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Resumen

Se disefié un hidrogel que tiene como matriz al B-quitosano y que retarda la liberacion
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 B-quitosano fue caracterizado en
porcentaje de humedad, grado de desacetilacidon y peso molecular promedio, usando
técnicas como gravimetria, titulaciéon potenciométrica y medicién de viscosidad con el
viscosimetro de Ostwald, respectivamente. Se tuvo en cuenta que el intersticio de una
Ulcera cutdnea pasa por variaciones en el pH; motivo por el cual este trabajo busca
estudiar la influencia del pH del medio en la liberacién de PDGF-BB de la matriz de B-
quitosano. Se obtuvieron los siguientes resultados: el B-quitosano con el que se
trabajo, tiene 12.47% de humedad, un grado de desacetilacién de 94.53% y peso
molecular promedio de 145.45 kD. La liberacion del PDGF-BB del hidrogel de B-
quitosano con 6% de lisado plaquetario si esta influenciada por el pH (p < 0.05);
mientras que en el hidrogel de B-quitosano con 12% de lisado plaquetario no estd
influenciada por el pH (p > 0.05). Este hidrogel, de B-quitosano con 12% de lisado
plaquetario, cumplié el objetivo al conseguir retardar la liberacién del PDGF-BB en

veintiséis horas.

Palabras clave:
B-quitosano — hidrogel — liberacién retardada — PDGF-BB



Abstract
A hydrogel that has as its matrix B-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 B-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 B-chitosan’s matrix. We obtained the
following results: this B-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 B-chitosan hydrogel with 6% platelet lysate itself is influenced by pH (p <0.05);
whereas in the B-chitosan hydrogel with 12% platelet lysate is not influenced by pH (p>
0.05). This hydrogel, of B-chitosan with 12% platelet lysate, fulfilled the objective by

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

Keywords:
B-chitosan - hydrogel - delayed release - PDGF-BB



I. INTRODUCCION

La busqueda de tratamientos efectivos y de facil manipulaciéon para las Ulceras
cutaneas, es decir, que mejor se ajusten a la realidad de los pacientes; es una
necesidad que va en aumento. Los tratamientos cldsicos ya no se dan abasto para
controlar las complicaciones que afectan las ulceras cutaneas, entre ellas las
infecciones [1-6].

Y es que las Ulceras cutaneas parecen ser algo tan cotidiano, que suele ignorarse
todos los mecanismos fisioldgicos necesarios para regenerar los tejidos. Cuando éstos
fallan, se requiere hemocomponentes como el plasma rico en plaquetas, cuya alta
concentracion de factores de crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de
plaguetas — BB (PDGF — BB), promueva el proceso de cicatrizacién [7, 8].

Uno de los inconvenientes del uso de tratamientos bioldgicos es la efectividad
proporcional al control de la liberacién de estos factores de crecimiento al intersticio
de la Ulcera cutanea. Una liberacién inmediata dejard muchos ligandos sin receptores
a los cuales unirse, degradandose finalmente.

Para ello se propone una forma farmacéutica que pueda retardar la liberaciéon del
PDGF - BB, usando una matriz de B-quitosano dentro de un hidrogel.

El B-quitosano es un polimero con muchas propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas;
las cuales dependen del grado de desacetilacidn y el peso molecular promedio. He
aqui la importancia de su caracterizacién.

Por otro lado, se debe tener en cuenta los factores externos que afectan a las Ulceras
cutaneas, 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 liberacién de uno de estos
factores de crecimiento (PDGF-BB) a partir de un hidrogel, cuya matriz de pB-

guitosano se conoce, retarda la liberacion.
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1. MARCO TEORICO

2.1.

Ulceras cutaneas

Una dulcera cutdnea se define como la lesién 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, conceptualizandola
como un disturbio netamente agudo, causado por una fuerza externa o

también llamado trauma [1,2].

Queda claro que una ulcera cutdnea nunca serd una lesidn primaria pues es
resultado de un proceso croénico, a diferencia de las heridas [1]. Sin embargo,
las heridas si pueden pasar a complicarse en ulceras cutdneas si persiste sin

cicatrizar luego de tres semanas [2].

Las Ulceras son problemas multifactoriales de salud en personas diabéticas,
adultos mayores o cuya movilizacion estd impedida; sin embargo, es la
cronicidad la que predispone a otras complicaciones, como las infecciones [2].

Todo en conjunto, motiva a generar alternativas terapéuticas.

Segln su etiologia, las Ulceras pueden clasificarse en: vasculares (venoso o
arterial), diabéticas o por presién. Cada una de ellas con tratamientos
diferentes y particulares; por ejemplo las Ulceras venosas se caracterizan por un
incremento de la presién sanguinea en las venas distales y un exceso de fibrina
depositada a este nivel, en donde se entrampan factores de crecimiento vy
células que promueven la fase inflamatoria. Es por ello que tratamientos que
estimulen la activacién de estas vias quedan contraindicados; a diferencia de

las Ulceras por presiéon o diabéticas [3].

En el ambito hospitalario, la mayoria de las Ulceras cutaneas son producto de la
presion que se ejerce cuando el paciente no se moviliza. Estas ulceras por
presion (UPP) fueron definidas y clasificadas por The National Pressure Ulcer
Advisory Panel. Segun sus actualizaciones hechas hasta el 2007, definieron la

UPP como la lesion localizada en la piel y tejido dérmico sobre una prominencia
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2.2.

del hueso, resultado de la presién. Las UPPs tienen cuatro estadios continuos y
dos, usados para nombrar las Ulceras con profundidad desconocida o etiologia

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 ulcera de color entre rojo y rosado.

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

- Estadio IV: exposicion de hasta el musculo, tenddén y hueso;
acompafiada 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 marrdén

(similar a un moretdn). El dafio probablemente sea mds profundo.

Todos los tejidos son susceptibles al dafio, razén por la cual a lo largo de la
evolucién, se desarrollan dos mecanismos de respuesta: la reparacién o la
regeneracién. En el caso especifico del tejido epitelial dérmico, se sigue el

mecanismo de la regeneracidon completa [6].

Cicatrizacion: Mecanismo molecular de regeneracion
Tras un daino al epitelio de la piel, la regeneracion del mismo se lleva a cabo en
cuatro fases, para algunos autores tres, con alto grado de dinamismo y

participacidn de multiples factores: fisicos, quimicos y celulares.

1) La primera fase o hemostasis; representa la respuesta vascular inmediata a
causa de un traumatismo. Todos los vasos sanguineos y linfaticos, ante un
estimulo traumatico, generan una vasoconstricciéon del musculo 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 dafiado es de gran calibre, como

venas o arterias, se generan espasmos miogénicos locales en mayor
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numero; por el contrario, si son de pequefio calibre, como capilares, la
liberacion 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 sanguineo la liberacidn 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
dafado y la histamina por los mastocitos, en conjunto, producen

vasodilataciéon e incremento de la permeabilidad capilar [1].

De los mecanismos mencionados, la actividad plaquetaria es el que
mantiene la constricciéon. Pero, el trabajo de las plaquetas no termina en la
liberacion de agentes constrictores; también liberan componentes post-

activacion que promuevan la ‘limpieza’ del drea dafiada [8].

Después de controlar la hemorragia con una herramienta primaria, como es
la contraccion del vaso, lo que sigue es sellar la ulcera. Para esto hay dos
caminos: la formacién de un tapon plaguetario o la de un codagulo

sanguineo.

El tapdn plaquetario comienza su formacién con la activacién de las
plaquetas (PQs) en contacto con el colageno tipo I. La activaciéon de una PQ
involucra deformacién de ésta por accion de las proteinas contractiles y
presencia de pseuddpodos, que incrementan la adherencia de las PQs a las
fibras de colageno y el factor de von Willebrand. Asimismo la liberacion de
adenosin difosfato (ADP) y tromboxano, contribuyen a la activacion y
adherencia de otras PQs. El tapdn resultante es de consistencia laxa hasta la
formacién de fibrina, que lo convierte en un codgulo sanguineo, mas

flexible que laxo [7].

