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RESUMEN 

La cicatrización es un proceso que consta de cuatro etapas, coagulación, inflamación, 

proliferación y maduración. Lamentablemente, a diferencia de otros animales, 

nuestra regeneración de tejidos es más limitada.  Las heridas más profundas o por 

quemaduras graves son propensas a ser infectadas por microorganismos 

oportunistas, empeorando el diagnóstico de los pacientes. La ingeniería de tejidos es 

un campo que busca desarrollar nuevos materiales que prevengan estas infecciones 

y aceleren el proceso de cicatrización. Los hidrogeles de polímeros biocompatibles 

como el quitosano y el almidón han sido propuestos como candidatos para este tipo 

de materiales. Bajo este contexto, en el presente trabajo se sintetizaron prototipos de 

hidrogeles biocompatibles, compuestos de quitosano y almidón, con potencial 

aplicación en la ingeniería de tejidos como apósito para heridas. Los hidrogeles se 

sintetizaron utilizando un método que combina un entrecruzamiento químico con uno 

físico. Posteriormente, fueron caracterizados mediante espectroscopía infrarroja con 

transformación de Fourier (FT-IR), microscopía electrónica de barrido (SEM) y 

microscopía electrónica de transmisión (TEM). Se midió el porcentaje de 

hinchamiento de cada hidrogel y se descartaron aquellos cuya estructura no resistió 

el proceso. A continuación, se evaluó la biocompatibilidad de los hidrogeles, mediante 

un ensayo de viabilidad utilizando células humanas HEP-2. Se eligieron los 

hidrogeles con mejores porcentajes de viabilidad celular y se les incorporaron 

nanopartículas de cobre (CuNPs) con el objetivo de aportar propiedades 

antimicrobianas al hidrogel. La incorporación de CuNPS se corroboró mediante 

análisis de rayos X con energía dispersiva (EDX) y TEM. Finalmente, se estudió la 

capacidad regeneradora de los hidrogeles en modelos murinos. Para esto, se trabajó 

con tres grupos de ratones CF-1 a los que se les hizo una herida en el lomo, donde 

dos grupos fueron tratados con hidrogeles y uno con gasa (grupo control). Los 

ratones tratados con hidrogeles cicatrizaron significativamente más rápido que el 

grupo control, demostrando así que los hidrogeles sintetizados tienen potencial para 

ser aplicados en la ingeniería de tejidos como apósitos de heridas. 
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ABSTRACT 

Wound healing is a four stages process: Blood clot, inflammation, proliferation, and 

wound remodeling. Unfortunately, compared to other animals, our tissue regeneration 

capability is limited. Complex wounds such as a deep cut or burned skin are more 

susceptible to be infected by opportunist microorganisms, worsening the patient’s 

diagnosis. Tissue engineering is a field that aims to develop new materials that can 

prevent these infections and thus accelerate the wound healing process. Hydrogels 

made of biocompatible polymers such as Chitosan and Starch have been proposed 

as candidates for this kind of materials. In this context, this work describes different 

biocompatible hydrogels prototypes made of Chitosan and Starch with potential use 

as wound dressings in tissue engineering. The hydrogels were synthetized using a 

mix of physical and chemical crosslinking methods. Then, they were characterized by 

Fourier Transformed Infrared Spectroscopy (FTIR), Scanning-electron Microscopy 

(SEM) and Transmission Electron Microscopy (TEM). The swelling ratio percentage 

of each hydrogel was assessed and those whose structure did not resist the process 

were discarded. Subsequently, the hydrogels biocompatibility was studied with an 

MTT viability assay using HEP-2 cells. The hydrogels with the best cell viability results 

were selected and filled with copper nanoparticles with the objective of grant them 

antimicrobial properties. The incorporation of copper nanoparticles was confirmed by 

Energy Dispersive X-Ray (EDX) and TEM. Lastly, the wound healing properties of the 

hydrogels were studied in mice. For this, three groups of previously wounded mice 

were used. The wounds of two groups of mice were treated with hydrogels while the 

control group was treated with gauze. The wound healing process of the hydrogels-

treated groups was significantly faster than the control group, thus proving the 

hydrogel’s potential use as wound dressing in tissue engineering.  
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1. INTRODUCCIÓN. 

1.1 La piel humana. 

La piel es el órgano más grande del cuerpo humano, representando 

aproximadamente un 15% del peso corporal. Este órgano cumple funciones 

fundamentales en diferentes procesos como la hidratación, síntesis de vitamina D, 

regulación termal y actúa como una barrera protectora contra agentes químicos y 

patógenos (Kanitakis, 2002; Ludriksone y col., 2014). Asimismo, a través del contacto 

de la piel, las personas pueden obtener información de su entorno, ya sea 

reconociendo la textura de un objeto o percibiendo variaciones en la temperatura 

ambiental (Dąbrowska y col, 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Esquema de las capas primarias de la piel y sus componentes. Fuente: 

Imagen obtenida desde https://www.stanfordchildrens.org/. 

La piel está compuesta por tres capas primarias que son la epidermis, dermis e 

hipodermis o tejido subcutáneo (Figura 1) (Gould, 2018). Cada una de estas capas 

posee características y funciones distintivas que se describirán brevemente.  

 

 

https://www.stanfordchildrens.org/
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1.1.1 Epidermis. 

La epidermis es la capa más superficial de la piel, la cual a su vez está formada por 

varios estratos (Figura 2). Al ser la capa más externa, cumple una función 

fundamental como barrera de protección contra rayos UV, agentes patógenos y 

compuestos químicos (Murphy, 1997; Baroni y col., 2012). Está constituida 

mayoritariamente por queratinocitos (90%) y en mucho menor medida por 

melanocitos (5%), células de Langerhans (3-5%) y células de Merkel (>0,1%) 

(Kanitakis, 2002, Joshy, 2016).   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Esquema de la composición y estratos de la epidermis. Las capas que la 

componen son las siguientes: capa o estrato basal, monocapa de células cúbicas o 

cilíndricas bajas en continua división, también encontramos melanocitos y células de 

Merkel; capa o estrato espinoso, formado por varias capas de células de morfología 

poligonal, aquí se ubican las células de Langerhans; capa granular o estrato 

granuloso, compuesto de dos a cuatro capas de células más aplanadas que 

empiezan a queratinizar; y estrato córneo, formado por queratinocitos muertos, 

también llamados corneocitos, que se desprenden continuamente. En las pieles más 

gruesas como las palmas de las manos, existe una capa extra llamada capa lúcida 

(Fuch y Byrnes, 1994). Fuente: Imagen obtenida desde 

http://www.medicinaesteticactraseira.es/hidratacion-fisiologica-de-la-piel/ 

http://www.medicinaesteticactraseira.es/hidratacion-fisiologica-de-la-piel/
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Los queratinocitos sintetizan citoqueratinas (CK), proteínas largas y filiformes que 

componen los filamentos intermedios del citoesqueleto intracelular de las células 

epiteliales, así como de las uñas y el pelo. Dependiendo del estrato donde se 

encuentre la célula sintetizan un tipo u otro; en el estrato basal sintetizan CK5 y CK14, 

en el estrato espinoso CK1 y CK10, en la capa granulosa CK9 y en la capa córnea 

CK6 y CK16 (Castellano, 2018). Los melanocitos se encuentran principalmente en el 

estrato basal y son los que producen el pigmento melanina, que aporta la coloración 

de la piel. Las células de Langerhans se ubican en el estrato espinoso, realizan la 

fagocitosis y tienen actividad inmuno-protectora, ya que captan y presentan los 

antígenos que llegan a la epidermis. Las células de Merkel son células 

neuroendocrinas de la piel y se encuentran en el estrato basal (Kolarsick y col., 2011). 

La epidermis en una capa con una alta capacidad de regeneración, ya que los 

queratinocitos están constantemente reproduciéndose y reemplazándose. De esta 

manera, al producirse una lesión, los queratinocitos proliferan a partir de los folículos 

pilosos, las glándulas sudoríparas de la dermis, asi como también a partir de los 

propios bordes de la herida, hasta alcanzar una reepitelización completa (Chu, 2008). 

1.1.2 Dermis.  

La dermis es el componente mesenquimal de la piel, y se encuentra separada de la 

epidermis por el estrato basal. Está conformada por dos capas estructuralmente 

diferentes, la capa papilar y la reticular (Goodwin, 2011; Rippa y col., 2019). La capa 

papilar, ubicada más cerca de la superficie, está organizada en su parte superior en 

nódulos llamados papilas dermales, los cuales contienen terminaciones nerviosas y 

vasos microvesiculares, necesarios para la nutrición e inervación. La dermis papilar 

posee una mayor densidad celular, mayor contenido de proteoglicanos y una 

alineación de colágeno más débil que la dermis reticular. La capa reticular está 

constituida por un irregularmente denso tejido conectivo, presentando fibras de 

colágeno densamente empacadas. Las fibras de colágeno representan el elemento 

más importante de la estructura de la dermis y junto con las fibras de elastina, aportan 

firmeza y elasticidad a la piel (Rippa y col., 2019).  
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La dermis contiene células con funciones principales en la piel: fibroblastos, células 

principales de la dermis, que sintetizan las fibras de colágeno y elastina; mastocitos, 

que funcionan como mediadores de la inflamación liberando histamina, heparina y 

serotonina; y macrófagos. Además de estos componentes, la dermis está 

ampliamente vascularizada, con vasos sanguíneos que aportan nutrientes a las 

células de la dermis y epidermis, además de mediar en las respuestas inflamatorias 

locales y sistémicas tras una lesión y contribuye a regenerar parcialmente las 

terminaciones nerviosas (Brown, 2020). A diferencia de la epidermis, las células de 

la dermis no se regeneran, por ello la morfología de la cicatriz resultante tras una 

herida será directamente proporcional a la afectación de la dermis (Kanitakis, 2002; 

Castellano, 2018). 

1.1.3 Hipodermis o tejido subcutáneo. 

La hipodermis es la capa más profunda de la piel, y está compuesta por tejido adiposo 

cuyo elemento celular es el adipocito, que se encuentran agrupados en forma de 

compartimentos trabeculados compuestos por septos que contienen fibroblastos, 

dendrocitos y mastocitos. En general, el adipocito es una fuente abundante de 

moléculas que pasan a la circulación y actúan como mensajeros moduladores y 

reguladores de diversas reacciones a nivel hepático, cerebral, muscular, inmunitario, 

de coagulación y actividad vascular (inhibidor de plasminógeno tipo I, angiotensina), 

órganos reproductores (estrógenos), desarrollo de resistencia a la insulina (resistina), 

etc. (Kanitakis, 2002; James, 2006; Kolarsick y col., 2011)  

1.2 Regeneración epitelial. 

Al ser un órgano que actúa como barrera, la piel es susceptible a ser lesionada, sin 

embargo, posee la capacidad de regenerarse mediante un proceso de cicatrización, 

que restaura su función como barrera protectora, para prevenir mayores daños o 

infecciones. Este es un proceso conservado evolutivamente, mediado por muchos 

procesos moleculares y celulares, que cuenta con cuatro etapas: coagulación, 

inflamación, proliferación y maduración (Figura 3) (Singer,1999).  
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Figura 3: Esquema de las cuatro etapas del proceso de regeneración epitelial: 

Coagulación, inflamación, proliferación y maduración. Fuente:  Imagen obtenida de 

Douglas Laboratories. https://www.douglaslabs.es/. 

1.2.1 Coagulación. 

Cuando la piel se lesiona, se induce la activación de las plaquetas y la formación de 

un tapón plaquetario o coágulo, cuya función es evitar la pérdida de sangre desde el 

vaso sanguíneo. Este coágulo, formado en su mayoría por fibrina y fibronectina, 

facilita la migración y adhesión de células hacia la herida. Diversos factores de 

crecimiento como factor transformador de crecimiento alfa (TGF-α), factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento endotelial (EGF), 

factor transformador de crecimiento beta (TGF-β) y factor de crecimiento de insulina 

1 (IGF-1), se han encontrado en los exudados de heridas cubiertas por apósitos 

(Pierce y col., 1991; Dvonch y col., 1992; Barrientos y col., 2008). Estos factores 

actúan en el inicio de la reparación del tejido, como agentes quimiostáticos. Los 

fibroblastos proliferan y contribuyen a la regeneración del tejido, ya que migran hacia 

la zona lesionada, donde producen colágeno y otras proteínas de matriz extracelular 

(ECM) que favorecen la reparación del tejido. Esta fase inicial es sumamente 

importante para la regeneración integral del tejido dañado (Clark, 1993; Martin, 1997). 
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1.2.2 Inflamación. 

