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RESUMEN 

Los hidrogeles son materiales compuestos principalmente por una red polimérica y agua. Son 

reconocidos por su capacidad para absorber grandes cantidades de agua y por su aplicabilidad en 

diversos ámbitos. En el área biomédica, especialmente como apósitos para heridas, se utilizan debido 

a que permiten mantener niveles adecuados de humedad y temperatura, similares al ambiente 

corporal, favoreciendo el proceso de cicatrización, reduciendo tiempos y disminuyendo el riesgo de 

infecciones (Capítulo 1). 

Un tipo particular de hidrogel son los formulados mediante complejos polielectrolitos (PECs), 

donde una solución de polianión interactúa con una solución de policatión a través de sus grupos 

funcionales cargados. Cuando los hidrogeles se compactan, se los denomina complejos polielectrolitos 

compactos (CoPECs). La incorporación de sales como NaCl genera que los iones interactúen con las 

cadenas poliméricas, interfiriendo en la formación de la red y originando materiales saloplásticos con 

propiedades diferenciadas. 

En este trabajo se desarrollaron y caracterizaron hidrogeles CoPECs utilizando polímeros 

naturales. En los primeros capítulos se trabajó con los polisacáridos quitosano y pectina. Para la 

formulación se variaron parámetros como el pH, el contenido de NaCl y la concentración polimérica 

(los materiales y métodos se describen en el Capítulo 2). Se obtuvieron CoPECs de quitosano y pectina 

de forma satisfactoria e incorporaron NaCl en algunos casos para evaluar su efecto sobre las 

propiedades finales de los hidrogeles. Además, se añadió un analgésico modelo, la lidocaína, y se 

realizaron estudios específicos para evaluar su aplicación potencial como apósitos para heridas. Los 

resultados permitieron determinar que podrían utilizarse en quemaduras de primer o segundo grado 

(Capítulo 3). 

También se incorporaron refuerzos con el objetivo de mejorar las propiedades mecánicas y 

antimicrobianas de los hidrogeles. Los CoPECs de quitosano y pectina con nanohilos de celulosa 

(CNWs) demostraron resultados prometedores: los nanohilos se incorporaron de forma efectiva, 

mantuvieron el efecto antibacteriano, incrementaron la porosidad y los valores de tasa de transmisión 

de vapor de agua, y mejoraron las propiedades mecánicas superficiales (Capítulo 4). 

Por otro lado, se desarrollaron CoPECs de gelatina y condroitín sulfato con o sin NaCl. Los 

materiales obtenidos fueron compactos y frágiles, lo que dificultaba su moldeado y limitaba su uso 

como apósitos. Mediante un cambio en el proceso de obtención, empleando secado por aspersión en 



lugar de compactación por centrífuga, se lograron obtener microgeles de gelatina y condroitín sulfato. 

A estos microgeles se les incorporaron nanopartículas de plata (AgNPs), las cuales otorgaron 

propiedades antibacterianas. Además, se caracterizaron y analizaron otras propiedades de estos geles 

con miras a su uso en heridas agudas. En el ensayo de hemólisis, relacionado con su potencial 

aplicación, se observó que los microgeles con AgNPs presentaron un porcentaje de hemólisis mayor 

que los microgeles sin nanopartículas (Capítulo 5). 

En conclusión, este trabajo aborda la formulación, caracterización y estudio de biohidrogeles 

compuestos con aplicación potencial en apósitos para distintos tipos de heridas. 

  

ABSTRACT 

Hydrogels are materials composed mainly of a polymeric network and water. They are known 

for their ability to absorb large amounts of water and their versatility for application in various fields. In 

the biomedical area, and more specifically as wound dressings, hydrogels must be capable of 

maintaining a moisture and temperature level similar to the body environment while promoting the 

healing process, reducing healing times, and decreasing the risk of infections (Chapter 1). 

One type of hydrogel is formulated through polyelectrolyte complexes (PECs), where a solution 

containing a polyanion interacts with a solution containing a polycation via their charged functional 

groups. When these hydrogels are compacted, they are referred to as compact polyelectrolyte 

complexes (CoPECs). The addition of salts, such as NaCl, results in salt ions interacting with the 

polymer chains, interfering with the network formation and leading to the development of saloplastic 

materials with different properties. 

In this study, CoPEC hydrogels were developed and characterized using natural polymers. In 

the initial chapters, the polysaccharides chitosan and pectin were employed. Parameters such as pH, 

NaCl content, and polymer concentration were varied during formulation (materials and methods are 

described in Chapter 2). CoPEC hydrogels composed of chitosan and pectin were successfully 

obtained, and NaCl was incorporated into some formulations to study its effects on the final properties 

of the hydrogels. A model analgesic, lidocaine, was also incorporated, and specific studies were 

conducted to evaluate its potential application as a wound dressing, concluding that these hydrogels 

could be suitable for first- or second-degree burns (Chapter 3). Additionally, reinforcements were 

incorporated to improve the mechanical and antimicrobial properties of the hydrogels. As a result, 



CoPEC hydrogels of chitosan and pectin reinforced with cellulose nanowhiskers demonstrated 

promising properties, as the reinforcements were successfully incorporated, did not affect the 

antibacterial effect, increased porosity and water vapor transmission rate values, and improved surface 

mechanical properties (Chapter 4). 

Furthermore, CoPEC hydrogels composed of gelatin and chondroitin sulfate were developed, 

with or without NaCl. The materials obtained were compact and fragile, making them difficult to mold 

and limiting their use as wound dressings. By modifying the production process through spray drying 

instead of centrifugal compaction, gelatin and chondroitin sulfate microgels were successfully obtained. 

Silver nanoparticles (AgNPs) were incorporated into these microgels, which imparted antibacterial 

properties. These microgels were further characterized, and their other properties were analyzed to 

evaluate their potential use in acute wounds. In the hemolysis assay related to their potential 

application, microgels with AgNPs showed higher hemolysis percentages compared to those without 

nanoparticles (Chapter 5). 

In conclusion, this study focuses on the formulation, characterization, and investigation of 

composite biohydrogels with potential applications as wound dressings for various types of injuries. 
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Capítulo 1.  

 

Introducción a los hidrogeles, 

complejos polielectrolitos y sus 

usos como apósitos.  
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1.1 Definición y clasificación de los hidrogeles. 

Los hidrogeles son materiales constituidos por redes poliméricas tridimensionales, cuya 

estructura emula la de la matriz extracelular. Su principal característica radica en la capacidad de 

absorber agua, lo que les permite hincharse hasta varias veces su peso sin comprometer su integridad 

funcional bajo distintas condiciones (Ortega et al., 2023). El agua queda retenida en los hidrogeles 

mediante tres mecanismos principales: (1) interacción directa con los grupos funcionales polares de 

los polímeros, (2) interacción secundaria con grupos hidrofóbicos, en caso de que estén presentes, 

formando una capa de agua estructurada, y (3) agua libre captada por procesos de ósmosis y difusión 

(Op ’T Veld et al., 2020).  

Estos materiales encuentran aplicaciones en diversos campos, entre los que se destacan el 

ámbito sanitario (por ejemplo, en vendajes, lentes de contacto y prótesis), el ambiental (tratamiento de 

agua y dispersantes), el tecnológico (protectores para dispositivos electrónicos) y el cosmético, entre 

otros. En los últimos años, han adquirido particular relevancia en aplicaciones biomédicas, 

especialmente en la regeneración tisular, el desarrollo de biosensores y su uso como apósitos para 

heridas (J. Xu et al., 2020). Esta utilidad se atribuye principalmente a su capacidad para prevenir la 

deshidratación y reducir el riesgo de infecciones (Khorasani et al., 2021). Además, se emplean como 

sistemas de liberación de agentes terapéuticos que contribuyen al manejo eficiente de las heridas (Alex 

et al., 2024).  

La clasificación de los hidrogeles varía según su aplicación y otros factores, como se presenta 

en la Figura 1.1 (Mehta et al., 2023).  
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Figura 1.1. Clasificación de los hidrogeles teniendo en cuenta distintos aspectos como su apariencia, 
composición, origen, entrecruzamiento, carga y aplicación. 

 

1.2 La piel y el proceso de curación: Una base para el diseño de 

apósitos. 

La piel está compuesta por un conjunto de células organizadas en tres capas principales: 

epidermis, dermis y tejido subcutáneo (Figura 1.2).  

 

 
Figura 1.2. Representación de la composición de la piel con sus capas y estructuras típicas. 
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La epidermis constituye la capa más externa, carece de vascularización y actúa como una 

barrera protectora que impide el ingreso de microorganismos, reduciendo así el riesgo de infecciones, 

además de prevenir la pérdida de fluidos. La sección más externa de la epidermis, en contacto directo 

con el ambiente, se denomina estrato córneo. Este presenta propiedades mecánicas que varían en 

función de las condiciones de temperatura y humedad (Hendriks et al., 2006). Las células 

predominantes en esta capa son los corneocitos, que derivan de la diferenciación y migración de 

queratinocitos (Derler and Gerhardt, 2012). También se encuentran presentes células dendríticas. En 

la interfaz entre la epidermis y la dermis se localizan estructuras anexas, como glándulas (ecrinas y 

apocrinas) y unidades pilosebáceas (Kolarsick et al., 2011). La composición y cantidad de estas 

estructuras varían dependiendo de la región anatómica del cuerpo. 

La dermis es la capa intermedia y está formada por fibras de colágeno, elastina y tejido 

conectivo. Este tejido contiene fibroblastos, que son los principales responsables de la síntesis de los 

componentes de la matriz extracelular y desempeñan un papel crucial en la curación de heridas. La 

dermis está vascularizada y presenta terminaciones nerviosas, así como células del sistema 

inmunológico, como macrófagos y mastocitos, implicadas en la respuesta inflamatoria y la protección 

frente a patógenos (Gilaberte et al., 2016).  

Por debajo de la dermis se encuentra el tejido subcutáneo, compuesto predominantemente 

por adipocitos. Este tejido cumple funciones esenciales, como el almacenamiento de energía, la 

regulación metabólica y la protección frente a traumatismos (Kolarsick et al., 2011). 

El proceso de curación de heridas comprende cuatro fases principales (Shi et al., 2020), 

representadas esquemáticamente en la Figura 1.3: 

● Coagulación y hemostasia: Detiene el flujo sanguíneo hacia la herida. Esta fase inicial, 

que tiene una función antiinflamatoria, se extiende por dos a tres días (Woollard et al., 

2007). 

● Inflamación: Aumenta la permeabilidad vascular, permitiendo el acceso de células del 

sistema inmunitario, enzimas y nutrientes al sitio de la lesión (Derakhshandeh et al., 2018).  

● Proliferación: Se caracteriza por procesos como la angiogénesis, la formación de tejido 

de granulación y la migración y crecimiento de células epiteliales para llevar a cabo la 
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epitelización de la herida. En esta fase, los fibroblastos migran al sitio de la lesión y 

promueven la síntesis de colágeno (Domínguez-Saavedra and Hernández-Galván, 2022). 

● Remodelación: Esta etapa final está relacionada con la formación de tejido cicatricial y 

puede extenderse durante años, dependiendo de las características específicas de la 

herida (Guarín-Corredor et al., 2013). 

 

 
Figura 1.3. Esquema de las principales fases de la curación de heridas. 

 

1.2.1 Tipos de heridas y sus desafíos para la cicatrización. 

Si bien no existe una clasificación universalmente aceptada para las heridas, estas pueden 

clasificarse considerando diversos factores, como el origen, la zona afectada, la duración, entre otros, 

tal como se observa en la Figura 1.4 (Percival, 2002). Bajo este marco, se describen a continuación 

algunos tipos de heridas en las cuales la aplicación de hidrogeles resulta especialmente beneficiosa. 
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Figura 1.4. Clasificación de heridas teniendo en cuenta su origen, profundidad y duración (García González et 

al., 2013; Percival, 2002). 

 

Las heridas ocasionadas por quemaduras se clasifican según su profundidad en tres grados 

principales: 

• Primer grado: Afectan únicamente a la epidermis y, en general, no presentan 

complicaciones significativas, logrando cicatrizar en un plazo de una a dos semanas. 

• Segundo grado: Pueden dividirse en superficiales y profundas, y presentan un mayor 

riesgo de infección debido a la afectación de capas más internas de la piel. 

• Tercer grado: Son las más graves, caracterizadas por la formación de ampollas y la 

pérdida total de las capas superficiales y profundas de la piel. 

Las heridas cutáneas, especialmente las quemaduras de segundo y tercer grado, tienen una 

alta susceptibilidad a infecciones por microorganismos. En estos casos, resulta conveniente el uso de 

vendajes que incluyan agentes antimicrobianos en su composición. Dichos componentes antisépticos 

pueden utilizarse tanto de manera preventiva como en heridas que ya se encuentran infectadas 

(Norman et al., 2017).  

Entre los beneficios adicionales de los hidrogeles en el tratamiento de quemaduras se 

encuentra su capacidad para reducir la temperatura en el área afectada, lo cual resulta crucial para 

evitar la extensión de la lesión, proteger las membranas basales celulares y disminuir el riesgo de 

formación de cicatrices (Surowiecka et al., 2022). Asimismo, dependiendo de su composición, los 

hidrogeles pueden proporcionar analgesia, reduciendo significativamente el dolor asociado. Su 

suavidad, elasticidad y flexibilidad facilitan su aplicación, mejorando la comodidad del paciente. Por 

estas razones, entre otras, los hidrogeles son ampliamente reconocidos como la opción más adecuada 

para el tratamiento de heridas por quemaduras (Alex et al., 2024).  

https://www.zotero.org/google-docs/?LshR5c
https://www.zotero.org/google-docs/?LshR5c
https://www.zotero.org/google-docs/?LshR5c
https://www.zotero.org/google-docs/?LshR5c
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En el tratamiento de heridas agudas de origen traumático o quirúrgico, el objetivo inicial 

consiste en detener el sangrado y controlar la inflamación. Para este propósito, los hidrogeles con 

capacidad hemostática representan una herramienta eficaz, ya que contribuyen a reducir el sangrado 

y facilitan el cierre de la herida. Entre las alternativas, se destacan los hidrogeles inyectables (Zhu et 

al., 2022) o formulados en formato de polvo. Las partículas de microgeles en polvo presentan ventajas 

significativas para la hemostasia de heridas agudas, dado que su mayor superficie específica permite 

la absorción de grandes cantidades de agua. Esto favorece la concentración de células sanguíneas en 

la zona afectada, promoviendo así el cese del sangrado. Además, su aplicación en formato de polvo 

asegura una mejor adaptación a distintas formas y ubicaciones de las heridas (Yan et al., 2017). 

Por otro lado, ciertas heridas pueden evolucionar hacia una condición crónica con el paso del 

tiempo. Por ejemplo, en pacientes con diabetes, el proceso de cicatrización suele estar alterado, ya 

que las heridas crónicas tienden a permanecer en la fase inflamatoria. Una complicación frecuente en 

estos pacientes es la aparición de úlceras en los pies, que, si no son tratadas adecuadamente, pueden 

tardar meses en cicatrizar y presentar un alto riesgo de infección (Dumville et al., 2017). Otro tipo de 

heridas crónicas son las úlceras por presión o escaras, que ocurren como consecuencia de una 

movilidad reducida, lesiones medulares o una perfusión deficiente. Estas heridas no solo generan 

dolor, sino que también impactan negativamente en la calidad de vida de las personas afectadas. El 

tratamiento habitual incluye vendajes y agentes tópicos como cremas, geles o ungüentos (Westby et 

al., 2017).  

El uso de hidrogeles como apósitos representa una alternativa prometedora, ya que permiten 

mantener la zona afectada hidratada, condición esencial para el proceso de cicatrización. En la 

actualidad, se investigan hidrogeles enriquecidos con agentes antioxidantes capaces de favorecer la 

curación de las heridas (Z. Xu et al., 2020). Asimismo, se evalúa el diseño de hidrogeles con 

inmunomoduladores que regulen la actividad de los macrófagos, promoviendo la transición de la fase 

inflamatoria hacia las etapas posteriores de cicatrización. Otras estrategias incluyen la liberación 

controlada de fármacos por parte de los hidrogeles o el desarrollo de hidrogeles proangiogénicos, que 

podrían mejorar significativamente el tratamiento de este tipo de lesiones (Firlar et al., 2022). 
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1.2.2 Uso de hidrogeles como apósitos. 

Idealmente, las heridas deben mantenerse en condiciones de humedad y temperatura 

similares a las del ambiente corporal interno. Con este objetivo, los materiales utilizados en estos 

casos, como los hidrogeles, son diseñados para conservar dichas condiciones mediante la absorción 

de exudados, el mantenimiento de la hidratación y la protección frente a microorganismos (Wang et 

al., 2023). En este contexto, una de las propiedades clave a considerar en el desarrollo de estos 

materiales es su capacidad de absorción e hinchamiento. 

Asimismo, se ha observado que el uso de hidrogeles fomenta la proliferación, diferenciación y 

migración de células epiteliales (Shi et al., 2020), procesos esenciales para la curación de heridas. 

Estos materiales suelen ser biocompatibles, especialmente cuando están compuestos por polímeros 

naturales, y presentan propiedades mecánicas similares a las de ciertos tejidos (Kaith et al., 2021).  

Una de las principales complicaciones asociadas a las heridas es el desarrollo de infecciones. 

Cuando esto ocurre, la fase inflamatoria se prolonga, retrasando el proceso de cicatrización (Shen et 

al., 2023). En este sentido, los hidrogeles pueden adquirir actividad antimicrobiana debido a la 

naturaleza de los polímeros empleados, que pueden presentar esta propiedad de forma intrínseca, o 

mediante funcionalización, como la incorporación de compuestos activos o nanopartículas. 

Adicionalmente, el uso de hidrogeles como apósitos puede prevenir complicaciones relacionadas con 

la inflamación crónica, el aumento de la presión local, el exceso de exudados y la baja perfusión 

(Derakhshandeh et al., 2018). Otra ventaja destacada de los hidrogeles radica en su estructura blanda 

y porosa, que facilita el transporte de oxígeno hacia la herida (Sarmah et al., 2023). Las ventajas 

específicas de estos materiales dependen tanto de su composición como del tipo de heridas en las que 

se aplican. 

 

1.3 Diseño de hidrogeles para aplicaciones biomédicas. 

1.3.1 Polielectrolitos. 

Los polímeros se encuentran cargados en soluciones acuosas a pH específicos, actuando 

como polianiones o policationes según si poseen carga negativa o positiva, respectivamente. Estos 

polímeros interactúan principalmente mediante fuerzas electrostáticas entre sus cargas opuestas, 

aunque también pueden contribuir otros tipos de interacciones, como los puentes de hidrógeno o las 
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interacciones hidrofóbicas, dependiendo de las características químicas de los polímeros involucrados 

(Hu et al., 2020). Los hidrogeles formados por estos mecanismos se denominan hidrogeles físicos y 

pueden presentar propiedades mecánicas equivalentes o incluso superiores a las de los hidrogeles 

químicos, dependiendo de las interacciones no covalentes involucradas. Estas redes físicamente 

entrecruzadas destacan por su capacidad de recuperación frente a esfuerzos mecánicos, ya que las 

interacciones reversibles permiten disipar energía y reconstruir la red tras ciclos de carga y descarga, 

lo que las hace dinámicas y adaptables (Shu et al., 2019). 

1.3.1.1 Quitosano. 

El quitosano es un biopolímero biodegradable y ecoamigable, lo que lo hace adecuado para 

su aplicación en la industria biomédica. Se obtiene mediante la desacetilación de la quitina, una 

proteína presente en el exoesqueleto de insectos, crustáceos, cefalópodos y algunos hongos (Moeini 

et al., 2020; Soubhagya et al., 2020). Según Bano et al., su aplicación en apósitos para heridas permite 

reducir complicaciones tales como las infecciones, además de promover la revascularización, disminuir 

el sangrado y ofrecer propiedades analgésicas. Tanto el quitosano como la quitina han demostrado 

capacidad para aliviar el dolor asociado a la inflamación de heridas (Bano et al., 2017).  

Químicamente, el quitosano se conoce como β-(1-4) -2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa y 

está compuesto por unidades de N-acetil-glucosamina y N-glucosamina (Figura 1.5) (Moeini et al., 

2020). Sus grupos amino le confieren un carácter catiónico en solución, permitiéndole formar complejos 

polielectrolitos (PECs) en medios ácidos cuando el pH está por debajo de su punto isoeléctrico 

(cercano a 6,3) (Popat et al., 2012). Aunque el quitosano es insoluble en agua, se disuelve en solventes 

orgánicos, como el ácido acético, dependiendo del pH del medio y del grado de desacetilación (Pillai 

et al., 2009).  

Las propiedades del quitosano varían según su peso molecular, grado de acetilación y 

estructura, entre otros factores (Hamedi et al., 2018). Sin embargo, una de las principales limitaciones 

de este polímero es su baja resistencia mecánica y estabilidad (Khorasani et al., 2021). Por este motivo, 

se utiliza en combinación con otros polímeros para potenciar sus beneficios en la curación de heridas. 
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Figura 1.5. Estructura química del quitosano. 

 

1.3.1.2 Pectina. 

La pectina es un heteropolisacárido natural presente en las paredes celulares de las plantas. 