Los tapones plaquetarios son Utiles cuando el trauma es pequefio, como las

lesiones diarias que los vasos sanguineos pueden sufrir; sin embargo, ante
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traumatismos mads severos, es necesario la formacién de un coagulo

sanguineo a través de la activacion de la cascada de coagulacién [7].
La formacidn del codgulo sanguineo puede ser dividida en tres etapas:

- Laformacién del grupo activador de protrombina
- Laformacidon de trombina a partir de protrombina

- Laformacién de fibrina a partir de fibrindgeno

De las tres etapas, la primera representa el factor limitante de la velocidad
en la formacion del codgulo sanguineo. La explicacidon grafica del proceso se
muestra en la Figura 1. Se conoce que el grupo activador de protrombina
estd conformado por el Factor V, Factor X y fosfolipidos. Antes de la
coagulacién, el Factor V estd en su forma inactivada; no es hasta la
activacion 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 fosfolipidos cumplen la funcién

de vehiculos [7].

VIA INTRINSECA

Traumatismo de la sangre o

contacto con el colageno
Factor X[l ——> FactorXlla
ViA EXTRINSECA Cinindgeno de APM, precaliereina
Factor X[ =—t——3 FactorXla
. +2
Factor tisular Ca
Tromboplastina
Factor X _\'JI_) Factor[Xa
Factor VI J—) Factor VIla Trombina
1
¥ _I_> Mla
FactorX - FactorXa
Ca+2
Fosfolipidos de FactorV .
PQ Protrombina
Grupo activador _l_ Cat?

o]

Monémero de
Fibrina

Ca+2
Trombina
N Fibras de Fibrma
Factor estabilizador de Fibrina activada
(DelPlasmay PQenelcoizulo) \l
Fibras de Fibrina entrecruzada
(snlaces covalentes)

—

Fibrinégeno

Figura 1. Esquema del mecanismo para la formacién de un coagulo sanguineo [7]
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2)

3)

4)

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 activacion de la PQ dan
inicio al reclutamiento de neutréfilos y monocitos, asi como la estimulacion

de células epiteliales y fibroblastos.

a) Laprimera linea de defensa contra alguna infeccién esta encabezada
por los neutréfilos. 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 enzimdtico de los neutrdfilos, los productos de la
degradacion atraen fibroblastos y células epiteliales [8].

b) La segunda linea de defensa la conforman los monocitos que se
diferencian en macréfagos al entrar en contacto con la matriz
extracelular. Los macrofagos liberan enzimas para digerir el tejido;
requieren de calcio para alcanzar su forma activa y zinc para el sitio
activo enzimatico, conocidas como metaloproteasas. Ademas se
liberan citoquinas y FCs relacionados al desplazamiento vy
crecimiento de células epiteliales y fibroblastos, con especial
participacién en la siguiente fase [6, 8].

La tercera fase o proliferacién; involucra la angiogénesis (proliferacion de
células endoteliales), distribucién de coldgeno, formacidn de tejido granular
(alineacion del coldgeno inmaduro tipo Ill), formacion de la nueva matriz
extracelular (migracion y proliferacion de fibroblastos) y re-epitelizacién
(migracién, proliferacion y diferenciacion de los queratinocitos dérmicos)
[6, 8].

La cuarta fase de regeneracién; se enfoca principalmente en recuperar la

fuerza de tension del coldgeno, remodelandolo, por los fibrocitos [6, 8].
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2.3.

pH en las ulceras cutaneas
La escala de pH representa el logaritmo negativo de la concentracién efectiva
de iones hidronio [H'] en un determinado medio, como lo es el intersticio de

una ulcera cutdnea [9].

Por la estructura y composicion de la piel, en especifico del estrato corneo, en
su estado basal (aminoacidos, d4cidos grasos libres, productos de los
gueratinocitos, 4acido cis-urocanico, intercambiadores de iones sodio
especificos), tiene pH superficial alrededor de 5 [9, 10]. Ante un dafio tisular, la
concentracion efectiva de los iones hidronio del medio interno varia, producto
de las reacciones bioquimicas que se llevan a cabo durante cada una de las
fases en el proceso de cicatrizacién. Todo ello sucede hasta terminar la tercera
fase, granulacion o proliferacién, en donde el pH bordea 7.5; medio perfecto

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

Si la herida prosigue con la fase subsiguiente, se la clasifica como aguda o
herida fisioldgica; por otro lado, si continia desordenadamente entre la fase
inflamatoria y la proliferativa (mas de tres semanas), se la considera crénica o

patoldgica (Figura 2) [10, 11].

(a)®

| N
daf, \

inflamacion granulacion esponténea
re-epitelizacion

Valores de pH en heriday agudas

Tiempo (semanas)

—_—
(=2
-~
@

Fase Fase cronica
aguda

Valores de pH en heridas erdnicas

Tiempo (meses)

Figura 2. a) Curso del pH en heridas agudas b) Curso del pH en heridas crdnicas (ulceras) [9]
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2.4.

Una herida aguda o fisioldgica, logra normalizar los valores de pH acidos
basales durante la fase de regeneracién. En esta etapa, la generacién de acidos
organicos (acido lactico), el aumento de la demanda de oxigeno, presién de
dioxido de carbono y glicdlisis para la sintesis de colageno, contribuyen a la
disminucion del pH. Asimismo, la disminucidon del pH tiene como funcion,
regular el balance entre la degradacién y la regeneracion de tejido tisular, al

inactivar metaloproteasas [10, 12].

Una herida crénica o patoldgica (ulcera), por el contrario, no logra normalizar
los valores de pH acidos 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 plancténica)

[10, 12].

Plaquetas

Las plaguetas (PQs) o trombocitos son pequeiios fragmentos anucleares que
provienen de la maduracién del citoplasma en el megacariocito, precursor de
las PQs localizado en la médula désea. Tienen forma discoidal y un radio de 1-4
Um en estado inactivado, ademas pueden tener concentraciones sanguineas de
entre 150 000 a 300 000 PQs por pl, con una semivida de 8 a 12 dias [7, 8, 13,
14].

Las PQs estan compuestas de restos del reticulo endoplasmatico y aparato de
Golgi que son las fuentes de las altas concentraciones intraplaquetarias de
calcio; maquinaria enzimatica y mitocondrial para la produccién de adenosin
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 razén de su uso en la practica clinica, estan
contenidos en los granulos a; que junto a los granulos densos, son los dos tipos

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

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

capa de glucoproteinas, la misma que permite la adherencia al coldgeno
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expuesto al danarse el tejido vascular, y algunos fosfolipidos [7]. También
cuentan con microtubulos contractiles en forma de anillo (citoesqueleto), los

cuales contienen actina y miosina.

Ante el dafio de vasos sanguineos, se expone el coldgeno localizado en el sub-
endotelio y con él, el factor von Willebrand. Este factor permite iniciar los
procesos de hemostasia primaria, como la activaciéon y agregacién, como lo

muestra la Figura 3 [15].

" . :
- N WS Cascadade
Tejido -
cicatrizado VEGF el Inflamacion:

* Macrofagos

N e Neutrofilos
| Debridacién |

* h— PDGF. TGF-|§*
U FEGTE  m— GF — FGF

4 v
Contraccion _ Granulacién _ Actividades de
de la herida Sintesis de colageno Fibroblasto

Figura 3. llustracidon esquematica 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 § (TNF-B) y factor de crecimiento derivado de

plaguetas (PDGF); en las diferentes etapas del proceso de cicatrizacién [15].

La activacién de las PQs implica un cambio en el citoesqueleto y con ello, su
forma, al pasar de discoide a esférica con la extension de los pseuddpodos [5].
Existen multiples sustancias activadoras de PQs, siendo las mds conocidas
tromboxano, ADP, trombina y calcio; sin embargo, cada activador libera el
contenido de los granulos (degranula) de manera distinta, en cantidad y orden,

los componentes plaquetarios [13, 15].
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2.4.1.

2.4.2.

Plasma rico en plaquetas

El plasma rico en plaquetas (PRP) es un hemocomponente autdélogo que resulta
de la concentracion de plaquetas, a partir de la fraccion plasmatica de la sangre
[16]. La concentracién de plaquetas obtenida en el PRP se encuentra entre dos
hasta cinco veces mas, que la concentracién basal de las mismas [15, 16, 17,

18].

En la actualidad, es usado en tratamientos regenerativos en dreas como
odontologia, traumatologia, cirugia cosmética, oftalmologia y dermatologia [15,

18].

Se estima que cada PQ contiene aproximadamente 50 a 80 granulos a, los
mismos que liberan alrededor de 1200 moléculas cada 10° PQs [15, 16]. Estos
FCs y citoquinas influyen en procesos hemostaticos como la inflamacidn,

angiogénesis y proliferacidn celular [16].