En esta fase, los neutrófilos son atraídos por citocinas como interleucina 8 (IL-8); 

células de Langerhans, factores de crecimiento y factores de agregación plaquetaria 

hacia el lugar de la herida (Engelhardt y col., 1998; Hackam, 2002). Una vez allí, los 

neutrófilos actúan durante un periodo corto de tiempo (≈ 24-48 h) liberando enzimas 

(elastasas y colagenasa) que degradan el tejido dañado y fagocitan bacterias 

presentes en la herida (Kobayashi, 2008). La presencia prolongada de los neutrófilos 

y la migración descontrolada hacia el sitio de la herida, han sido asociados con un 

retraso en el tiempo de recuperación, debido a que los neutrófilos pueden mantener 

una respuesta inflamatoria excesiva por la liberación de citocinas, además de una 

excesiva producción de especies oxígeno reactivas y proteasas que inducen la 

degradación de la matriz extracelular afectando el adecuado ordenamiento del 

colágeno, por esta razón, esta es una de las fases de mayor interés clínico (de 

Oliveira y col., 2016).   

Posteriormente, los macrófagos son atraídos al lugar de la herida en respuesta a los 

factores de crecimiento y citocinas liberadas por los neutrófilos. Adicionalmente, las 

células endoteliales y los queratinocitos presentes en la periferia de la herida también 

influyen en el reclutamiento de macrófagos, mediante la secreción de quimio-

atrayentes. Los macrófagos modulan la formación del tejido granular, contribuyen a 

la defensa del hospedero como componentes de la inmunidad innata y eliminan 

células apoptóticas. Además, secretan citocinas proinflamatorias como interleucina-

1 e interleucina-6 (IL-1 y IL-6), factores inductores de la proliferación de fibroblastos 

como EGF, TGF-β y PDGF; y de la diferenciación celular de miofibroblastos como 

factor transformador de crecimiento beta 1 (TGF-β1), que son necesarios en la 

reparación de la herida (López-Mata y col., 2020). Los macrófagos también actúan 

en la angiogénesis, que es fundamental para el proceso regenerativo del tejido 

dañado. Estos liberan factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas, como PDGF, 

factor de crecimiento de fibroblastos beta (FGF- β), factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) e interferón gama, que 

estimulan la angiogénesis (Hesketh y col., 2017).  
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1.2.3 Proliferación. 

Durante la epitelización del tejido, las células madre son atraídas hacia el sitio de la 

herida por citocinas. Allí se diferencian en células endoteliales y fibroblastos, que se 

multiplican en respuesta a los factores de crecimiento liberados por plaquetas (PDGF 

y TGF-β) y macrófagos, para iniciar la formación del tejido granular (fibroplasia) (Kirby 

y col., 2015). Transcurridas aproximadamente 72 h desde ocurrida la lesión, 

comienza la formación de una matriz mediada por los fibroblastos, que, al llegar a la 

herida, producen colágenos tipo I y III, elastina, glucosaminoglicanos, proteoglucanos 

y otras proteínas de la matriz extracelular. Estos participan en la contracción de la 

herida, durante esta fase se requiere de un suministro de sangre constante que 

provea nutrientes y oxígeno, garantizándose así, la migración, proliferación y 

diferenciación celular (Rodrigues y col., 2019). Además, se requiere la formación de 

nuevos vasos sanguíneos. Este proceso se inicia con la liberación de VEGF y el factor 

de crecimiento de fibroblasto-2 (FGF-2), que son secretados por las células del 

endotelio dañadas, queratinocitos y macrófagos. En estas condiciones, las células 

endoteliales proliferan y migran al sitio de la herida para crear nuevas conexiones 

sanguíneas. A su vez, estos vasos sanguíneos facilitan la entrada de más fibroblastos 

y macrófagos, que seguirán proporcionados factores de crecimiento para estimular 

la angiogénesis y la fibroplasia en la herida (Hosgood, 2006; Sinno y Prakash, 2013).  

1.2.4 Maduración. 

Durante esta fase ocurre la transición del tejido granular hacia la formación de la 

costra, y puede durar varios meses o años. El tejido de granulación está inicialmente 

compuesto por grandes cantidades de colágeno tipo III, y es reemplazado 

gradualmente por colágeno tipo I, que genera mayor fuerza de tensión en la herida. 

En esta fase, el proceso de angiogénesis y la proliferación celular se detienen y el 

exceso de células se elimina de la herida o se induce apoptosis (Serra y col., 2017). 

Los nuevos vasos se contraen o se induce regresión, dejando en su sitio colágeno y 

proteínas de matriz extracelular, que son posteriormente degradados por la acción 

de las metaloproteinasas de matriz extracelular y las metaloproteinasas inhibidoras 

del tejido (TIMPs) secretadas por los fibroblastos, macrófagos y neutrófilos (Ferranti-

Ramos y col., 2017; desJardins-Park y col., 2018).  
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La matriz extracelular formada inicialmente por colágeno I, es reemplazada por la 

deposición del colágeno tipo III, que es más fuerte, grueso y permanente. Además, 

los fibroblastos estimulados por TGF-β se diferencian a miofibroblastos y de esta 

forma pueden producir actina del músculo liso con función contráctil. Esto favorecer 

el movimiento de las células desde el borde hasta el centro de la herida para generar 

el cierre (Penn y col., 2012). Cuando la herida se cierra, el proceso de remodelación 

continua durante varios meses hasta alcanzar aproximadamente el ≈ 70-80% de la 

resistencia normal de la piel (Landén y col., 2016). 

1.3 Problemas en la regeneración epitelial. 

A pesar de que la cicatrización es un proceso conservado, la eficiencia de este 

proceso varía de especie en especie y dentro de individuos de la misma especie. En 

los humanos, la regeneración del tejido no siempre es completa, pudiendo quedar 

cicatrices (Takeo y col., 2015). Cuando la piel presenta afecciones, tales como 

quemaduras, úlceras por presión, entre otros, no se regenera fácilmente por sí misma, 

debido a la pérdida de electrolitos, agua y proteínas, lo que además puede ser 

agravado por otras co-morbilidades que presente el individuo como una enfermedad 

crónica (Serna y Molina, 2013; Xu y col., 2020). Esto provoca, la pérdida de la función 

de barrera que cumple la piel y puede llevar a deshidratación, infección e incluso la 

muerte. La diabetes mellitus es una de las enfermedades que afecta notoriamente el 

proceso regenerativo de la piel.  

1.3.1 Diabetes y úlceras crónicas. 

La diabetes mellitus, es una enfermedad metabólica compleja que tiene efectos 

negativos en la capacidad regenerativa de las personas. Se ha estimado que, en 

Chile, el 12% de la población sufre de esta enfermedad, estando sobre el promedio 

mundial que es de un 8% (Encuesta Nacional de Salud 2016-2017). La deficiencia 

de insulina en los pacientes de diabetes ha sido vinculada con una disminución en la 

formación de colágeno, disminución en los niveles de granulocitos y fibroblastos y 

menor crecimiento capilar (Figura 4). Esto provoca que la regeneración sea muy lenta, 

generando heridas crónicas, que son heridas que no siguen el proceso bien definido 

de regeneración, sino que quedan detenidas en una fase inflamatoria (Fowler; Morain 

y Colen, 1990; Schreml y col., 2016).   
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Figura 4: Comparación del proceso de cicatrización normal (Izquierda) de una 

persona diabética (derecha). En la cicatrización normal, los macrófagos se enfrentan 

a los patógenos en la herida, mientras los fibroblastos liberan VEGF para volver a 

iniciar el crecimiento de células epiteliales y así cerrar la herida. En contraste, en una 

persona diabética, la angiogénesis no es suficiente y los macrófagos tienen menor 

actividad, lo que permite una excesiva entrada de patógenos en la herida. Además, 

existe una menor presencia de fibroblastos, retrasando la re-epitelización y cierre de 

la herida. Fuente: Adaptado de Malone-Povolny y col., 2019.  

Uno de los principales problemas en las heridas crónicas es la ocurrencia de 

infecciones, ya que los pacientes con heridas crónicas son susceptibles a la 

contaminación de diferentes agentes infecciosos. Las bacterias más comunes en 

heridas complejas son Staphylococcus aureus (93,5%), Enterococcus faecalis 

(71,7%), Pseudomonas aeruginosa (52,2%), Staphylococcus coagulasa-negativa 

(45,7%), Proteus spp (41,3%), y bacterias anaeróbicas (39,1%) (Gjødsbøl y col., 

2006). Estos microorganismos pueden crecer y crear colonias rápidamente en 

heridas abiertas, pudiendo incluso penetrar secciones más profundas de la piel, 

provocando una sepsis (Wenzel y Perl, 1995; Archer, 1998; Edwards y Harding, 2004). 

Estas infecciones ralentizan el proceso de regeneración epitelial y facilitan la 
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deposición incorrecta de colágeno, empeorando el diagnóstico del paciente. En 

pacientes con pie diabético, la infección puede ser tan grave que se debe amputar la 

extremidad (Jeffcoate y Harding, 2003; Xu y Hsia, 2018). 

Otro factor clave que determina el grado de efectividad del proceso regenerativo, es 

la magnitud y tipo de daño recibido. Dentro de los daños que puede recibir la piel, las 

quemaduras son uno de los más difíciles de tratar. 

1.3.2 Quemaduras.  

Se denomina quemaduras a las lesiones producidas en los tejidos vivos por agentes 

físicos, químicos y eventualmente biológicos, los cuales provocan alteraciones que 

varían desde el eritema hasta la destrucción total de las estructuras afectadas. Según 

su grado de profundidad (Figura 5), las quemaduras se pueden clasificar en (Nguyen, 

2020): 

A. De primer grado o eritema: Afectan a la epidermis. Existe enrojecimiento e 

hipersensibilidad. La exposición prolongada al sol suele provocar este tipo de 

lesiones. No son de gran preocupación, dada las propiedades regenerativas 

de la epidermis. En tres o cuatro días, la epidermis muerta se desprende y es 

reemplazada por queratinocitos regenerados.  

B. De segundo grado superficial: Afecta la epidermis y parte de la dermis, con 

aparición ampollas y edema. Cicatrizan entre doce o catorce días después 

gracias a las células epiteliales.  

C. De segundo grado profundas: La lesión llega hasta la dermis más profunda. El 

lecho se torna pálido, rosáceo y seco debido a la mala perfusión vascular. La 

regeneración por epitelización espontánea es más lenta y costosa, demorando 

más de veintiún días. Son más propicias a infecciones locales que pueden 

complicar el diagnóstico y por ello se recomienda un tratamiento quirúrgico de 

la zona afectada mediante escisión y trasplante de autoinjertos.   

D. De tercer grado o espesor total: Toda la dermis está afectada e incluso puede 

llegar al tejido subcutáneo y muscular. Se produce una destrucción total de las 

terminaciones nerviosas y de los vasos sanguíneos. No hay posibilidad de 

reepitelización desde el lecho de la herida y por ello es totalmente inevitable 

la escisión e injerto de la zona afectada. 
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Figura 5: Esquema de la clasificación de heridas por quemadura según su grado de 

profundidad. Fuente: Adaptado de Stoica y col., 2020. 