Este polímero es biodegradable, biocompatible, de bajo costo y cuenta con diversas aplicaciones en 

biomedicina (Giusto et al., 2017). Además, posee propiedades antiinflamatorias (Wu et al., 2020) y 

antibacterianas (Kocaağa et al., 2024), lo que la hace especialmente interesante para el desarrollo de 

apósitos para heridas (Alsakhawy et al., 2022; Koshy and Sangeetha, 2024).  

Desde el punto de vista químico, la pectina está compuesta por una cadena de ácido 

galacturónico, cuyos grupos carboxilo pueden estar parcial o totalmente esterificados con grupos 

metoxilo (Edirisinghe et al., 2020), como se ilustra en la Figura 1.6. Dependiendo de su grado de 

esterificación, la pectina puede clasificarse en dos tipos principales: (1) Pectina de alta esterificación, 

posee un alto contenido de grupos metoxilo, lo que reduce la cantidad de grupos carboxilo disponibles 

con carga negativa, (2) Pectina de baja esterificación, contiene menos grupos metoxilo, lo que permite 

una mayor disponibilidad de grupos carboxilo con carga negativa (Amirian et al., 2021). El grado de 

esterificación afecta directamente las propiedades fisicoquímicas de la pectina y, por ende, su 

comportamiento en diferentes aplicaciones. La carga negativa de los grupos carboxilo depende del pH 

del medio, se observa en valores de pH superiores a su punto isoeléctrico (pI), el cual es de 

aproximadamente 3,5 (Flutto, 2003). Por esta razón, al diseñar materiales a base de pectina, es crucial 

considerar tanto el pH de trabajo como el grado de metoxilación, ya que estos factores determinan las 

interacciones entre polímeros y su funcionalidad en aplicaciones específicas (Ofori-Kwakye et al., 2006; 

Yoo et al., 2006). 
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Figura 1.6. Representación de la estructura química de la pectina. 

 

1.3.1.3 Gelatina. 

La gelatina es un polímero natural y biocompatible, es una proteína de origen animal que se 

obtiene a partir de la degradación del colágeno (Fakhouri et al., 2013). Este material presenta utilidad 

en el desarrollo de apósitos para heridas debido a su alta capacidad de absorción de exudados y fluidos 

celulares (Chaibi et al., 2015). Además, su similitud con la matriz extracelular le permite inducir una 

respuesta celular (Anitua et al., 2022).    

En la Figura 1.7 se presenta su estructura química. La gelatina está compuesta por 

macromoléculas formadas por residuos de aminoácidos, cuya proporción relativa y distribución a lo 

largo de la cadena polimérica puede variar (Chaibi et al., 2015). La carga de la gelatina depende del 

pH del medio en el que se encuentra. Al tratarse de un polímero anfotérico, su comportamiento iónico 

varía según el pH: en condiciones ácidas, la gelatina adquiere una carga neta positiva, ya que tanto 

los grupos amino como carboxilo se encuentran protonados. En cambio, a pH elevados, la carga neta 

se vuelve negativa debido a la desprotonación de los grupos carboxilo (COOH), que pasan a formar 

grupos carboxilato (COO⁻). Por su parte, los grupos amino tienden a permanecer desprotonados en 

medios alcalinos, dado que la alta concentración de iones hidroxilo (OH⁻) compite por los protones 

disponibles, dificultando su protonación. Estas características hacen que la gelatina sea capaz de 

formar PECs y le permiten actuar como polianión o policatión, dependiendo del pH del medio en el que 

se emplee (Devi et al., 2016).  
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Figura 1.7. Estructura química de la gelatina. 

 

1.3.1.4 Condroitín sulfato. 

Se trata de un polímero natural obtenido de la matriz extracelular de animales. Su aplicación 

en el ámbito biomédico se debe a sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antiapoptóticas, 

antitumorales y anticoagulantes. Además, su durabilidad puede incrementarse mediante la formación 

de PECs con compuestos catiónicos (Bonkovoski et al., 2021). 

Desde el punto de vista químico, es un glicosaminoglicano compuesto por ácido glucurónico y 

unidades disacáridas de N-acetil-galactosamina (Nakano et al., 2010). En solución, cuando el pH es 

superior a su pI, adquiere una carga neta negativa debido a la presencia de grupos sulfato en su 

estructura (Figura 1.8) (Gonzalez et al., 2020). La funcionalidad biológica y las propiedades físicas de 

este polímero dependen en gran medida de estos grupos sulfato, ya que le otorgan características 

polielectrolíticas, facilitando su interacción con otras moléculas cargadas y regulando diversos 

procesos biológicos. Además, los grupos carboxilo presentes en los ácidos glucurónicos también 

contribuyen a la carga negativa del condroitín (Sharma et al., 2019).  

 

Figura 1.8. Estructura química del condroitín sulfato. 

 

 



Tesis doctoral - “Biohidrogeles basados en complejos polielectrolitos como apósitos para heridas” 

 Micaela Ferrante                                                                                                                     13 

1.3.2 Estructura interna de los hidrogeles: Formación de la matriz 

polimérica. 

Los polímeros pueden interactuar de diversas maneras para formar hidrogeles, ya sea 

mediante interacciones físicas o químicas, como se ilustra en la Figura 1.9 (Akhtar et al., 2016).  

 
Figura 1.9. Resumen de las posibles maneras de entrecruzamiento polimérico para la síntesis de hidrogeles, de 

acuerdo a lo publicado por Akhtar et. al. (Akhtar et al., 2016). 

 

En esta tesis se explora específicamente la interacción iónica entre polímeros como método 

de entrecruzamiento. Este tipo de interacción considera el punto isoeléctrico (pI) de los polímeros al 

preparar soluciones acuosas, ajustando el pH de manera que estos adquieran cargas positivas o 

negativas. La mezcla de una solución de un polianión con una de un policatión genera la formación de 

PECs (Meka et al., 2017). 

Posteriormente, es posible compactar estos complejos para obtener complejos polielectrolitos 

compactos (CoPECs). Este proceso suele realizarse mediante centrifugación, aunque también se 

pueden emplear otros métodos, como la extrusión (Schaaf and Schlenoff, 2015). La compactación de 

los hidrogeles ofrece varias ventajas, entre las que destaca la mejora de sus propiedades mecánicas. 

Además, la estructura interna y la interacción entre las cadenas poliméricas sufren modificaciones 

significativas durante este proceso, lo que puede dar lugar a la formación de poros según la naturaleza 

de las interacciones entre los polielectrolitos (Hariri and Schlenoff, 2010). 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?wFOaY7
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1.3.3 Incorporación de sales. 

A los PECs se les pueden adicionar sales inorgánicas con el propósito de incrementar su 

conductividad eléctrica, disminuir su punto de congelamiento y/o mejorar sus propiedades mecánicas 

(S. Li et al., 2020). La morfología de los hidrogeles formados mediante PECs varía en función de la 

cantidad de sales incorporadas, la concentración de polímeros utilizados y el balance de agua presente 

en el sistema (Wang and Schlenoff, 2014).  

Las interacciones predominantes entre las cadenas poliméricas de policatión y polianión 

pueden ser desplazadas o modificadas por las interacciones electrostáticas con los iones provenientes 

de la sal. Como resultado, las propiedades mecánicas y la movilidad de las cadenas del hidrogel 

experimentan variaciones significativas dependiendo de la cantidad de sal incorporada (Bediako et al., 

2023). 

Tal como se ilustra en la Figura 1.10, los iones de la sal, como el NaCl, interactúan 

electrostáticamente con las cadenas poliméricas, lo que genera cambios en la red tridimensional del 

hidrogel. Estas modificaciones en la red polimérica afectan tanto su estructura como sus propiedades 

funcionales, influyendo directamente en su aplicabilidad. 

 

 

Figura 1.10. Esquema que representa el efecto dopante de la sal al interferir en la interacción entre las cadenas 
de los polielectrolitos. 

 

El efecto descrito se conoce como efecto dopante de la sal. Sin embargo, en algunos casos, 

la incorporación de sal no afecta de manera significativa la estructura del hidrogel (Dautzenberg, 1997).  

Este efecto depende de los polímeros empleados y de la densidad de carga final del hidrogel, la cual 

puede aumentar o disminuir como consecuencia de la adición de NaCl. Los hidrogeles que contienen 

sal en su composición son denominados saloplásticos (Bediako et al., 2023). 
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En el diseño de hidrogeles para su uso como apósitos para heridas, es esencial que estos 

materiales presenten una rigidez adecuada que permita su adaptación a la morfología de la herida. 

Simultáneamente, deben mantener una resistencia mecánica suficiente para evitar su ruptura durante 

el proceso de aplicación y uso. La adición de NaCl también puede contribuir al efecto antimicrobiano 

de los hidrogeles, ya que se sabe que presenta actividad antibacteriana y, además, puede aportar una 

mayor estabilidad estructural (Sofos, 1984; Wijnker et al., 2006).  

Por otro lado, la viscoelasticidad de los hidrogeles puede verse afectada, la incorporación de 

NaCl puede incrementar la rigidez de las cadenas poliméricas (Yang et al., 2020). Este efecto se 

observa particularmente a bajas concentraciones de sal, mientras que a altas concentraciones las 

interacciones electrostáticas entre las cadenas se debilitan. Asimismo, la adición de NaCl modifica las 

características estructurales de los PECs (Kulkarni et al., 2016), lo que impacta en la respuesta de los 

hidrogeles ante diferentes estímulos. En este contexto, resulta relevante estudiar la formulación y 

caracterización de hidrogeles con NaCl en su composición, considerando sus propiedades mecánicas, 

antimicrobianas y estructurales. 

 

1.4 Estado del arte: Revisión de patentes. 

El mercado del cuidado avanzado de heridas ha surgido como respuesta a la necesidad de 

optimizar la curación de heridas crónicas y agudas, impulsado especialmente por el descubrimiento en 

1962 de que las heridas cicatrizan más rápido en condiciones húmedas. Este hallazgo catalizó el 

desarrollo de productos innovadores, como apósitos oclusivos y semioclusivos, marcando el inicio de 

una industria en constante expansión (Madden and Stark, 2019). Actualmente, este mercado incluye 

el desarrollo de nuevos materiales para vendajes, materiales inteligentes que actúan como andamios 

o sistemas de liberación de fármacos, así como avances en terapia celular y trasplantes de tejido 

(Mirhaj et al., 2022). Según un informe de Markets and Markets, se espera que el mercado global de 

cuidado avanzado de heridas alcance aproximadamente $17.7 mil millones para 2027, con una tasa 

de crecimiento anual compuesta (CAGR) del 9,4% desde 2022 hasta 2027 (Markets and Markets, n.d.). 

Además, un estudio de Grand View Research estimó que el mercado global de apósitos avanzados 

para heridas se valoró en aproximadamente $7,4 mil millones en 2022 y se espera que crezca a una 

CAGR del 4,5% desde 2023 hasta 2030. Este crecimiento está impulsado por la ascendente demanda 
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debido a los avances tecnológicos y el aumento de la prevalencia de heridas crónicas (Grand View 

Research, n.d.). 

En este contexto, los derechos de propiedad intelectual (PI), particularmente las patentes, 

desempeñan un papel fundamental en la protección de invenciones innovadoras y formulaciones 

novedosas de hidrogeles. Estas garantías no solo otorgan exclusividad a los investigadores y 

desarrolladores, fomentando la inversión en investigación y desarrollo, sino que también refuerzan la 

ventaja competitiva y facilitan la exclusividad en el mercado. Además, las patentes abren oportunidades 

para licencias y asociaciones estratégicas, promoviendo la colaboración entre universidades e 

industrias y acelerando la innovación en aplicaciones de hidrogeles, como en sistemas de liberación 

de fármacos o ingeniería de tejidos (Saha and Bhattacharya, 2011). Este marco permite a los titulares 

de patentes monetizar sus invenciones a través de acuerdos de licencia, consolidando el papel de la 

PI en un mercado altamente competitivo. 

Para explorar las tendencias en el patentamiento de productos basados en hidrogeles 

destinados al cuidado de heridas, se realizó una búsqueda de patentes en Espacenet, una plataforma 

gratuita y accesible, desarrollada por la Oficina Europea de Patentes, que alberga aproximadamente 

150 millones de documentos de todo el mundo (“Espacenet – patent search,” n.d.). La estrategia de 

búsqueda consistió en una consulta avanzada utilizando palabras clave en inglés como "hydrogels," 

"polyelectrolyte complexes," "wound dressings," y "natural polymers," tanto en singular como en plural, 

junto con sus sinónimos, que referencian estas palabras en cualquier parte del texto. Los resultados 

incluyeron patentes publicadas en los últimos 20 años a nivel global. 

La búsqueda inicial arrojó 753 resultados. Posteriormente, al aplicar un filtro de periodo entre 

2004 y 2024, se redujeron los resultados a 681, lo que indica que una gran proporción de las 

publicaciones relevantes se concentra en las últimas dos décadas. Esto podría reflejar un incremento 

en la investigación y desarrollo en este campo durante este periodo, aunque debe considerarse que la 

antigüedad de las patentes en Espacenet puede variar dependiendo de las oficinas de origen y las 

políticas de indexación. Para refinar aún más los resultados, se aplicaron filtros de Clasificación 

Internacional de Patentes (IPC) y Clasificación Cooperativa de Patentes (CPC). Para ello previamente 

se realizó una búsqueda en el apartado “Búsqueda de clasificación” para evaluar qué clasificación 

sería la más cercana a lo que buscamos. De esta manera se seleccionaron los incluidos en el grupo 

“A61” (Salud; Ciencias médicas o veterinarias; higiene), con 538 resultados. Cabe destacar que 
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podrían incorporarse otras clasificaciones para abordar aspectos relacionados con procesos químicos 

de síntesis u otros parámetros. 

La Figura 1.11 ilustra el número anual de publicaciones de patentes, centrándose en la fecha 

de publicación más temprana de cada familia de patentes, ya que esto proporciona una indicación más 

clara del cronograma de innovación. El año 2011 tuvo el mayor número de publicaciones con un total 

de 41, seguido del 2012 y 2017 con 39 publicaciones cada uno, reflejando tendencias clave en la 

innovación del sector. 

  

 
Figura 1.11. Cantidad de publicaciones más tempranas de patentes (por familia) con el paso de los años, desde 

2004 hasta 2024 inclusive. 

 

Sabiendo que existen diferentes métodos de síntesis de hidrogeles, se realizó una 

comparación entre los resultados obtenidos por otras técnicas, excluyendo la formación de PECs. De 

esta manera, se identificaron 13,611 patentes relacionadas con otros métodos de síntesis, lo que 

permite inferir que la formación de PECs para la cicatrización de heridas representa solo alrededor del 

4% de las técnicas descritas. 

Además, se analizó la frecuencia de uso de diferentes polímeros en las patentes. En el caso 

de los PECs, el quitosano fue el polímero predominante, mencionado en el 76,3% de las patentes, 

seguido por la celulosa, la gelatina y el alginato. Para los hidrogeles sintetizados por otros métodos, 

los polímeros más mencionados fueron la celulosa, el colágeno y la gelatina, destacando también el 
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alginato, el quitosano y el ácido hialurónico. Estos resultados destacan la versatilidad y popularidad de 

estos polímeros en PECs y pueden observarse resumidos en la Tabla 1.1. 

 

Tabla 1.1. Resultados de búsquedas de patentes donde se mencionan diferentes polímeros para la formulación 
de hidrogeles y el porcentaje en que estos aparecen en el total de publicaciones consideradas. 

Polímero 

Polímero utilizado para 

hidrogeles PECs (%) 

Polímero utilizado para hidrogeles 

por otros métodos de síntesis (%) 

Agarosa 26,7 19,9 

Alginato 70,3 48,8 

Celulosa 71,8 66,4 

Quitosano 76,3 44,9 

Condroitín sulfato 36,4 13,8 

Colágeno 73,5 64,6 

Dextrano 47,7 34,4 

Elastina 27,6 19,7 

Gelatina 70,5 60,7 

Goma arábiga 12,2 12,9 

Heparina 50,8 28,9 

Ácido hialurónico 67,2 44,7 

Pectina 24,3 18,2 

Seda 21,2 18,7 

 

1.5 Objetivos. 

El objetivo general de esta tesis fue desarrollar hidrogeles compuestos a partir de 

polielectrolitos naturales con potencial aplicación futura como apósitos para heridas. 

Para lograr el objetivo general se plantearon los siguientes objetivos específicos:  

● Estudiar el efecto de los parámetros de formulación en las propiedades de los hidrogeles 

(morfológicas, texturales y de hinchamiento), considerando variables como el pH, la 

concentración polimérica y la concentración de NaCl. 

● Caracterizar los hidrogeles obtenidos mediante técnicas avanzadas, tales como análisis 

termogravimétrico (para propiedades térmicas), microscopía electrónica de transmisión o 

barrido (para características morfológicas), difracción de rayos X, espectroscopía infrarroja por 
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transformada de Fourier y potencial zeta (para propiedades físico-químicas). Asimismo, 

realizar ensayos de compresión estática y dinámica, así como nanoindentación, para evaluar 

sus propiedades mecánicas. 

● Evaluar las propiedades biológicas específicas para su uso como apósitos para heridas 

mediante ensayos in vitro con células o microorganismos y ensayos in vivo. 

● Seleccionar los hidrogeles más adecuados para aplicaciones potenciales en la cicatrización de 

heridas, considerando los resultados de las caracterizaciones previamente mencionadas. 

● Optimizar las propiedades de los hidrogeles para aplicaciones biomédicas mediante la 

incorporación de NaCl, nanopartículas de plata, nanohilos de celulosa y lidocaína, con el 

objetivo de mejorar su funcionalidad, incluyendo propiedades antibacterianas, mecánicas y 

capacidad de liberación de fármacos. 

 

  



Tesis doctoral - “Biohidrogeles basados en complejos polielectrolitos como apósitos para heridas” 

 Micaela Ferrante                                                                                                                     20 

Capítulo 2.  

 

Materiales y métodos. 
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2.1 Polímeros utilizados. 

Dos de los polímeros naturales utilizados para la elaboración de los hidrogeles fueron 

quitosano (Q) y pectina (P). El Q fue adquirido en una farmacia local en Mar del Plata, Buenos Aires, 

Argentina, con un peso molecular de 230 kDa, medido mediante Ubbelohde modelo 1c, y un grado de 

desacetilación del 95,0 %, determinado mediante Espectroscopía infrarroja por transformada de 

Fourier (FTIR) mediante la relación entre las bandas de los grupos amino y amida. La P fue adquirida 

en Sigma-Aldrich, con un contenido de ácido galacturónico ≥ 74%, peso molecular de 485 kDa y grado 

de metoxilación de 57,9 % (W. Wang et al., 2020).  

 Asimismo, se elaboraron hidrogeles utilizando otros dos polímeros. Se utilizó gelatina (Ge) 

comercial de Sigma-Aldrich, derivada de piel de cerdo, tipo A, con determinación cuantitativa entre 70-

90% (ensayo de Biuret) y un pI entre 7 y 9,5. Además, se utilizó condroitín sulfato (CS), adquirido en 

una farmacia local de Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina, con un peso molecular aproximado de 

108 kDa, determinado mediante Ubbelohde modelo 1c.  

 

2.2 Factores clave en el diseño de hidrogeles. 

En el diseño de los hidrogeles, se consideró que el grado de interacción para la formación de 

los PECs varía según el pH utilizado y la concentración de los polímeros. Además, se incorporó NaCl 

con el fin de obtener materiales saloplásticos y permitir la comparación de sus propiedades. 

 

2.2.1 pH. 

Para la formulación de los hidrogeles de quitosano y pectina (QP), se prepararon soluciones 

buffer utilizando ácido acético glacial (99,5 % de Laboratorios Cicarelli) y bicarbonato de sodio (Química 

Industrial KUBO S.A.) para obtener pHs de 4, 4,5 y 5. Estos valores de pHs fueron seleccionados 

teniendo en cuenta los pI de Q y P, ya que en este rango ambos polímeros presentan sus grupos 

funcionales cargados. De acuerdo con esta consideración, también se elaboraron los hidrogeles de 

gelatina y condroitín sulfato (GCS), utilizando pHs de 3,5 y 4. Estos valores fueron seleccionados a 

partir de los resultados obtenidos en estudios previos en los que se emplearon estos polímeros 

(González et al., 2020).  
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2.2.2 Concentración polimérica. 

Para los hidrogeles de QP, se evaluó la formulación utilizando concentraciones de polímeros 

de 5 mg/ml o 10 mg/ml, en una proporción 1:1, ya que esta proporción suele ser empleada para la 

formulación de hidrogeles (Birch et al., 2015; Bombaldi de Souza et al., 2019). Las concentraciones 

utilizadas son relativamente bajas, ya que de esa manera se favorece la difusión y cinética permitiendo 

que la interacción entre los polielectrolitos sea mayor (Schaaf and Schlenoff, 2015). 

Para los hidrogeles de GCS, se evaluaron diversas concentraciones poliméricas (5, 10, 15, 20 

y 25 mg/ml), así como diferentes combinaciones de proporciones entre los polímeros. Esta variabilidad 

se debió a que algunos de los hidrogeles no se formaron correctamente en un principio. Además, se 

consideraron los resultados del estudio realizado por González et al. (Gonzalez et al., 2020). La 

proporción en la que se combinaron las soluciones poliméricas y las concentraciones finales 

consideradas óptimas para la formulación de microgeles con estos polímeros se determinaron a partir 

de los resultados obtenidos en los ensayos de caracterización. 