Factor de crecimiento derivado de plaquetas

El PDGF es una glicoproteina catidnica (punto isoeléctrico a pH 9.8), estable al
calor, de aproximadamente 30 kD, homo- o hetero- dimérica, constituida por la
combinacidn de las cadenas polipeptidicas A y/o B. Estas cadenas estan 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 cicatrizacién in vitro con el aumento en la proliferaciéon

de fibroblastos [19, 20, 21].
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Puente disulfuro

Cadena B

Puente de hidrégeno

Figura 4. Estructura cristalina del factor de crecimiento derivado de plaquetas BB (PDGF-BB)

humano con el Visor JSmol [22].

Regidn hidrofdbica

Regidn hidrofilica

Figura 5. Regiones hidrofébicas e hidrofilicas en la estructura cristalina del factor de

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

La secuencia de aminoacidos de las dos cadenas de PDGF-BB [22] presenta los
siguientes porcentajes de aminodcidos basicos, acidos y polares; prestos a

formar interacciones con otras moléculas cargadas.
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Histidina

No polares

Acido
aspartico
1%

Asparragina
4%

Serina
2% Glicina
1% Tirosina
0%
Figura 6. Aminoacidos bésicos (Arginina, Lisina e Histidina), aminoacidos acidos (Acido
glutdmico y Acido aspdrtico), aminoéacidos polares (Cisteina, Tirosina, Treonina, Glicina, Serina,
Glutamina y Asparragina) del factor de crecimiento derivado de plaquetas BB (PDGF-BB);

segun la secuencia de aminodcidos [22].

Los receptores de PDGF son proteinas trans-membrana, asociadas a una
proteina tirosinkinasa [23, 24]. Existen 2 tipos: a y B; PDGF-BB se une al tipo B

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

PDGF-BB estd presente en multiples células como PQ (granulos a),
megacariocitos, macrofagos, células epiteliales del pigmento epitelial,
fibroblastos, células vasculares endoteliales, células del musculo liso y
qgueratinocitos [24, 25]. Posee actividad mitogénica, incremento de Ia
proliferacién y quimiotaxis de fibroblastos dérmicos y células del musculo liso,
asi como de la amplificacién de la respuesta inflamatoria [19, 20, 23, 24].
Ademas, junto al factor de crecimiento tumoral B (TGF-B), representan los FCs
de mayor importancia en el inicio del proceso de cicatrizacion; por ello,

incrementa el volumen de tejido granulado en 200% después de siete dias [15].
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2.5.

Los efectos terapéuticos de su aplicacidn, en conjunto con los demads FCs
contenidos en la PQ, no se comparan con los que resultarian de su aplicacion
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 ulcera [15].

Una sobre-exposicion a PDGF-BB puro conlleva a progresién de glioblastomas,
sarcomas; estimulacion autocrina de las células tumorales; ateroesclerosis;

condiciones fibréticas; fibrosis pulmonar, renal, hepatica o mielofibrosis [23].

HIDROGEL

Los hidrogeles logran proteger la Ulcera de la infeccion, pues absorben
convenientemente una fraccién de exudado (Figura 7); sin comprometer la
humedad de la Ulcera, pero favoreciendo la debridacion autolitica. La humedad
favorece condiciones de hipoxia (minimo 5 mmHg) en el lecho de la tlcera que
a su vez promueve la fase inflamatoria y de re-epitelizacion. Por otro lado, la
debridacion autolitica, que implica remover el tejido no viable exponiendo el
sano y perfundido, es importante para la proliferacion y migracion de células

epiteliales al lecho de la ulcera [16].

Ademas de ser beneficiosos en el tratamiento de Uulceras, accesibles,
econdmicos y de consistencia semi-sdélida; los hidrogeles, segln la naturaleza
del polimero usado, pueden funcionar como matriz para la liberacion
controlada de la IFA. Por todo ello, se plantea su uso como un vehiculo

farmacéutico que retarde la liberacion [26].

El sistema del hidrogel estard compuesto por una fase sélida (maximo 10%) y
una liquida, generalmente agua [28]. Con el fin de retardar la liberacion, la
estructura tridimensional debe estar formada por una red de polimeros
entrecruzados con un alto nimero de grupos o dominios hidrofilicos, 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

atraccién entre las cadenas del polimero (fuerza retractil) [29].
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Figura 7. Diagrama esquematico que ilustra la liberacion de la droga (actualmente: ingrediente
farmacéutico activo — IFA) y el movimiento del exudado hacia el hidrogel durante el proceso de

cicatrizacion [27].

Las uniones que mantienen las cadenas poliméricas unidas, pueden ser enlaces
covalentes y/o interacciones fisicas. Ambas, sostienen el sistema durante el
hinchamiento del hidrogel, con la diferencia de que las asociaciones fisicas son

reversibles [29].

Dicho hinchamiento estd regulado por el peso molecular del polimero,
densidad del agente entrecruzante y las interacciones fisicas [29]. Esto se toma
en cuenta en las siguientes secciones al resaltar la importancia de Ia
caracterizacion del polimero, la cantidad de agente entrecruzante y el solvente
usado para el polimero. El polimero debe ser, idealmente, hemostatico, de
actividad antibacteriana, estimulador de la formacién de tejido granular,
angiogénico e inductor de la produccion de coldgeno. Uno de los polimeros

biocompatibles mas estudiados es el quitosano [26].

Otra ventaja del uso de hidrogeles con matriz polimérica es el parecido
fisicoquimico con la matriz extracelular, como el quitosano. Ambos compuestos
de glicosaminoglicanos y con caracteristicas mecanicas 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.

2.6.1.

DE LA B-QUITINA AL B-QUITOSANO
Quitina

La historia de la quitina comienza en 1811, cuando Braconnot la aisld por
primera vez de hongos superiores. Sin embargo no fue hasta 1894, en donde se
dio el hito que daria inicio a la historia del quitosano, con las investigaciones de
Hoppe-Seyler. Ellos descubrieron que la adicion de hidréxido de potasio
concentrado a la quitina, a 180°C, daba como producto una molécula nueva
soluble en 4cido acético y que precipita en medio alcalino, a la que
denominaron quitosano. En ese entonces, nadie imagind el gran impacto que

ese polimero causaria en distintos campos de la ciencia [30].

La quitina, poli [B-(1-4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glucopiranosa], materia prima
del quitosano y otros polimeros con modificaciones quimicas, se encuentra en
animales (artrépodos, anélidos, moluscos y celenterios) y hongos (ascomicetos,
zigomicetos, basidiomicetos y deuteromicetos) [30]. Estas quitinas poseen
caracteristicas distintas en su estructura cristalina segin sea su fuente

(biomasa) [30].

OH OH

HO 0 O Ho 0 O Ho-CH3

OH OH

Figura 8 Estructura quimica de la quitina

Los espectros de rayos X distinguen tres formas polimdrficas denominadas a, B
y y-quitina [30]. Aquella quitina cuya biomasa son los insectos y crustaceos, se
denomina a-quitina; en los moluscos y celentéreos, B-quitina y en hongos, y-

quitina [30].
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La estructura de los tres polimorfos estd compuesta por dos regiones: una
amorfa y otra cristalina. La diferencia, entre polimorfos, esta en la disposicién
de las cadenas en la region cristalina [30]. Donde, la a-quitina presenta
disposicidn anti-paralela; la B-quitina, paralela; y la y-quitina, dos cadenas en un

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

Figura 9 Esquema del polimorfo B-quitina. Los rectangulos representan las regiones cristalinas

y las lineas, las regiones amorfas.

Asi mismo, el a-quitosano presenta una disposicién anti-paralela y cristalizacion
con una celda de unidad (ortorrémbica) de dos cadenas (Figura 10). Por su
parte, el B-quitosano mantiene una disposicion paralela, con una celda
monociclica (Figura 11); mientras que el y-quitosano posee dos cadenas

paralelas y la siguiente en sentido opuesto. [32]

—: el ‘:'\7%‘;@*2}
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Figura 10. Estructura cristalina de la a- quitina: la celda es ortorrémbica y tiene dos cadenas,

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

el plano de la pagina [32].

La diferencia entre las estructuras cristalinas de a-quitosano y B-quitosano se
evidencian en los espectros de difraccién de rayos X (DRX). La Figura 12
muestra diferentes posiciones para el mismo angulo 26. Para el B-quitosano a

10,68° y 20,14°; mientras que para el a-quitosano, 10,08°y 19,94° [33].
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Figura 12. Espectros DRX para B-quitosano y a-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 polimero semi-cristalino presente mayor interaccién intra- e
intercatenarias evitando la entrada de solventes en el a-quitosano. A diferencia
del B-quitosano, en donde las interacciones son escasas y la entrada de
solventes es facilitada. Esto repercute en la aceptacidon en el uso de técnicas
como las titulaciones para determinar el GD, pues los grupos amino deben ser

de facil acceso [34].