En general, inmediatamente después de sufrir la quemadura, se desencadena una 

respuesta inflamatoria que promueve la recuperación de la herida. Sin embargo, en 

quemaduras graves, esta respuesta inflamatoria se puede volver extensa e 

incontrolable, provocando una inflamación severa que genera un estado catabólico 

generalizado y ralentiza el proceso de sanación. Este fenómeno es conocido como 

respuesta hipermetabólica y se ve de manera casi exclusiva en las quemaduras, 

estando asociada a una mayor incidencia en la falla de órganos, infecciones e incluso 

la muerte (Jeschke, 2014; 2020). Al igual que en las úlceras crónicas, las infecciones 

son una de las principales causas de empeoramiento del diagnóstico, por lo que es 

necesario proteger la quemadura de microorganismos oportunistas durante esta 

prolongada inflamación. Por mucho tiempo se ha utilizado principalmente la gasa 

como apósito para estas heridas, pero este tipo de material tiene desventaja, porque 

no siempre son estériles, además, en el caso de heridas con muchas capas de 

profundidad, solo cubren la capa externa y para poder hacer las curaciones, se 

requiere quitar el apósito cada cierto tiempo, incrementándose las probabilidades de 

sufrir una infección (Algahtani y Lalonde, 2006; Wang y col., 2018; Stoica y col., 2020). 
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Ante este escenario, el ámbito de estudio de la ingeniería de tejidos ha ido tomando 

cada vez más relevancia. 

1.4 Ingeniería de Tejidos. 

Los grandes avances en la comprensión de la biología molecular y celular han 

generado un progreso importante en el tratamiento y cuidado de las heridas, 

permitiendo el desarrollo de la ingeniería de tejidos. La ingeniería de tejidos es un 

campo que mezcla áreas como la biología celular, ingeniería de biomateriales y la 

medicina, con el fin de desarrollar estrategias que permitan la regeneración del tejido 

dañado, a través del desarrollo de matrices tridimensionales sintéticas, que sirvan 

como soporte para el crecimiento de células nuevas que reemplacen el tejido dañado, 

o que puedan transportar agentes bioactivos; acelerando el proceso de 

reepitelización (Zhong y col., 2010; Zarrintaj y col., 2017).  

Tradicionalmente se han usado apósitos como estructuras de soporte para las 

heridas, y que además actúan como una barrera frente a los microbios, sin tener una 

función más activa en la regeneración del tejido (Wang y col.,2018). El apósito ideal 

(Figura 6) debe ofrecer protección contra infecciones bacterianas, mantener los 

niveles correctos de humedad en la herida, permitir el intercambio de gases y fluidos; 

y no debe ser tóxico ni provocar alergias. Dentro de este contexto, los hidrogeles se 

han propuestos como una opción para generar matrices de soportes y apósitos para 

heridas. (Hoffmann, 2012) 
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Figura 6: Esquema del diseño de un apósito para heridas ideal. Fuente: Elaboración 

propia. 

1.4.1 Hidrogeles en la ingeniería de tejidos. 

Los hidrogeles son estructuras poliméricas tridimensionales, que pueden contener 

hasta 1000 veces su peso en agua, sin perder su estructura. Los hidrogeles, además, 

poseen una flexibilidad similar al tejido natural, debido a su gran contenido de agua. 

La presencia de grupos como –NH2, -COOH, -OH, -CONH2, -CONH y SO3H, les 

otorga características hidrofílicas (Bahram y col., 2016). 

Los hidrogeles se forman a partir del entrecruzamiento físico o químico de uno o más 

polímeros constituyentes. Cuando el entrecruzamiento es físico, las cadenas 

poliméricas se mantienen unidas por enlaces iónicos, fuerzas de Van der Waals y 

fuerzas hidrofóbicas. A pesar de su debilidad, estas interacciones son muy 

numerosas y su contribución a lo largo de toda la cadena polimérica da lugar a 

comportamientos muy complejos (Lee y Kim, 2018). Debido a que dependen de 

estímulos externos como el pH, la fuerza iónica, la composición del disolvente o la 

temperatura, permiten gran versatilidad en el comportamiento de los hidrogeles frente 

al medio, a diferencia de los materiales enlazados covalentemente. Las condiciones 

del entorno determinan que predominen las fuerzas atractivas o repulsivas, 

produciéndose el colapso o el hinchamiento del gel (Zhang y Khademhosseini, 2017). 
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Por otro lado, cuando el entrecruzamiento es químico, las cadenas poliméricas se 

unen mediante enlaces covalentes, que son más fuertes que los enlaces formados 

por entrecruzamiento físico, generando una estructura más resistente a la 

degradación. Al igual que los hidrogeles físicos, los hidrogeles de entrecruzamiento 

químicos no son homogéneos. Generalmente, contienen regiones de alta densidad 

de entrecruzamiento y bajo grado de hinchamiento (clusters), dispersas en las 

regiones de baja densidad de entrecruzamiento y alto índice de hinchamiento. La 

presencia de estos clusters se debe a la agregación hidrófoba del agente 

entrecruzante (De France y col., 2017). En algunos casos, dependiendo de la 

composición, del disolvente, la temperatura y la concentración de sólidos durante la 

gelación, puede ocurrir separación de fases formándose macroporos. Las 

condiciones de síntesis y los polímeros que se usen definirán las propiedades 

fisicoquímicas del hidrogel, por lo que, variando las condiciones experimentales, se 

pueden moldear con facilidad hidrogeles con propiedades muy distintas (Ahmed, 

2015; Weschler y col., 2019).  

Múltiples grupos de investigación se han interesado en los hidrogeles, por su 

biocompatibilidad (Liang y col., 2021). Se considera que un material es biocompatible, 

cuando puede existir dentro del cuerpo sin dañar a las células adyacentes o sin 

provocar alguna reacción adversa que no le permita ejercer su función (Williams 2003, 

Kohane y Langer, 2010). Es por esto que los hidrogeles han sido utilizados en la 

ingeniería de tejidos para encapsular células y promover algunas actividades 

celulares, como la migración, proliferación de fibroblastos y la deposición de matriz 

extracelular. Igualmente, los hidrogeles se utilizan como vectores de compuestos 

bioactivos, ya que su estructura les permite encapsular moléculas y liberarlas 

controladamente en respuesta a algún estímulo físico o químico. (Li y Mooney, 2016; 

Mandal y col., 2020).  
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En la Tabla 1 se describen algunos hidrogeles comercialmente disponibles que se 

aplican en la ingeniería de tejidos (Singh y col., 2021).  

Tabla Nº1: Hidrogeles con aplicaciones biomédicas comercialmente disponibles. 

Producto  Material del hidrogel Descripción 

ALGICELL Ag. 

Suprasorb A+Ag 

Alginato Hidrogel con plata incorporada, 

usada como apósito de heridas con 

propiedad antimicrobiana. 

AQUACEL® Ag 

Hidrofibra® C/ 

Plata Iónica 

Hydrofiber® Technology El apósito que combina las 

características gelificantes 

favorables de la tecnología 

Hydrofiber® con las propiedades 

antimicrobianas de amplio espectro 

de la plata iónica (Ag +). Indicado 

para su uso en heridas crónicas y 

agudas  

Prontosan Hidroetilcelulosa Hidrogel con polihexanida usada 

como apósito para heridas 

antiséptico. 

Granugel Pectina, 

carboximetilcelulosa y 

propilen glicol 

Hidrogel para el tratamiento de 

heridas de espesor parcial y 

completas. 

Intrasite Gel Carboximetilcelulosa y 

propilen glicol 

Hidrogel usado para heridas 

superficiales y profundas. 

Purilon Gel Carboximetilcelulosa de 

sodio 

Hidrogel indicado en conjunto con 

un apósito secundario para heridas 

necróticas y quemaduras. 

Woundtab Carboximetilcelulosa y 

glicerol 

Hidrogel superabsorbente capaz 

de absorber bacterias y retenerlas 

en su estructura. 

Tegaderm Alginato 

Ag  

 

Alginato + 

carboximetilcelulosa 

Tegaderm® Alginato Ag ofrece alta 

capacidad de absorción de 

exudado con efecto antimicrobiano 

tópico de amplio espectro. 

 

Para asegurar la biocompatibilidad de los hidrogeles, se favorece el uso de polímeros 

de origen natural, como colágeno, alginato, almidón y quitosano, siendo este último 

uno de los más estudiados (Wang y col., 2020). 
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1.4.2 Quitosano.  

El quitosano es un polímero producido por la desacetilación parcial de la quitina, un 

componente del exoesqueleto de los crustáceos e insectos. Este copolímero 

policatiónico presenta grupos acetamida libres e hidroxilos en el anillo de la 

glucopiranosa que son susceptibles al ataque nucleofílico en el anillo (Figura 7a). 

Esto permite realizar una amplia gama de materiales funcionales mediante la acción 

selectiva de grupos aminos libres (Bhattarai y col., 2010; Pellá y col.,2018).  

El quitosano se considera un biopolímero biodegradable, no tóxico, antigénico, 

antimicrobiano, biocompatible, hemostático, filmogénico; y susceptible a ser 

degradado por enzimas, como la lisozima, mediante la hidrólisis de sus residuos 

acetilados (Anjum y col., 2016; Demirtas y col., 2017; Khan y Muhajid, 2019). Además, 

hay estudios que indican que, al ser degradado, el quitosano libera N-

Acetilglucosamina (GlcNAc), un monosacárido que acelera el proceso de 

cicatrización (Sudheesh y col., 2012). Por tanto, sus usos para la elaboración de 

biomateriales de manera independiente o combinado con otros materiales han 

permitido el desarrollo de diversos sistemas en forma de gel, micro o nanopartículas, 

membranas, andamios, esponjas y películas (Moeini, 2020). La mayoría de estos 

materiales han sido propuestos para diversas aplicaciones en el área farmacéutica, 

médica, cosmética y la industria alimentaria, sin embargo, como se ve en la Tabla 1 

y a pesar de su potencial actividad aceleradora del proceso de cicatrización, no 

existen hidrogeles comercialmente disponibles a base de quitosano que se apliquen 

en la ingeniería de tejidos.  

1.4.3 Almidón. 

El almidón es uno de los biopolímeros más abundantes y económicos. Se presenta 

en la naturaleza en forma de gránulos, con diámetros en el intervalo de 2 a 100 µm. 

Está compuesto por dos homopolímeros de D-glucosa: la amilosa, un polímero lineal 

formado por unidades de α-D-glucopiranosa, unidas casi exclusivamente por enlaces 

α (1→4); y la amilopectina, que presenta, además de las uniones α (1→4), uniones α 

(1→6) en las cuales se ramifica la estructura (Figura 7b). La masa molar de la amilosa 

está en el intervalo de 105 a 106 g/mol. La amilopectina presenta una masa molar 

1000 veces mayor, entre 107 y 109 g/mol y está ramificada cada 20-25 unidades de 



27 
 

α-D-glucosa (Tester y col., 2004). Debido a su origen natural, el almidón es 

biocompatible y ha sido usado para crear hidrogeles con una gran variedad de 

aplicaciones (Ismali y col., 2013). Sin embargo, sus aplicaciones en la ingeniería de 

tejidos no han sido muy exploradas aún. 

En hidrogeles compuestos de quitosano, la adición de almidón aumenta el tamaño 

de los poros del hidrogel, lo que conlleva que este aumente su capacidad de 

hinchamiento (Ngoenkam y col., 2010). Un hidrogel que tiene una elevada capacidad 

de hinchamiento puede ser usado para retener compuestos bioactivos como 

proteínas, fármacos o nanopartículas que, posteriormente, puedan ser liberados en 

un blanco específico. Por lo tanto, un hidrogel compuesto de quitosano y almidón 

podría usarse para liberar compuestos antimicrobianos en una lesión epitelial, 

protegiendo a la herida de agentes patógenos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: A) Estructura molecular de la quitina y quitosano. Fuente: Imagen adaptada 

de Younes y Rinaudo,2015.  B) Estructura de los dos homopolímeros constituyentes 

del almidón, amilopectina y amilosa. Fuente: Adaptado de Tester y col., 2004. 