 

2.2.3 Sal. 

Se incorporaron distintas concentraciones de NaCl: 0, 0,15 y 0,5 M, con el objetivo de evaluar 

cómo se modificaban las propiedades de los hidrogeles debido a esta incorporación y si los efectos se 

acentuaban o no al variar la concentración de sal. La elección de NaCl se fundamentó en los efectos 

que los iones ejercen sobre los PECs, tal como se detalló en el Capítulo 1, sección 1.3.3. 

 

2.3 Formulación de hidrogeles. 

2.3.1 Preparación de hidrogeles de quitosano y pectina. 

Se prepararon 36 soluciones (18 de Q y 18 de P), variando los parámetros mencionados, y se 

homogeneizaron mediante agitación magnética hasta la completa disolución de los polímeros. 

Posteriormente, se mezclaron por goteo ambas soluciones poliméricas, manteniendo la agitación 

magnética constante a 300 rpm (Stuart CD162 Digital Stirrer/Hotplate). Las soluciones se dejaron 

interactuar en agitación durante una hora. A continuación, se transfirieron a tubos Falcon y se 

centrifugaron a 8000 rpm durante 30 minutos (High Speed Centrifuge, Neofuge 15), hasta obtener los 

geles compactos al fondo del tubo, como se observa en la Figura 2.1. 
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Figura 2.1. Esquema de la formulación de los hidrogeles QP. 

 

El sobrenadante se descartó, y los hidrogeles se pesaron, fotografiaron y almacenaron en 

heladera hasta las próximas caracterizaciones. Además, se calculó el porcentaje teórico de agua 

presente en los hidrogeles, considerando que la totalidad de la masa de polímeros y sal quedaron en 

el hidrogel después de la centrifugación. 

 Para corroborar que se necesitan ambos polielectrolitos para formar los hidrogeles, se 

realizaron soluciones de Q con NaCl y de P con NaCl a pH 4 y, una vez homogéneas, se centrifugaron. 

 

2.3.2 Síntesis de hidrogeles de gelatina y condroitín sulfato. 

Primero se prepararon las soluciones buffer correspondientes. Luego, estas se dividieron en 

distintos tubos y a algunos se les incorporó NaCl. A continuación, se añadieron los polímeros en la 

concentración deseada, y se dejaron homogeneizar con agitación magnética durante el tiempo 

necesario (aproximadamente 1 hora). En el caso de las soluciones que contenían Ge, se 

homogeneizaron a 40 °C para favorecer su disolución. 

Una vez realizadas las soluciones y ajustado el pH correspondiente, se mezclaron, por goteo, 

la solución de Ge con la de CS, manteniendo agitación constante a 300 rpm y 40 °C (Stuart CD162 

Digital Stirrer/Hotplate). Posteriormente, se dejó en agitación durante 50 minutos adicionales. 

Para obtener los hidrogeles compactos, se centrifugaron las muestras. Antes de realizar este 

paso, se colocaron en tubos Falcon y se dejaron en heladera durante un mínimo de 30 minutos. La 

centrifugación se llevó a cabo a 8000 rpm durante 30 minutos (High Speed Centrifuge, Neofuge 15). 

Una vez centrifugadas, las muestras volvieron a la heladera durante al menos 30 minutos, y se descartó 

el sobrenadante. 
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2.3.3 Obtención de microgeles de gelatina y condroitín sulfato.  

Los microgeles son un tipo específico de hidrogel con dimensiones micrométricas. Para mayor 

claridad y evitar confusiones entre los términos "hidrogeles" y "microgeles", se diferenciarán en este 

trabajo, a pesar de que ambos se consideran parte de la categoría general de hidrogeles. 

Para la síntesis de microgeles, se modificó la etapa de compactación: no se centrifugaron las 

mezclas poliméricas, sino que se secaron por aspersión (LSD-48 mini spray dryer JISL) hasta obtener 

un polvo. Los parámetros de funcionamiento del equipo de secado por aspersión fueron: temperatura 

de entrada 120 °C, temperatura de salida 73 °C, presión del aspirador 55 (entre 200-210 mm de 

mercurio) y alimentación de la bomba al 20%. Estos parámetros fueron seleccionados luego de varios 

ensayos de prueba, en los cuales se modificaron las temperaturas (Anexo 3). 

 

2.4 Incorporación de refuerzos y principios activos a los hidrogeles. 

2.4.1 Nanopartículas de plata como refuerzo funcional. 

Las nanopartículas de plata (AgNPs) fueron obtenidas en colaboración con otro grupo de 

investigación del Instituto de Investigaciones en Biodiversidad y Biotecnología (INBIOTEC). Su 

formulación se llevó a cabo mediante técnicas eco-amigables, partiendo de Trichoderma harzianum, 

una especie de hongo que reduce el nitrato de plata (Consolo et al., 2020). Las AgNPs son esféricas, 

con un tamaño de 19 ± 6 nm, determinado mediante microscopía (Ferrante et al., 2025). 

2.4.1.1 Incorporación a hidrogeles de QP. 

La incorporación de AgNPs a los hidrogeles se realizó pesando las nanopartículas de forma 

que representaran un 1% del peso de los polímeros. Las AgNPs se colocaron en la solución buffer 

correspondiente y se homogeneizó mediante agitación constante durante al menos 1 hora. Luego, la 

solución con las AgNPs se dividió y se le añadió NaCl y Q o P, según corresponda. El resto del 

procedimiento es igual al descrito para la formulación de los hidrogeles sin nanopartículas. 

2.4.1.2 Incorporación a hidrogeles y microgeles de gelatina y condroitín sulfato. 

El ensayo de potencial zeta a pH 3,5 con una concentración de nanopartículas de 0,05 mg/ml 

arrojó un valor de -13,5 ± 4,3 mV. Teniendo en cuenta este valor, se decidió que la mejor estrategia 
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era incorporar las nanopartículas a la solución de CS y luego combinarla con la de Ge para obtener un 

hidrogel compuesto por un 1% de AgNPs sobre la masa total de polímeros. Su incorporación se realizó 

tanto para los hidrogeles como para el polvo de microgeles. 

 

2.4.2 Incorporación de nanohilos de celulosa a la matriz del hidrogel.  

Se partió de celulosa microcristalina (MCC, Sigma Aldrich), se realizaron dispersiones de MCC 

en agua destilada y se aplicó energía ultrasónica a través de una punta (30 minutos al 40% de amplitud 

y 58653 J de energía). Luego, se descartó el sobrenadante y se liofilizó el contenido para obtener los 

nanohilos de celulosa (CNWs). Para este proceso se utilizó un equipo de punta ultrasónica: modelo 

Vibra-cell VCX750; potencia 750 W; frecuencia 20 kHz; sonda estándar VCX750; punta modelo 219-B 

(630-0219); diámetro de la punta 13 mm. 

2.4.2.1 Incorporación a hidrogeles de quitosano y pectina. 

Los CNWs se incorporaron a los hidrogeles siguiendo dos estrategias: 

a) Hinchamiento en una dispersión de CNWs de los hidrogeles formados: Se añadió 1 mg/ml de 

concentración de CNWs a 10 ml de agua destilada y se hincharon las muestras de hidrogeles de 0,25 

g promedio de QP con o sin NaCl en su composición durante 24 horas. 

b) Adición a una solución de polímeros antes del proceso de gelificación: Se incorporaron partes 

iguales de CNWs a las soluciones precursoras de Q y P, teniendo o no NaCl en su composición. Los 

mg de CNWs se calcularon considerando una cantidad total de 4, 10, 20 o 30% de nanohilos en 

comparación con la masa de los polímeros. 

2.4.2.2 Incorporación a hidrogeles de GCS. 

Se utilizó la misma nanocelulosa que fue sintetizada y caracterizada para los hidrogeles de 

QP. La incorporación del refuerzo se realizó en la solución madre de polímeros a distintos porcentajes: 

4, 10, 20 y 30% de masa de CNWs sobre masa de los polímeros. Esto se realizó a pH 3,5 con una 

concentración de 15 mg/ml de polímeros y 0 o 0,15 M de NaCl, y con 20 mg/ml de condroitín y 10 

mg/ml de Ge sin NaCl. 
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2.4.3 Lidocaína como compuesto activo en los hidrogeles. 

2.4.3.1 Incorporación a hidrogeles de quitosano y pectina. 

Se utilizó lidocaína (LD) viscosa al 2% p/p de Denver Farma (Argentina). Se prepararon 6 ml 

de solución de LD con 54 ml de buffer (para obtener una concentración final de 2 mg/ml de LD en la 

muestra). La mezcla se mantuvo en agitación durante unos minutos para homogeneizar, y luego se 

incorporaron los polímeros y la sal. 

2.4.3.2 Eficiencia de encapsulación de lidocaína. 

Dado que la LD se detecta a 255 nm en espectroscopía UV-Visible (Abou-Okeil et al., 2018; 

Long et al., 2019), se decidió determinar la cantidad de LD que retiene el hidrogel. Para esto, después 

de mezclar las soluciones poliméricas y centrifugar para obtener los hidrogeles, se conservó el 

sobrenadante y se determinó la cantidad de LD libre. 

Para la determinación de LD, se utilizó una bolsa de diálisis en la que se incorporaron 10 ml 

del sobrenadante. El sistema se colocó en un vaso de precipitados con 250 ml de agua destilada y se 

dejó en agitación a 200 rpm durante 7 días. El peso molecular de corte de la bolsa de diálisis es de 12-

14.000 Da, lo que permite que la LD pase a través de los poros y no así los polímeros que no se hayan 

entrecruzado. Tras este tiempo, se determinó la absorbancia en el UV-Visible correspondiente a la 

longitud de onda de la LD. Posteriormente, se realizó una curva de calibración de lidocaína en agua 

destilada para poder calcular la concentración. Con este valor, se obtuvieron los mg presentes en el 

sobrenadante y, por diferencia, los mg de lidocaína presentes en el hidrogel. 

Para determinar la eficiencia de encapsulación, se utilizó la siguiente ecuación: 

 

𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (%)  =  
𝐿𝐷𝑒𝑛𝑐

𝐿𝐷𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
× 100    (Ecuación 2.1)  

 

Donde LDenc equivale a los mg de LD presentes en el hidrogel en ese tiempo y LDtotal 

corresponde a la cantidad total de mg adicionados. Sabiendo los mg de lidocaína que quedaron 

retenidos en el hidrogel, se pesó el hidrogel y se realizaron tres réplicas para llevar a cabo la curva de 

liberación de lidocaína. 
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2.4.3.3 Curva de liberación de la lidocaína. 

Para realizar la curva de liberación de LD, se colocó una réplica de hidrogel en tres bolsas de 

diálisis junto con 3 ml de buffer fosfato salino (PBS) en cada una. Estas bolsas se sumergieron en 150 

ml de PBS. Se utilizó este buffer con el objetivo de simular condiciones fisiológicas y mantener el pH 

del medio en un rango cercano a 7,4. Los sistemas se colocaron en un agitador orbital dentro de una 

estufa a 37 °C. Cada 30 minutos, durante un período de 5 horas, se extrajeron alícuotas de cada 

sistema y se midió la absorbancia en UV-Visible a 255 nm (Abou-Okeil et al., 2018; Long et al., 2019). 

Posteriormente, el volumen extraído para las mediciones fue devuelto a su frasco correspondiente con 

el fin de mantener un volumen constante. 

El cálculo del porcentaje de liberación de LD se basó en la máxima concentración teórica de 

LD (LD₀), definida como la cantidad total que podría liberarse. Esta concentración se determinó a partir 

de los miligramos de LD incorporados en el hidrogel, considerando la eficiencia de encapsulación. 

Además, se midió la concentración acumulada de LD liberada en un tiempo específico (LDₜ). Para ello, 

se utilizó la siguiente ecuación, reportada por He et al. (He et al., 2004): 

 

𝐿𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝐿𝐷 (%)  =
𝐿𝐷𝑡

𝐿𝐷0
× 100       (Ecuación 2.2) 

 

2.5 Caracterización de los polímeros de partida y de los hidrogeles. 

2.5.1 Cálculo del peso molecular del condroitín sulfato. 

Para determinar el peso molecular del CS, se utilizó un viscosímetro Ubbelohde modelo 1c. El 

día previo al ensayo, se prepararon soluciones diluidas de CS y se dejaron reposar a temperatura 

ambiente (21 °C). El día del experimento, el viscosímetro se lavó con agua destilada, y posteriormente 

se realizaron tres mediciones cronometrando el tiempo que tardó el agua destilada en atravesar los 

aforos. El procedimiento se repitió utilizando las soluciones de CS preparadas. 

Teniendo el tiempo de dilución promedio del agua destilada (t0) y los tiempos de dilución de 

las muestras (t), se calcularon la viscosidad relativa (𝜂𝑟) y la viscosidad específica (𝜂𝑠𝑝) mediante las 

siguientes ecuaciones: 

 

𝜂
𝑟
= 

𝑡

𝑡0
          (Ecuación 2.3) 
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𝜂
𝑠𝑝
= 𝜂𝑟 − 1          (Ecuación 2.4) 

 

Una vez determinadas la 𝜂𝑟 y la 𝜂𝑠𝑝, estos valores se emplearon para obtener la viscosidad 

intrínseca (𝜂). Esta se calculó como el promedio de la extrapolación a cero de las curvas 𝜂sp/C y ln 𝜂r/C 

en función de la concentración (C) de CS en las soluciones, expresada en g/ml (Paz et al., 2013).  

Posteriormente, se consideraron las constantes de Mark–Houwink–Sakurada, k y a, las cuales 

son específicas del polímero bajo determinadas condiciones experimentales. En este caso, se 

utilizaron las constantes reportadas en literatura para CS en condiciones experimentales similares a 

las del laboratorio (k = 0,031 ml/g y a = 0,74) (Mori and Barth, 1999). Con estos datos, se determinó el 

peso molecular viscosimétrico (Mv) de acuerdo a la ecuación de Mark–Houwink–Sakurada: 

 

𝑀𝑣 = (
𝜂

𝑘
)1/𝑎         (Ecuación 2.5) 

 

2.5.2 Evaluación de la capacidad de hinchamiento y absorción de agua. 

Para los ensayos de hinchamiento, los hidrogeles se colocaron en una solución con un pH, 

salinidad y temperatura determinados, según las condiciones de evaluación. Los hidrogeles se pesaron 

antes y después del ensayo; una vez que el peso dejó de variar con el tiempo, se consideró que se 

había alcanzado el equilibrio. El porcentaje de hinchamiento se calculó utilizando la siguiente fórmula: 

 

 𝐻𝑖𝑛𝑐ℎ𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 (%)  =  
𝑀𝑓−𝑀𝑖

𝑀𝑖
𝑥100      (Ecuación 2.6) 

 

Donde 𝑀𝑖 y 𝑀𝑓 hacen referencia al peso de los hidrogeles antes y después del ensayo, 

respectivamente. Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado. 

El ensayo de hinchamiento también se realizó en los microgeles de GCS (1: GCS-0, 2: GCS-

0,15, 3: GCS-0-AgNPs y 4: GCS-0,15-AgNPs). Para este propósito, se pesaron 10 mg de cada muestra 

y se colocaron en tubos Eppendorf con 1 ml de solución fisiológica (SF), registrando previamente la 

masa de los Eppendorf vacíos. Se realizaron tres réplicas por cada muestra. Los tubos se agitaron 

brevemente con un vórtex y se dejaron en una estufa a 37 °C durante los tiempos establecidos (2 h, 1 
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h, 30 min, 15 min, 6 min y 1 min). Al finalizar, los tubos se centrifugaron a 6000 rpm durante 5 minutos 

(High Speed Centrifuge, Neofuge 15), se descartaron los sobrenadantes y se volvieron a pesar los 

Eppendorf. El hinchamiento se calculó utilizando la Ecuación 2.6. 

Para los ensayos de hinchamiento y absorción de agua en los microgeles, se siguió un 

protocolo basado en el descrito por Chen et al. (Chen et al., 2017), con algunas modificaciones. Para 

asegurar la eliminación de humedad residual, los hidrogeles se secaron previamente en estufa a 40 °C 

durante 24 horas. Posteriormente, se colocaron 10 mg de cada muestra (M0) sobre papel de filtro (90 

mm, grado 102) en un embudo. El ensayo se realizó en triplicado para cada muestra. Con una pipeta 

Pasteur, se agregó agua destilada por goteo hasta observar la caída de una gota a través del embudo. 

A continuación, los hidrogeles se retiraron y se pesaron (M1). Este procedimiento se realizó tanto en 

los cuatro microgeles como en los polímeros solos. 

La tasa de absorción de agua se calculó mediante la siguiente ecuación: 

 

𝑇𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑎𝑔𝑢𝑎 (%)  =  
𝑊1−𝑊0

𝑊0
𝑥100                                                         (Ecuación 2.7) 

 

Siendo W0 y W1 el peso al iniciar y al finalizar el ensayo, respectivamente. 

 

2.5.3 Ensayo de fracción de gel.  

Se cortaron muestras de geles de igual masa y se llevaron a estufa a 30 °C por 24 horas. 

Luego, se pesaron nuevamente y se anotó el valor (M0). Posteriormente, las muestras se sumergieron 

en agua destilada, aquellas sin NaCl, o en una solución salina de 0,15 M NaCl, aquellas formuladas 

con 0,15 M NaCl, durante 4 días a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, los geles se secaron 

nuevamente en estufa a 30 °C por 24 horas y se anotó la masa final (Mf), la cual permaneció constante 

con el paso del tiempo. 

La ecuación que se utilizó para el cálculo de fracción de gel (GF) fue la siguiente: 

𝐺𝐹(%) =  
𝑀𝑓

𝑀0
×  100         (Ecuación 2.8) 
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Para los geles compuestos, se utilizó una ecuación modificada que considera la masa del 

refuerzo incorporado (𝑀𝑐), como nanohilos de celulosa o nanopartículas de plata, quedando de la 

siguiente forma: 

 

𝐺𝐹 (%)  =  
𝑀𝑓−𝑀𝑐

𝑀0−𝑀𝑐
× 100        (Ecuación 2.9) 

 

2.5.4 Análisis termogravimétrico.  

El análisis termogravimétrico (TGA) se realizó en un rango de temperatura desde 25 °C hasta 

800 °C, con una tasa de calentamiento de 10 °C/min bajo atmósfera de nitrógeno. El equipo utilizado 

fue un TGA TAQ500 v20.13. Antes del estudio, los hidrogeles y microgeles se secaron en una estufa 

durante 48 horas para eliminar el agua residual. 

El análisis se llevó a cabo tanto en los polímeros individuales como en los hidrogeles de QP, 

con y sin refuerzos, y en los microgeles GCS. 

 

2.5.5 Técnicas de microscopía. 

2.5.5.1 Microscopía electrónica de barrido.  

Las muestras fueron liofilizadas, criofracturadas y metalizadas previamente al análisis. El 

equipo utilizado fue un FE-SEM ZEISS Modelo Crossbeam 350. Este estudio se llevó a cabo en los 

hidrogeles de QP con y sin NaCl, y con y sin CNWs. 

El espesor de la pared de los poros se calculó utilizando el software de análisis de imágenes 

ImageJ, realizando 30 mediciones por micrografía y obteniendo el promedio y la desviación estándar. 

También se tomaron imágenes de los microgeles de GCS con o sin NaCl y AgNPs. Para 

preparar estas muestras, se utilizó literatura previa sobre materiales similares (Berger et al., 2009; 

Christodoulakis and Vamvakaki, 2010; Sahiner et al., 2006). Para ello, los microgeles se liofilizaron 

para asegurarse la eliminación completa de agua y luego se los metalizó con partículas de oro, para 

que sean conductoras. También se dispersó el polvo en agua y luego se liofilizó. Por lo tanto, utilizamos 

el microgel de diferentes maneras a modo comparativo: 
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● Polvo liofilizado. 

● Polvo disperso en agua (1,5 y 5 mg/ml) y luego liofilizado. 

2.5.5.2 Microscopía de fuerza atómica. 

Para el análisis de microscopía de fuerza atómica (AFM), se prepararon dispersiones con el 

objetivo de observar las estructuras de los CNWs. El equipo utilizado fue un 5500 Scanning Probe 

Microscopy de Agilent Technologies, operando en modo contacto. 

 

2.5.6 Ensayo de durabilidad. 

Dado que los hidrogeles están compuestos por materiales biodegradables, su deterioro a lo 

largo del tiempo puede variar según las condiciones ambientales. Por ello, se llevó a cabo un ensayo 

de durabilidad con el fin de determinar la vida útil del material y las condiciones óptimas de 

conservación para su uso futuro. 

Los hidrogeles se mantuvieron a temperatura ambiente (21 °C) y sumergidos en agua destilada 

para evitar su desecación. Se añadió azida sódica (NaN₃) al medio a una concentración de 0,1 g/L 

para prevenir contaminación microbiana (Lichstein and Soule, 1944). Las muestras se guardaron en 

frascos plásticos, manteniéndose en oscuridad. 

Para este ensayo, se prensaron los hidrogeles entre dos placas metálicas y se cortaron en 

discos de 7 mm de diámetro, las muestras ensayadas fueron QP con o sin NaCl y CNWs 10%. Las 

muestras se lavaron con agua destilada, se pesaron y luego se colocaron en agua destilada con NaN₃. 

Se mantuvieron a temperatura ambiente durante períodos controlados.  

El análisis se hizo por cuadruplicado, midiendo diferentes propiedades en intervalos de tiempo 

específicos. Entre las evaluaciones realizadas, se incluyen: 

• Propiedades mecánicas: Evaluadas en compresión estática utilizando los parámetros 

detallados en la sección 2.5.8.1. 