Existe una relacién estructura funcién aplicable a los polimorfos de la quitina y

su respectiva biomasa. La a-quitina esta asociada a zonas de alta dureza, como
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2.6.2.

la cuticula de artrépodos o la delgada capa del esdéfago y estémago de los
calamares de las especies del género Ldligo spp. La B-quitina por el contrario,
asociada a caracter transparente y flexible, se ubica en gran porcentaje en la

pluma o espina de dichos calamares [30].

La quitina por su composicidon, no representa un polimero 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].

Quitosano
El  quitosano, poli[B-(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa], es un
polisacarido, polimero lineal catiénico, compuesto por unidades D-Glucosamina

y N-acetil-D-glucosamina unidas aleatoriamente por enlaces glicosidicos B-(1-4)

[30, 35].
STHoC . 4————— Grupo acetamida
: — 0}
OH : - OH
“LHNG
~o 0 —\_—0 |ttt o o}
HO [e) HO- Q. - o) HO ©-

OH f OH
Grupo amida

Figura 13. Estructura quimica del quitosano

El quitosano se considera como tal después de un tratamiento de
desacetilacion. Con un grado de 60% o mds de desacetilacion, las aminas
alifaticas libres pueden ser facilmente protonadas bajo un pH acido, teniendo

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

Ademas de los polimorfos estructurales, el quitosano muestra mayor
variabilidad segun el tamafio de las cadenas y el grado de desacetilacion, en
principio [30]. Esta variabilidad exige caracterizar el polimero, conociendo

como minimo su peso molecular promedio (PM) y grado de desacetilacion
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promedio (GD) [30, 31]. Los grupos acetamida estan relacionados al GD y la
polimerizacién al PM. Cuanto mayor concentracidn relativa de grupos amina
existan, mayor el GD, mientras que a mayor polimerizacién, mayor serd el PM
[31]. Ademas 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 caracterizaciéon 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, asi como de su proceso de obtencién. No es lo
mismo desproteinizar a-quitina que B-quitina; incluso separarlo de los metales,
gue en su mayoria conforman las impurezas. Basta conocer el origen de cada
uno de ellos para suponer que para obtener a-quitina, presente en la cuticula
de los crustdceos, se requerira necesariamente de una desmineralizacion y
desproteinizacién. A diferencia de la B-quitina, que forma parte de la pluma —

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

Un polielectrolito lineal y con alta densidad de carga positiva como el
guitosano, resulta atractivo para aplicaciones biomédicas; pues ha demostrado
tener propiedades fisicoquimicas como: antibacteriano (planckténico y biofilm
[34]), antifungico, mucoadhesivo, analgésico, hemostatico, biodegradable vy

biocompatible [30, 35, 36, 38].

La mucoadhesién se explica por la presencia de residuos cargados
negativamente de las glicoproteinas (acido sialico) presentes en las mucosas,
siempre que el medio tenga un pH acido para mantener el quitosano en su
forma policatidnica [36]. La actividad hemostdtica también se relaciona a su
naturaleza policatidénica, que atraen a las células de la sangre, que estan
cargadas negativamente. De manera similar para la propiedad analgésica del
quitosano, pues los residuos de D-glucosamina capturan los protones liberados

en mayor proporcion en areas inflamadas [36, 39].
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Su biodegradabilidad se fundamenta en su composicién, la cual incluye grupos
amino, polisacdridos y enlaces glicosidicos susceptibles a la accién 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 polimerizacién y la distribucién 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 antifingica, se
beneficia con el aumento de la polimerizaciéon y la disminucién de grupos

acetamida.
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2.6.3.

~ R-CHO T~ o
—>

Interacciones

Se conoce que la quitina nativa, quitina en su biomasa, se asocia con proteinas,
pigmentos y sales inorgdnicas [30]. En el caso de los complejos proteina-
quitina, que son de bastante interés en este trabajo y que no son ajenos al

quitosano, se describen cinco [30, 37]:

1. Formaciéon de grupos amida: entre la subunidad desacetilada de la quitina,
0 quitosano, y el grupo carboxilico en la cadena proteica.

2. Formacion de bases de Schiff: entre la subunidad desacetilada de la
quitina, o quitosano, y un grupo carbonilo (aldehido 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 acidos,
regenerando la amina libre.

OH OH

~

n

Figura 14. Formacion de una base de Schiff

3. Formacién de una estructura N-glicosidica: involucra el grupo amida de la
asparaginasa.

4. Formaciéon de una estructura o-glicosidica: involucra el grupo amida de la
serina.

5. Formacién de un enlace entre los grupos carboxilicos de acido N-

acetilmuramico y el grupo amino de la alanina.

Pagina | 21



Estructura N-glicosidica

H HN
N .
Remduo_procedente dela
[ Asparaginasa
o) \o

Estructura O-glicosidica

OH

M"""Mo o
HO

OH

§ Residuo procedente de la
My, 0 Al ' Seri
o erina
HO O\)\ﬁv@{
o)

Estructura descrita por
Rudall y Kenchington

OH
%’“Mo/to
o
o 2
H3C
—O0
HN
CH3 Residuo procedente de la
0— Alanina

Estructura descrita por
Hackman

'/M/'/VWLO
HO

OH

(@]
O
—~ My,

0=
Resi
%NH egduo prlocedente del
. mismo polimero

Figura 15. Reacciones que fundamentan complejos proteina-quitina
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2.6.4.

Fuente
El B-quitosano a usar procede de la B-quitina procesada de la pluma de

” o

Dosidicus gigas (“calamar gigante”, “pota”) [29]. Dosidicus gigas, miembro de
la familia Ommastrephidae, se encuentra en el Pacifico Centro y Sur Oriental
desde el Golfo de California hasta Peru; 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 hidrobiolégico mas importante del pais, después de la harina
de pescado [43, 44]. Sélo en el 2014 se desembarcd cerca de 556 156 unidades
de “pota” [40], que fuera de tener diferentes usos, representan una gran
piel, tentaculos),

fuente de desechos (cabeza, visceras, plumas, tinta,

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 comparacién
a los desechos de crustaceo; ya que por su composicion quimica (Ver Tabla 1),
se prescinden ciertos pasos para la obtencién del quitosano (desmineralizacidn)

[32, 45].

Tabla 1. Composicién quimica (%) de la cdscara de camardn vs la pluma de calamar [45]

. EXTRACTO
AGUA ITINA | PROTEINA o ENIZA
GUA | au 0 ORGANICO (*) | ©
Pluma de calamar 13+04 32.5+2 425+2 2+0.5 24+0.4
Céscara de camaréon | 11+0.4 172 7+2 45+0.5 35.4+0.4

2.6.5.

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

B-quitosano como matriz del hidrogel

Un hidrogel estd compuesto de redes macromoleculares, capaces de absorber
notoriamente agua y otros fluidos [31]. Su mecanismo de liberacién involucra:
1) flujo osmético del fluido, por diferencia de potencial quimico dentro y fuera
del hidrogel 2) hinchamiento (fuerza retractil) 3) oposicion de las redes

macromoleculares ejerciendo fuerza elastica (fuerza contractil) [31].
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Las interacciones que permiten la formacién de hidrogeles pueden clasificarse
en dos: fisicas y quimicas [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 degradacion [31].

En sistemas de liberacion controlada, donde se necesita generar interacciones
fisicas y/o quimicas con las IFAs, es util la presencia de un policatién como el
quitosano en medio acido; incluso por ser facilitador de la penetracién

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

Las redes de quitosano pueden seguir tres mecanismos de encapsulacion
dependiendo de la IFA cargada: difusion, atrapamiento o unién covalente,

respectivamente en la Figura 16 [35].