1.4.4 CuNPs como compuestos bioactivos. 

El compuesto bioactivo debe ser incorporado en el hidrogel durante el proceso de 

síntesis, o después mediante absorción. En el primer caso, el compuesto debe ser 

resistente a los reactivos y condiciones de síntesis, mientras que, en el segundo caso, 

el compuesto debe tener un tamaño inferior a los poros del hidrogel para poder 
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ingresar en su interior (Elahi y col., 2018). Además, en ambos casos, los polímeros 

que constituyen el hidrogel no deben verse afectados por el compuesto ni el 

compuesto por los primeros, por lo que encontrar un compuesto bioactivo indicado 

es una tarea complicada. Sin embargo, hay unos compuestos que pueden superar 

todos estos obstáculos, las nanopartículas. 

Las nanopartículas se definen como partículas con tamaños que varían de 1 a 100 

nm, cuyas propiedades son distintas a la de materiales más grandes compuestos del 

mismo elemento (Auffan y col., 2009). Al igual que los hidrogeles, se caracterizan por 

ser muy maleables, pudiendo sintetizarse una gran variedad de nanopartículas para 

muchas aplicaciones distintas, como adsorción de contaminantes en el agua, 

extracción de ADN desde un gel de agarosa y administración de fármacos dirigida 

(Feng y col., 2010; Gupta y Nayak, 2012) 

Algunas nanopartículas son de especial interés biológico, debido a sus propiedades 

antimicrobianas. Las nanopartículas de oro, plata, y cobre, entre otras, han mostrado 

tener actividad antibacteriana, incluso cepa-específica (Baker y col., 2005; Ruparella 

y col., 2008; Bindhu y Umadevi, 2014). Las CuNPs tienden a liberar Cu2+ en solución, 

lo que crea radicales hidroxilos libres que dañan las membranas de los 

microorganismos con los que interactúan. (Morones y col., 2005; Malhotra y col., 

2020). Al encapsular nanopartículas en un hidrogel, estas pueden liberarse en la 

herida para protegerla de infecciones. Se han sintetizado apósitos a partir de 

hidrogeles de quitosano con nanopartículas de óxido de zinc incorporadas, y se han 

estudiado sus efectos regeneradores, así como su actividad antimicrobiana, en 

ratones (Sudheesh y col., 2012). Siguiendo esta misma lógica, se han sintetizado 

hidrogeles de carboximetil celulosa, con nanopartículas de plata incorporadas, para 

ser aplicados como aerosol en heridas, logrando la recuperación completa de la 

herida y previniendo infecciones (Mao y col., 2017). El cobre ha tomado relevancia 

en medicina durante este último tiempo, debido a su alta disponibilidad. Su actividad 

antimicrobiana está bien documentada, siendo eficiente contra cepas bacterianas 

como la Escherichia coli y Staphylococcus aureus, que como mencionamos 

anteriormente, son los dos mayores agentes causantes de infección en heridas 

(Ramyadevi y col., 2012; Usman y col., 2013). En base a este contexto, en este 
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trabajo se desarrolló un apósito a partir de quitosano y almidón, al cual se le incorporó 

CuNPs. Este apósito, podría ayudar a acelerar el proceso de cicatrización, al otorgar 

protección antibacteriana, absorber exudado y mantener húmeda la herida. De esta 

forma, las personas diabéticas tendrán una mayor posibilidad de recuperarse de una 

herida profunda o una quemadura. 
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2. HIPÓTESIS. 

 La relativa facilidad con que se pueden modificar las propiedades 

fisicoquímicas de los hidrogeles los convierte en una de las matrices poliméricas más 

estudiadas en el campo de la biomedicina e ingeniería de tejidos. Las nanopartículas 

comparten esta característica, ya que el tamaño y estructura de estas puede 

modificarse al variar las condiciones de síntesis, permitiendo generar nanopartículas 

con una gran diversidad de propiedades. Uno de los tipos de nanopartículas más 

estudiadas son las de cobre, porque poseen propiedades antimicrobianas. 

 Bajo este contexto, la encapsulación de CuNPs en un hidrogel, para ser 

liberados de manera localizada en un tejido dañado, podría proteger el tejido dañado 

de la infección por bacterias y ayudar a que la recuperación sea más rápida. Con 

base en lo anterior, nuestra hipótesis es: 

 El diseño de un hidrogel polimérico, biocompatible y biodegradable, 

basado en quitosano-almidón y generado mediante la combinación de 

entrecruzamiento químico y físico acelera el proceso de cicatrización del tejido 

dañado en un modelo animal murino. 
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3. OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

3.1 OBJETIVO GENERAL. 

Diseñar y sintetizar un hidrogel basado en componentes biocompatibles y 

biodegradables y evaluar su efecto cicatrizante en heridas dérmicas en modelo 

murino. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

 

1. Generar prototipos de hidrogeles biocompatibles y biodegradables a partir de 

quitosano-almidón por métodos químicos y físicos, e incorporando CuNPs. 

 

2. Caracterizar el hidrogel mediante espectroscopía infrarroja con transformación 

de Fourier (FT-IR), microscopía electrónica de barrido (SEM), microscopía 

electrónica de transmisión (TEM) y capacidad de hinchamiento. 

 

3. Evaluar in vitro la actividad biológica del hidrogel en términos de citotoxicidad 

celular. 

 

 

4.  Evaluar la actividad regenerativa del hidrogel in vivo en un modelo de herida 

dérmica en ratones. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS. 

4.1 MATERIALES 

4.1.1 Material biológico. 

 

- Para los ensayos de viabilidad celular in vitro, se utilizó la línea celular de 

cáncer de epitelioma humano HEP-2. Las puntas, tubos, placas y otros 

elementos utilizados para manipular la línea celular fueron clasificados como 

desecho biológico. Los desechos biológicos fueron clasificados y eliminados 

de acuerdo con el manual de bioseguridad de Conicyt (cap 5.2.5). 

 

- Para evaluar la actividad regenerativa de los hidrogeles in vivo, se utilizaron 

15 ratones CF-1 hembras, de entre 6 a 8 semanas de edad, con un peso entre 

28 y 32 g, que fueron adquiridos en el Instituto de Salud Pública de Chile 

(ISPCh). Los ratones se mantuvieron bajo condiciones controladas y en cajas 

individuales, teniendo 5 animales por caja, y con una alimentación y suministro 

de agua ad libitum, realizando la vigilancia de la salud de los animales de forma 

permanente. Para el sacrificio de los animales se empleó el método de 

dislocación cervical, con anestesia previa (ketamina clorhidrato 100 mg/kg y 

xilacina 2% 10 mg/kg) siguiendo los protocolos establecidos por el Comité de 

Bioética y Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Biológicas de la 

Universidad de Concepción. 
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4.1.2 Reactivos. 

Los reactivos usados en este trabajo se detallan en la Tabla 2. 

Tabla 2: Listado de reactivos usados en los experimentos. 

Reactivo Distribuidor 

Ácido Acético al 70% Merck S.A, Alemania 

Agua Ultrapura MilliQ Merck S.A, Alemania 

Almidón soluble Sigma Aldrich R, EE. UU. 

Bromuro de (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-

2,5-Difeniltetrazolio (MTT) 
Sigma Aldrich R, EE. UU. 

Etanol 100% Merck S.A, Alemania 

Isopropil alcohol Merck S.A, Alemania 

Ketamina clorhidrato 100 mg/kg Troy Laboratories, Australia 

Medio DMEM: Dulbecco's Modified 

Eagle Medium 
Gibco, USA 

Nanopartículas de cobre (CuNPs) 
Schultz Ingeniería y Maquinarias 

LTDA, Chile 

Polietilenglicol (PEG 35 K) Sigma Aldrich R, EE. UU. 

Polivinil alcohol (PVA) Sigma Aldrich R, EE. UU. 

Quitosano de bajo peso molecular 70% 

deacetilación 
Sigma Aldrich R, EE. UU. 

Solución de Glutaraldehído 50% en 

agua 
Sigma Aldrich R, EE. UU. 

Suero bovino fetal (SBF) Biowest, Francia 

Tampón fosfato salino (PBS) Hyclone, EE. UU. 

Tripsina-EDTA 0.25% Hyclone, EE. UU. 

Tritón X-100 Sigma Aldrich R, EE. UU. 

Trizol Ambio Life Technologies, EE. UU. 

Xilacina 2% 10 mg/kg Centrovet, Chile 
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4.1.3 Equipos e instrumentos 

- Las líneas celulares se trabajaron en una cabina de seguridad biológica clase 

II, modelo NU425400E (Nuaire, EEUU), e incubadoras de línea celular 

AutoFlow 5500 (Nuaire, EE.UU.). 

- Para pesar reactivos se utilizó una balanza analítica Mettler Toledo AT261 y 

PG2002-S (Mettler Toledo, EE. UU.).  

- La medición se realizó de resultados de MTT en el lector de multiplacas 

SYNERGY HTX (BioTek, EE. UU.). 

- Las imágenes SEM, se obtuvieron usando un microscopio electrónico de 

barrido JEOL JSM-6380 LV (Jeol, Japón) equipado con un detector de 

fluorescencia de rayos X por energía dispersiva (EDX).  

- Las imágenes TEM, se obtuvieron usando un microscopio electrónico de 

transmisión TEM FEI-Tecnai G20 Spirit Twin (Fei, EE. UU.) equipado con una 

cámara Eagle 4k HR a 80 kv. 

- Los espectros FT-IR se obtuvieron usando un equipo Thermo Nicolet Nexus 

670 Fourier (Thermofisher, EE. UU.) con detector de reflectancia atenuada 

(ATR)  

4.2 MÉTODOS 

4.2.1 Síntesis de hidrogeles por entrecruzamiento físico por método de freeze-

thawing. 

La síntesis de hidrogeles por entrecruzamiento físico se hizo con distintas 

concentraciones de biopolímeros (Tabla 3) y su proceso se describe a continuación. 

Tabla 3: Composición de hidrogeles por método freeze-thawing. 

Hidrogel Quitosano (g) Almidón (g) PVA (g) Volumen 

final (mL) 

Hidrogel 1  1 1 - 40 

Hidrogel 2 - 1,6 - 20 

Hidrogel 3 -  1 1 20 
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La síntesis del hidrogel 1 se hizo preparando una solución de ácido acético al 2%, pH 

2.5, a partir de 2 mL de una solución de ácido acético 70% y ajustándola a 100 mL 

con agua desionizada en un matraz. Posteriormente se preparó una solución de 

quitosano al 5%, pesando 1 g de quitosano y mezclándolo con 20 mL de la solución 

de ácido acético al 2%, en agitación constante de 600 rpm durante 3 h a 25ºC. 

Paralelamente, se preparó una solución de almidón al 5% en agua desionizada, 

mezclando 1 g de almidón con 20 mL de agua desionizada. Esta se calentó a 100ºC 

en un microondas hasta que desaparecieran las turbiedades. Posteriormente, se 

mezclaron los 20 mL de solución de quitosano 5% con los 20 mL de almidón 5% en 

agitación constante de 600 rpm por 2 h. Una vez homogenizada, la mezcla se vertió 

en una placa de 96 pocillos, que fue utilizada como molde. Posteriormente, se 

realizaron tres ciclos de congelación a -20ºC por 12 h y descongelación a 25ºC, que 

es un método de entrecruzamiento físico conocido como freeze-thawing. Después de 

3 ciclos, se removió el exceso de agua de las muestras con papel filtro y se procedió 

a congelar la muestra a -80º C por 2 h. Finalmente, las muestras congeladas, se 

colocaron en un liofilizador por 48 h y después se sacaron de sus moldes, 

obteniéndose así hidrogeles de quitosano-almidón.  

La síntesis del hidrogel 2 se llevó a cabo disolviendo 1,6 g de almidón en 20 mL de 

agua desionizada a 100ºC hasta lograr una solución transparente. Finalmente, se 

realizó el tratamiento por freeze-thawing y posterior liofilización de manera idéntica al 

hidrogel 1. 