• Pérdida de peso: Calculada utilizando la siguiente fórmula: 

 

𝑃é𝑟𝑑𝑖𝑑𝑎 𝑑𝑒 𝑝𝑒𝑠𝑜 (%)  =  
𝑀𝑖−𝑀𝑓

𝑀𝑖
𝑥 100       (Ecuación 2.10) 

 



Tesis doctoral - “Biohidrogeles basados en complejos polielectrolitos como apósitos para heridas” 

 Micaela Ferrante                                                                                                                     32 

• Además, se hicieron ensayos de microscopía electrónica de barrido (SEM).  

• Análisis físico-químico mediante FTIR. 

Estas mediciones fueron realizadas en los días 1, 60, 120, 180 y 240. 

 

2.5.7 Técnicas físico-químicas de caracterización de los hidro y 

microgeles. 

2.5.7.1 Potencial zeta. 

Para la medición del potencial zeta, se prepararon soluciones de los polímeros en diferentes 

concentraciones, disueltos en el buffer correspondiente y con o sin la incorporación de NaCl o 

nanopartículas. Las muestras de Q y P se analizaron utilizando un equipo Malvern Zetasizer ZS 90, 

equipado con un láser de 633 nm (He-Ne) a 25 °C. Adicionalmente, este equipo fue empleado para 

medir la conductividad de las soluciones. En el caso de las muestras de Ge y CS, se utilizó un equipo 

Horiba SZ-100 para los análisis correspondientes. 

2.5.7.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier. 

Esta técnica se empleó para caracterizar la absorbancia asociada a las reacciones químicas y 

las interacciones entre los grupos funcionales presentes en las muestras (Farrukh, 2012). En este 

estudio, los análisis se realizaron en modo de reflectancia total atenuada (ATR) con una resolución de 

4 cm⁻¹ y un total de 32 escaneos en un rango espectral de 600 a 4000 cm⁻¹, utilizando un instrumento 

Thermo Scientific FTIR-Nicolet 6700. 

En casos específicos, se llevaron a cabo mediciones en modo de transmisión mediante la 

preparación de pastillas de bromuro de potasio (KBr) que contenían la muestra analizada. Este método 

se aplicó a las muestras en polvo, tales como los polímeros puros o los microgeles de GCS. 

 

2.1.6.4 Difracción de Rayos X.  

La difracción de rayos X (DRX) se utilizó para determinar el grado de cristalinidad de los 

hidrogeles. Para este propósito, los hidrogeles fueron secados hasta formar un film, el cual 
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posteriormente fue sometido al análisis. Las condiciones experimentales incluyeron un rango de 2θ 

entre 2° y 50°, con una velocidad de barrido de 2°/min. Las mediciones se realizaron en un 

difractómetro de rayos X PAnalytical X’pert PRO, equipado con un tubo de Cu y radiación K-alpha. 

Además, se realizaron análisis en muestras en polvo de nanohilos de celulosa (CNWs) y 

celulosa microcristalina (MCC), empleando los mismos parámetros instrumentales. 

 

2.5.8 Caracterización mecánica. 

2.5.8.1 Análisis de compresión.  

El análisis de compresión se llevó a cabo en hidrogeles de QP con y sin la incorporación de 

NaCl y CNWs, con el objetivo de evaluar el módulo de compresión y la deformación alcanzada. Para 

asegurar una estructura geométrica uniforme, los hidrogeles fueron prensados entre dos placas 

metálicas y posteriormente colocados en una solución buffer a pH 4 o en SF durante 24 horas. Luego, 

las muestras se recortaron en discos de 10 mm de diámetro. 

Los parámetros experimentales empleados incluyeron una temperatura de 20 °C, placas 

paralelas, un desplazamiento máximo de compresión de 10 mm, una fuerza inicial de 5 nN, una 

velocidad de carga de 100 nN/min y una fuerza final de 8000 nN. Los ensayos se realizaron utilizando 

un instrumento Perkin Elmer DMA 7e y, para garantizar la reproducibilidad, se efectuaron al menos 

tres réplicas por cada muestra. 

2.5.8.2 Estudio reológico de frecuencias. 

El estudio reológico se llevó a cabo en hidrogeles de QP, con y sin la adición de NaCl y CNWs 

al 10 %. Las mediciones se realizaron en platos paralelos de 10 mm de diámetro, donde la altura de 

las muestras fue determinada automáticamente por el equipo sin aplicar fuerza previa. El ensayo 

consistió en barridos de frecuencia en un rango de 0,1 a 10 Hz, con una fuerza estática de 30 mN y 

una fuerza dinámica de 15 mN. La temperatura de análisis fue establecida en 37 °C. 

Para preparar las muestras, los hidrogeles fueron prensados, sometidos a un proceso de 

hinchamiento en SF durante 24 horas y cortados en discos de aproximadamente 8 mm de diámetro. 

Cada ensayo incluyó cuatro réplicas por muestra. Las pruebas se llevaron a cabo utilizando un 

instrumento Perkin Elmer DMA 7e. 
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2.5.8.3 Nanoindentación. 

La caracterización mediante nanoindentación se realizó utilizando un equipo Triboindenter 

Hysitron (Módulo Nano), equipado con un indentador Berkovich. Las mediciones se llevaron a cabo 

con un indentador esférico de zafiro de 500 μm de radio, bajo un esquema de control por 

desplazamiento (displacement control, "DC"), siguiendo la norma ISO 14577-1 (International 

Organization for Standardization, 2015). 

Las pruebas incluyeron indentaciones a profundidades variables, desde 500 nm hasta un 

máximo de 4000 nm. En cada región de las muestras se realizó una única indentación, empleando la 

función Imaging del equipo para garantizar precisión. Durante el ensayo, se monitoreó la deformación 

lenta (creep) bajo carga constante en la fase inicial de contacto, previa al inicio del proceso de 

indentación. 

En cuanto a la preparación de las muestras, los hidrogeles fueron prensados para garantizar 

una altura uniforme y se sometieron a un proceso de hinchamiento en SF durante 24 horas antes de 

la prueba. 

 

2.5.9 Ensayos de desempeño físico: Evaluación de la permeabilidad, 

degradabilidad y estabilidad de los hidrogeles. 

2.5.9.1 Tasa de transmisión de vapor de agua. 

Se realizó un ensayo para evaluar la permeabilidad de los hidrogeles, considerando que este 

parámetro está directamente relacionado con la efectividad en la cicatrización de heridas. Los 

hidrogeles fueron prensados y secados bajo flujo laminar para obtener películas uniformes, que 

posteriormente se recortaron en discos de 10 mm de diámetro. El espesor de las películas se determinó 

utilizando un micrómetro digital (Mitutoyo). 

Para el ensayo, se incorporaron 9 ml de agua destilada en tubos de ensayo y se sellaron las 

películas de hidrogel en la boca de los tubos utilizando adhesivo acrílico. Los sistemas se pesaron 

antes y después de la prueba, la cual se realizó en una cámara a 37 °C y con una humedad relativa 

constante del 90 % durante un período de 4 días. 
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La tasa de transmisión de vapor de agua (WVTR) se calculó empleando la ecuación descrita 

por Gonzalez et. al. (Gonzalez et al., 2014): 

 

𝑊𝑉𝑇𝑅 =
𝑀0−𝑀1

72 × 𝐴
         (Ecuación 2.11) 

 

Donde A es el área de la boca del tubo (m2), 𝑀0 y 𝑀1 son las masas del sistema antes y 

después del ensayo, respectivamente.  

Además, los valores se ajustaron considerando el espesor de la película (es) de la siguiente 

manera: 

 

𝑁𝑊𝑉𝑇𝑅 =  𝑊𝑉𝑇𝑅 ×  𝑒𝑠        (Ecuación 2.12) 

 

2.5.9.2 Ensayo de degradabilidad y estabilidad de hidro y microgeles. 

Hidrogeles QP 

El ensayo de degradabilidad de los hidrogeles de QP, con o sin NaCl y/o CNWs, se realizó 

siguiendo el protocolo descrito por Alizadeh et. al. (Alizadeh et al., 2013) y Rodrigues et. al. (Rodrigues 

et al., 2016), con modificaciones específicas. Los hidrogeles se prensaron y se recortaron en discos 

de, aproximadamente, 7 mm de diámetro. Para cada punto temporal, se prepararon tres réplicas por 

muestra. 

Antes de iniciar el ensayo, los discos se sumergieron en agua destilada durante al menos 2 

horas y luego se secaron en una estufa a 40 °C durante 24 horas. Las muestras secas se pesaron y 

se colocaron en tubos Eppendorf que contenían PBS y NaN₃, (0,5 g/L) para evitar la contaminación 

microbiana (Lichstein and Soule, 1944). Los tubos se mantuvieron a 37 °C para simular la temperatura 

corporal, dado el contexto de aplicación en apósitos. 

El análisis se realizó en los días 1, 5, 12 y 21. Las muestras se retiraron de los tubos, se lavaron 

con agua destilada y se secaron nuevamente en una estufa a 40 °C durante 24 horas antes de ser 

pesadas. El porcentaje de pérdida de peso se calculó mediante la siguiente ecuación: 
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𝑃é𝑟𝑑𝑖𝑑𝑎 𝑑𝑒 𝑝𝑒𝑠𝑜 (%)  =  
𝑊𝑖−𝑊𝑓

𝑊𝑖
× 100       (Ecuación 2.13) 

 

Donde Wi y Wf son los pesos inicial y final, respectivamente, de los hidrogeles secos. 

Microgeles GCS 

Se evaluó la degradación de los geles obtenidos a partir de Ge sola y de los entrecruzados. 

Inicialmente, las muestras se hincharon en agua destilada y las suspensiones resultantes se 

centrifugaron a 6000 rpm durante 5 minutos utilizando una centrífuga de alta velocidad (High Speed 

Centrifuge, Neofuge 15). Luego, el precipitado obtenido fue liofilizado para formar estructuras 

compactas, las cuales se colocaron en tubos con agua destilada y se mantuvieron a 37 °C. La 

estabilidad de las muestras se evaluó determinando el tiempo de desintegración de las estructuras. 

 

2.5.10 Ensayos biológicos. 

2.5.10.1 Antibacterianos. 

2.5.10.1.1 Medición del halo de inhibición. 

Se realizaron ensayos tomando como modelo de Gram (-) a Escherichia coli ATCC 8739 y de 

Gram (+) a Staphylococcus aureus ATCC 6538 (ATCC, American Type Culture Collection). Estas 

cepas se cultivaron en agar eosina-azul de metileno (EMB) y Baird Parker, respectivamente. Las 

bacterias fueron incubadas en agar Mueller Hinton a 37 ± 0,5 °C por 24 horas. Luego, el inóculo fue 

suspendido en agua destilada estéril y se ajustó la densidad bacteriana hasta una turbidez igual a 0,5 

Mc Farland. Se evaluó la actividad antimicrobiana de los hidrogeles QP sin NaCl o con 0,15 M NaCl. 

Por otro lado, el mismo procedimiento mencionado se realizó para los microgeles GCS. 

El estudio se realizó en colaboración con el grupo del Instituto de Investigaciones en 

Producción, Sanidad y Ambiente (IIPROSAM). Para realizar el test, se siguió el trabajo de Pereda et. 

al. (Pereda et al., 2011). Los geles QP se habían conservado previamente prensados y cortados en 

discos de 4 mm de diámetro, aproximadamente, y se guardaron de esa manera en un recipiente en 

heladera hasta el momento de uso. Para corroborar la carga microbiológica inicial de los hidrogeles se 

los incubó sin bacterias. En cuanto a la preparación de las muestras de microgeles, se utilizó 10 mg 
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de cada polvo muestra por triplicado. Luego, para medir la actividad antibacteriana, se siguió el mismo 

procedimiento que se mencionó antes. Se realizaron controles con inoculación bacteriana sin la 

muestra y, al igual que para los hidrogeles QP, también se comprobó la carga microbiana inicial y no 

se vio crecimiento. 

Las muestras se colocaron en las placas previamente sembradas con 100 µL de inóculo con 

aproximadamente 105–106 unidades formadoras de colonias (UFC) por ml de cada bacteria analizada. 

Se dejaron en incubación 24 horas a 37 °C.  

La zona de inhibición se midió desde el centro de los hidrogeles o microgeles utilizando un 

calibrador manual (Mitutoyo, Japón).  

Por otro lado, para los hidrogeles QP con CNWs en su composición, este ensayo se realizó en 

colaboración con el departamento de ingeniería química y de materiales, en la facultad de ingeniería 

de la Universidad de Alberta (Edmonton, Canadá). Se partió de hidrogeles previamente prensados, 

cortados en discos de 4 mm de diámetro y liofilizados. Los geles fueron esterilizados bajo luz UV 

durante 15 minutos de cada lado. Se los hinchó en PBS y luego se los colocó en placas conteniendo 

108 UFC/ml de E. coli (ATCC 25922) y S. aureus (ATCC 25923). Las placas se dejaron en incubación 

a 37 °C durante 24 horas y se fotografiaron los resultados. Como controles se utilizaron los geles sin 

CNWs. Cabe destacar que en este último ensayo las cepas utilizadas son distintas que las que se 

usaron en el resto de los ensayos de actividad antibacteriana 

2.5.10.2 Estudios celulares en hidrogeles. 

2.5.10.2.1 In vivo. 

Los animales y el modelo de curación de heridas utilizados consistieron en cuatro ratas Wistar 

hembra de 16 semanas de edad, con un peso de 360-400 g. Los animales fueron obtenidos de la 

Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de Buenos Aires (UBA) y mantenidos en el Centro 

de Recursos Animales (CEFYBO) en condiciones libres de patógenos. Las ratas se alojaron en una 

habitación con clima controlado y un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. La alimentación consistió en 

comida estándar para ratas de laboratorio y agua ad libitum. Todos los animales recibieron cuidados 

de acuerdo con las normas locales de bienestar animal, y los protocolos fueron aprobados por el 

Comité de Ética Animal de la Facultad de Medicina de la UBA. 



Tesis doctoral - “Biohidrogeles basados en complejos polielectrolitos como apósitos para heridas” 

 Micaela Ferrante                                                                                                                     38 

Para los experimentos de cicatrización de heridas, las ratas fueron alojadas en jaulas 

individuales. La anestesia se llevó a cabo mediante la administración intraperitoneal de una 

combinación de ketamina (20-45 mg/kg) y midazolam (45 mg/kg). Se eliminó el pelo de la región dorsal 

utilizando tijeras eléctricas, y se generaron tres heridas de espesor completo en la piel dorsal con un 

trocar de biopsia de 8 mm, atravesando dos capas de piel. En cada animal, una de las heridas se utilizó 

como control interno, mientras que las otras dos fueron tratadas. 

Se aplicaron hidrogeles QP con NaCl en concentraciones de 0 y 0,15 M sobre las heridas 

tratadas, cubriéndolas completamente. Para la herida de control, se utilizó una gasa furacinada en 

lugar del hidrogel. Para evitar el desplazamiento de los hidrogeles y las gasas, se cubrió la región 

dorsal de las ratas con cinta hipoalergénica y Tegaderm. El proceso de curación se analizó retirando 

los vendajes en animales anestesiados, tomando al menos tres imágenes de cada herida para evaluar 

el área y determinar el porcentaje de cierre mediante la fórmula (Bagher et al., 2020): 

 

𝐶𝑖𝑒𝑟𝑟𝑒 𝑑𝑒 ℎ𝑒𝑟𝑖𝑑𝑎 (%) = (1 −
Á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 ℎ𝑒𝑟𝑖𝑑𝑎 𝑎𝑏𝑖𝑒𝑟𝑡𝑎

Á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 ℎ𝑒𝑟𝑖𝑑𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙𝑚𝑒𝑛𝑡𝑒
 ) × 100   (Ecuación 2.14) 

 

Las mediciones se realizaron los días 0, 1, 4, 6, 8, 12, 15 y 19 tras la lesión. El área de cierre 

de las heridas se calculó empleando el software ImageJ. Para determinar la escala en cada fotografía, 

se utilizó una regla, y posteriormente se analizó el área. 

2.5.10.2.2 In vitro. 

Para los estudios in vitro se emplearon placas de 24 pocillos, en las que se sembraron 60.000 

células por pocillo. Las células utilizadas fueron fibroblastos dérmicos humanos adultos (HDFa), y el 

ensayo se realizó siguiendo el método de citotoxicidad directa descrito en la norma ISO 10993-5 

(International Organization for Standardization, 2009), poniendo los hidrogeles en contacto directo con 

la monocapa celular. La viabilidad celular se determinó mediante el uso de resazurina, cuya elección 

fue fundamentada tras ensayos preliminares comparativos con el método de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-

2,5-difeniltetrazol (MTT). Estos ensayos demostraron que resazurina genera menos desviación entre 

réplicas en los controles, además de evitar el uso de solventes que podrían alterar la estructura del 

hidrogel, como se describe en el Anexo 1. Además, en el Anexo se detallan estudios previos para 

conocer el tamaño óptimo de las placas y la concentración celular a utilizar. Estos estudios se llevaron 
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a cabo en el Departamento de Ingeniería Química y de Materiales de la Facultad de Ingeniería de la 

Universidad de Alberta (Edmonton, Canadá). 

Inicialmente, las células fueron sembradas en medio Eagle modificado de Dulbecco completo 

y se incubaron a 37 °C con 5% de CO2 durante 24 horas, verificando la formación de una monocapa 

bajo microscopía. Posteriormente, se reemplazó el medio de cultivo y se colocaron los hidrogeles 

previamente hinchados y esterilizados. Se utilizaron pocillos con células pero sin hidrogeles como 

control positivo para evaluar la viabilidad celular en ausencia de materiales potencialmente tóxicos, y 

pocillos sin células como controles negativos para establecer la línea base de fluorescencia del reactivo 

de resazurina. Los hidrogeles, en forma de discos liofilizados de 4 mm de diámetro y 1 mm de espesor, 

fueron esterilizados mediante exposición a luz UV durante 15 minutos por cada lado (Bento et al., 2023; 

Rodrigues et al., 2016) y posteriormente hidratados con PBS estéril hasta alcanzar la saturación. Las 

muestras analizadas incluyeron a los hidrogeles QP con o sin NaCl y CNWs al 10% p/p y aquellos con 

LD 1% p/p. Cada una se evaluó en ocho réplicas y se incubaron durante 1, 2, 4 y 7 días. 

Se determinó la viabilidad celular utilizando resazurina y aplicando la siguiente fórmula: 

 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 (%)  =  
𝐴𝑏𝑠 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝑏𝑠 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔

𝐴𝑏𝑠 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑝𝑜𝑠
×  100    (Ecuación 2.15) 

 

Las mediciones se realizaron dos horas después de la incorporación de resazurina, momento 

en que el cambio de color en las placas evidenció la actividad metabólica celular asociada a la 

reducción de resazurina en resorufina (Chen et al., 2018). Durante este ensayo, se retiraron los 

hidrogeles previamente a la lectura de resultados, permitiendo que las células contenidas en el interior 

de los hidrogeles reaccionaran con el reactivo, lo que aseguró una determinación más precisa de la 

viabilidad. La fluorescencia de cada pocillo fue medida a 530 y 570 nm utilizando el lector de placas 

Thermo Fisher Varioskan LUX, y el porcentaje de viabilidad celular se calculó conforme a la Ecuación 

2.15.  

2.5.10.2.2.1 Ensayos de hemólisis en microgeles de gelatina y condroitín sulfato. 

La prueba se realizó con sangre de donantes voluntarios, anónimos y mayores de edad. El 

porcentaje de hemólisis de todas las muestras se determinó mediante un protocolo basado en otros 
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trabajos con materiales similares (Peng et al., 2021; Zhang et al., 2023). Los eritrocitos se separaron 

mediante centrifugación y se diluyeron al 2% (v/v) en SF. Posteriormente, se pesaron 15 mg de cada 

muestra y se colocaron en una placa de 24 pocillos, a la que se añadieron 1,5 ml de solución de 

eritrocitos en cada pocillo. Como control negativo, se emplearon soluciones de eritrocitos sin muestra, 

mientras que como control positivo se utilizaron eritrocitos mezclados con agua destilada. La prueba 

se realizó por triplicado. 

Las soluciones se incubaron a 37 °C durante 3 horas. Transcurrido ese tiempo, las 

suspensiones se centrifugaron durante 5 min a 3000 rpm. El sobrenadante se utilizó para medir la 

absorbancia a 540 nm utilizando el equipo UV-Visible (UNICO SQ-2800). 

El porcentaje de hemólisis se calculó utilizando la siguiente ecuación: 

 

𝐻𝑒𝑚ó𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 (%)  =  
𝐴𝑏𝑠𝑠−𝐴𝑏𝑠𝑛

𝐴𝑏𝑠𝑝−𝐴𝑏𝑠𝑛
× 100      (Ecuación 2.16) 

 

Donde Abss es la absorbancia de la muestra y Absn y Absp la absorbancia del control negativo 

y positivo, respectivamente. 

El estudio se llevó a cabo de acuerdo con la Declaración de Helsinki de la Asociación Médica 

Mundial: Principios éticos para la investigación médica en seres humanos. Todos los procedimientos 

se realizaron de conformidad con las leyes pertinentes y las directrices institucionales. La aprobación 

ética para este estudio se obtuvo del Comité de Ética en Investigación del Programa Temático 

Interdisciplinario en Bioética (PTIB), adscrito a la Secretaría de Ciencia y Tecnología de la Universidad 

Nacional de Mar del Plata, el 8 de julio de 2024. El protocolo fue registrado con el número NO-2024-

27503325-GDEBA-DPEGSFFMSALGP en La Plata, Buenos Aires, Argentina. 