Drugs
covalently

Drogas cargadas
Pequefias moléculas Pequefias moléculas Pequefias moléculas
Péptidos, proteinas
micro/nanoesferas
Posibilidad de gelacion in situ

No Si Si
Grado de Efecto Burst
Alta Moderado Ninguno

Mecanismos de liberacién inteligente
hinchamiento sensible al pH hinchamiento sensiblea pH liberacion dependiente de enzimas

disolucion del polimero disolucion del polimero disolucion del polimero
degradacion degradacion degradacion
Duracién de liberacion
Horas — dias Dias — semanas dias —meses
Comentarios
Eficiencia de carga alta Util para IFAs hidrofilicas ~ De primera eleccion para IFAs
para IFAs hidrofilicas. e hidrofobicas. Probable hidrofilicas. Probable
toxicidad y desactivacion desactivacion de laIFA durante la
de la IFA union de cadenas poliméricas

Figura 16. Métodos de encapsulacion para hidrogeles de Quitosano [29]
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2.6.6. Agente entrecruzante
Como se menciond, la quitina forma complejos en su determinada biomasa;
esto se debe a la presencia de grupos amina, principalmente, que en medio
acido 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 adsorcion [31]. Las proteinas, a
un pH superior a su punto isoeléctrico, tienen carga negativa; esto favorece

esta interaccidn, aunque sea débil y facilmente reversible.

Un agente entrecruzante puede ser clasificado segun el tipo de unidn generada
entre las cadenas poliméricas: no covalente, complejo coordinado (uniones

fisicas) y covalente (unién quimica), como se explica en la Figura 17.

Union por complejo

Union no covalente .
coordinado

Union covalente

R

NH,* *H,N NH, HN NH HN

@ o © © Voo

. : ? . =0
“HyN NH,* H,N NH, HN NH

./_\r/_\

‘HyN H;N HN
H O=(

& @ L,

Interaccion via electrostatica
con aniones (fosfatos,

sulfatos o citratos) o ?2;12?;2;%?2??;33(;?1 rUtIliontEs I\FE[a axﬂiinlzla?do
olianiones (4cido ’ esteres (glutaraldehido,
P ( PY(IT) y Mo(VT)) Genipin)

hialuronico).
También via puentes de
hidrégeno o cristalizacion.

Figura 17. Representacion esquematica de tres hidrogeles de quitosano elaborados con

distintos tipos de agente entrecruzante [47].

Pagina | 25



La estructura mads simple es aquella que sélo comprende entrecruzamiento
entre cadenas del mismo polimero, 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 formacion de la red,
aunque no son las unicas. Los puentes de hidrégeno y las interacciones
hidrofdbicas juegan un rol importante en la formaciéon de un hidrogel de

interacciones fisicas [37].

Los entrecruzantes quimicos suelen ser moléculas pequefias con al menos dos
grupos funcionales que permitan la formacién de enlaces entre las cadenas
poliméricas [37]. Al ser mas econémico, sencillo, proveer buenas propiedades
mecanicas, evitar la disolucion ante condiciones extremas (pH) y duradero
(enlaces covalentes irreversibles) en comparacion a otros métodos, son
entrecruzantes de primera eleccidén; sin embargo su cuestionada toxicidad

limita su uso [35].

De todos los agentes quimicos entrecruzantes enlistados en la Tabla 2, el
glutaraldehido es el mads estudiado. Su mecanismo de entrecruzamiento
involucra la reaccion de Schiff entre los grupos ceto y los grupos amina del

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

Grupo

. Condiciones ., .
Agente funcional L, Interconexién Comentario
de reaccidn
blanco
Aminas Reaccidn completa
" primarias | Medio basico W en 1 hora.
i .
Gluteraldehyde y — neutro " Dificultad de
aldehidos remover las trazas.
a Aminas Reaccidn completa
I primarias | Medio basico en 1 hora.
H(’ '\H H
- Dificul
Formaldehycle y, neutro cultad de
aldehidos remover las trazas.
Oy, NH, Aminas
g primarias | Independiente No téxico.

b A0 . . .
= HOHC  OH y de pH Autopolimerizacién
= Genepin aldehidos
2 pH4,5-55.

2! Precipita a pH No téxicoy
< o_ o . - elelelele, .
= Aminas basico. M o reacciones de

SN, . . .
= S oS, primarias Favorecen HN):E(, tiempo
g Diethyl Squarate (DES) -

. altas a0 0 00, prolongado.
temperaturas
Aminas . . Trazas de EDGE.
o . . pH basicoy 2O000 .
Ao primarias Y, Reacciones de
o altas o .
Ethyleneglycol Y oy tiempo
diglycidylsther (EGDE) ) temperaturas
oxiranos prolongado.
- Reacciones de
o H . pH basicoy P,_%‘DOD )
ros o sone | Aminas altas 1y tiempo prolongado
™ H o) . . .z
Blocked Dilsocyanate primarias t o 29 y gelacion en
emperaturas o
P coodd medio basico.
w O ) v Util para
| [ ] Aminas pH U“ .
@ N L ind di i hidrogeles
2 st adides primarias | independiente o_q/;)’ inyectables
2 08000 —
E %, ’O'Fros oH Qtll para
e /0 acidos independiente “D} hidrogeles
Functional acrylates e .
sneon e acrilicos P 00000 inyectables
6Qo00 | |
Ho—¢ Aminas e e 4 o Gelacion rapidain
©] —=coon L pH fisioldgico 3 ' "ap
lL:) Phlaretic acid primarias "o £ situ
\<§( — COoCo
¢ 3 0 . [eZeteers) .,
N _., Q Aminas pH58-6a i Gelacion en menos
Ll . . o Q
_ hg primarias 35 " de 2 horas.
Activated Quinone (—)_0_(3_(’—)_0
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La toxicidad del glutaraldehido en el cuerpo humano no se comprende aun por

completo. Se conoce su efecto neurotdxico [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 concentracién minima téxica (3 ppm) que inhibe el

crecimiento de fibroblastos en el 99% de cultivos [48].

OH

OCH-R-CHO
>

am

HO

OH

OH

/

=

z— S —
[
=}

o

Figura 19. Entrecruzamiento de cadenas de quitosano con un dialdehido

Actualmente se continla usando este entrecruzante, aunque por cuestiones de

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

remocion completa de trazas de glutaraldehido sin reaccionar [37].

La reacciéon de entrecruzamiento quitosano — glutaraldehido depende de la

concentracion de este, el PM del polimero y, en este caso particular, por un

incremento de la temperatura [37].
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IIl. HIPOTESIS

IV.

3.1. Hipétesis nula

La matriz a base de [B-quitosano retardard la liberacién del factor de

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

en el pH por las que podria pasar una ulcera cutanea.

3.2. Hipétesis alterna

La matriz a base de B-quitosano retardard la liberaciéon del factor de

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

en el pH por las que podria pasar una ulcera cutanea.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El pH, por los que pasa una ulcera dérmica, influye en retardar la liberacién de

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

OBIJETIVOS

5.1. General:

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

liberacion de PDGF-BB a partir de una matriz de B-quitosano bajo dos

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

5.2. Especificos:

Elaborar un hidrogel a base de B-quitosano que retarde la liberaciéon de
PDGF-BB y mantenga una consistencia que permita su facil manipulacion.
Conocer sobre el mecanismo de entrampamiento del PDGF-BB en la matriz
de B-quitosano.

Caracterizar el B-quitosano: grado de desacetilacion (GD) y peso molecular
promedio (PM)

Cuantificar la concentracién 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 METODOS

Materiales

Esta tesis es parte del trabajo de investigacién: “Desarrollo y evaluacion del
potencial regenerativo de un gel rico en factores de crecimiento plaquetarios y
células madre mesenquimales para la cicatrizacion de ulceras cutdaneas”, con codigo
de SIDISI: 0000064171; en el Laboratorio de Inmunologia a cargo del Dr. José Luis
Aguilar. Por lo tanto la muestra de PRP utilizada, serd provistas por los investigadores
de dicho trabajo, con los respectivos consentimientos informados (cédigo de

aprobacion FinCyT PIAP-3-P-740-14).

El B-quitosano se obtuvo del Laboratorio de la unidad de Biomineria y Medio
Ambiente a cargo del Dr. José Luis Bauer Cuya; el mismo que sera tratado para los

objetivos de este trabajo.

Métodos

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

—OCARACTERIZACION DEL B-QUITOSANO |

Homogeneizacién de la muestra:
Reduccion del tamafo de particula
Determinacién del grado de
desacetilacion (GDA):

- Porcentaje de Humedad

- Titulacion potenciométrica
Determinacion del Peso Molecular:

- Viscosimetro de Ostwald

OBTENCION DEL HIDROGEL ABASE DE g-
QUITOSANO CON LISADO PLAQUETARIO
(LP)

Obtencién del LP
Reduccion de la carga microbiana
Formacion del hidrogel

PERIODO DE INCUBACION |

MEDICION DE LA CONCENTRACION DE
PDGF-BB

- Kit de ELISA l

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

6.1.1. Homogenizacidn de la muestra
La materia prima fue triturada con un molino analitico 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 tamafo de particula

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

Figura 21. Molino analitico usado para la reduccion de tamaiio de particula.