La síntesis del hidrogel 3 se hizo disolviendo 1 g de almidón y 1 g de PVA en 20 mL 

de agua desionizada, en un agitador magnético con control de temperatura a 600 rpm 

y 100ºC, hasta lograr una solución transparente. Posteriormente, se realizó el 

tratamiento por freeze-thawing y luego se liofilizó de manera idéntica a los hidrogeles 

anteriores.  

4.2.2 Síntesis de hidrogeles por entrecruzamiento químico con glutaraldehído.  

Se produjeron dos tipos de hidrogeles (ver Tabla 4) cuyo proceso de síntesis se 

describe a continuación.  
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Tabla 4: Composición de los hidrogeles sintetizados por entrecruzamiento químico 

con glutaraldehído. 

Hidrogel Quitosano (g) Almidón (g) PEG (g) PVA (g) 
Agente 

Entrecruzante (µL) 

Vol. Final 

(mL) 

Hidrogel 4 0,4 0,4 0,4 0,4 400 40 

Hidrogel 5 1 1 - - 400 20 

 

Para la síntesis del hidrogel 4, se disolvieron 0,4 g quitosano en 20 mL de una 

solución de ácido acético al 2% en agitación magnética de 600 rpm por 3 h a 25ºC, 

mientras que, en paralelo, se disolvieron 0,4 de almidón, 0,4 g de PEG y 0,4 g de 

PVA en 20 mL de agua desionizada en un agitador magnético con control de 

temperatura a 600 rpm a 100ºC. Posteriormente, se mezclaron ambas soluciones en 

agitación constante a a 25ºC por 2 h, hasta alcanzar una homogenización completa. 

Una vez homogenizada la mezcla, se agregaron 400 uL de glutaraldehído (GA), como 

agente entrecruzante, y se dejó actuar por 10 min en agitación constante. Terminado 

este proceso, la solución se vertió en placas de 96 pocillos y se realizó el proceso de 

freeze-thawing; y posterior liofilización, siguiendo el mismo procedimiento descrito 

anteriormente. 

Para la síntesis del hidrogel 5, se disolvió 1 g quitosano en 20 mL de una solución de 

ácido acético al 2% en agitación magnética de 600 rpm por 3 h a 25ºC, mientras que, 

en paralelo, se disolvió 1 g de almidón en 20 mL de agua desionizada en un 

microondas a 100ºC hasta lograr una solución transparente. Posteriormente se 

procedió mezclar ambas soluciones en agitación constante a 25ºC por 

aproximadamente 2 h. Una vez homogenizada la mezcla, se agregaron 400 uL de 

GA, y se dejó actuar por 10 min en agitación constante. Terminado los 10 min, la 

solución se vertió en placas de 96 pocillos y en otro molde rectangular de 10 x 5 cm 

y se realizó el proceso de freeze-thawing; y posterior liofilización, descrito 

anteriormente. 
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4.2.3 Caracterización de los grupos funcionales de los hidrogeles mediante 

espectroscopía infrarroja con transformada de Fourier. 

El principio básico de esta técnica se basa en la excitación de grupos moleculares 

por un haz de luz infrarroja, generando movimientos vibracionales en los enlaces de 

las moléculas. Los movimientos vibracionales se conocen como vibraciones de 

tensión o flexión, dependiendo del tipo de desplazamiento generado en los enlaces, 

Todas las moléculas poseen una "huella dactilar", que corresponden a un conjunto 

de bandas de absorción, donde cada banda corresponde al movimiento de vibración 

de un enlace específico dentro de la molécula, permitiendo así identificar los grupos 

funcionales presentes en ella. Esta técnica posee una gran sensibilidad, además de 

requerir una mínima preparación de la muestra y ser un procedimiento no destructivo. 

(Barraza-Garza., 2013; Tiernan y col., 2020).  

La caracterización de los grupos funcionales de los hidrogeles se realizó utilizando 

un equipo FT-IR con detector ATR, usando como blanco una pastilla de KBr. Las 

muestras fueron analizadas a 25ºC en un rango de 4000-500 cm-1. La asignación de 

las bandas se hizo comparando los espectros obtenidos con los reportados en 

literatura y en bases de datos. 

4.2.4 Caracterización de la estructura macro y microscópica de los hidrogeles 

por microscopía electrónica de barrido con detección de energía dispersiva.  

El microscopio electrónico de barrido entrega imágenes de una muestra en alta 

resolución, al hacer incidir un haz de electrones de alta energía sobre la superficie de 

esta. Esta técnica permite obtener información sobre la topografía superficial y 

composición de la muestra. Para lograr esto, es necesario aplicar una diferencia de 

potencial que puede ir desde 50 hasta 30000 V, para acelerar los electrones en un 

campo eléctrico y de esta forma, sacar provecho de su comportamiento ondulatorio. 

Una vez que el haz de electrones incide sobre la muestra se producen muchas 

interacciones entre los electrones del mismo haz y los "átomos" de la muestra. La 

interacción más común, es la expulsión de electrones posteriormente de colisionar 

con la muestra, produciéndose rayos X y otro tipo de radiaciones, las cuales son 

captadas y utilizadas para generar la imagen (McMullan, 1989; 1995). 
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Las imágenes de la estructura macro y microscópica de la matriz de los hidrogeles 

fue obtenida por un equipo SEM acoplado con un detector EDX, que capta los rayos 

X que liberan los electrones de la muestra al ser chocados por el haz de electrones 

del SEM, lo que además permitió identificar los elementos que componen los 

hidrogeles, ya que cada uno posee una estructura atómica única que genera bandas 

características en sus espectros de emisión. La toma de muestras requirió que las 

muestras fueran cubiertas en oro previamente. 

4.2.5 Evaluación de capacidad de hinchamiento de los hidrogeles.  

La capacidad de hinchamiento se estudió sumergiendo los hidrogeles en 10 mL de 

PBS. Cada cierto intervalo de tiempo, eran sacados de la solución y pesados en una 

balanza durante un período de 24 h. Los pesos anotados durante cada muestreo se 

compararon con el peso de los hidrogeles seco y se calculó el porcentaje de 

hinchamiento, utilizando la siguiente fórmula: 

𝑆𝑊 =  
𝑊𝑤 − 𝑊𝑑

𝑊𝑑
 𝑥 100 

Dónde, SW es porcentaje de hinchamiento, Ww es el peso de la muestra húmeda y 

Wd el peso de la muestra seca. 

4.2.6 Incorporación de nanopartículas de cobre y detección por microscopía 

electrónica de barrido/ transmisión acoplada con detector de energía 

dispersiva de rayos x. 

Para incorporar las nanopartículas, los hidrogeles se cortaron en trozos de aprox 2 

mm de altura y 6 de diámetro. Se sumergieron por 12 h, en 300 uL de solución de 

PBS que contenía 0,7 mg/mL de CuNPs y posteriormente se liofilizó. Para corroborar 

que el hidrogel fue capaz de retener a las nanopartículas, se llevaron las muestras a 

un equipo SEM y otro TEM, ambos acoplados con detector EDX que permitió 

identificar el porcentaje de cobre en la superficie analizada del hidrogel. 

El microscopio electrónico de transmisión al igual que el SEM, permite obtener 

imágenes en alta resolución de una muestra. Todo microscopio TEM cuenta con una 

fuente emisora de electrones, que puede estar compuesta de filamentos de tungsteno 

o cristales de hexaboruro de lantano. La técnica consiste en hacer incidir un haz de 

electrones sobre un espécimen ultrafino. El haz de electrones es generado por un 
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proceso denominado emisión termoiónica, y posteriormente, es acelerado usando un 

potencial eléctrico medido en volts. Finalmente, mediante el uso de lentes 

electroestáticos y electromagnéticos, el haz es dirigido a la muestra. La interacción 

entre el espécimen y el haz de electrones permite formar una imagen, la cual es 

enfocada y magnificada en una pantalla fluorescente. La alta resolución de las 

imágenes se debe a la menor longitud de onda (λ) de los electrones, en comparación 

a la de los fotones. Esta técnica permite estudiar la estructura, composición y 

propiedades de una muestra en detalles submicrónicos (Fultz y Howe, 2013). 

4.2.7 Evaluación in vitro de citotoxicidad del hidrogel en células HEP-2. 

La citotoxicidad de los hidrogeles fue evaluada usando un ensayo de proliferación 

celular MTT en células HEP-2. Para esto, las células se cultivaron en medio DMEM 

suplementado con suero bovino fetal al 2% (v/v), manteniéndose en incubadoras de 

cultivo celular a una temperatura estable de 37ºC, humedad relativa del 95% y 

ambiente de CO2 del 5%.  

La proliferación celular se midió en función de la capacidad metabólica reductora de 

enzimas mitocondriales, en un ensayo colorimétrico de reducción de MTT de color 

amarillo y soluble en agua, a una sal de formazán de color púrpura y soluble en 

solventes orgánicos. La cantidad de formazán producido correlaciona con el número 

de células metabólicamente activas y viables. El tratamiento de las células se realizó 

con incubación en placas de 96 pocillos por 24 h, con fragmentos de 6 mm de 

diámetro de los distintos hidrogeles. Como control de citotoxicidad se utilizaron 

células expuestas a Triton X-100 1% v/v, mientras que el control de crecimiento 

celular fueron células mantenidas con el medio de cultivo sin modificaciones. El 

ensayo de viabilidad celular se realizó agregando 50 uL del reactivo MTT (10 mg/ml) 

disuelto en PBS al medio de cultivo, incubándose a 37°C por 4 h. Posteriormente, los 

cristales de formazán precipitados se disolvieron con isopropil alcohol al 100% a 37°C 

por 10 min. La absorbancia se midió a 560 nm en el lector de multiplacas.   

4.2.8 Evaluación in vivo de la actividad regenerativa de la matriz polimérica en 

un modelo animal murino. 

La evaluación in vivo de la actividad regenerativa de los hidrogeles se hizo utilizando 

15 ratones hembra CF-1 de entre 6 a 8 semanas de edad, divididos en tres grupos 
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de cinco animales cada uno. Los ratones fueron anestesiados por vía intraperitoneal, 

con una dosis de 80 / 120 mg/kg de ketamina / xilacina.  A cada grupo, se le realizaron 

dos heridas por animal en la parte superior del lomo, con una separación de un 

centímetro entre ellas. Las heridas se realizaron con un molde filoso circular de 6 mm 

de diámetro, previamente esterilizado. Se retiró la epidermis, y se cubrió el espacio 

con los hidrogeles o solución salina (en el caso de los grupos control), posteriormente 

se cubrió cada herida con un apósito hospitalario estéril. Para la administración de 

los hidrogeles, estos fueron previamente cortados en fragmentos de 5-6 mm de 

diámetro por 1-2 mm de altura (tamaño de la herida provocada). A continuación, el 

detalle de los grupos: 

Grupo control: Solo se le hizo una herida que fue cubierta con un apósito de gasa 

común usado en atención hospitalaria.  

Grupo 1: La herida en el lomo izquierdo fue cubierta con el hidrogel 5 pero sin CuNPs 

incorporadas, mientras que la herida en el lomo derecho fue cubierta con el mismo 

hidrogel, pero con CuNPs incorporada. Se le agregó una gasa encima para evitar la 

caída de los hidrogeles. 

Grupo 2: La herida en el lomo izquierdo fue cubierta con el hidrogel 4 pero sin CuNPs 

incorporadas, mientras que la herida en el lomo derecho fue cubierta con el mismo 

hidrogel, pero con CuNPs incorporadas. Se le agregó una gasa encima para evitar la 

caída de los hidrogeles. 