 

2.5.11 Esquema de la estructura de la tesis doctoral. 

Como se muestra en la Figura 2.2, esta tesis se centra en la formulación y caracterización de 

materiales basados en dos sistemas principales: hidrogeles de quitosano y pectina (QP) y sistemas de 



Tesis doctoral - “Biohidrogeles basados en complejos polielectrolitos como apósitos para heridas” 

 Micaela Ferrante                                                                                                                     41 

gelatina y condroitín sulfato (GCS). En este último, se desarrollaron tanto hidrogeles como microgeles. 

Para ambos sistemas, se evaluó la incorporación de refuerzos o compuestos activos, se realizaron 

ensayos de caracterización bajo distintas condiciones y se analizaron sus propiedades en función de 

su potencial aplicación como apósitos para diferentes tipos de heridas. 

 

Figura 2.2. Imagen que resume la tesis doctoral. 
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En la Tabla 2.1 se observa un resumen de los diferentes hidrogeles y microgeles con 

agentes activos o refuerzos. 

 

Tabla 2.1. Nomenclatura de los hidrogeles y microgeles formulados exitosamente, algunos de ellos compuestos 
con la adición de refuerzos como AgNPs y CNWs o cargados con agentes activos como la LD. 

Muestra PEC NaCl (M) AgNPs (% p/p) CNW LD (% p/p) 

QP-0 QP 0 0 0 0 

QP-0,15 QP 0,15 0 0 0 

QP-0-AgNPs QP 0 1 - 0 

QP-0,15-AgNPs QP 0,15 1 - 0 

QP-0-CNWs-a QP 0 0 Por hinchamiento 0 

QP-0,15-CNWs-a QP 0,15 0 Por hinchamiento 0 

QP-0-4%CNWs QP 0 0 4% 0 

QP-0,15-4%CNWs QP 0,15 0 4% 0 

QP-0-10%CNWs QP 0 0 10% 0 

QP-0,15-10%CNWs QP 0,15 0 10% 0 

QP-0-20%CNWs QP 0 0 20% 0 

QP-0,15-20%CNWs QP 0,15 0 20% 0 

QP-0-30%CNWs QP 0 0 30% 0 

QP-0,15-30%CNWs QP 0,15 0 30% 0 

QP-0-LD QP 0 0 0 2 

QP-0,15-LD QP 0,15 0 0 2 

1: GCS-0 GCS 0 0 0 0 

2: GCS-0,15 GCS 0,15 0 0 0 

3: GCS-0-1%AgNPs GCS 0 1 0 0 

4: GCS-0,15-1%AgNPs GCS 0,15 1 0 0 
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Capítulo 3. 

 

Hidrogeles basados en quitosano y 

pectina: Caracterización y 

funcionalidad. 
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3.1 Introducción al Capítulo 3. 

Los polímeros Q y P pueden utilizarse para la formación de hidrogeles mediante PECs, 

siempre que se encuentren cargados en solución. Las cargas positivas del Q interactúan con las cargas 

negativas de la P, lo que da lugar a la formación de una red polimérica. La modificación de parámetros 

como la concentración de polímeros o el pH de formulación afecta directamente el grado de 

entrecruzamiento, generando hidrogeles con propiedades diferenciadas. Por otro lado, la incorporación 

de NaCl altera las interacciones entre los polímeros, promoviendo la formación de materiales 

saloplásticos. Además, estos sistemas han demostrado ser útiles para la liberación de fármacos, con 

reportes previos que destacan su efectividad en este ámbito. 

En los últimos años, se han desarrollado hidrogeles basados en Q y P para diversas 

aplicaciones, como la liberación controlada de fármacos (Morris et al., 2010; Neufeld and Bianco-Peled, 

2017), la cicatrización de heridas (Amirian et al., 2021), entre otras. Estos hidrogeles pueden 

presentarse en diferentes formatos, incluyendo películas (Chetouani et al., 2017; Shanti et al., 2022), 

hidrogeles inyectables (D. Li et al., 2020) o andamios porosos (Martins et al., 2018a). Además, estudios 

recientes han explorado propiedades adicionales de estos sistemas. Por ejemplo, en 2022 se 

reportaron hidrogeles QP con actividad antioxidante y anticancerígena (Dziadek et al., 2022). Ese 

mismo año, también se reportó el uso de nanocápsulas compuestas de estos polímeros para la 

liberación de fármacos, con la incorporación de un antibiótico (Mohan et al., 2022). Adicionalmente, en 

2023 se emplearon hidrogeles polielectrolitos de Q y P para la liberación de medicamentos (Vildanova 

et al., 2023). Asimismo, un estudio reciente evaluó cómo el pH y la concentración de sal influyen en 

los complejos de Q con goma arábiga (Schröder et al., 2023).  

Sin embargo, hasta el momento no se han desarrollado materiales saloplásticos basados en 

CoPECs de Q y P que analicen el efecto de parámetros como pH, contenido de NaCl y concentración 

de polímeros para optimizar formulaciones dirigidas a apósitos para heridas. Tampoco se ha evaluado 

la liberación de lidocaína a partir de estos materiales. Por estas razones, se realizaron los ensayos 

descritos en este capítulo. 

En el presente capítulo se detallan los hidrogeles de Q y P formulados bajo distintas 

condiciones y se analizan tanto a nivel macroscópico como microscópico. También se describen los 

ensayos llevados a cabo para su caracterización, incluyendo hinchamiento en diferentes medios, 

análisis térmicos, medición del potencial zeta, entre otros. Los hidrogeles que presentaron mejores 
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propiedades fueron seleccionados para una caracterización más profunda, que incluyó la variación de 

condiciones de hinchamiento, análisis de sus características físico-químicas, mecánicas, GF, 

permeabilidad al vapor de agua y ensayos biológicos específicos relacionados con la aplicación 

propuesta. Se realizaron ensayos antibacterianos y estudios preliminares in vivo. Finalmente, se evaluó 

la incorporación de lidocaína en los hidrogeles, midiendo la eficiencia de encapsulación y su liberación 

al medio. 

 

3.2 Hidrogeles obtenidos. 

Como se observa en la Tabla 3.1, se obtuvieron 18 hidrogeles variando los parámetros 

mencionados en el Capítulo 2, sección 2.2 (pH, concentración polimérica y NaCl). Cada hidrogel se 

preparó utilizando 20 ml de buffer con las concentraciones correspondientes de polímeros y NaCl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis doctoral - “Biohidrogeles basados en complejos polielectrolitos como apósitos para heridas” 

 Micaela Ferrante                                                                                                                     46 

Tabla 3.1. Hidrogeles formulados. Variación de pH, concentración de polímeros y sal en la fabricación de los 
hidrogeles. 

pH NaCl (M) Concentración 

polimérica (mg/ml) 

Masa total (g) Contenido de 

agua teórico (%) 

Comportamiento 

al tacto 

4 

 

0 

 

5 0,8 87,5 Rígido 

10 1,5 86,7 Maleable 

0,15 

 

5 1,4 78,6 Maleable 

10 1,2 68,3 Ligeramente 

rígido 

0,5 

 

5 1,7 59,7 Maleable 

10 2,8 72,0 Maleable 

4,5 0 

 

5 1,6 93,7 Frágil 

10 3,4 94,1 Maleable 

0,15 

 

5 1,8 84,4 Frágil 

10 4,1 90,7 Maleable 

0,5 5 1,9 63,9 Maleable 

10 3,1 74,7 Maleable 

5 0 

 

5 1,0 90,0 Maleable 

10 2,1 90,5 Maleable 

0,15 5 1,5 81,3 Frágil 

10 2,4 84,2 Maleable 

0,5 5 1,7 59,7 Rígido 

10 2,8 72,0 Maleable 
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 El aspecto macroscópico de los hidrogeles fue similar en coloración y forma, como se muestra 

en la Figura 3.1. Sin embargo, se encontraron variaciones en el peso y la textura de los hidrogeles 

formulados.  

 

 
Figura 3.1. Ejemplo de hidrogeles de QP obtenidos, formulados a pH 4 con 10 mg/ml de polímeros. De izquierda 

a derecha: Sin NaCl, con 0,15 M NaCl y con 0,5 M NaCl. Regla de referencia en cm. 

 

Además, se confirmó que ambos polielectrolitos son esenciales para la formación de los 

hidrogeles. Soluciones de Q y NaCl o de P y NaCl, preparadas a pH 4 bajo las mismas condiciones de 

síntesis, no formaron geles. Esto demuestra que la incorporación de NaCl por sí sola no es suficiente; 

es necesaria la interacción entre ambos polielectrolitos. La capacidad de los iones de NaCl para 

interactuar con los polielectrolitos, como se menciona en la introducción, no genera redes 

tridimensionales, a diferencia de las interacciones entre ambos polímeros. 

 

3.3 Criterios para la selección de hidrogeles. 

3.3.1 Caracterización morfológica, textural y de formación. 

Los 18 hidrogeles se formaron correctamente. La mayoría fueron maleables al tacto, aunque 

algunos presentaron mayor rigidez (Tabla 3.1). Los más rígidos fueron los formulados a pH 4 con 5 

mg/ml de polímeros y sin NaCl, y los preparados a pH 5 con 5 mg/ml de polímeros y 0,5 M NaCl. 

Algunos hidrogeles resultaron frágiles y se desarmaron al intentar moldearlos, lo cual es relevante 

considerando aplicaciones en apósitos, donde se requiere resistencia mecánica. 

En cuanto a su composición, se verificó que los hidrogeles contienen mayoritariamente agua 

(entre 60% y 95%). Este contenido fue mayor en hidrogeles sin NaCl y en estos casos no presentó 

diferencias significativas (±0,5%) entre concentraciones de polímeros de 5 y 10 mg/ml. La presencia 

de NaCl modifica la estructura de las cadenas poliméricas, neutralizando los grupos funcionales 
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cargados mediante interacciones iónicas y disminuyendo la afinidad del hidrogel por el agua (Costa et 

al., 2015).  

Se observó un comportamiento consistente en los hidrogeles con NaCl, a mayor concentración 

de polímeros (10 mg/ml), el contenido de agua aumentó en la mayoría de los casos. Sin embargo, en 

hidrogeles formulados a pH 4 con 0,15 M NaCl, el contenido de agua fue mayor con 5 mg/ml de 

polímeros (78,6% frente a 68,3%). La concentración de NaCl también influyó. A bajas concentraciones 

(0,15 M), las estructuras fueron menos rígidas debido a la neutralización parcial de las cadenas 

poliméricas, esto disminuye las repulsiones electrostáticas, permitiendo un mayor enrollamiento de las 

cadenas. Por otro lado, a concentraciones más altas (0,5 M) este efecto fue más pronunciado y 

promovió la formación de agregados macroscópicos (Meka et al., 2017). Por lo tanto, excepto en los 

hidrogeles formulados a pH 4 con 0,15 NaCl, se observó que el contenido de agua fue mayor en 

aquellos con 0,15 M NaCl en comparación con los que contenían 0,5 M.  

Por otro lado, en los hidrogeles formulados a pH 4, al incorporar el doble de polímeros (10 

mg/ml frente a 5 mg/ml), el peso de los hidrogeles con NaCl fue menor al esperado; incluso se obtuvo 

más hidrogel con 0,15 M NaCl y 5 mg/ml (1,73 g) que con 10 mg/ml (1,22 g). Además, este último 

mostró una estructura más rígida. A pH 4,5 y 5, sí se obtuvo más hidrogel cuando se agregó el doble 

de polímeros en todos los casos. Sin embargo, dos de los seis hidrogeles formulados a pH 4,5 

presentaron una estructura frágil y fácil de desarmar; esta misma fragilidad se observó en uno de los 

hidrogeles formulados a pH 5. Este comportamiento se dio en los hidrogeles con 5 mg/ml de polímeros 

con 0 o 0,15 M de NaCl formulados a pH 4,5 y 5. 

La elección del pH de formulación juega un papel crucial en la obtención de los hidrogeles, ya 

que determina los grupos funcionales cargados de las cadenas poliméricas, lo que a su vez influye en 

las características de los hidrogeles obtenidos (Altam et al., 2021). Además, se observó que el pH 

afecta tanto el peso como la morfología de los hidrogeles, alterando su estructura interna. Por ejemplo, 

en los hidrogeles sin NaCl y con 5 mg/ml de polímeros, se obtuvo una estructura más rígida a pH 4, 

mientras que a pH 4,5 el hidrogel se desarmó y a pH 5 fue maleable. En las formulaciones con 0,15 M 

de NaCl, se observó que a pH 4 los hidrogeles eran maleables, mientras que a pH 4,5 y 5 presentaban 

una estructura más frágil. Esto demuestra que no solo la presencia de NaCl influye en las 

características de los hidrogeles, sino también el pH de formulación. 



Tesis doctoral - “Biohidrogeles basados en complejos polielectrolitos como apósitos para heridas” 

 Micaela Ferrante                                                                                                                     49 

La fragilidad observada en algunos hidrogeles puede explicarse por las interacciones entre las 

cadenas de polielectrolitos, que se ven afectadas tanto por la interferencia de los iones de la sal como 

por el estado de los grupos funcionales, que pueden estar cargados o no según el pH. Estos factores 

modifican significativamente las interacciones entre los polielectrolitos. Estas interacciones tienen un 

impacto directo en la resistencia mecánica y la estabilidad de los hidrogeles, propiedades 

fundamentales para apósitos que necesitan permanecer íntegros durante su aplicación y uso.  

Por otro lado, en cuanto a la técnica de síntesis, se sabe que al preparar soluciones más 

diluidas y ensamblarlas mediante goteo, se favorece la equimolaridad (Schaaf and Schlenoff, 2015), 

ya que esta técnica permite una mejor dispersión de las moléculas y una interacción más eficiente, 

formando complejos más uniformes. Este aspecto resulta especialmente relevante para el diseño de 

hidrogeles destinados a apósitos, ya que, como se discutirá en las siguientes secciones, las 

características internas de los hidrogeles, determinadas por los parámetros seleccionados para su 

síntesis, tienen un impacto significativo en sus propiedades macroscópicas y funcionales. 

Uno de los posibles ensayos para analizar estas interacciones más a fondo es el análisis de 

Potencial Zeta. Además, para caracterizar de mejor manera la estructura de los hidrogeles, se pueden 

hacer estudios de hinchamiento en distintas condiciones, análisis de propiedades térmicas y 

observaciones al microscopio para evaluar la cantidad y distribución de los poros. 

3.3.2 Capacidad de hinchamiento en condiciones controladas. 

El grado de hinchamiento varía según las características de los PECs y del medio en el que 

se hinchan (Sakiyama et al., 1993). Los resultados experimentales obtenidos al someter los hidrogeles 

a distintas condiciones de hinchamiento se presentan en la Figura 3.2, donde se observa cómo dichas 

condiciones influyen en su capacidad de absorción.  

 

 
Figura 3.2. Porcentaje de hinchamiento de hidrogeles en pH 5 con o sin 0,15 M NaCl. a y b: Hidrogeles 

formulados a pH 4. c y d: Formulados a pH 4,5. e y f: Formulados a pH 5. 



Tesis doctoral - “Biohidrogeles basados en complejos polielectrolitos como apósitos para heridas” 

 Micaela Ferrante                                                                                                                     50 

Los hidrogeles formados por PECs entre Q y P presentan sensibilidad a cambios de pH y a la 

concentración de polímeros empleada, lo que genera variaciones en su capacidad de hinchamiento 

(Bigucci et al., 2008; Chang and Lin, 2000). Este tipo de hidrogeles, que responden a estímulos 

externos como pH, temperatura o fuerza iónica de la solución, son clasificados como materiales 

inteligentes (Erceg et al., 2021). A medida que disminuye la densidad de entrecruzamiento, como 

ocurre en muestras con concentraciones poliméricas menores, se observa un mayor hinchamiento, 

aunque estas formulaciones suelen ser más frágiles (Chen et al., 2024). Adicionalmente, la estructura 

y el tamaño de los poros de los hidrogeles, observables mediante microscopía electrónica de barrido, 

son factores que influyen en su capacidad de hinchamiento al facilitar, o limitar, el pasaje de solutos 

(Amirian et al., 2021).   

En ciertos casos, los hidrogeles no solo se hinchan, sino que también se deshinchan al ser 

colocados en soluciones específicas, presentando un peso final menor al inicial (Neufeld and Bianco-

Peled, 2017). Esta capacidad de deshinchamiento puede ser beneficiosa en aplicaciones específicas, 

ya que permite una mayor difusión y liberación controlada de compuestos activos, dependiendo de las 

características del medio.  

El rango de pH de la epidermis oscila entre 4,1 y 5,8 y se sabe que las condiciones ácidas 

favorecen la curación de heridas (Proksch, 2018). Teniendo esto en cuenta, los hidrogeles fueron 

ensayados inicialmente a pH 5, utilizando soluciones con y sin NaCl (0 o 0,15 M) para evaluar su 

comportamiento ante posibles cambios osmóticos. Tras 2 horas de inmersión, los hidrogeles 

alcanzaron un peso de equilibrio, manteniéndose estables en su estructura y sin presentar 

desintegración durante el ensayo. Para el cálculo del peso final, 𝑀𝑓, se consideró las 24 horas 

posteriores al hinchamiento. 

Los resultados evidenciaron que los hidrogeles formulados a pH 4 exhibieron un mayor 

hinchamiento y capacidad de deshinchamiento en comparación con aquellos preparados a pH 5. Como 

se muestra en la Figura 3.2, la presencia de NaCl en el medio de hinchamiento tuvo un impacto 

significativo en el comportamiento de estos materiales. La capacidad de deshinchamiento, observada 

especialmente en los hidrogeles formulados a pH 4, es una característica positiva que podría favorecer 

la liberación de compuestos activos añadidos al hidrogel según las condiciones del entorno. Asimismo, 

esta capacidad, junto con el hinchamiento, es fundamental para aplicaciones en apósitos, ya que 
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permite absorber exudados de heridas o mantener la hidratación de la zona afectada, dependiendo del 

tipo de herida y de las necesidades específicas de absorción (Op ’T Veld et al., 2020). 

Considerando las razones previamente mencionadas, y teniendo en cuenta también los 

resultados de morfología y textura de los hidrogeles, se seleccionaron aquellos formulados a pH 4 para 

continuar con el resto de los estudios. Durante los próximos ensayos descritos estos hidrogeles serán 

rotulados según sus parámetros como: QP-[NaCl]-[polímeros]; por ejemplo, el hidrogel formulado a pH 

4 con 0,15 M NaCl y 5 mg/ml de polímeros se nombrará como QP-0,15-5. 

 

3.3.3 Estudio de la microestructura. 

Los CoPECs presentan una estructura porosa cuya forma y tamaño de poros dependen de 

diversos factores, como la velocidad de compactación durante la síntesis, los cambios en la presión 

osmótica asociados a la incorporación de NaCl en la solución polimérica y las concentraciones de 

polímeros empleadas (Schaaf and Schlenoff, 2015). La relevancia del tamaño de los poros radica en 

su impacto sobre la capacidad de hinchamiento de los hidrogeles, el ingreso y crecimiento de células, 

así como el pasaje de exudados en apósitos diseñados para el tratamiento de heridas (Chang et al., 

2011). Es por eso que se resalta la importancia de controlar el tamaño y la forma de los poros durante 

la síntesis, ya que estos parámetros afectan directamente las propiedades funcionales de los 

hidrogeles como apósitos, especialmente en términos de permeabilidad, capacidad de hinchamiento y 

biocompatibilidad con los tejidos afectados. 

En este estudio, se esperaba observar diferencias microscópicas relacionadas con el 

contenido de NaCl en los hidrogeles. De manera similar a lo reportado previamente, se anticipaba que 

la incorporación de sal aumentaría el tamaño de los poros debido a una menor compactación 

estructural ocasionada por la interacción de los contraiones de la sal con las cadenas poliméricas. Los 

resultados confirmaron que un mayor contenido de sal generó una mayor rugosidad en las paredes de 

los poros (Figura 3.3). En particular, los hidrogeles formulados con 0,15 M de NaCl presentaron poros 

de mayor tamaño y una microestructura más visible en comparación con los hidrogeles sin NaCl, en 

los cuales la porosidad era menos evidente. Asimismo, en los hidrogeles con sal se observaron 

cristales atribuidos a la presencia de NaCl. 
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Por otro lado, aunque una mayor porosidad debería, en principio, facilitar el intercambio de 

solventes, los hidrogeles hinchados a pH 5 en la sección anterior y con un mayor contenido de NaCl 

mostraron un menor hinchamiento. Este comportamiento podría explicarse por la influencia del medio 

de ensayo y por el hecho de que los hidrogeles frescos ya contenían agua en su estructura.  

 

 

Figura 3.3. Micrografías de SEM de los hidrogeles formulados a pH 4. a, b y c corresponden a los hidrogeles con 
5 mg/ml de polímeros y 0, 0,15 M y 0, 5 M NaCl, respectivamente; d, e y f corresponden a los hidrogeles con 10 

mg/ml de polímeros y 0, 0,15 M y 0,5 M NaCl. 

 

En cuanto a las variaciones estructurales asociadas con la concentración de polímeros 

utilizada, no se observaron cambios significativos en la microestructura. Todos los hidrogeles 

presentaron un aspecto heterogéneo, con zonas que aparentaban ser más densas que otras. 