Figura 22. Malla de acero N° 60 usada para obtener particulas de tamafio homogéneo.
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6.1.2. Determinacién del grado de desacetilaciéon
1. Determinacion del porcentaje de humedad (% humedad)
El % humedad se determina por gravimetria, llevando a peso constante
(diferencia de 0.05 g) una cantidad de muestra, debidamente pesada, tras ser
expuesta a 105 °C [31].

-

4

Figura 23. Estufa acondicionada a 105 °C

2. Valoracion potenciométrica del grado de desacetilacion (GD)
La técnica consiste en disolver el B-quitosano en un exceso conocido de HCI
0.2N. Luego, esta soluciéon es titulada con una solucién 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 variacién del pH al agregar NaOH con dos puntos
de inflexion; la diferencia en mililitros entre ambos puntos corresponde al acido
consumido para la protonacion de grupos amino, los que permiten determinar
el grado de desacetilacion del quitosano. Considerar para los calculos el valor
del peso seco de la muestra corregido segun el % humedad [31]. La siguiente

ecuacién permite calcular el grado de acetilacién (GA):

A 100 x Normalidadyaon X V X PEqyg,
n Peso de la muestra

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

punto de inflexion y PEqny, es 16.02258 g/Eq.
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6.1.3. Determinacién del peso molecular promedio
El peso molecular promedio se determind con un viscosimetro de Ostwald con
didmetro 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].
7#

Figura 24. Viscosimetro de Ostwald

—

1. Viscosidad Relativa: Se determina la viscosidad relativa de 4
concentraciones diluidas del polimero. Con los datos del tiempo de caida de
cada una de estas, se llega a la relacién siguiente, para hallar la viscosidad

relativa de cada solucion:

Donde se denomina n, viscosidad relativa; to y t son el tiempo de caida; ng

y n la viscosidad; del solvente y la muestra, respectivamente.

Pagina | 33



Tiempo de
caida: lo que
toma el liquido
en escurrir
desde la marca
superior a la

Figura 25. Esquematizacién de la medicion del tiempo de caida
Viscosidad reducida (nq): Los valores de viscosidad reducida se obtienen
restando una unidad a los valores de n,, y dividiéndolo por el valor de la

concentracion de la solucion correspondiente.

_ Nr—1
Nyed c

Viscosidad intrinseca: Se obtiene extrapolando la viscosidad reducida a una
concentracion de cero. Esta viscosidad se encuentra relacionada con el peso

molecular de acuerdo a la ecuacién de Mark-Houwink-Sakurada:
[n]=KM,*
Donde [n] es la viscosidad intrinseca, M, es el peso molecular promedio, K

y a son constantes dadas para un sistema soluto-solvente.
De esta manera se construye la curva de n.q VS concentracion de B-
guitosano en soluciones de 0.3 M HAc y 0.2 M NaAc, donde el intercepto
conelejeYesla[n].
Reemplazando en la ecuacion el valor de la [n] y tomando los valores de
0.076 ng'1 y 0.76 para a y K, respectivamente, reportados por Kasaai et al;

segun el GD.
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6.2.

Obtencidn del hidrogel a base de B-quitosano con lisado

plaquetario

6.2.1.

6.2.2.

Obtencién del lisado plaquetario (LP):

Todo procedimiento descrito a continuacién se desarrollé en cabina de flujo
laminar a no ser que se especifique lo contrario. A partir de una muestra de PRP
(concentracién de plaquetas de 1.5 X 10°), se toma una alicuota de 10 mLy 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].

Reduccidn de la carga microbiana en los componentes:

Los FCs en el LP son susceptibles a la contaminaciéon microbiana; por lo cual se
busca mantener el preparado lo mds aséptico posible. Las estrategias se
detallan a continuacidn segin componentes:

- Solucidn de acido acético 2%: Se prepard la solucién de acido acético, la

cual se dejé en el autoclave por aproximadamente 3 horas.

- Solucidn de B-quitosano 1.5%:

Pasteurizacion a altas temperaturas por corto tiempo; colocar la solucién
de B-quitosano en botellas de vidrio resistentes a altas temperaturas y
dejarla semi-abierta. Preparar el equipo de bano maria 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].

- Glutaraldehido 25%: Filtrar la solucion a través de un filtro de 0.22 um

dentro de una cabina de flujo laminar.
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- Lisado plaquetario: El proceso que se sigue desde la estéril obtencién del

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

condicién. Ademas se filtro la solucidn a través de un filtro de 0.22 um.

6.2.3. Formacion del hidrogel:

1.  Estudios de pre-formulacion

El hidrogel propuesto estda compuesto por: B-quitosano 1.5% (p/v) en
acido acético 2%, Glutaraldehido 0.03M [57, 58, 59] y lisado plaquetario.
La concentracion de B-quitosano seleccionada estd comprendida en lo
usado generalmente en hidrogeles (1 — 3 %) [55, 58, 59, 60, 61] y la
maxima cantidad disuelta. El solvente escogido fue el que demostrd ser

accesible, mantener la solubilidad y estabilidad.

Ambos, la concentracién de B-quitosano y el solvente, fueron evaluados
usando la microscopia, esperando no encontrar particulas sin disolver; es
asi que se escogio la propuesta mds acorde a los objetivos del trabajo (los

resultados se encuentran en Anexos).

2. Diseno experimental con dos factores de estudio

Se tendran dos factores en el estudio: %LP (propio de la preparacién) y pH
del medio de liberaciéon (periodo de incubacidén). La %LP se ensayd
teniendo como referencia el rango de PDGF-BB en una persona sana [62].
Para ello, se sigue el disefio experimental 2% a continuacién se muestran

los detalles:

Tabla 3. Esquema de disefio experimental con dos factores de estudio (2¥)

Factores de estudio | Niveles de Factores | Respuesta a medir
6%
%LP 12%
. 5° [PDGF-BB]
H del medi :
pH del medio 24
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La siguiente tabla muestra el esquema a seguir para la recoleccién de

datos sobre las corridas experimentales, por punto de tiempo:

Tabla 4. Esquema de recoleccién de datos segun el disefio experimental 2

[PDGF-BB] Repeticiones | [PDGF-BB]

Corrida | %LP | pH del medio

I Il 1l Promedio
1 6 6.5
2 12 6.5
3 6 7.4
4 12 7.4

Preparacion: En dos frascos, colocar la solucién de B-quitosano 1.5%, mover
hasta lograr dispersar homogéneamente la solucién. Luego adicionar el LP
al 6% o 12% (v/v) y seguir homogeneizando con ayuda de un agitador
magnético. Por ultimo adicionar glutaraldehido al 25% para llegar a una
concentracion de 0.03M e inmediatamente agitar vigorosamente.
Rapidamente traspasar 1 ml de la mezcla en cada pozo de la placa de 24
pozos y dejar reposar. La distribucién depende de los tiempos en horas (h) a

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

20 h 32 h 56 h 80 h 104 h 132 h

20 h 32h 56 h 80 h 104 h 132 h

1h 3h 7h 10 h 20h 32h

1h 3h 7h 10 h 20h 32h

Figura 26. Esquema de distribucidon de la placa para el experimento
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6.3.

6.3.1.

6.3.2.

6.4.

Periodo de incubacidon

Preparacion de PBS a distintos pH:
Las soluciones de PBS se componen de dos sales: sal fosfato monobdsico de
sodio (NaH,P04"H,0) y la sal fosfato dibasico de sodio (Na,HPQ,). Para alcanzar

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

= Solucién monobdsica: 3.475 g de fosfato monobdsico de sodio en 25 mL de
agua.

= Solucidén dibasica: 1.77 g de fosfato dibasico de sodio en 25 mL de agua.

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

Incubacion:
A cada pozo con el hidrogel se le agrega 400 uL del PBS a un pH determinado.
Luego se sella adecuadamente para colocar la placa en la incubadora (5%

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

Medicion de la concentracion de PDGF-BB

Las cuantificaciones de PDGF-BB se realizaron bajo las especificaciones del
producto DuoSet® ELISA para PDGF-BB (Numero de Catalogo: DY220).

a) Preparacién de la placa: Sensibilizacion

Diluir el anticuerpo de captura en PBS (400 ng/mL). Inmediatamente colocar
100 pL de esta solucién 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 uL). Concluidos los
tres lavados, asegurarse de la ausencia de liquido, invirtiendo la placa o
dando un golpe en seco.