Los apósitos fueron cambiados cada 2 días, y se tomaron fotos a las heridas a fin de 

medir el progreso de la cicatrización. Los tratamientos se mantuvieron durante 15 

días, esperando el cerrado total de las heridas. Se monitorearon diariamente los 

parámetros de estrés y alimentación de los animales.  Estos se mantuvieron en 

estado de analgesia, administrando ibuprofeno en el agua durante todo el ensayo y 

se les realizó seguimiento clínico diario, evaluando signos clínicos como: protección 

del área con dolor, apetito, actividad, agresividad, expresión facial y corporal; 

vocalización y respuesta al manejo. Se utilizó la escala “mueca del ratón” (Langford 

y col., 2010), un sistema de codificación conductual estandarizada con gran precisión 

y fiabilidad que permite reconocer la sensación física de dolor en ratones, donde 

clasifican de 0-2 la intensidad de dolor, donde el 0 representa ausencia de dolor, el 
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1, un dolor moderado y el 2 un dolor intenso, lo que se refleja en la posición de ojos, 

el abultamiento de mejillas, en el arrugamiento de la nariz, la posición de las orejas y 

de los bigotes.  La protección del área con dolor se evaluó monitoreando la frecuencia 

con que el ratón se rascó la zona herida. Se observó si el ratón presentaba cambios 

en su apetito, monitoreando la cantidad de veces que comía durante el día. También 

se monitoreó activamente si el ratón presentaba estereotipias de comportamiento 

como morder las barras, dar vueltas en círculos o excavar repetitivamente Al final del 

período de tratamiento, todos los animales fueron eutanasiados. Los procedimientos 

experimentales con los animales fueron adecuados para no generar sufrimiento o 

dolor a los mismos, realizando observaciones y mediciones diarias a fin de detectar 

alteraciones, estrés o sufrimiento animal, que obligaran a detener el ensayo. Para 

esto el personal encargado del manejo animal siguió la guía para el cuidado y uso de 

animales de laboratorio de Conicyt; y las indicaciones del Comité de Bioética y 

Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad de Concepción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.conicyt.cl/fondecyt/files/2012/10/Guía-para-el-Cuidado-y-Uso-de-los-Animales-de-Laboratorio.pdf
https://www.conicyt.cl/fondecyt/files/2012/10/Guía-para-el-Cuidado-y-Uso-de-los-Animales-de-Laboratorio.pdf
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5. RESULTADOS 

5.1 Hidrogeles obtenidos por freeze-thawing. 

Se obtuvieron tres tipos de hidrogeles mediante la síntesis por método de freeze-

thawing (Figura 8). Los hidrogeles obtenidos fueron de un tamaño de 0,5 x 0,5 cm y 

con la forma del molde en el que se liofilizaron, correspondiente a una placa de 96 

pocillos. El hidrogel 1 (Figura 8.A) que contenía 5% de quitosano tomó un color 

amarillo, mientras que los compuestos de almidón (Figura 8.B y 8.C) fueron de un 

color blanco.  

 

 

 

 

 

Figura 8: Hidrogeles obtenidos por método freeze-thawing. A) Hidrogel 1: quitosano-
almidón. B) Hidrogel 2: almidón C) Hidrogel 3: almidón-PVA. 
 

5.2 Hidrogeles obtenidos por entrecruzamiento químico con glutaraldehído. 

Se obtuvieron dos tipos de hidrogeles mediante entrecruzamiento químico con 

glutaraldehído (Figura 9). Los dos tipos de hidrogeles fueron de un color anaranjado, 

marcando una diferencia con los hidrogeles anteriores. El hidrogel 4 correspondiente 

a quitosano-almidón-PVA-PEG tuvo un tamaño de 2 x 2 cm debido al molde en que 

se liofilizó (Figura 9.A). Del hidrogel 5 obtuvimos dos modelos: Un modelo de 5 cm 

de ancho y 10 cm de largo que pese a tener un grosor de 0,5 mm (Figura 9.B), 

mantenía su estructura al sacarlo del molde; y otro modelo de 0,5 x 0,5 cm similar a 

los hidrogeles obtenidos por freeze-thawing, ya que se usó el mismo molde, la placa 

de 96 pocillos.  
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Figura 9: Hidrogeles obtenidos por entrecruzamiento químico con glutaraldehído. A) 

Hidrogel 4: quitosano-almidón-PVA-PEG B) Hidrogel 5: quitosano-almidón en molde 

de 10 x 5 cm C) Hidrogel 5: quitosano-almidón en molde de placa de 96 pocillos. 

5.3 Caracterización de grupos funcionales por espectroscopía infrarroja con 

transformada de Fourier. 

Se obtuvieron los espectros FT-IR de los hidrogeles obtenidos por método freeze-

thawing (Figura 10) y los obtenidos por entrecruzamiento químico con glutaraldehído 

(Figura 11). Con estos espectros fue posible identificar los grupos funcionales que 

componen los hidrogeles y relacionarlos con algunas de las propiedades observadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Espectros FT-IR de hidrogeles por método de freeze-thawing. A) Hidrogel 

3: almidón-PVA. B) Hidrogel 2: almidón. C) Hidrogel 1: quitosano-almidón.  
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Figura 11: Espectros FT-IR de hidrogeles por entrecruzamiento químico con 
glutaraldehído. A) Hidrogel 4: quitosano-almidón-PEG-PVA. B) Hidrogel 5: quitosano-
almidón.  
 

5.4 Evaluación de la morfología de los hidrogeles mediante microscopía 

electrónica de barrido. 

Al analizar los hidrogeles sintetizados mediante SEM, se obtuvieron imágenes de la 

matriz polimérica y morfología tanto del interior como de la superficie de los 

hidrogeles generados por el método de freeze-thawing (Figura 12) y por 

entrecruzamiento químico con glutaraldehído (Figura 13). Se observó la formación de 

redes no homogéneas en los hidrogeles sintetizas por método freeze-thawing, 

mientras que, en aquellos hidrogeles sintetizados por entrecruzamiento químico, se 

observó una estructura tridimensional más ordenada y uniforme. 
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Figura 12: Imágenes SEM de hidrogeles obtenidos por el método de freeze-thawing. 

A la izquierda una imagen de la superficie y a la derecha una imagen del interior de 

los hidrogeles de A) Hidrogel 1: quitosano-almidón. B) Hidrogel 2: almidón. C) 

Hidrogel 3: almidón-PVA. 
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Figura 13: Imágenes SEM de hidrogeles obtenidos por entrecruzamiento con 

glutaraldehído. A la izquierda una imagen de la superficie y a la derecha una del 

interior de los hidrogeles de A) Hidrogel 4: quitosano–almidón–PEG-PVA. B) Hidrogel 

5: quitosano-almidón.  

5.4 Capacidad de hinchamiento del hidrogel. 

De los hidrogeles sintetizados por el método de freeze-thawing, el hidrogel 1 fue el 

que mostró mayor capacidad de retener líquido durante las 24 h que duró el 

experimento (Figura 14). Los tres hidrogeles obtenidos por el método físico tuvieron 

problemas para mantener su estructura, perdiendo parte de ella en el proceso y 

dificultando su manipulación con las pinzas, ya que se hacía difícil sacarlos de la 

solución de PBS con ellas sin poner en riesgo su integridad estructural. En contraste, 

los hidrogeles entrecruzados con glutaraldehído mantuvieron su rigidez durante todo 

el experimento y, además, en el caso del hidrogel 5, hubo una capacidad de 

hinchamiento superior a la de los hidrogeles generados por freeze-thawing (Figura 

15). 

A 

B 



47 
 

 

Figura 14: Evaluación de la capacidad de hinchamiento de los hidrogeles 

sintetizados por método de freeze-thawing durante un período de 24 h. Los hidrogeles 

liofilizados se sumergieron en solución hidrofílica (PBS) y se masaron a distintos 

intervalos de tiempo. 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se decidió repetir la evaluación de 

hinchamiento del hidrogel 1, ya que fue el que tuvo un mayor porcentaje de 

hinchamiento / estabilidad morfológica de los hidrogeles sintetizados por freeze-

thawing, en comparación a los dos hidrogeles entrecruzados con glutaraldehído 

(hidrogel 4 y 5). En esta segunda evaluación, los hidrogeles de 1 y 5 fueron los que 

alcanzaron los porcentajes de hinchamiento más altos, superando ambos al hidrogel 

4 (Figura 16). Sin embargo, la estructura del hidrogel 1 se vió debilitada y perdió parte 

de ella, mientras que los hidrogeles 4 y 5 mantuvieron su estructura sin problemas. 
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Figura 15: Evaluación de la capacidad de hinchamiento de los hidrogeles 

sintetizados por entrecruzamiento químico con glutaraldehído durante un período de 

24 h. Los hidrogeles liofilizados se sumergieron en solución hidrofílica (PBS) y se 

masaron a distintos intervalos de tiempo. 

Figura 16: Comparación de la capacidad de hinchamiento del hidrogel quitosano-

almidón obtenido por método freeze-thawing (hidrogel 1), con los hidrogeles 

obtenidos por entrecruzamiento químico con glutaraldehído (hidrogeles 4 y 5) durante 

un período de 24 h. Los hidrogeles liofilizados se sumergieron en solución hidrofílica 

(PBS) y se masaron a distintos intervalos de tiempo. 
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5.5 Resultados de la evaluación in vitro de la actividad citotóxica del hidrogel 

en células HEP-2 mediante ensayo de viabilidad celular. 

Los ensayos de viabilidad en células HEP-2 demostraron que los hidrogeles 1, 4 y 5 

no resultan tóxicos para las células (Figura 17), ya que no se encontraron diferencias 

significativas entre la viabilidad de las células incubadas con fragmentos de los 

hidrogeles por 24 h y el control de crecimiento celular (CC). En contraparte, el hidrogel 

3 disminuyó significativamente la viabilidad del cultivo celular, con un porcentaje 

viabilidad inferior al 50%, lo que indica que no es biocompatible. 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 17: Evaluación de la viabilidad en la línea celular HEP-2 tratadas con los 

diferentes tipos de hidrogel sintetizados. Se midió la actividad metabólica celular 

mediante el ensayo MTT. Los resultados fueron normalizados, tomándose el control 

de toxicidad como 0% de viabilidad y el de crecimiento celular como 100%. (* 

Diferencia estadísticamente significativa detectada por análisis ANOVA de con 

p<0,05). 

A partir de estos resultados, se decidió no continuar haciendo pruebas con el hidrogel 

3, ya que la biocompatibilidad es esencial para validar cualquier tipo de material que 

se desee utilizar en la ingeniería de tejidos.  
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5.6 Incorporación de CuNPs en los hidrogeles. 

La incorporación de CuNPs se corroboró mediante análisis SEM-EDX (Figura 18 y 

19) y también por TEM-EDX (Figura 20). El espectro EDX del hidrogel 4 (Figura 18. 

B) evidencia señales equivalentes al 0,56% del peso del hidrogel (Tabla 5). El 

espectro EDX del hidrogel 5 (Figura 19.B) también detectó señales de cobre 

equivalentes al 1,11% del peso total del hidrogel (Tabla 6), mientras que el análisis 

EDX de la muestra enviada a TEM (Figura 20) detectó cantidades de cobre 

equivalentes a 1,51% del peso total del hidrogel.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Análisis de energía dispersiva del hidrogel 4. A) Zona del hidrogel a la que 

se le realizó el análisis EDX; B) Espectrograma EDX de la composición química del 

hidrogel , donde se puede observar que se detectó cobre en la zona analizada. 
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Tabla 5: Evaluación cuantitativa de la composición química de la zona analizada del 

hidrogel 4 mediante energía dispersiva de rayos X. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Análisis de energía dispersiva del hidrogel 5. A) Zona del hidrogel a la que 

se le realizó el análisis EDX; B) Espectrograma EDX de la composición química del 

hidrogel, donde se puede observar que se detectó cobre en la zona analizada. 

Elemento %Peso %Atómico 

O K 68.86 80.44 

Na K 11.45 9.30 

Cl K 19.13 10.09 

Cu K 0.56 0.17 

Total 100.00  

A) 

B) 

A) 
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Tabla 6: Resultado EDX cuantitativo de la composición química de la zona analizada 

del hidrogel 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Evaluación de la incorporación de CuNPs a los hidrogeles, imagen 

obtenida por TEM. Las flechas señalan las CuNPs agregadas encontradas en una 

muestra del hidrogel 5. Abajo se muestra el resultado del análisis EDX indicando un 

1,51% masa de cobre total en la muestra. 