 Los valores de espesor de las paredes de los poros se encuentran detallados en la Tabla 3.2. 

Los resultados indicaron que el espesor de las paredes fue mayor en el hidrogel formulado con una 

concentración de 5 mg/ml de polímeros y 0,15 M de NaCl, en comparación con el resto de las 

formulaciones analizadas.  

 

Tabla 3.2. Valores obtenidos del espesor de la pared de los poros en los hidrogeles formulados a pH 4. 

 QP-0-5 QP-0,15-5 QP-0,5-5 QP-0-10 QP-0,15-10 QP-0,5-10 

Espesor pared 

de poro (µm) 

2,2 ± 1,1 4,7 ± 1,2 1,3 ± 0,6 1,6 ± 0,7 2,7 ± 1,8 2,4 ± 0,4 
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Si bien se esperaba un incremento progresivo en el espesor de las paredes con el aumento de 

la concentración de NaCl, como lo sugiere la literatura (Naficy et al., 2020), este comportamiento no se 

observó en los hidrogeles que contenían 0,5 M de NaCl. Este fenómeno sugiere que, bajo las 

condiciones experimentales empleadas, concentraciones elevadas de NaCl no promovieron cambios 

estructurales significativos en el grosor de la pared de los poros. Este resultado podría estar 

relacionado con un posible efecto de la alta concentración de NaCl sobre el grado de entrecruzamiento 

de los hidrogeles. Por otra parte, al comparar los hidrogeles QP-0-5 y QP-0,15-5, se constató que el 

hidrogel QP-0,15-5 presentó un diámetro de las paredes de los poros casi el doble que el observado 

en QP-0-5. 

 

3.3.4 Estudio de la estabilidad térmica de los hidrogeles.  

Otro método utilizado para la caracterización de los hidrogeles es el TGA. Este estudio permite 

determinar las temperaturas a las cuales los hidrogeles comienzan a degradarse. En la Figura 3.4 se 

observan los resultados obtenidos, con las curvas de masa residual y de la derivada de la pérdida de 

masa en función de la temperatura (DTGA). La temperatura de degradación máxima (Tmax), definida 

como la temperatura a la que ocurre la mayor tasa de pérdida de masa, fue de 224,8 °C para el Q y de 

287,4 °C para la P. 
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Figura 3.4. Resultados de TGA de los polímeros Q y P, con las curvas de masa residual (líneas sólidas) y de la 
DTGA (líneas discontinuas) en función de la temperatura. 

 

En función de los valores de Tmax obtenidos para los polímeros, se analizaron los 

correspondientes a los hidrogeles. Como se ilustra en las Figuras 3.5 y 3.6, todos los hidrogeles 

formulados a pH 4 experimentaron degradación en dos o tres etapas. La primera etapa de 

descomposición se produjo en el rango de 150 a 250 °C, intervalo en el cual se registró la mayor 

pérdida de masa durante el ensayo. Antes de alcanzar este rango, también se observó una pequeña 

pérdida de masa asociada a la eliminación del agua residual presente en los materiales, un fenómeno 

común en este tipo de sistemas (Panwar et al., 2023). 
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Figura 3.5. Resultado de TGA de los hidrogeles QP, con las curvas de masa residual en función a la 
temperatura. 

 

 

Figura 3.6. Resultado de TGA de los hidrogeles QP, con las curvas de la DTGA en función a la temperatura. 
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1, sección 1.3.3, o a la interdifusión de sal (Porcel and Schlenoff, 2009), que interfiere en las 

interacciones entre las cadenas poliméricas, resultando en una estructura más susceptible a la 

degradación, especialmente en concentraciones elevadas de NaCl. 

 

Tabla 3.3. Temperatura inicial (Ti) y Tmax de los hidrogeles formulados a pH 4 con los distintos parámetros, y 
cantidad de porcentaje de hidrogel presente a los 800 °C (Mf). 

 QP-0-5 QP-0,15-5 QP-0,5-5 QP-0-10 QP-0,15-10 QP-0,5-10 

Ti (°C) 169,2 138,9 92,4 141,8 120,1 76,5 

Tmax (°C) 205,5  193,6  179,1  210,3  210,8  224,1  

Mf (%) 26,6 34,0 38,7 31,8 28,8 47,0 

 

Por otro lado, la Tmax fue mayor en los hidrogeles formulados con 10 mg/ml de concentración 

de polímeros en comparación con los preparados con 5 mg/ml bajo las mismas condiciones. En este 

caso, la adición de NaCl no evidenció un efecto consistente sobre la Tmax; de hecho, en el hidrogel con 

0,5 M NaCl y 10 mg/ml de concentración de polímeros, se registró un valor de Tmax superior al de 

aquellos con 0 o 0,15 M NaCl. Esto podría atribuirse a la formación de una red tridimensional más 

densa debido a la mayor proporción de polímeros, lo que confiere una mayor estabilidad térmica y, en 

consecuencia, un aumento en la Tmax (Chipara et al., 2008), reduciendo el impacto del NaCl. Otra forma 

de evaluar la degradación de los hidrogeles es considerando la temperatura de degradación inicial (Ti), 

definida como la temperatura a la que se registra una pérdida del 5% de la masa (Rusu et al., 2015), 

se observó que esta temperatura disminuyó con el incremento de la concentración de polímeros o de 

sal, lo cual podría relacionarse con la pérdida inicial de agua, cuya cinética depende de las 

interacciones entre el agua y la red polimérica (Reguieg et al., 2020). En todos los casos analizados, 

se constató que el aumento de la concentración de NaCl redujo la Ti, en concordancia con lo observado 

para la Tmax en hidrogeles con 5 mg/ml de concentración de polímeros. Asimismo, se detectó que la Ti 

fue menor en hidrogeles formulados con 10 mg/ml en comparación con sus equivalentes preparados 

con 5 mg/ml. 

En síntesis, una mayor concentración de polímeros formadores de PECs atenúa el efecto 

dopante de la sal sobre la Tmax. Además, los valores de Tmax de los hidrogeles fueron inferiores a los 
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de los polímeros individuales, lo que puede explicarse por la degradación inicial de las redes 

tridimensionales, seguida de la separación de las cadenas y la posterior degradación de los polímeros 

constituyentes. 

Por último, se analizó el porcentaje remanente de las muestras sin degradar (Mf) a una 

temperatura específica. A 800 °C, cerca del final del ensayo, se evidenció que, en los hidrogeles con 

5 mg/ml de concentración de polímeros, el porcentaje remanente aumentó con la concentración de 

NaCl. Este hallazgo, junto con los resultados previos, confirma que la adición de NaCl provoca 

modificaciones significativas en la estructura de los hidrogeles. De todas formas, el mayor porcentaje 

remanente se registró en la muestra QP-0,5-10, con un valor cercano al 50% del material inicial. 

Haciendo referencia a la aplicación prevista para los hidrogeles, resulta relevante destacar que 

los valores de Ti fueron superiores a 90 °C en todos los casos. Este resultado es positivo, ya que 

sugiere que, incluso en presencia de un aumento de temperatura debido a factores externos, como la 

temperatura ambiente elevada o la proximidad a la piel lesionada, los hidrogeles podrían experimentar 

una pérdida de agua sin que su degradación estructural sea significativa, al mantenerse por debajo del 

5%. El análisis de la influencia del NaCl y de la concentración polimérica sobre la estabilidad térmica 

de los hidrogeles proporciona información valiosa para orientar su caracterización. A partir de estos 

resultados, es posible continuar evaluando las propiedades de los materiales con el objetivo de 

identificar cuáles son los más adecuados para aplicaciones específicas, como apósitos para heridas. 

 

3.3.5 Evaluación de la carga superficial en las soluciones precursoras de 

hidrogeles. 

El análisis del potencial zeta es fundamental para entender las interacciones internas de los 

polielectrolitos en los hidrogeles. Esta técnica permite evaluar cómo las composiciones y 

concentraciones de polímeros afectan tanto las características microscópicas como macroscópicas de 

los hidrogeles. En este caso, el potencial zeta mide la carga superficial de los polielectrolitos disueltos, 

proporcionando información sobre la densidad de carga de las soluciones precursoras empleadas en 

la preparación de los hidrogeles (Ravishankar et al., 2019).  
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Como se esperaba, los resultados confirmaron que el policatión (Q) presenta carga positiva y 

el polianión (P) carga negativa. Los resultados se observan en la Tabla 3.4. 

 

Tabla 3.4. Resultados de Potencial Zeta y de conductividad para soluciones con P o Q y con o sin NaCl 

formuladas a pH 4, 4,5 y 5. 

 QP-0-5 QP-0,15-5 QP-0,15-10 QP-0,5-5 

Potencial en solución de P (mV) -12,8 -6 -7,6 -3,3 

Potencial en solución de Q (mV) 16,6 15,3 19,5 13,2 

Diferencia de potencial 3,8 9,3 11,9 9,9 

Conductividad P (mS/cm) 9,9 20,5 19,8 40,6 

Conductividad Q (mS/cm) 10,4 21,1 20,6 44,9 

 

De las soluciones analizadas, cinco mostraron conductividades eléctricas muy altas, lo que 

posiblemente afectó la precisión de los valores medidos (Tabla 3.4, valores en rojo). La alta 

conductividad, atribuida a los cationes y aniones presentes a pH 4, provoca un flujo de corriente 

elevado que interfiere en la medición. En este pH, el polímero Q tiene numerosos grupos amino 

protonados, mientras que el polímero P contiene grupos carboxilo ionizados. Además, la presencia de 

NaCl y la concentración de polímeros contribuyen a la conductividad. 

Cabe mencionar que la conductividad eléctrica de la piel varía ampliamente, desde 2,6 mS/cm 

hasta 1 × 10⁻⁴ mS/cm, y este rango es relevante para materiales como los apósitos para heridas, ya 

que podría influir positivamente en procesos biológicos como migración, diferenciación, proliferación y 

adhesión celular (Qu et al., 2019). Un estudio reciente destacó que los hidrogeles con polímeros 

cargados, como Q y P, favorecen la curación de heridas debido a su conductividad eléctrica (Liang et 

al., 2021). Aunque estos polímeros no son intrínsecamente conductores, adquieren carga bajo ciertas 

condiciones de pH debido a la ionización de sus grupos funcionales. 

Es importante evitar mediciones en muestras con conductividad mayor a 200 mS/cm, ya que 

esto no solo afecta la precisión de los resultados, sino que también puede generar sobrecalentamiento 

que daña el electrodo del equipo o la muestra (Lunardi et al., 2021). En este estudio, se estableció un 

límite de 40 mS/cm para garantizar mediciones confiables. 
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Se observó que los hidrogeles con una concentración de 10 mg/ml de polímeros y 0,15 M de 

NaCl tuvieron una mayor diferencia de potencial (11,9 mV) en comparación con los hidrogeles de 5 

mg/ml (9,3 mV). Asimismo, en los hidrogeles de 5 mg/ml, las soluciones sin NaCl mostraron una menor 

diferencia de potencial en comparación con las que contenían 0,15 M NaCl. 

Una menor diferencia de potencial sugiere una interacción más equilibrada entre los grupos 

funcionales de las soluciones de P y Q, lo que puede contribuir a una mayor estabilidad térmica, mejor 

compactación estructural y otras propiedades deseables. Estos resultados refuerzan la conclusión de 

que la presencia de NaCl tiene un impacto significativo en las interacciones entre los grupos 

funcionales de los polielectrolitos, modificando los valores de potencial zeta y, por ende, las 

propiedades de los hidrogeles. 

 

3.4 Selección preliminar de formulaciones óptimas de CoPECs QP. 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos térmicos, SEM, potencial Zeta, y 

de hinchamiento y morfología, se seleccionaron los siguientes hidrogeles para continuar con la 

caracterización y los ensayos más específicos para aplicaciones biomédicas, como apósitos para 

heridas: 

QP-0-5 → Hidrogel obtenido a pH 4 con 5 mg/ml de concentración de polímeros Q y P, sin NaCl. 

QP-0,15-5 → Hidrogel obtenido a pH 4 con 5 mg/ml de concentración de polímeros Q y P, con 0,15 M 

de NaCl. 

 

3.4.1 Justificación de la selección. 

La selección de estos hidrogeles responde a la necesidad de comparar el efecto de la 

presencia o ausencia de sal en sus propiedades. El hidrogel QP-0,15-5 tiene una estructura más 

porosa con paredes de poros mayores, lo que podría influir en su capacidad de hinchamiento y 

liberación de compuestos terapéuticos. Por otro lado, el hidrogel QP-0-5 presenta una estructura más 

compacta y una diferencia de potencial zeta menor, lo que puede ofrecer ventajas en términos de 

estabilidad y comportamiento mecánico. 
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Ambos hidrogeles demostraron una capacidad de hinchamiento adecuada, crucial para 

aplicaciones en apósitos para heridas, ya que deben ser capaces de absorber exudados y liberar 

agentes terapéuticos. Además, los resultados de TGA evidenciaron que ambos tienen una estabilidad 

térmica adecuada, garantizando el mantenimiento de sus propiedades bajo condiciones fisiológicas. 

 

3.4.2 Justificación de exclusión de otros hidrogeles. 

Hidrogeles con alta concentración de NaCl (QP-0,5-5 y QP-0,5-10). 

Estos hidrogeles fueron descartados debido a que la alta concentración de NaCl (0,5 M) en 

estos sistemas resultó en una elevada conductividad, lo cual puede afectar la estabilidad del hidrogel. 

Por otro lado, dicha concentración también puede influir negativamente en el comportamiento de 

hinchamiento, favoreciendo la formación de agregados. Además, la mayor cantidad de sal pudo haber 

inducido una porosidad excesiva que impacte negativamente en el entrecruzamiento del hidrogel y 

disminuya su capacidad de retención de agua. 

Hidrogeles con 0,15 M de NaCl y 10 mg/ml de concentración de polímeros. 

En el caso de los hidrogeles con NaCl pero con una concentración de 10 mg/ml de polímeros 

(QP-0,15-10), se obtuvo un peso final de 1,2 g, menor en comparación con el hidrogel QP-0,15-5, que 

alcanzó un peso final de 1,4 g. Este menor peso podría reflejar una menor capacidad de retención de 

agua, posiblemente debido a una estructura más compacta, o bien ser indicativo de una estructura 

menos estable con pérdida de componentes, lo cual no es adecuado para la aplicación, ya que se 

busca lograr una estructura estable e hidratada (Tavakoli and Klar, 2020). Además, aunque el hidrogel 

con 0,15 M NaCl presentó una estructura más porosa, la mayor concentración de polímeros (10 mg/ml) 

no ofreció una ventaja clara en términos de hinchamiento o estabilidad respecto al QP-0,15-5. De 

hecho, el espesor de las paredes de los poros es menor en los hidrogeles con 10 mg/ml.  

Por estos motivos, se seleccionaron dos hidrogeles que permiten una comparación directa 

para analizar los efectos de la sal en otros ensayos. 
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3.5 Ensayos con los hidrogeles seleccionados. 

A partir de esta sección, los hidrogeles seleccionados se denominan QP-0 y QP-0,15, ya que 

ambos tienen una concentración de 5 mg/ml de polímeros. La diferencia entre ellos radica en la 

concentración de NaCl: QP-0 no contiene NaCl, mientras que QP-0,15 contiene 0,15 M de NaCl. 

 

3.5.1 Comportamiento en condiciones fisiológicas: Hinchamiento. 

Se realizaron ensayos de hinchamiento en las siguientes condiciones: 

● pH 4 con 0 o 0,15 M de NaCl: Este pH fue seleccionado porque es el utilizado en la formulación 

de los hidrogeles. Además, se agregó NaCl al medio para evaluar el efecto de las condiciones 

osmóticas. 

● SF a temperatura ambiente o a 37 °C: Se utilizó esta solución y temperaturas debido a su 

similitud con las condiciones fisiológicas, ya que el pH de la SF es de aproximadamente 6,4 y 

la temperatura de las heridas ronda los 37 °C. 

● pH 9,2: Este pH fue analizado para estudiar el comportamiento de los hidrogeles, considerando 

las cargas de los polímeros. 

 

Tal como se observa en la Figura 3.7, los hidrogeles hinchados a pH 4, en promedio, mostraron 

capacidad de hinchamiento. En ausencia de NaCl en el medio de hinchamiento, el hidrogel QP-0 

presentó un hinchamiento mayor en comparación con el hidrogel QP-0,15. Esto se atribuye a la 

repulsión electrostática entre las cadenas poliméricas del QP-0, que favorece el hinchamiento. En el 

caso del hidrogel QP-0,15, dicha repulsión está disminuida debido a la interacción de los iones de NaCl 

con las cadenas durante la síntesis, lo que afecta la capacidad de hinchamiento. 
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Figura 3.7. Porcentaje de hinchamiento de los hidrogeles QP en diferentes medios y condiciones, formulados sin 

NaCl (barras verdes) o con NaCl (barras celestes). 

 

El valor de hinchamiento del hidrogel QP-0 disminuyó al colocarlo en un medio con NaCl, lo 

que se atribuye a la compensación osmótica. Aunque el agua ingresa al hidrogel, también tiende a salir 

debido a los cambios en el equilibrio de iones entre la solución y el material (Hariri and Schlenoff, 2010). 

En el caso del hidrogel QP-0,15, que contiene sal en su composición y presenta una estructura menos 

compacta debido a la interacción con esta, se observa la liberación de iones al medio y, 

consecuentemente, una pérdida de agua superior a la del hidrogel QP-0 hasta alcanzar el equilibrio 

(Schaaf and Schlenoff, 2015).  

Estos resultados se reflejan en los datos obtenidos, donde a pH 4 sin NaCl, el hidrogel QP-0 

mostró un mayor grado de hinchamiento en comparación con QP-0,15. Sin embargo, a pH 4 en 

presencia de 0,15 M NaCl, QP-0,15 presentó un mayor hinchamiento, lo cual podría explicarse por su 

estructura más porosa, determinada en la sección 3.3.3. Esta estructura permitiría el ingreso de los 

iones de NaCl y, por ende, la incorporación de buffer en la red tridimensional del hidrogel. Las imágenes 

obtenidas mediante SEM evidenciaron que QP-0,15 posee una mayor porosidad en comparación con 

QP-0, lo cual facilita la absorción de agua y, potencialmente, de iones. Este comportamiento concuerda 

con estudios previos que indican que estructuras porosas interconectadas mejoran las propiedades de 

hinchamiento y funcionalidad de los hidrogeles (Suneetha et al., 2020).  
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Las diferencias observadas en los resultados de hinchamiento de los hidrogeles dependen 

tanto del pH como de la presencia de NaCl en el medio. Como se vio en la sección 3.3.2, a pH 5 y sin 

NaCl, QP-0 presentó un hinchamiento de 23,47 ± 1,45 %, mientras que en presencia de 0,15 M de 

NaCl este valor disminuyó a -8,66 ± 2,05 %. Por otro lado, QP-0,15 alcanzó un hinchamiento de 10 ± 

2,59 % a pH 5 sin NaCl y de -5,43 ± 0,82 % con 0,15 M de NaCl. La variación del pH generó respuestas 

diferenciales en los hidrogeles formulados, especialmente en presencia de 0,15 M NaCl, donde a pH 

5 los materiales se deshincharon, mientras que a pH 4 se observó hinchamiento. Este comportamiento 

está relacionado con las cargas del material, ya que al ser formulados a pH 4, un cambio a pH 5 puede 

generar mayor desprotonación y, consecuentemente, una reducción del hinchamiento. Sin embargo, 

cuando el medio de hinchamiento no contenía NaCl, los resultados de hinchamiento a pH 5 y pH 4 

fueron equivalentes. La presencia de NaCl, tanto en la formulación del hidrogel como en el medio de 

hinchamiento, influyó significativamente en el porcentaje de hinchamiento alcanzado. 

En los ensayos con SF, a temperatura ambiente, los hidrogeles QP-0 se hincharon, mientras 

que los QP-0,15 permanecieron relativamente en equilibrio. No obstante, a 37 °C, ambos hidrogeles 

se deshincharon. Este comportamiento resulta relevante para aplicaciones como apósitos, ya que 

permite hidratar la zona de la herida y, en caso de incorporar un principio activo o nanopartículas, 

favorecería su liberación mediante el efecto osmótico (Sui, 2022). Además, esta respuesta deja en 

evidencia la dependencia del comportamiento del material con la temperatura, lo cual podría estar 

relacionado con el incremento del movimiento molecular o cambios en las interacciones del agua con 

la red del hidrogel a temperaturas más elevadas, generando una mayor difusión (Erceg et al., 2021). 

No se observaron signos de degradación en los hidrogeles durante los ensayos previamente 

mencionados, a pesar de encontrarse a un pH cercano al punto isoeléctrico del quitosano (pI ≈ 6,3). 

Sin embargo, cuando se expusieron a un medio con pH 9,2, se observó que a las 48 horas de inmersión 

ya habían comenzado a degradarse. Desde el momento en que se colocaron en solución se evidenció 

un cambio estructural, tornándose pegajosos y desarmándose al contacto. Este comportamiento se 

atribuye a que, a pH 9,2, la carga neta del quitosano es negativa, lo que disminuye las interacciones 

electrostáticas entre los polímeros, llevando a la separación de las cadenas y a la desintegración del 

hidrogel (Rydzek et al., 2018). 

