conductimetría, análisis elemental, análisis 

térmico, cromatografía, dicroísmo circular; de las cuales, la valoración 

potenciométrica representa la forma más sencilla y confiable de determinar el GD 

[30].  

Se trabajó con tres muestras que difieren solo en peso, cuyas curvas se presentan en 

la Figura 27. El primer punto, que da inicio a la meseta (punto amarillo), está en pH 

6.13, 6.06 y 6.41, para las muestras 1, 2 y 3 respectivamente; mientras que el punto 

de pH en el cual termina son, 7.093, 6.97 y 7.19. Sin duda, no hay una diferencia 

notable en los pH que comprende la meseta; pero, sí en el gasto de NaOH 0.05N en 
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mililitros, que es menor conforme se disminuye el peso de la muestra. Este 

comportamiento se explica en el fundamento de la técnica. Al solubilizar el β-

quitosano en un exceso de HCl en mismo volumen, la cantidad de muestra es la que 

produce la diferencia en la llegada al primer punto de inflexión, pues las tres 

muestras varían en protones excedentes en la soluciones. Pasada la meseta en donde 

el polímero floculó, al neutralizarse los grupos amino protonados, solo quedarán los 

grupos hidroxilo que se agreguen. Las muestras 1 (0.352 mg), 2 (0.264 mg) y 3 (0.180 

mg), al ser la misma muestra deben dar valores similares de GD; esto se evidenció en 

el resultado, GD: 94.21%, 93.89% y 95.48%, respectivamente. 

En la determinación del PM, la relación que ésta guarda con la viscosidad reducida se 

muestra en la Figura 28. Al ser extrapolada a x = 0, se obtiene la viscosidad intrínseca 

del polímero, que es usada en la Ecuación de Mark-Houwink-Sakurada, para hallar el 

PM de una molécula. Esta es la razón por la que se debe cuidar que las 

concentraciones sean diluidas [64] y en especial, la fuerza iónica del solvente. Esto se 

debe a que el monómero D-glucosamina del β-quitosano tiene una naturaleza iónica 

débil, siendo enmascarado rápidamente con el aumento de la fuerza iónica del 

solvente; esto repercute en la solubilidad, tamaño, flexibilidad y agregación de la 

macromolécula [65]. El resultado de la ecuación da como PM del β-quitosano, 145.45 

kD; valor  que se encuentra dentro del rango de PM para el β-quitosano disuelto en 

HAc 0.3M/NaAc 0.2M, establecido en el estudio de Rinaudo et al, 1993 (100 – 600 

kD) [52, 64, 65]. 

Estas características, GD elevados y PM bajos, otorgan al β-quitosano propiedades 

particulares como buena solubilidad, mayor participación en interacciones iónicas, 

actividad antimicrobiana y fungistática; todas ellas basadas en la presencia de mayor 

cantidad de grupos amina. Estos grupos funcionales son potencialmente protonables, 

lo que mejora la solubilidad, interacciones iónicas y la actividad fungistática. Por otro 

lado, la actividad antimicrobiana depende más del PM, el cual mientras menor sea, 

facilita el movimiento e interacción con la membrana celular del microbio [30, 66]. 
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La forma farmacéutica propuesta hace uso de este β-quitosano como matriz en el 

hidrogel para retardar la liberación de PDGF-BB, cuya medición con respecto al 

tiempo se muestra en las Figuras 30, 31 y 32. 

La Figura 30 demuestra que la liberación de PDGF-BB del hidrogel elaborado con 6% 

de LP sí está influenciada por el pH (p < 0.05). La tendencia de ambas curvas es 

similar, pues la liberación de PDGF-BB se da de manera muy rápida, conocido como 

efecto burst, dentro de las tres primeras horas de su exposición al medio, alcanzado 

un estado estacionario cerca de las diez horas. La influencia del pH en la liberación de 

PDGF-BB se explica al considerar la composición de aminoácidos y su punto 

isoeléctrico (pH: 9.8). Expuestos a un medio ligeramente ácido (pH 6.5), la gran 

cantidad de aminoácidos básicos y polares (Figura 6) estarán en su forma catiónica; 

algunos de los aminoácidos polares estarán en su forma neutra y/o cargados 

positivamente; los aminoácidos ácidos estarán en su forma neutra y/o cargado 

positivamente; mientras que los aminoácidos básicos, estarán cargados 

positivamente. Todo conlleva a una repulsión de cargas entre PDGF-BB y la matriz de 

β-quitosano de manera brusca. 

La Figura 31 demuestra que la liberación de PDGF-BB del hidrogel elaborado con 12% 

de LP no está influenciada por el pH (p > 0.05). En este caso las curvas además de 

seguir la misma tendencia, llegan a superponerse. No se evidencia efecto burst, pues 

la liberación máxima de PDGF-BB se da alrededor de las veintiséis horas, llegando a 

estacionarse los valores a las treinta y dos horas. Estos resultados no pueden ser 

explicados solo por interacciones iónicas, pues de ser así se verían influenciados por 

el pH. Tal como lo indican las Figuras 14 y 15, es válido pensar que el aumento en el 

porcentaje de LP implica un aumento de los grupos reactivos para generar nuevos 

enlaces covalentes. Pero, no todos estos enlaces son fuertes. La Figura 14 describe 

una posible reacción entre los grupos ceto o carboxilo, presente en aminoácidos de 

PDGF-BB con las aminas secundarias del β-quitosano para generar enlaces imina. 

Estos enlaces son fácilmente hidrolizables a pH ácidos y estables en pH neutros o 

alcalinos. 