Estos resultados confirman que los hidrogeles pudieron incorporar las CuNPs, ya que 

no existe ningún otro componente en los hidrogeles que pudiese haber dado origen 

a las señales de cobre detectadas por el equipo. 

Elemento % Peso %Atómico 

O K 59.10 74.21 

Na K 11.47 10.03 

Cl K 25.19 14.28 

K K 0.72 0.37 

Cu K 3.52 1.11 

Totals 100.00  
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  Control   Grupo 1   Grupo 2 

     Día 0 

 

     Día 3 

      

     Día 6 

      

     Día 9 

 

    Día 13                                                     

   

5.7 Evaluación in vivo de la actividad regenerativa de los hidrogeles en un 

modelo animal de ratón. 

Se trabajó con ratones hembra CF-1 a los que se les realizaron heridas en el dorso y 

posteriormente fueron recubiertas con diferentes combinaciones de hidrogeles 

sintetizados. Se observó la rapidez de cicatrización de la herida y el comportamiento 

de los animales.  

Los dos grupos tratados con hidrogeles tuvieron una cicatrización más rápida que el 

grupo control. Al sexto día, los hidrogeles ya habían sido degradados y las heridas 

estaban más cerradas que el grupo control (Figura 21). El análisis estadístico por 

ANOVA de una sola vía con p <0,05 determinó que, al tercer día, el tamaño de las 

heridas tratadas con hidrogeles era significativamente menor (Figura 22) que las del 

grupo control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21:  Evaluación del proceso de cicatrización de las heridas tratadas con 

diferentes tipos de hidrogel. Ratones del grupo control, cuya herida fue cubierta con 

gasa; grupo 1 cuya herida fue tratada con el hidrogel 5 y grupo 2 cuya herida fue 

tratada con el hidrogel 4, durante el transcurso de 13 días.  
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Figura 22: Comparación del tamaño de las heridas en los ratones control con 

respecto a los animales que fueron tratados con hidrogeles. La nomenclatura 

H5+Cu/H5-Cu corresponde a las heridas tratadas con el hidrogel 5 con y sin CuNPs 

respectivamente, mientras que H4+Cu/H4-Cu corresponde a las heridas tratadas con 

el hidrogel 4 con y sin CuNPs respectivamente. (* Diferencia estadísticamente 

significativa detectada por análisis ANOVA con p<0,05).  

No se observaron conductas de estrés, dolor u otro malestar en los animales del 

grupo 1. Sin embargo, en algunos animales del grupo 2, específicamente aquellos 

con hidrogeles incorporados con CuNPs varios ratones intentaron rascarse la herida 

y mostraron comportamientos similares a los del grupo control.  
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6. DISCUSIÓN 

6.1 Estructura, estabilidad y capacidad de hinchamiento de los hidrogeles 

sintetizados por método de freeze-thawing. 

El método de síntesis seleccionado tuvo implicancias determinantes en las 

propiedades y estructura de los hidrogeles generados, los cuales mostraron distinto 

color, resistencia y capacidad de hinchamiento. La decisión de sintetizar un hidrogel 

solo de almidón y otro de almidón-PVA fue analizar las posibilidades que ofrecía este 

polímero en ausencia de quitosano. La evaluación por SEM de los hidrogeles 

entrecruzados por método de freeze-thawing (Figura 12), indican la presencia de 

estructuras variadas. El hidrogel 1 (Figura 12.A) presentó una estructura superficial 

irregular y un interior formado de pequeñas redes irregulares similar a otros 

hidrogeles de quitosano reportados (Ribeiro y col., 2009). Su espectro FT-IR (Figura 

10.C) muestra una banda característica del quitosano en 2920 cm-1 correspondiente 

la vibración de tensión de los enlaces C-H y se observaron algunas bandas, aunque 

de menor intensidad, en 1465 cm-1, que puede atribuirse a las vibraciones C-H de 

ambos polímeros.  En el hidrogel 2 (Figura 12.B) se observó una estructura superficial 

lisa y un interior formado por redes uniformes bien definidas de aproximadamente 

150 nm de diámetro, dando un aspecto rugoso. No obstante, a pesar de tener una 

estructura ordenada, fue el que más rápido perdió se deformó al entrar en contacto 

con el agua. Esto puede deberse a que las interacciones iónicas entre las cadenas 

poliméricas otorgan rigidez a la estructura del hidrogel, pero en presencia de un 

solvente, estas interacciones se debilitan y las cadenas forman puentes de hidrógeno 

con el solvente, provocando su disolución. De hecho, en su espectro FT-IR (Figura 

10.B), tenía una banda con tres picos entre 1017 cm-1 y 1050 cm-1 la cual es 

característica de los polisacáridos y es atribuida a las deformaciones de tensión de 

C-O-C y la flexión de -OH (Ruiz, 2006). También se identificó una banda en 3281 cm-

1 que puede corresponder a la vibración de tensión de grupos -OH del almidón o del 

agua (humedad) (Henao, 2018). Una alta presencia de estos grupos en su superficie 

es la que podría facilitar su afinidad con el solvente, comprometiendo su estructura. 

Mientras que en el hidrogel 3 (Figura 12.C) se observó una estructura superficial más 

porosa, y una interior también con algunas redes, pero no tan definidas como las del 

hidrogel 2. Se observaron dos bandas en su espectro FT-IR (Figura 10.A), siendo la 



56 
 

más notoria 2359 cm-1, una banda característica de PVA correspondiente al 

estiramiento simétrico de grupos -CH2 (Ghabboun, 2012).  Este espectro difiere 

bastante al del hidrogel 2 a pesar de que ambos tienen almidón como componente, 

sugiriendo una fuerte interacción entre este polímero y el PVA, que le permitió resistir 

mejor la exposición al agua 

Se sabe que, en los entrecruzamientos físicos, las fuerzas que gobiernan el 

entrecruzamiento de las cadenas poliméricas son fuerzas de Van der Waals, iónicas 

e hidrofóbicas. Como consecuencia, la estructura de este tipo de hidrogeles tiende a 

ser menos rígida, lo que no es necesariamente un problema dependiendo del uso 

que se le quiera dar. En algunos casos, estructuras menos rígidas permiten una 

mayor capacidad de hinchamiento, que puede usarse para encapsular mayores 

cantidades de algún compuesto bioactivo. Sin embargo, los hidrogeles entrecruzados 

físicamente no tuvieron una capacidad de hinchamiento superior a la de los 

hidrogeles entrecruzados químicamente. La única excepción fue el hidrogel 1, que 

demostró tener una mayor capacidad de hinchamiento que el hidrogel 4 (Figura 16).  

En el caso de los hidrogeles 1 y 3, la interacción entre los grupos -NH y -OH del 

quitosano y PVA respectivamente, con los grupos -OH del almidón, les proporcionó 

mayor estabilidad que al hidrogel 2, pero en general los tres hidrogeles deformaban 

con mayor facilidad em contacto con PBS que aquellos sintetizados por 

entrecruzamiento químico. Estos resultados sugieren que un hidrogel compuesto 

solamente de almidón por entrecruzamiento físico no presenta una estructura 

adecuada para ser usado como apósito para heridas. 

6.2 Estructura, estabilidad y capacidad de hinchamiento de los hidrogeles 

sintetizados por entrecruzamiento químico.  

Para asegurar que la estructura del hidrogel fuera resistente al contacto con solventes 

hidrofílicos (PBS), fue necesario utilizar un método de entrecruzamiento químico. El 

glutaraldehído ha sido frecuentemente utilizado para entrecruzar quitosano 

(Prashanth y Tharanathan, 2006; Kildeeva y col., 2009), por lo que se decidió utilizar 

este agente. La cantidad de glutaraldehído que se debía agregar se determinó 

mediante ensayo experimental, probando concentraciones recomendadas en 

literatura (Mirzaei y col., 2013) hasta obtener un hidrogel con estructura estable.  
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Los resultados fueron los esperados, ya que se obtuvieron hidrogeles con una 

estructura interior de redes uniformes bien definidas, con porosidades de tamaño 

similar y homogéneos (Figura 13), que mantuvieron su estructura sin problemas al 

estar en contacto con PBS. La superficie del hidrogel 5 (Figura 13.B) fue más lisa que 

la del hidrogel 4 (Figura 13.A), que presentó algunas porosidades. Con respecto a 

los espectros FT-IR (Figura 11), en ambos hidrogeles se detectaron bandas entre 

1021 cm-1 y 1098 cm-1 que podrían corresponder a la flexión -OH y tensión C-O-C 

proveniente del almidón, mientras que entre 1550 cm-1 y 1639 cm-1 se observan 

bandas de estiramiento de C=O del grupo amida II provenientes de grupos 

glucosamina del quitosano (Henao y col., 2018). También se detectaron bandas 

pronunciadas en 1410 cm-1 (Figura 11.B) y 1408 cm-1(Figura 11.A), que pueden 

corresponder a las vibraciones de flexión de grupos C-H de quitosano y almidón. Una 

particularidad del espectro FT-IR del hidrogel 4 (Figura 11.A) fue la presencia de una 

banda en pico 2360 cm-1, característico del PVA y ausencia de bandas característica 

de quitosano y almidón sobre 3000 cm-1, indicando la formación de nuevos enlaces 

entre estos polímeros que no están presentes ni en los hidrogeles por freeze-thawing 

ni en el hidrogel 5. El espectro FT-IR del hidrogel 5 (Figura 11.B) presentó una banda 

distintiva en 3420 cm-1 que corresponde a las vibraciones de tensión de grupos OH 

del almidón y estiramiento de N-H del grupo amida I del quitosano respectivamente 

(Brugnerotto y col., 2001; Escobar, 2014). Resulta interesante comparar este 

espectro con el hidrogel 1 debido a que están compuestos por los mismos polímeros 

y en la misma concentración, difiriendo solo en la adición de glutaraldehído. Esto 

sugiere un reordenamiento de los grupos -OH y NH2 debido a la presencia de nuevos 

enlaces covalentes que no existen en los hidrogeles sintetizados por freeze-thawing 

y que le otorgaron mayor rigidez a la estructura polimérica (Gulrez y col., 2011).  

La evaluación de la capacidad de hinchamiento de estos hidrogeles (Figura 15), 

mostró diferencias entre el hidrogel 4 que tuvo porcentajes de hinchamiento cercanos 

al 200%, en comparación a los más de 1000% alcanzados con el hidrogel 5. Como 

el hidrogel 1 fue el que mostró mejores resultados anteriormente, se comparó su 

capacidad de hinchamiento con la de los hidrogeles 4 y 5 (Figura 16). Esta vez, con 

un análisis estadístico, se determinó que los hidrogeles compuestos solamente de 

quitosano-almidón (hidrogel 1 y 5), tuvieron una capacidad de hinchamiento 
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significativamente mayor al hidrogel 4, sugiriendo de esta forma que la combinación 

quitosano-almidón es la más efectiva.  

6.3 Biocompatibilidad de los hidrogeles. 

Asegurar la biocompatibilidad de los hidrogeles fue lo más importante. Por esta razón, 

el glutaraldehído se mantuvo en las concentraciones más bajas posibles. Este 

compuesto puede reaccionar con los grupos amino y tiol de ciertas proteínas lo que 

le otorga efectos bactericidas (Monticello y Askew, 2012), pero también a 

concentraciones superiores a un 8% de solución se han reportado efectos citotóxicos 

en las células (Lin y col., 1998).  