El análisis de hinchamiento en distintas condiciones permitió evaluar la versatilidad de los 

hidrogeles y su respuesta frente a variaciones en pH, contenido de NaCl y temperatura. Los resultados 
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obtenidos destacan la importancia de las interacciones electrostáticas en la estabilidad estructural del 

material, por lo que se procedió a realizar estudios complementarios mediante FTIR. Asimismo, el 

hecho de que los hidrogeles se hayan deshinchado a 37 °C en SF abre la posibilidad de explorar la 

liberación de principios activos, como lidocaína, y evaluar su comportamiento en futuros ensayos. 

 

3.5.2 Caracterización físico-química de los materiales. 

La técnica de FTIR-ATR permitió identificar los grupos funcionales presentes en los polímeros 

y en los hidrogeles, proporcionando información detallada sobre su composición química y las 

interacciones químicas involucradas. Los espectros correspondientes a los polímeros y los hidrogeles 

se presentan en la Figura 3.8. 

 

 

Figura 3.8. Espectros de FTIR para los hidrogeles QP y los polímeros solos. 

 

En los espectros de ambos hidrogeles se identificaron picos en la región comprendida entre 

3000 y 3700 cm⁻¹, correspondientes al estiramiento de los grupos hidroxilo (-OH). Estos grupos 

funcionales son conocidos por participar en interacciones mediante puentes de hidrógeno (Ehman, 

2019). La presencia de -OH también se observó en los espectros de los polímeros individuales, lo cual 

concuerda con su composición química. En los hidrogeles, se detectaron tres picos predominantes en 

500 1000 1500 2500 3000 3500 4000

In
te

n
s
id

a
d
 (

u
.a

.)

 

 

Longitud de onda (cm-1)

QP-0

QP-0,15

Q

P

1
5
9
0

1
6
3
5

1
7
5
1



Tesis doctoral - “Biohidrogeles basados en complejos polielectrolitos como apósitos para heridas” 

 Micaela Ferrante                                                                                                                     65 

esta región, atribuibles tanto a los grupos -OH estructurales como a las interacciones con el agua 

durante la síntesis. En el caso del Q, esta región también muestra señales de grupos amino libres (-

NH₂), con un estiramiento característico alrededor de los 3486 cm⁻¹ (Sharma et al., 2019). Sin embargo, 

en los hidrogeles, estos grupos se encuentran en menor proporción debido a su protonación (-NH₃⁺) y 

posterior interacción con los grupos funcionales del polímero P para la formación de PECs. 

Por otro lado, el espectro de P mostró un corrimiento del pico correspondiente a los grupos 

éster, ubicado a 1751 cm⁻¹ (Zhang et al., 2018). Este desplazamiento puede atribuirse a la formación 

de puentes de hidrógeno o interacciones hidrofóbicas dentro de los PECs. Asimismo, en la P, entre 

1610 y 1660 cm⁻¹, se detectó un pico ancho característico de los grupos ácidos carboxilo (-COOH) 

(Neufeld and Bianco-Peled, 2017). En los hidrogeles, los grupos carboxilo cargados negativamente, al 

interactuar con los grupos amino del Q, generaron un cambio en esta región, apareciendo un pico más 

estrecho a 1635 cm⁻¹. 

En el espectro del Q, se observó un pico a 1590 cm⁻¹ asociado a las vibraciones de los grupos 

amino libres (Osman and Arof, 2003). Este pico no se encuentra en los hidrogeles, ya que los grupos 

amino, al estar en solución acuosa al pH seleccionado, fueron protonados y formaron complejos con 

los grupos carboxilato de la P. Como resultado de esta interacción, los picos típicos de los grupos 

amino protonados (-NH₃⁺), generalmente visibles en las regiones de 1646 cm⁻¹ y 1555 cm⁻¹ (Branca 

et al., 2016) no se detectaron o presentaron alteraciones, confirmando así la formación de los PECs 

en los hidrogeles. 

De esta manera, las interacciones entre los polímeros en el hidrogel resultan ser de tipo 

electrostático, caracterizando el entrecruzamiento como un proceso físico. Este fenómeno es 

consistente con los resultados obtenidos en los ensayos de hinchamiento a pH 9,2, donde se observó 

la desintegración de los geles debido a la desprotonación del Q. Estas interacciones confieren a los 

hidrogeles propiedades multi-responsivas (Gucht et al., 2011). 

En cuanto a las diferencias entre los espectros con y sin la presencia de NaCl en la 

composición, no se observaron cambios en los picos detectados. Por lo tanto, las interacciones entre 

los polímeros predominaron por sobre las interacciones Q-Cl y P-Na. 
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Finalmente, se evaluó la cristalinidad de los hidrogeles mediante la técnica de DRX. Como se 

muestra en la Figura 3.9, la muestra que contenía NaCl en su composición (QP-0,15) presentó picos 

asociados a una mayor cristalinidad en comparación con QP-0. Estos picos se atribuyen a los planos 

cristalinos del NaCl. 

 

 
Figura 3.9. Comparación entre espectros de DRX de los hidrogeles con o sin NaCl. 

 

Este resultado concuerda con las observaciones realizadas mediante SEM, donde los 

hidrogeles obtenidos presentan estructuras heterogéneas. En los difractogramas de rayos X, los picos 

presentes en los hidrogeles con NaCl y ausentes en el hidrogel sin sal se localizan en los ángulos de 

27,4°, 31,8° y 45,5°. Según la bibliografía consultada, estos picos corresponden a la forma cristalina 

de NaCl (Bao et al., 2017), en particular, se refieren a los planos (111), (200) y (220) (Kiran Kumar et 

al., 2012). La identificación de cristales de NaCl sugiere que no todo el NaCl añadido interactuó con 

las cadenas poliméricas, por lo que los cristales también forman parte de la estructura del hidrogel. 

Este fenómeno podría atribuirse al proceso de secado de las muestras previo al ensayo. 

En solución acuosa, el NaCl se disocia en iones Na⁺ y Cl⁻, lo que permite interpretar los 

resultados obtenidos en las pruebas de hinchamiento de los hidrogeles. Sin embargo, en los patrones 

de DRX no se observaron cambios significativos, con excepción de los picos característicos del NaCl, 

lo que indica que las interacciones entre los iones y las cadenas poliméricas no generan alteraciones 
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estructurales significativas en el hidrogel. Además, ambos hidrogeles presentaron picos de menor 

intensidad junto con una zona amorfa, lo que evidencia una estructura semicristalina. 

Los resultados obtenidos en este análisis, junto con los del FTIR, permiten inferir que las 

interacciones predominantes se establecen entre los polímeros Q y P, mientras que la incorporación 

de NaCl no genera ni modifica las interacciones químicas entre ellos. No obstante, dado que se observó 

que tanto la estabilidad térmica como la capacidad de hinchamiento de los hidrogeles se vieron 

modificadas, resulta pertinente realizar ensayos mecánicos para completar la caracterización. 

Con el objetivo de evaluar la estabilidad de la red polimérica y el grado de entrecruzamiento, 

se llevó a cabo el ensayo de GF. Este parámetro, cuya magnitud es directamente proporcional al grado 

de entrecruzamiento (Enawgaw et al., 2021), arrojó valores de 74,4% ± 0,3% para QP-0 y de 58,2% ± 

1,6% para QP-0,15. Si bien los hidrogeles QP-0,15 presentan un peso mayor que los QP-0, como se 

observa en la Tabla 3.1, la GF resultó ser menor. Esto podría atribuirse a una red polimérica más 

flexible o con mayor capacidad de retención de agua debido a la presencia de sal en su composición. 

Este comportamiento concuerda con los valores de potencial zeta, que sugieren una mayor 

interacción entre las soluciones poliméricas de Q y P en QP-0 respecto a QP-0,15. Este fenómeno 

puede explicarse a partir del efecto conocido como dopaje de sal, descrito en la literatura (Bediako et 

al., 2023), donde los iones presentes en la solución interactúan con los grupos funcionales de las 

cadenas poliméricas, reduciendo las interacciones electrostáticas directas entre los polímeros. Como 

consecuencia, la red tridimensional resultante es menos compacta o más laxa, debido a que los iones 

actúan como agentes disruptores de la densidad de interacciones entre las cadenas. De manera 

análoga, en los hidrogeles QP-0,15, la presencia de sal genera una red polimérica más flexible, lo que 

explica los valores inferiores de GF obtenidos. 

 

3.5.3 Respuesta mecánica en ensayos de compresión. 

En la Figura 3.10 se observa el comportamiento general de las curvas obtenidas, donde los 

hidrogeles presentan características viscoelásticas y no alcanzan el punto de rotura. Esto puede 

atribuirse a los parámetros estructurales evaluados o a la elevada capacidad de deformación que 

caracteriza a estos materiales. Esto se debe a su estructura interna, compuesta por una red polimérica 

flexible y un alto contenido de agua, lo que les permite absorber y distribuir las tensiones aplicadas 

(Gonzalez and Alvarez, 2014). 
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Figura 3.10. Ejemplo de curvas esfuerzo-deformación obtenidas en el ensayo de compresión de hidrogeles QP 

con o sin NaCl. 

 

En los hidrogeles, al igual que en otros materiales, no resulta apropiado comparar el módulo 

elástico obtenido en compresión con el obtenido en tracción, dado que pueden registrarse variaciones 

de hasta dos órdenes de magnitud; este fenómeno es conocido como asimetría tracción-compresión 

(Drozdov and Christiansen, 2020). En este estudio, los ensayos se realizaron bajo compresión, y los 

resultados indican que la deformación máxima alcanzada al finalizar el ensayo fue similar para los 

hidrogeles con y sin NaCl en su composición, hinchados tanto en pH 4 como en SF. Los resultados se 

presentan en la Figura 3.11. 
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Figura 3.11. Resultados del ensayo de compresión para los hidrogeles QP-0 y QP-0,15 hinchados en distintas 

condiciones. 

 

Se determinó que la deformación máxima de los hidrogeles fue mayor cuando se encontraban 

hinchados a pH 4 en comparación con los hinchados en SF, bajo el mismo nivel de esfuerzo aplicado. 

Además, el módulo de compresión promedio resultó mayor en los hidrogeles QP-0 y, en todos los 

casos, los valores promedio del módulo fueron inferiores cuando los hidrogeles fueron hinchados a pH 

4 en comparación con los hinchados en SF. Esto sugiere que sumergir los hidrogeles en SF aumenta 

su rigidez, lo cual resulta favorable considerando que la SF simula el ambiente biológico en el cual los 

hidrogeles serían empleados. Aunque se reportan valores promedio de los módulos de compresión, es 

importante destacar que los errores entre réplicas son elevados debido a las características 

viscoelásticas inherentes de los materiales y a la posible pérdida de agua bajo compresión (Calvert, 

2009; Oyen, 2014).  

Por otro lado, el módulo de compresión de la piel humana varía según diversos factores. 

Estudios previos en los que se desarrollaron plataformas multicapa de epidermis y dermis in vitro han 

reportado valores promedio de módulo de compresión de alrededor de 20,0 ± 0,9 kPa, dentro del rango 

más amplio reportado en la literatura, que puede variar de 7 a 344 kPa dependiendo de la edad, la 

región anatómica y el grado de hidratación de la piel (Brocklehurst et al., 2023). En este trabajo, los 

módulos obtenidos para los hidrogeles resultaron comparables con los reportados para la piel, lo cual 

constituye un resultado promisorio. 
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Los resultados obtenidos indican que la incorporación de NaCl no produjo variaciones 

significativas en los módulos bajo distintas condiciones de hinchamiento, ya que los valores registrados 

se encuentran dentro del rango de error experimental. Por último, los módulos determinados para los 

hidrogeles están en el orden de los valores reportados para la piel humana, pero pueden mejorarse 

mediante la incorporación de refuerzos. Entre estos, los nanohilos de celulosa representan una 

alternativa prometedora, y su efecto sobre las propiedades mecánicas y reológicas se analiza en 

detalle en el Capítulo 4. 

 

3.5.4 Evaluación de funcionalidad: Tasa de transmisión de vapor de agua. 

Se reconoce que mantener un ambiente húmedo en la herida favorece el proceso de 

cicatrización, ya que permite preservar las células funcionales en el área afectada (Madden and Stark, 

2019). Valores elevados de la WVTR pueden ocasionar deshidratación, mientras que valores bajos 

pueden llevar a la acumulación de exudado (Xu et al., 2016). Por lo tanto, un valor intermedio resulta 

óptimo para los apósitos destinados al tratamiento de heridas. 

En el caso de la piel normal, el WVTR se encuentra alrededor de 204 g/(m²·día). Para piel 

lesionada, los valores varían dependiendo del tipo de herida, desde 279,1 g/(m²·día) en quemaduras 

de primer grado hasta 5137,9 g/(m²·día) en heridas granulares (Ujang et al., 2014). Además, existe 

una correlación entre la profundidad de las heridas y el WVTR, siendo mayor en heridas más profundas 

en comparación con aquellas más superficiales (Nuutila and Eriksson, 2021). Estos valores también 

están influenciados por las condiciones en las que se realiza el ensayo, como la temperatura y la 

humedad relativa del medio (Lin et al., 2009).  

Existen diversos métodos para medir esta propiedad, los cuales pueden incluir el uso de un 

agente deshidratante con humedades relativas bajas o con agua y humedades relativas altas (Nuutila 

and Eriksson, 2021). Dichos métodos están descritos en la norma ASTM E96-00e1 (ASTM 

International, 2017). 

En este trabajo, el objetivo fue simular un entorno húmedo para evaluar el comportamiento de 

los hidrogeles. Los valores de WVTR obtenidos fueron de 561,6 ± 21,6 g/(m²·día) para el hidrogel QP-

0 y 415,2 ± 81,6 g/(m²·día) para el hidrogel QP-0,15. Estos resultados sugieren que los hidrogeles, 

debido a sus valores relativamente bajos de WVTR, permiten mantener la humedad en la zona de la 
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herida. Por lo tanto, podrían ser adecuados para el tratamiento de quemaduras de primer grado o 

quemaduras superficiales de segundo grado. 

Cabe señalar que, dado que no todos los estudios reportan el método empleado para medir el 

WVTR, resulta complejo establecer comparaciones directas entre diferentes reportes. Las heridas de 

primer grado, en las que los hidrogeles podrían ser útiles, afectan únicamente la epidermis, la capa 

más superficial de la piel. Entre los síntomas más comunes de estas heridas se encuentran el eritema 

y la sequedad (Hussain et al., 2022), problemas frente a los cuales los hidrogeles ofrecen beneficios 

gracias a su capacidad hidratante y, en este caso, a las propiedades antiinflamatorias conferidas por 

la P. En el caso de heridas de segundo grado, el riesgo de infección constituye un desafío. Por ello, es 

fundamental que los hidrogeles destinados a este tipo de heridas cuenten, además, con propiedades 

antimicrobianas que ayuden a prevenir infecciones. 

 

3.5.5 Actividad antibacteriana. 

3.5.5.1 Medición del halo de inhibición. 

La relevancia de esta prueba radica en la aplicación de los hidrogeles como apósitos para 

heridas, dado que las infecciones bacterianas son una causa común de complicaciones en el proceso 

de cicatrización (Francesko et al., 2019). Inicialmente, se evaluó la carga microbiana presente en los 

hidrogeles, sin observar crecimiento de microorganismos. Este resultado es favorable, ya que, aunque 

los materiales no fueron sintetizados en condiciones de esterilidad, no presentaron una carga 

microbiana observable. 

Es sabido que microorganismos como S. aureus y Streptococcus pyogenes (Gram-positivas) 

están asociados con las etapas iniciales de la infección, mientras que E. coli y Pseudomonas 

aeruginosa (Gram-negativas) son frecuentes en heridas crónicas (Simões et al., 2018). En este ensayo, 

se evaluó la actividad antimicrobiana de los hidrogeles mediante la medición del halo de inhibición 

frente a E. coli y S. aureus. Los resultados, representados en la Figura 3.12, evidenciaron sensibilidad 

de ambos microorganismos a los hidrogeles. 
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Figura 3.12. Actividad antibacteriana de los hidrogeles. Halo y pseudohalo de hidrogeles QP-0 en respuesta a E. 
coli (a) y S. aureus (c) e hidrogel QP-0,15 en respuesta a E. coli (b) o S. aureus (d). 

 

Se observaron dos halos de inhibición: Uno completo, por ausencia total de crecimiento 

bacteriano, y uno parcial (pseudohalo). El diámetro de los halos varió según la muestra y el 

microorganismo analizado. Contra E. coli, se evidenció un aumento en la inhibición al incorporar NaCl, 

un efecto que no se replicó en S. aureus. Esto sugiere que el NaCl podría poseer actividad 

antimicrobiana, especialmente sobre E. coli (Sofos, 1984).  

Un estudio previo realizado por Nakayama et al. (Nakayama et al., 2012) analizó el efecto del 

NaCl al 4% sobre la viabilidad celular de S. aureus NBRC 13276 y E. coli O157:H7. No se encontraron 

diferencias significativas en la viabilidad de S. aureus entre medios con y sin NaCl. Sin embargo, en el 

caso de E. coli, se evidenció una reducción significativa en el recuento de UFC en medios selectivos 

con NaCl, lo que confirma su efecto antimicrobiano. Esta diferencia puede atribuirse a las 

características de tolerancia a la salinidad, mientras que E. coli es no-halófilo, S. aureus es halófilo 

moderado, lo que le permite sobrevivir en condiciones de mayor salinidad, aunque con un crecimiento 

potencialmente más lento (OmotoyinboO, 2017).  

De todas formas, la actividad antimicrobiana se atribuye también a los polímeros P y Q. El Q 

ha demostrado capacidad para reducir el crecimiento y la multiplicación en E. coli y S. aureus; su 

actividad depende del grado de acetilación, el peso molecular (Goy et al., 2009) y el pH del medio (Qin 

et al., 2006). Además, la P tiene un efecto bactericida sobre los microorganismos patógenos y 

oportunistas más ampliamente distribuidos (Men’shikov et al., 1997). 

 

3.5.6 Ensayo preliminar In vivo. 

De las ratas utilizadas, solo una logró mantener el apósito en su lugar durante 4 días 

consecutivos desde el inicio del experimento. Las demás ratas, de alguna manera, desprendieron los 

apósitos. Aunque se intentaron mejorar las estrategias de sujeción y se volvieron a colocar los 
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hidrogeles, los resultados obtenidos de esas ratas podrían no ser completamente fiables. Por este 

motivo, se decidió analizar únicamente los datos de la rata que mantuvo los hidrogeles correctamente 

durante los 4 días del ensayo. 

Como resultado, el cierre del lecho de la herida fue del 11,7% en el grupo control (con gasa de 

furacinada), del 22,3% para QP-0 y del 25,4% para el hidrogel QP-0,15. Estos valores fueron medidos 

al día 4 después de la lesión. La Figura 3.13 presenta imágenes representativas del cierre del lecho 

de la herida para cada tratamiento. 

 

 

Figura 3.13. Prueba in vivo de cicatrización de heridas del tratamiento con hidrogel en el día cuatro después de 
la lesión. a y b son grupos de control en el día 0 y el día 4, respectivamente. Tratamiento con hidrogel QP-0 (c y 

d) e hidrogel QP-0,15 (e y f). 

 

El día 19 del análisis, las heridas de todos los grupos estaban completamente cerradas. 

Aunque estos resultados son preliminares, sugieren que los hidrogeles QP-0 y QP-0,15 favorecen la 

contracción y proliferación tisular en las heridas en comparación con el grupo control. Igualmente, es 

importante señalar que estos resultados deben ser analizados con mayor profundidad en futuros 

ensayos que incluyan un mayor número de ratas para garantizar una mayor validez estadística y 

reproducibilidad. 

 

3.6 Incorporación de un compuesto activo: Lidocaína. 

La lidocaína (LD) es una droga conocida por su acción calmante y anestésica, utilizada 

comúnmente para aliviar el dolor en heridas. Se sabe que puede aumentar la vasodilatación y la 

perfusión sanguínea durante el proceso de curación (Eroglu et al., 2001; Weinschenk et al., 2017). 
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Hasta la fecha, no se han encontrado estudios en los que se haya evaluado la liberación de lidocaína 

en CoPECs QP, por lo que se considera novedoso investigar su incorporación a estos hidrogeles y 

determinar si son capaces de liberar este compuesto activo a lo largo del tiempo. La liberación de LD  

por parte de los hidrogeles es de gran importancia, ya que podría otorgarles propiedades calmantes 

frente al dolor. Para determinar el patrón de liberación de este agente, en primer lugar, se analizó cómo 

se incorpora la LD en los geles, la efectividad del procedimiento de síntesis y el porcentaje de LD 

retenido en el hidrogel. Posteriormente, la liberación se evaluó bajo condiciones que simulan el 

ambiente fisiológico. 

 

3.6.1 Síntesis de los hidrogeles QP con lidocaína. 

Se utilizó LD viscosa al 2% p/p de Denver Farma. Para preparar los hidrogeles, se mezclaron 

6 ml de solución de LD con 54 ml de buffer, lo que resultó en una concentración de 2 mg/ml (0,2% p/p) 

de lidocaína en los hidrogeles. La mezcla se agitó durante unos minutos para homogeneizar la 

solución, y luego se incorporaron los polímeros y la sal. Se eligió una concentración de 2 mg/ml de LD, 

considerando que es un valor relativamente bajo, lo que se espera que no afecte la citotoxicidad celular, 

pero sí permita evaluar la cinética de liberación del compuesto. 