Bloquear las placas agregando a cada pozo 300 ulL 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 Na;HPO,4, 1.5 mM KH,PO,, pH
7.2-7.4, filtrado con filtro 0,2 um.
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6.4.1.

b)

c)

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 um.

Procedimiento del ensayo:

Agregar 100 pL de la muestra/estandar (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.

- Elestandar (85ng/0.5mL) se diluyé 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 aspiracion y lavado del contenido (por triplicado).

Adicionar 100 uL de la soluciéon de trabajo Streptavidina-HRP (Concentracién
de trabajo: Dilucion 1/200) a cada pozo, cubrir con parafiim y dejar
incubando a temperatura ambiente, alejado de la luz por 20 minutos.
Repetir el lavado del contenido (por triplicado).

Adicionar 100 pL de la solucién Sustrato (H,0;, 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 solucidn de parada (H,SO4 2N), se notara un cambio de color de
celeste a amarillo, asegurar su completa homogenizacion.

Lectura de absorbancias

Se ley6 las absorbancias con el lector de placas a longitud de onda 470 nm.

Prueba estadistica

Para contrastar la hipdtesis planteada se analizara la significancia del valor p en

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

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

trabajo 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. Caracterizacion del B-quitosano

7.1.1. Homogeneizacion de la muestra
Bajo la metodologia de la molienda, se obtuvieron particulas de maximo, 250

um; tamaino que incrementé la solubilidad del B-quitosano.

7.1.2. Determinacién del grado de desacetilacion

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

- Determinacion del % de Humedad

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

Peso inicial Peso final de |

Iaes;:ues:rz (C;-‘ enizest:a (:ge) ) %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

- Titulacion 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 determinacién del GD

Peso de la Grado de Grado de
muestra (g) acetilacion (%) | desacetilacion (%)
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. Titulacion 4cido-base para hallar el Grado de Desacetilaciéon (GD) de tres muestras de pB-quitosano con diferentes pesos.
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7.1.3. Determinacién del peso molecular promedio

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

Concentracion . Viscosidad Viscosidad
Tiempo (s) . .
(g/mL) Relativa Reducida [mL/g]
Solvente: HAc 0.3M
35.032 --- ---
y NaAc 0.2M
7.92x10% 89.296 2.549 1955.779
7.00 x 10 80.521 2.299 1853.706
6.84x 10 78.374 2.237 1808.775
4.96 x 10 60.555 1.729 1.47 x 10°
2100
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X /
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y = 2E+06x + 639.11
R?=0.9876
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Concentracién de B-quitosano (g/mL)

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

Tabla 8. Resultados de la determinacién del peso molecular promedio del B-quitosano

k (mLg™) 0.076

a 0.76
Viscosidad Intrinseca 639.11
Peso Molecular (kD) 145.94
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7.2. Medicion de la concentracion de PDGF-BB

7.2.1. Curva de calibracion

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

ABS ABS - BLANCO Concentracion de PDGF-BB (pg/mL)
Estandar 1 | 0.27680 0.25780 31.3
Estdndar 2 | 0.31690 0.29505 62.5
Estdndar 3 | 0.32720 0.30535 125
Estdndar4 | 0.39180 0.36995 250
Estdndar 5 | 0.48610 0.46425 500
Estdandar 6 | 0.71000 0.68815 1000
Estandar 7 | 1.07140 1.04955 2000
BLANCO 0.019

1.200
1.000 O
0.800
o
0.600
o
0.400 @6/9.
y = 0.0004x + 0.2635
0.200 -
R2=0.9974
0.000 T T T T )
0 500 1000 1500 2000 2500

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

7.2.2. Curvas de la cinética de liberacion

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 concentracién de PDGF-BB liberado a pH 6.5; B es la Concentracién de PDGF-BB
liberado a pH 7.4.
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Figura 30. Liberacién de PDGF-BB del hidrogel de B-quitosano con 6% de LP expuesto a pH 6.5 y pH 7. Donde: A es la concentracién de PDGF-BB liberado
a pH 6.5; B es la Concentracidn 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 mas altos de concentracién 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 caida.

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 concentracidon de PDGF-BB liberado a pH 6.5; B es la Concentracién 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.

Pagina | 45



8000.00

7000.00

- e - a» a» e» E» a» a» > e -------_-qr---—q----—

7 6000.00

/
II
7 5000.00
Vi
Vi
Vi
Ji

7 4000.00

—m— [\

== B

3000.00

Concentracién de PDGF-BB (pg/mL)

2000.00

1000.00

7
/A
/
7
/
7
J
7
J
J
7
J
7
J
A 0.00
0

20 32 56 80 104 131
Tiempo (horas)

Figura 31. Liberacién de PDGF-BB del hidrogel de B-quitosano con 12% de LP expuesto a pH 6.5y pH 7.4. Donde: A es la concentracion de PDGF-BB
liberado a pH 6.5; B es la Concentracion de PDGF-BB liberado a pH 7.4.
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Figura 32. Liberacién de PDGF-BB del hidrogel de B-quitosano con 6%y 12% de LP, cada uno expuestoa pH 6.5y pH 7.4
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7.2.3. Prueba estadistica

- Hipdtesis

Ho: La concentracién de PDGF-BB liberado a pH 6.5 es igual a la concentracion

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

H;: La concentracién de PDGF-BB liberado a pH 6.5 es diferente a la
concentracién 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 distribucion de los datos sea Normal. Por ello,
primero se identifico el tipo de distribucion 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 expuestoa pH 7.4
o Con 12% de LP expuesto a pH 6.5
o Con 12% de LP expuestoa pH 7.4

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

distribucidn exponencial; los detalles se encuentran en Anexos.

- Prueba T de dos muestras

Convirtiendo los datos de la distribucién exponencial, aplicando la funcidn

logaritmo, se obtuvo que:

e Con un intervalo de confianza (Cl) de 95% y el valor de p<0.05; se rechaza la
hipdtesis nula. Por lo tanto: La matriz de B-quitosano con 6% de LP,
retardara la liberaciéon de PDGF-BB dependiendo del pH.

e Con un intervalo de confianza (Cl) de 95% y el valor de p>0.05; se acepta la
hipdtesis nula. Por lo tanto: La matriz de B-quitosano con 12% de LP,

retardara la liberacion de PDGF-BB sin depender del pH.
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VIil. DISCUSION

La compleja problematica en el contexto de Ulceras cutdneas, requiere un material
gue cubra la discontinuidad de la piel y ayude a regenerar el tejido. Es aqui donde
entran a tallar los hemocomponentes como el plasma rico en plaquetas (PRP), el cual
se usa para la regeneracion 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
cicatrizacién 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 aplicacién de
PRP en ulceras inducidas en ratas no tiene actividad cicatrizante; esto debido a la
liberaciéon instantdnea de FCs y el numero limitado de receptores. Como
consecuencia, la fraccién de FCs que no llegd unirse a su receptor, se inactiva
influyendo negativamente en el proceso cicatrizacién [63]. Ante ello, mas de un
investigador opta por usar quitosano como matriz de formas farmacéuticas y asi,

lograr retardar la liberaciéon [58-61].

El quitosano no es una entidad quimica, por lo que es necesario caracterizar la
muestra usada en cada investigacién. Como se aprecia en la Tabla 5, el % Humedad
promedio fue de 12.47%, valor esperado para el B-quitosano, pues es un polimero
hidrofilico. Con respecto al GD, son muchas las técnicas que puede usarse:
espectroscopia de infrarrojo, espectroscopia ultravioleta, espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN), conductimetria, analisis elemental, andlisis
térmico, cromatografia, dicroismo circular; de las cuales, la valoracion
potenciométrica representa la forma mas sencilla y confiable de determinar el GD

[30].