Página | 52  
 

En el mismo trabajo de Yang et al, 2011 la liberación sostenida de PDGF-BB a partir 

de un gel de fibrina-heparina lo atribuye a interacciones electrostáticas entre los FCs 

y la heparina (macromolécula aniónica) [63]. Esta es la razón por la cual esta forma 

farmacéutica incluye glutaraldehído en pequeñas concentraciones con la finalidad de 

asegurar la liberación retardada. Sin embargo, los resultados obtenidos en este 

trabajo dan motivos para no excluir la formación de enlaces imina ni interacciones 

iónicas, abriendo la posibilidad de prescindir el uso de glutaraldehído. 

La Figura 32 consolida el logro de diseñar una forma farmacéutica que retarde la 

liberación de PDGF-BB usando un hidrogel cuya matriz de β-quitosano carga 12% de 

LP. No obstante, una de las grandes interrogantes es conocer realmente cómo es que 

PDGF-BB se entrampa a la matriz de β-quitosano. Los argumentos previos son 

especulaciones hechas a partir de la teoría, pues se requerían de otros equipos para 

demostrar la formación de nuevos enlaces.  
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IX. CONCLUSIONES 

- El β-quitosano con el que se trabajó, tiene 12.47 % de humedad, un grado de 

desacetilación de 94.53 % y peso molecular promedio de 145.45 kD. 

- La liberación del factor de crecimiento derivado de plaquetas – BB del hidrogel 

de β-quitosano con 6% de lisado plaquetario sí está influenciada por el pH (p < 

0.05). 

- La liberación del factor de crecimiento derivado de plaquetas – BB del hidrogel 

de β-quitosano con 12% de lisado plaquetario no está influenciada por el pH (p 

> 0.05). 

- El hidrogel de β-quitosano con 12% de lisado plaquetario consiguió retardar la 

liberación del factor de crecimiento derivado de plaquetas – BB en veintiséis 

horas. 

- Los experimentos realizados no son suficientes para concluir cuál es el 

mecanismo por el cual el β-quitosano entrampa el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas – BB. 
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XI. ANEXOS 

10.1. Clasificación de úlceras por presión 

 

10.2. Demostración de la fórmula para determina el GD. 

En el punto de equivalencia, donde el potencial es 0 mV: 

Equivalentes de NaOH = Equivalente de R-NH3+ 

Entonces: 𝐍𝐨𝐫𝐦𝐚𝐥𝐢𝐝𝐚𝐝𝐍𝐚𝐎𝐇  (
𝐄𝐪

𝐋
) × 𝐕𝐨𝐥𝐮𝐦𝐞𝐧𝐍𝐚𝐎𝐇(𝐋) = 𝐄𝐪𝐮𝐢𝐯𝐚𝐥𝐞𝐧𝐭𝐞𝐬 𝐝𝐞 𝐑 − 𝐍𝐇𝟑

+ 

Si:   𝐄𝐪𝐮𝐢𝐯𝐚𝐥𝐞𝐧𝐭𝐞𝐬 𝐝𝐞 𝐑 − 𝐍𝐇𝟑
+ × 𝐏𝐄𝐪𝐍𝐇𝟐

 (
𝐠

𝐄𝐪
) = 𝐆𝐫𝐚𝐦𝐨𝐬 𝐝𝐞 𝐍𝐇𝟐 

Finalmente, para un peso de muestra determinado (Mx), se aplica una regla de tres 
simple: 

Mx      100% 

𝐆𝐫𝐚𝐦𝐨𝐬 𝐝𝐞 𝐍𝐇𝟐   %DA 

Por lo tanto: 

%𝐃𝐀 =
𝟏𝟎𝟎 × 𝐍𝐨𝐫𝐦𝐚𝐥𝐢𝐝𝐚𝐝𝐍𝐚𝐎𝐇  × 𝐕 × 𝐏𝐄𝐪𝐍𝐇𝟐

 

𝐏𝐞𝐬𝐨 𝐝𝐞 𝐥𝐚 𝐦𝐮𝐞𝐬𝐭𝐫𝐚
 



10.3. Clasificación de aminoácidos según su carga electrónica 

 

10.4. Pruebas microbiológicas en TSA: a) Antes del shock térmico (ST) b) 

inmediatamente después del shock térmico (ST: 88 °C por 7 minutos) c) 15 

minutos después del ST d) 30 minutos después del ST e) 45 minutos después 

del ST f) 60 minutos después del ST. 

 



10.5. Prueba del solvente: a) β-quitosano 1.5% en ácido ascórbico 1% b) β-quitosano 

1.5% en ácido acético  1%. 

  

10.6. Producto elaborado: a) Hidrogel A: β-quitosano 1.5% en ácido ascórbico 1% + 

Glutaraldehído 0.025M b) Hidrogel B: β-quitosano 1.5% en ácido acético 1% + 

Glutaraldehído 0.025M.  

  

10.7. Prueba del solvente: a) vista al microscopio (40X) del hidrogel A b) vista al 

microscopio (40X) del hidrogel B. c) vista al microscopio (40X) del hidrogel A a 3 

días de ser elaborado. 

 

a) b) 

a) b) 

a) b) c) 



10.8. Identificación de la distribución que siguen los valores de las concentraciones 

de PDGF-BB de un hidrogel con 6% de LP y expuesto a pH 6.5 (p<0.003). 

 

 

10.9. Identificación de la distribución que siguen los valores de las concentraciones 

de PDGF-BB de un hidrogel con 6% de LP y expuesto a pH 7.4 (p 0.005). 

 



 

10.10. Identificación de la distribución que siguen los valores de las concentraciones 

de PDGF-BB de un hidrogel con 12% de LP y expuesto a pH 6.5 (p<0.003). 

 

 

10.11. Identificación de la distribución que siguen los valores de las concentraciones 

de PDGF-BB de un hidrogel con 12% de LP y expuesto a pH 7.4 (p<0.003). 

 

 

 