Los resultados del ensayo de viabilidad por MTT (Figura 17) comprobaron que la 

cantidad de glutaraldehído no causó una disminución significativa en la viabilidad 

celular, demostrando que los hidrogeles sintetizados por entrecruzamiento químico 

son biocompatibles. Por otro lado, el hidrogel 1 también demostró ser biocompatible, 

apoyando nuestra hipótesis de que la combinación quitosano-almidón resulta en un 

hidrogel con potencial aplicación en la ingeniería de tejidos.  No obstante, el hidrogel 

3 tuvo un efecto citotóxico significativo en las células. Considerando que tanto el PVA 

como el almidón son biocompatibles de forma natural (Mansur, 2009; Perez, 2018), 

otros factores relacionados a la estructura del hidrogel podrían estar contribuyendo a 

este resultado. La estructura rígida del hidrogel 3 podría estar afectando el flujo de 

sustancias que atraviesan sus poros, dando origen a áreas con menor acceso a 

nutrientes en la placa. Específicamente, la formación de redes rígidas en hidrogeles 

de PVA indica la existencia de enlaces intra e inter poliméricos que disminuyen el 

número de grupos hidrofílicos expuestos y reducen su capacidad de hinchamiento, 

manteniendo al hidrogel más seco. Esto crea una barrera para el crecimiento celular, 

lo que se traduce en menores valores de viabilidad celular (Mansur, 2009; Tang y 

Alavi, 2011). En algunos estudios de hidrogeles de PVA-almidón se ha observado 

que mayores concentraciones de almidón, aumentan la capacidad de hinchamiento 

(Hsie y Liau, 2013), mientras que mayores concentraciones de PVA tiene efectos 

negativos en la viabilidad celular (Bernal-Ballen y col., 2019). De acuerdo con estos 

antecedentes, para mejorar la viabilidad del hidrogel, se podría aumentar la cantidad 

de almidón y disminuir la de PVA. Sin embargo, considerando los buenos resultados 
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que se obtuvieron con los hidrogeles quitosano-almidón, se descartó seguir 

trabajando con el hidrogel 3.  

6.4 Efecto de los hidrogeles en la regeneración del tejido. 

La adición de CuNPs se hizo pensando no solo en otorgar una actividad 

antimicrobiana (Correa y col., 2020) , sino también porque se ha reportado que la 

interacción entre estas y el quitosano disminuye la cantidad de citoquinas 

proinflamatorias, incrementa la expresión de VEGF; y estimula la proliferación y 

migración de fibroblastos (Gopal y col., 2014). 

Los hidrogeles se adhirieron inmediatamente al entrar en contacto con el tejido de la 

herida y adsorbieron la sangre que estaba en la superficie epitelial. Esta adhesión 

instantánea puede ser atribuida al grado de desacetilación (DD) del quitosano usado, 

que era del rango de 75-85%. Un alto DD permite la interacción de grupos catiónicos 

NH3+ con glucosaminoglicanos, proteoglicanos y otras moléculas cargadas 

negativamente presentes en la membrana celular (Ribeiro y col., 2009). De esta 

forma, los hidrogeles se unieron de manera electroestática a la piel, que tiene carga 

negativa (Hong y col., 2008).  

Hay elementos importantes a señalar con respecto al tercer día del experimento. En 

el grupo 1 y 2, los hidrogeles que contenían cobre estaban mucho más hidratados 

y/o absorbidos que aquellos sin cobre. Las heridas estaban secas, no se observó 

exudado y en todas había presencia de una costra dura.  Tampoco se observó 

inflamación ni enrojecimiento en los alrededores de la lesión. En varios casos se 

observó reducción del área de la herida y un recogimiento del tejido. Esto se registró 

no solamente de manera visual (Figura 21, día 3), sino que al cuantificarlo (Figura 

22), se obtuvieron diferencias significativas en comparación al grupo control, cuyas 

heridas tenían exudado y no estaban cubiertas totalmente por una costra. Además, 

presentaban inflamación y enrojecimiento en los alrededores, observándose 

incremento del diámetro de las heridas.  En el ámbito conductual, en el grupo 2 los 

ratones trataron de sacarse la gasa, sugiriendo una reacción alérgica al hidrogel, 

posiblemente al que contenía CuNPs.  
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Al sexto día las diferencias entre los grupos tratamiento y control seguían siendo 

significativas (Figura 22).  Por otro lado, los hidrogeles ya se habían desintegrado, 

quedando la costra protectora en los ratones descubierta (Figura 21, día 6). Se 

observó aparición de nuevo tejido en varios ratones de los grupos tratamiento, 

indicando una transición a la fase proliferativa, mientras que los ratones del grupo 

control seguían con síntomas de la etapa de inflamación. No se observaron 

diferencias significativas entre los hidrogeles con y sin CuNPs. 

Al noveno día, los ratones del grupo 1 seguían manteniendo un ritmo de regeneración 

significativamente superior al grupo control (Figura 22), con heridas casi totalmente 

sanadas indicando etapa de maduración. Por el contrario, los ratones del grupo 2 y 

control redujeron sus diferencias, con este último grupo aún mostrando algunos 

ratones con enrojecimiento. Ya al decimotercer día, la mayor parte de los ratones de 

los tres grupos se encontraba con heridas cicatrizadas. 

Lo que sucedió con el grupo 2 pudo ser un efecto causado por la propia composición 

del hidrogel 4, o en su combinación con CuNPs, que se sabe pueden generar iones 

de cobre con actividad citotóxica (Song y col.,2015).  Estos iones pueden producirse 

por la oxidación de CuNPs expuestas al aire o por el contacto con un solvente, que 

en este caso pudo ser el exudado y sangre de la herida. Se ha visto que estos iones 

incluso pueden tener efectos dañinos en los hígados de ratones (Cholewinska y col., 

2018). Esta toxicidad es dosis dependiente y ocurre por la disolución de iones de 

cobre que se acumulan en el tejido y resultan en la generación de ROS. Si las CuNPs 

llegan hasta la capa dermis, donde las NPs pueden entrar a la vasculatura sanguínea, 

puede ocurrir una toxicidad sistémica (Mohandas y col., 2018).  Como los ratones 

fueron eutanasiados posteriormente de transcurridos 15 días, no es posible 

determinar si las CuNPs pudieron tener un efecto tóxico a largo plazo en los ratones, 

pero si nos permite tener cuidado con regular la dosis de CuNPs que se debe aplicar 

en futuros experimentos. Asi mismo, puede que la ausencia de una reacción alérgica 

a los hidrogeles con CuNPs en el grupo 1, se deba a que el hidrogel 5 posee una 

concentración más alta de quitosano que puede interactuar con las CuNPs. Podría 

haber un efecto antimicrobiano de los hidrogeles, aunque esto no fue estudiado. 
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Tanto en presencia del cobre como en su ausencia, este efecto puede ocurrir también 

por la presencia de quitosano 

En general, los hidrogeles disminuyeron el tiempo de cicatrización en comparación 

con los controles negativos sin hidrogel, acelerando el proceso de regeneración 

epitelial, siendo el hidrogel 5 con y sin CuNPs el que obtuvo los mejores resultados. 

Además, disminuyeron los efectos adversos asociados al proceso de inflamación, 

controlaron la aparición de exudados y garantizaron un secado más rápido de las 

heridas, lo que resultó conveniente para la aparición de la costra protectora y la 

cicatrización. La adición de CuNPs no demostró tener efectos significativos en los 

grupos tratamientos e incluso pudo haber generado un efecto alérgico en lo ratones 

del grupo 2. Finalmente, este trabajo fue la primera aproximación de este laboratorio 

en el desarrollo de hidrogeles en la ingeniería de tejidos, obteniéndose resultados 

prometedores. En el futuro se hace necesario estudiar con mayor detalle este efecto 

acelerador de la regeneración epitelial, midiendo la expresión de proteínas como 

TGF-β1, VEGF, EGF y TNF-α; estudiar la posibilidad de encapsular proteínas y otros 

compuestos bioactivos para aplicar en heridas y hacer ensayos en un modelo de 

animal diabético para determinar si este efecto acelerador es capaz de revertir los 

efectos negativos de esta enfermedad en el proceso de cicatrización.  
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7. CONCLUSIONES. 

 

En esta investigación se logró generar y estandarizar un protocolo para la síntesis de 

un hidrogel compuesto de quitosano-almidón previamente no descrito en literatura. 

Además, se caracterizó este hidrogel y se evaluó su actividad regenerativa in vivo, 

demostrando tener una potencial aplicación en la ingeniería de tejidos. De esta 

investigación se puede concluir que: 

- El quitosano y almidón pueden formar hidrogeles biocompatibles, con alta 

capacidad de hinchamiento, que pueden incorporar CuNPs y acelerar 

significativamente el proceso de cicatrización en los ratones. 

 

- La mezcla del método de freeze-thawing con entrecruzamiento químico con 

glutaraldehído genera hidrogeles con estructuras más ordenadas, uniformes y 

rígidas que los sintetizados solamente por el método freeze-thawing. 

 

De esta manera, se demostró que los hidrogeles sintetizados tienen potencial 

aplicación en la ingeniería de tejidos como apósito para heridas, corroborando 

nuestra hipótesis y cumpliendo los objetivos propuestos en esta tesis.   
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8. PROYECCIONES. 

 

• Se ha solicitado formalmente patentar los hidrogeles en INAPI y se ha 

estudiado su potencial comercialización. 

 

• Se está trabajando en un protocolo que permita incorporar de una manera más 

eficiente las nanopartículas de cobre en los hidrogeles. Este protocolo consiste 

en agregar una concentración conocida de CuNPs durante el proceso de 

síntesis y de esta manera, cuando ocurra el entrecruzamiento químico, las 

nanopartículas queden atrapadas en la red tridimensional. 

 

• Como ya quedó demostrado que estos hidrogeles aceleran significativamente 

el proceso de regeneración en ratones sanos, nuestro próximo desafío es 

probar los hidrogeles en un modelo de animal diabético, cuyo protocolo ya se 

encuentra terminado y está basado en Furman, 2015. Brevemente, los 

animales serán inyectados con una dosis de 100 uL de 40 mg/kg de 

estreptozotocina vía intraperitoneal, un agente citotóxico de células β del islote 

pancreático por 5 días consecutivos. Durante estos días, se proveerá comida 

normal y agua con 10% de sacarosa a los ratones. Al sexto día, se 

reemplazará el agua con sacarosa por agua normal. En el día 14, se someterá 

a los ratones a un ayuno y se analizará la glucosa en una muestra de sangre, 

proveniente de una vena de la cola, mediante un medidor de glicemia. 

Posteriormente de haber inducido la diabetes, se volverá a evaluar las 

propiedades regenerativas del hidrogel siguiendo el mismo protocolo descrito 

en esta tesis, pero esta vez por 28 días y agregando un grupo control no 

diabético. Al final del período de tratamiento, se extirpará el tejido de las 

heridas, se fijará con formalina al 10%, y se teñirá con hematoxilina-eosina 

(H&E) para hacer observaciones histológicas. 
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• Se considera que estos hidrogeles además presentan la oportunidad de ser 

utilizados en un proyecto bioinformático para estudiar la expresión diferencial 

de genes en distintas fases del proceso de cicatrización de las heridas en los 

ratones diabéticos, que por motivos de pandemia no se pudo llevar a efecto. 

En breve, se planea tomar muestras del tejido de los ratones cada 3 días, a 

los cuales se les extraerá el ARN y se enviará a secuenciar. Los datos serán 

analizados por Fastqc para conocer la calidad de la secuenciación. 

Posteriormente serán alineados con Tophat2 al transcriptoma de referencia de 

Mus musculus. Se obtendrán los archivos BAM para ser ordenados e 

indexados utilizando Samtools. La calidad del alineamiento se evaluará con el 

programa RseqC, calculando los sesgos de PCR, sesgo 3’ 5’, y splicing. 

Después se hará un análisis de expresión diferencial de genes utilizando 

HTSeq-count. Los resultados de HTSeq-count, serán en un documento 

separado por tabulación e ingresados como metadata a R. Los archivos serán 

graficados, utilizando el comando plot MA, tomándose como condición control, 

a los ratones del grupo control. También se hará un rlog de los datos para 

elaborar un heatmap con los 10 genes más diferencialmente expresados, 

entregados por el comando topVarGenes. De esta forma podremos estudiar 

que genes están siendo promovidos por la acción de los hidrogeles y así 

identificar posibles blancos terapéuticos en el futuro.  

 

• Por último, con este trabajo se estableció una nueva línea de investigación en 

el laboratorio, logrando incluso sentar las bases para un proyecto Fondef que 

fue adjudicado recientemente por el equipo de investigación y que permitirá 

continuar validando este hidrogel 
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