Se trabajo 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), estd 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, si en el gasto de NaOH 0.05N en

Pagina | 49



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 B-
guitosano 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 inflexidn, pues las tres
muestras varian en protones excedentes en la soluciones. Pasada la meseta en donde
el polimero floculd, al neutralizarse los grupos amino protonados, solo quedaran 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 evidencid en

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

En la determinaciéon del PM, la relacion que ésta guarda con la viscosidad reducida se
muestra en la Figura 28. Al ser extrapolada a x = 0, se obtiene la viscosidad intrinseca
del polimero, que es usada en la Ecuacidon de Mark-Houwink-Sakurada, para hallar el
PM de una molécula. Esta es la razén por la que se debe cuidar que las
concentraciones sean diluidas [64] y en especial, la fuerza idnica del solvente. Esto se
debe a que el monémero D-glucosamina del B-quitosano tiene una naturaleza idnica
débil, siendo enmascarado rapidamente con el aumento de la fuerza idnica del
solvente; esto repercute en la solubilidad, tamafio, flexibilidad y agregacién de la
macromolécula [65]. El resultado de la ecuacién da como PM del B-quitosano, 145.45
kD; valor que se encuentra dentro del rango de PM para el B-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 caracteristicas, GD elevados y PM bajos, otorgan al B-quitosano propiedades
particulares como buena solubilidad, mayor participacién en interacciones idnicas,
actividad antimicrobiana y fungistatica; todas ellas basadas en la presencia de mayor
cantidad de grupos amina. Estos grupos funcionales son potencialmente protonables,
lo que mejora la solubilidad, interacciones idnicas y la actividad fungistatica. Por otro
lado, la actividad antimicrobiana depende mas del PM, el cual mientras menor sea,

facilita el movimiento e interaccidén con la membrana celular del microbio [30, 66].
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La forma farmacéutica propuesta hace uso de este B-quitosano como matriz en el
hidrogel para retardar la liberacion de PDGF-BB, cuya medicion con respecto al

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

La Figura 30 demuestra que la liberacion de PDGF-BB del hidrogel elaborado con 6%
de LP si esta influenciada por el pH (p < 0.05). La tendencia de ambas curvas es
similar, pues la liberacién de PDGF-BB se da de manera muy rdpida, conocido como
efecto burst, dentro de las tres primeras horas de su exposicidon al medio, alcanzado
un estado estacionario cerca de las diez horas. La influencia del pH en la liberacion de
PDGF-BB se explica al considerar la composicion de aminoacidos y su punto
isoeléctrico (pH: 9.8). Expuestos a un medio ligeramente 4acido (pH 6.5), la gran
cantidad de aminodacidos basicos y polares (Figura 6) estardn en su forma catidnica;
algunos de los aminodcidos polares estardn en su forma neutra y/o cargados
positivamente; los aminoacidos acidos estaran en su forma neutra y/o cargado
positivamente; mientras que los aminoacidos basicos, estaran cargados
positivamente. Todo conlleva a una repulsion de cargas entre PDGF-BB y la matriz de

B-quitosano de manera brusca.

La Figura 31 demuestra que la liberacién de PDGF-BB del hidrogel elaborado con 12%
de LP no estd influenciada por el pH (p > 0.05). En este caso las curvas ademas de
seguir la misma tendencia, llegan a superponerse. No se evidencia efecto burst, pues
la liberacion maxima 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 idnicas, pues de ser asi se verian influenciados por
el pH. Tal como lo indican las Figuras 14 y 15, es valido 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 reaccién entre los grupos ceto o carboxilo, presente en aminoacidos de
PDGF-BB con las aminas secundarias del B-quitosano para generar enlaces imina.
Estos enlaces son facilmente hidrolizables a pH acidos y estables en pH neutros o

alcalinos.
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En el mismo trabajo de Yang et al, 2011 la liberacién sostenida de PDGF-BB a partir
de un gel de fibrina-heparina lo atribuye a interacciones electrostaticas entre los FCs
y la heparina (macromolécula anidnica) [63]. Esta es la razén por la cual esta forma
farmacéutica incluye glutaraldehido en pequefias concentraciones con la finalidad de
asegurar la liberacion retardada. Sin embargo, los resultados obtenidos en este
trabajo dan motivos para no excluir la formaciéon de enlaces imina ni interacciones

idnicas, abriendo la posibilidad de prescindir el uso de glutaraldehido.

La Figura 32 consolida el logro de disefiar una forma farmacéutica que retarde la
liberaciéon de PDGF-BB usando un hidrogel cuya matriz de B-quitosano carga 12% de
LP. No obstante, una de las grandes interrogantes es conocer realmente cdmo es que
PDGF-BB se entrampa a la matriz de B-quitosano. Los argumentos previos son
especulaciones hechas a partir de la teoria, pues se requerian de otros equipos para

demostrar la formaciéon de nuevos enlaces.
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IX. CONCLUSIONES

- El B-quitosano con el que se trabajo, tiene 12.47 % de humedad, un grado de
desacetilacion de 94.53 % y peso molecular promedio de 145.45 kD.

- La liberacién del factor de crecimiento derivado de plaquetas — BB del hidrogel
de B-quitosano con 6% de lisado plaquetario si esta influenciada por el pH (p <
0.05).

- La liberacidn del factor de crecimiento derivado de plaquetas — BB del hidrogel
de B-quitosano con 12% de lisado plaquetario no esta influenciada por el pH (p
> 0.05).

- El hidrogel de B-quitosano con 12% de lisado plaquetario consiguio retardar la
liberacion del factor de crecimiento derivado de plaquetas — BB en veintiséis
horas.

- Los experimentos realizados no son suficientes para concluir cudl es el
mecanismo por el cual el B-quitosano entrampa el factor de crecimiento

derivado de plaquetas — BB.
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XIl. ANEXOS

10.1. Clasificacién de ulceras por presién

Classifications of Pressure Ulcers

Stage | Stage Il

Intact skin with non-blanchable redness of Partial thickness loss of dermis
a localized area usually over a bony presenting as a shallow open ulcer with a
prominence. Darkly pigmented skin may red pink wound bed, without slough. May
not have visible blanching; its color may also present as an intact or open/
differ from the surrounding area. ruptured serum-filled blister.

; Stage Il Stage IV

& Full thickness tissue loss. Subcutaneous Full thickness tissue loss with exposed

| fat may be visible but bone, tendon or bone, tendon or muscle. Slough or

muscle are not exposed. Slough may be eschér may be present on some parts of

present but does not obscure the depth of the wound bed. Often include

tissue loss. May include undermining and undermining and tunneling. bone |

'-.A_f tunneling.
Deep Tissue Injury Unstageable
Purple or maroon localized area of discolored Full thickness tissue loss in which the
intact skin or blood-filled blister due to base of the ulcer is covered by slough
damage of L:;}den}:ing so_li: tissue irombe (yellow, tan, gray, green or brown)
pressure and/or snear. & area may d.i’ h 1 b m k =
eded by ti s e and/or eschar (tan, brown or black) in
prec y ussue that 1s painiul m lhe wound bed

mushy, boggy, warmer or cooler as compared
1o adjacent fissue.

The contents presented do not necessarily reflect CMS pelicy. PM-2200-125 CO 2008

i i
Photo copyright NPUAP, 2008. All rights reserved. A
This material was prepared by GFMG, the Medicare Quality Improvement Organization for Colorado, under contract with \’
the Centers for Medicare & Medicaid Services (CMS), an agency of the U.S. Depariment of Health and Human Services.

10.2. Demostracioén de la férmula para determina el GD.

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

Equivalentes de NaOH = Equivalente de R-NHs+

simple:

Mx 2> 100%
Gramos de NH, =~ %DA

Por lo tanto:

100 X Normalidady,oy X V X PEqyy,
Peso de la muestra

%DA =

Entonces: Normalidady,oy (ETq) x Volumeny,oy(L) = Equivalentes de R — NH3
Si: Equivalentes de R — NH3 x PEqypy, (Eiq) = Gramos de NH,

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




10.3. Clasificacidon de aminoacidos segln su carga electrénica

SO (concarganeutra apH) '(22.’9?29.!.‘92“2_?“_“’.‘3'222’12-

' Loucina(lew)  Isoloucina (ie)

CHy— ;
[ [O
CHp CH-C

H HoN—C—~C
Prolina (pro) 12N Y Yo

10.4. Pruebas microbioldgicas 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) B-quitosano 1.5% en acido ascérbico 1% b) B-quitosano

1.5% en acido acético 1%.

10.6. Producto elaborado: a) Hidrogel A: B-quitosano 1.5% en acido ascérbico 1% +
Glutaraldehido 0.025M b) Hidrogel B: B-quitosano 1.5% en 4acido acético 1% +
Glutaraldehido 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

dias de ser elaborado.

a)




10.8. Identificacidon de la distribucion 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).

Probability Plot for 6% - pH 6.5
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Identificacidon de la distribucién 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).

Probability Plot for 6% - pH 7.4
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10.10. Identificacidon de la distribucion 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).

Probability Plot for 12% pH 6.5
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10.11. Identificacidn de la distribucién 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).

Probability Plot for 12% pH 7.4
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