 

3.6.2 Evaluación de la encapsulación del compuesto activo. 

La capacidad de encapsulamiento de LD en el hidrogel fue del 75%, con 45 mg de LD retenidos 

en el material. Posteriormente, se realizaron réplicas de los hidrogeles obtenidos para evaluar la 

liberación de LD. 

  

3.6.3 Liberación de lidocaína. 

La Figura 3.14 muestra el porcentaje de liberación de LD en diferentes tiempos.  
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Figura 3.14. Curva de liberación de LD de los hidrogeles a 37 °C en SF. 

 

Los resultados indican que la incorporación de NaCl en el hidrogel (QP-0,15) parece influir en 

su capacidad de liberación de LD. La liberación máxima de LD se observó en QP-0,15 después de 25 

horas (1500 minutos), mientras que en QP-0 ocurrió alrededor de las 8 horas (480 minutos). Además, 

el porcentaje de liberación alcanzado por QP-0,15 fue significativamente mayor que el de QP-0 (100% 

frente a 30%, respectivamente). Estos resultados podrían estar relacionados con el tamaño y la 

distribución de la porosidad de los hidrogeles, así como con la retención de LD dentro de sus poros. 

La adición de NaCl ha sido reportada como un factor que aumenta la tasa de liberación de LD  

(Jimenez-Kairuz et al., 2002). Esto puede explicarse por el intercambio iónico entre los iones Na+ y la 

LD con los polianiones presentes en el hidrogel. Además, la presión osmótica cambia a lo largo del 

experimento debido a la difusión de NaCl fuera del hidrogel, lo que podría favorecer una liberación más 

completa de LD. 

Este comportamiento también puede estar relacionado con los resultados de hinchamiento a 

37 °C en SF (sección 3.5.1), donde se observó que QP-0,15 desorbía más que QP-0. La presencia de 

NaCl modifica la permeabilidad del material, favoreciendo la liberación del fármaco (Buriuli and Verma, 

2017). 

La importancia de este experimento radica en demostrar que es posible incorporar LD en los 

hidrogeles, liberar el fármaco y mantener su liberación durante un periodo prolongado. Esto permitiría 
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que los hidrogeles actúen como apósitos calmantes para heridas, gracias al efecto anestésico local de 

la LD. Además, los resultados evidencian que la adición de NaCl juega un papel clave en lograr una 

liberación sostenida de LD a lo largo del tiempo. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para 

confirmar el efecto calmante y determinar la concentración óptima de LD. 

 

3.6.4 Evaluación de la biocompatibilidad celular. 

Este ensayo permitió evaluar el efecto de la liberación de sustancias provenientes de los 

hidrogeles en el medio donde se encuentran las células, determinando si la liberación de LD o de NaCl 

afecta la viabilidad celular. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 3.15. 

 

 
Figura 3.15. Resultados de viabilidad celular (%) para los hidrogeles QP-0 y QP-0,15 con o sin LD con sus 

respectivos errores. 

 

Se observó que la viabilidad celular disminuyó a los días 2 y 4 en todos los casos analizados. 

No obstante, a los 7 días de incubación, la viabilidad celular aumentó nuevamente, lo cual podría 

atribuirse a la recuperación de las células que continuaron su replicación y/o a que la liberación de 

sustancias del hidrogel al medio finalizó. 

La presencia de NaCl en los hidrogeles mostró un impacto mayor en la viabilidad celular en 

comparación con aquellos sin NaCl, evidenciándose valores significativamente menores, 

especialmente en el día 4. Por otro lado, la incorporación de LD en los hidrogeles QP-0,15 pareció 
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mejorar la citocompatibilidad, ya que se obtuvieron valores correspondientes a un comportamiento no 

citotóxico en los días 1 y 7. Asimismo, se registró un incremento en el porcentaje de viabilidad celular 

en los días 2 y 4. 

 

3.7 Aplicación de los hidrogeles. 

Se llevó a cabo un análisis para evaluar posibles métodos de aplicación de los hidrogeles, en 

colaboración con estudiantes del Proyecto Final de Diseño Industrial de la Facultad de Arquitectura, 

Diseño y Urbanismo (FADU) de la Universidad de Buenos Aires (UBA). 

Tal como se muestra en la Figura 3.16, se determinó que el método más adecuado para la 

venta y aplicación de los hidrogeles QP con principios activos, como la lidocaína, consiste en su 

empaquetamiento en fresco, utilizando hidrogeles prensados junto con una SF adicional para evitar su 

desecación. Además, se diseñó un material adhesivo integrado que permite fijar el hidrogel a la piel, 

asegurando una correcta aplicación y funcionalidad. 

 

 

Por otro lado, las fases de producción y distribución están detalladas en la Figura 3.17.  

Figura 3.16. Presentación de la versión comercial del hidrogel a modo de parche para su uso en apósitos, 
junto con un adhesivo para que quede sujeto en la piel a la hora de su aplicación. Idea desarrollada por 

las alumnas Estevez y Thames de la UBA. 
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Figura 3.17. Modelo de producción y logística para los hidrogeles como apósitos. Idea desarrollada por las 

alumnas Estevez y Thames de la UBA. 

 

La estrategia de venta se enfoca en la característica de biodegradabilidad del material, junto 

con su alta duración y los beneficios de aplicar un material como este en apósitos.  

 

3.8 Conclusiones del capítulo. 

Se lograron formular con éxito todos los hidrogeles a pH 4, 4,5 y 5, variando la concentración 

polimérica y de NaCl. Los hidrogeles presentaron diferencias en peso y textura, siendo los formulados 

a pH 4 los que mostraron un mayor hinchamiento y capacidad de deshincharse dependiente del medio. 

Considerando estas propiedades y sus características macroscópicas, se seleccionaron seis 

hidrogeles formulados a pH 4 para continuar con los análisis. 

La adición de NaCl produjo variaciones en la descomposición térmica y en la morfología 

observada SEM. En esta etapa, se seleccionaron los hidrogeles formulados a pH 4 con una 

concentración polimérica de 5 mg/ml y con 0 o 0,15 M de NaCl (QP-0 y QP-0,15, respectivamente) 

para profundizar en su caracterización. 

Los ensayos de hinchamiento demostraron que los hidrogeles se expandieron en solución a 

pH 4, independientemente de la presencia de NaCl, y se deshincharon en SF a 37 °C. En cambio, a 

pH 9,2 los hidrogeles se desintegraron. El análisis por FTIR confirmó la presencia de interacciones 

electrostáticas características de los PECs, mientras que los espectros obtenidos por DRX 
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evidenciaron la presencia de NaCl a través de picos adicionales específicos, sin alterar la organización 

cristalina de los polímeros principales. 

Desde el punto de vista mecánico, los hidrogeles evaluados presentaron un comportamiento 

viscoelástico en los ensayos de compresión, sin alcanzar el punto de ruptura, lo que refleja su elevada 

capacidad de deformación y las características estructurales inherentes al material. Los valores de 

módulo de compresión obtenidos se encuentran dentro del orden de magnitud reportado para la piel 

humana (≈20 kPa). Cabe destacar que no se detectaron diferencias significativas en los valores de 

módulo entre los hidrogeles con y sin NaCl, lo que indica que la adición de sal no afecta 

sustancialmente las propiedades mecánicas en compresión. Sin embargo, los módulos de compresión 

obtenidos presentan una variabilidad considerable entre réplicas, atribuible a la naturaleza 

viscoelástica de los hidrogeles y la posible pérdida de agua durante los ensayos.  

En los ensayos específicos de aplicación, el análisis de GF indicó una mayor interacción entre 

las soluciones de Q y P en los hidrogeles sin NaCl en comparación con los de QP-0,15. El ensayo de 

WVTR sugirió que los hidrogeles podrían ser útiles como apósitos para quemaduras de primer grado. 

Además, se confirmó que los hidrogeles presentaron actividad antibacteriana atribuida al Q. 

En cuanto a la viabilidad celular, los hidrogeles con NaCl mostraron una menor viabilidad en 

comparación con aquellos sin NaCl. Por otro lado, se logró incorporar exitosamente LD en los 

hidrogeles y obtener una curva de liberación del fármaco. Esto sugiere que estos hidrogeles podrían 

considerarse como plataformas potenciales para la liberación de fármacos en heridas. Asimismo, la 

incorporación de LD parece mejorar la citocompatibilidad de los hidrogeles. 

Finalmente, en cuanto a su aplicación, se concluyó que la forma más adecuada de empleo 

consiste en conservar los hidrogeles en fresco, modificando previamente el pH y almacenándolos en 

agua destilada a temperatura ambiente. 
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Capítulo 4.  

 

Nanocompuestos de quitosano y 

pectina. 
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4.1 Introducción al Capítulo 4. 

En el capítulo previo se describieron las estrategias de formulación y caracterización de 

hidrogeles compuestos por quitosano y pectina (QP). En este capítulo, se emplearon las formulaciones 

óptimas obtenidas para evaluar la capacidad de incorporación de nanopartículas en los hidrogeles, 

explorando distintos métodos y proporciones de adición. El objetivo principal consistió en desarrollar 

materiales compuestos con propiedades específicas mejoradas para su potencial aplicación como 

apósitos. En este contexto, se decidió funcionalizar los hidrogeles de QP mediante la incorporación de 

refuerzos, específicamente nanopartículas de plata (AgNPs) y nanohilos de celulosa (CNWs). 

Asimismo, se llevaron a cabo ensayos específicos para profundizar en el conocimiento de las 

propiedades de estos materiales y determinar si la incorporación de nanopartículas genera beneficios 

significativos que potencien su uso en futuras aplicaciones biomédicas. 

 

4.2 Utilización de nanopartículas de plata. 

Las AgNPs se incorporaron en los hidrogeles debido a su reconocida capacidad 

antimicrobiana, ya que son eficaces frente a bacterias resistentes a múltiples antibióticos e inhiben la 

formación de biofilms (Pangli et al., 2021). Además, cuando son empleadas en concentraciones 

adecuadas, presentan buena biocompatibilidad (Murali Mohan et al., 2010).  

Se ha reportado que el tamaño de las AgNPs influye significativamente en su actividad 

antimicrobiana y en su interacción con la matriz polimérica. Un menor tamaño de partícula incrementa 

el área de contacto y, con ello, la actividad antimicrobiana. Sin embargo, partículas extremadamente 

pequeñas pueden difundir fuera de la matriz, mientras que un mayor tamaño reduce esta difusión, 

facilitando su retención (Murali Mohan et al., 2007). Por lo tanto, el tamaño óptimo de las AgNPs 

dependerá del objetivo específico de la aplicación. 

En cuanto a la citotoxicidad, se ha documentado que nanopartículas con tamaños inferiores a 

100 nm pueden generar una mayor toxicidad celular (Kim et al., 2012; Miethling-Graff et al., 2014). Sin 

embargo, también se ha observado que las nanopartículas de menor tamaño tienden a formar 

agregados, lo que podría afectar sus propiedades funcionales. Por este motivo, resulta esencial 

caracterizar el tamaño de las nanopartículas incorporadas. Idealmente, su tamaño debería ser inferior 

a 100 nm para maximizar la actividad antimicrobiana, pero se debe considerar su tendencia a formar 
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agregados y la necesidad de determinar concentraciones adecuadas que no afecten significativamente 

la viabilidad celular en el tejido de la herida (Ambrožová et al., 2017; Pang et al., 2020). 

La incorporación de AgNPs en los hidrogeles de QP se justificó principalmente por el efecto 

sinérgico conocido entre el Q y las nanopartículas, lo que refuerza la actividad antibacteriana (Nešović 

and Mišković-Stanković, 2020). Aunque en el Capítulo 3, sección 3.5.5, ya se abordó la actividad 

antibacteriana de los hidrogeles QP, se espera que la adición de AgNPs incremente significativamente 

este efecto, optimizando el desempeño del material como apósito. 

 

4.2.1 Síntesis y caracterización de las nanopartículas. 

Tal como se indicó en el apartado de Materiales y Métodos (Capítulo 2, sección 2.4.1), las 

AgNPs utilizadas fueron proporcionadas por el grupo del INBIOTEC. Estas partículas fueron 

sintetizadas a partir del hongo Trichoderma harzianum y presentaron un radio hidrodinámico promedio 

de 266,3 ± 91,3 nm, determinado mediante dispersión de luz dinámica, mostrando un perfil 

monodisperso. La cristalinidad de las nanopartículas fue confirmada mediante DRX. Asimismo, las 

micrografías obtenidas por microscopía electrónica de transmisión (TEM) revelaron partículas esféricas 

con un diámetro promedio de 19 ± 6 nm (Figura 4.1a). 

 

 
Figura 4.1. Caracterización de las AgNPs mediante TEM (a) y análisis de espectroscopía dispersiva de rayos X 

(EDS) (b).  

 

El análisis de composición atómica, llevado a cabo por espectroscopía dispersiva de rayos X 

(EDS), indicó que más del 11% de la composición corresponde a plata (Ag), mientras que más del 75% 

se atribuye al cobre (Cu), debido al material de la grilla utilizada en las mediciones (Figura 4.1b). En 
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cuanto a las propiedades térmicas, se observó una degradación del 8% entre 300 y 400 °C, asociada 

a la descomposición de compuestos bioorgánicos presentes en la matriz de las nanopartículas 

(Ferrante et al., 2025; Consolo et al., 2020). 

 

4.2.2 Incorporación de las nanopartículas de plata en los hidrogeles QP. 

Los hidrogeles compuestos, obtenidos tras la incorporación de AgNPs en la matriz polimérica 

de QP, presentaron una coloración homogénea que variaba entre gris y negro, dependiendo del tipo 

de hidrogel (Figura 4.2). 

 

 
Figura 4.2. Ejemplo de hidrogeles de QP con 1% AgNPs, con o sin 0,15 M NaCl. 

 

La uniformidad en la coloración sugiere una adecuada compatibilidad entre los materiales. Las 

AgNPs fueron incorporadas de manera homogénea en ambas soluciones precursoras con los 

polímeros, garantizando una distribución uniforme dentro de la matriz hidrogel gracias a la agitación 

constante durante el proceso de mezclado y la formación de los PECs. No se detectaron cambios 

significativos en la textura ni en el tamaño de los hidrogeles compuestos respecto a los hidrogeles sin 

nanopartículas. 

La presencia de NaCl en las formulaciones tuvo un impacto visual en la coloración de los 

hidrogeles, ya que aquellos que contenían 0,15 M de NaCl y AgNPs exhibieron un tono más claro en 

comparación con los hidrogeles que únicamente incorporaban AgNPs. 

La capacidad de los hidrogeles QP para retener las AgNPs fue evaluada mediante ensayos de 

hinchamiento y análisis espectroscópico. Los hidrogeles compuestos con 1% p/p de AgNPs fueron 

prensados, cortados en discos de 4 mm de diámetro y sumergidos en agua grado HPLC. Tras una 

hora de inmersión, se registró un porcentaje de hinchamiento de 52,4 ± 6,6%. Posteriormente, el agua 
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remanente fue analizada mediante espectroscopía UV-Visible en el rango de 200 a 600 nm, utilizando 

como referencia la solución de hinchamiento de un hidrogel sin nanopartículas. 

No se detectaron picos característicos de las AgNPs en el espectro UV-Vis, particularmente 

en la región de 418 nm, donde las nanopartículas generan un plasmón de resonancia. El mismo 

resultado se obtuvo tras extender el tiempo de hinchamiento a 24 horas, tanto a temperatura ambiente 

como a 37 °C. Estos resultados indican que las nanopartículas de plata permanecen retenidas en la 

matriz polimérica y no se liberan al medio líquido en las condiciones evaluadas. 

Se realizó TGA con el objetivo de determinar si las propiedades térmicas del hidrogel se 

modificaron debido a la adición de AgNPs. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 4.3. 
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Figura 4.3. Resultado de TGA de los hidrogeles compuestos con AgNPs, con las curvas de masa residual 
(líneas sólidas) y de la DTGA (líneas discontinuas) en función de la temperatura. 

 

Las temperaturas de degradación de los hidrogeles disminuyeron con la incorporación de las 

nanopartículas. En el caso de QP-0-AgNPs, la temperatura de degradación fue de 196,3 °C, en 

comparación con 205,5 °C en ausencia de nanopartículas. Por su parte, para QP-0,15-AgNPs, se 

registró una temperatura de degradación de 191,9 °C, frente a 193,6 °C en los hidrogeles sin partículas. 

Estos resultados evidenciaron una reducción de 9,2 °C en QP-0 y de 1,7 °C en QP-0,15. La disminución 

de la Tmax obtenida en los hidrogeles con incorporación de AgNPs demuestra la existencia de 
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interacciones entre las nanopartículas y la red polimérica. Estas interacciones afectan la estabilidad 

térmica de la matriz, lo que sugiere modificaciones en la organización estructural del hidrogel. 

En relación con el patrón de pérdida de masa en función de la temperatura, se observó que la 

Tmax permaneció dentro del rango registrado para los hidrogeles sin nanopartículas. Sin embargo, se 

identificó un pico adicional entre los 400 y 500 °C, similar a lo descripto en el Capítulo 3 (sección 3.3.4). 

Posteriormente, se realizaron ensayos adicionales orientados a evaluar la futura aplicación del 

material. 

 

4.2.3 Evaluación antibacteriana de los nanocompuestos. 

El ensayo antibacteriano se llevó a cabo utilizando hidrogeles con una concentración de AgNPs 

del 1 % p/p. No se evidenciaron diferencias significativas en los resultados iniciales, por lo que se 

evaluaron hidrogeles con una concentración mayor, del 3 % p/p de partículas respecto a la masa de 

polímeros. Los resultados obtenidos para los halos de inhibición con esta concentración se presentan 

en la Figura 4.4. 

 

 

Figura 4.4. Comparación entre los halos de inhibición obtenidos contra E. coli (a y b) y S. aureus (c y d) para los 
hidrogeles QP sin NPs (a y c) o con AgNPs (b y d). 

 

De acuerdo con la bibliografía, las concentraciones de AgNPs utilizadas para evitar 

citotoxicidad celular varían entre 1 y 100 μg/mL. Este rango es dependiente no solo de la concentración, 

sino también del tamaño de las nanopartículas (Pangli et al., 2021). En el caso de los hidrogeles 

evaluados, una concentración de 100 μg/mL equivale aproximadamente al 1 % p/p de AgNPs. Cabe 

destacar que los efectos antimicrobianos de las nanopartículas, al igual que sucede con los antibióticos 

u otros compuestos, dependen de las condiciones de síntesis del hidrogel y de las características de 

la matriz polimérica. Las nanopartículas pueden quedar atrapadas en los poros del hidrogel o 
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reaccionar químicamente con los grupos funcionales de los polímeros, lo que afecta su actividad 

antimicrobiana (Murali Mohan et al., 2010).  

En función de estos antecedentes, se procedió a evaluar la actividad antibacteriana de los 

hidrogeles formulados con un 3 % p/p de AgNPs. Los resultados de los diámetros de los halos de 

inhibición se consignan en la Tabla 4.1. 

 

Tabla 4.1. Medida de los halos y pseudohalos de inhibición (mm) en hidrogeles QP-0 con y sin AgNPs. 

 Sin nanopartículas AgNPs 3% 

E. coli 8 y 10 mm 10 y 12 mm 

S. aureus 7 y 15 mm 10 y 15 mm 

 

Sorprendentemente, no se observó una diferencia significativa entre los geles sin AgNPs y 

aquellos que incorporaron estas nanopartículas. En este caso, se atribuye la mayor actividad 

antimicrobiana a los polímeros Q y P, en lugar de a las nanopartículas de plata. Considerando que las 

demás propiedades analizadas de los hidrogeles con AgNPs no mostraron mejoras sustanciales, se 

concluyó que su adición no resulta beneficiosa para este tipo de materiales. Por este motivo, se 

descartó continuar con el desarrollo de hidrogeles compuestos con AgNPs. 

 

4.3 Refuerzos de nanohilos de celulosa. 

El principal objetivo de la incorporación de CNWs fue mejorar propiedades específicas de los 

hidrogeles relacionadas con su potencial aplicación como apósitos para heridas, particularmente las 

propiedades mecánicas (Gonzalez et al., 2014). Las mejoras en este aspecto son relevantes debido a 

que una de las principales limitaciones de los hidrogeles radica en su baja resistencia mecánica (Haq 

et al., 2017). En la literatura, existe una cantidad limitada de estudios que analicen las propiedades 

mecánicas de materiales blandos como los hidrogeles, especialmente en aquellos basados PECs. Por 

ejemplo, da Costa et al. (da Costa et al., 2016) evaluaron propiedades de compresión en hidrogeles 

reforzados con arcilla, mientras que otros autores realizaron ensayos de tracción en sistemas que 

combinan Q y P (Martins et al., 2018b; Quadrado and Fajardo, 2022). Sin embargo, hasta la fecha no 

se encontraron estudios que analicen las propiedades mecánicas de CoPECs con incorporación de 
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CNWs y/o NaCl. Asimismo, los ensayos de nanoindentación y las evaluaciones reológicas de sistemas 

basados en Q y P son escasos. 

En este contexto, se optó por sintetizar CNWs mediante un método ecoamigable, incorporarlos 

a los hidrogeles utilizando diferentes rutas de síntesis, identificar el método más eficiente, determinar 

el porcentaje óptimo de CNWs a adicionar y caracterizar los materiales obtenidos.  

En primera instancia, se sintetizaron los CNWs siguiendo el procedimiento descrito en el 

Capítulo 2, sección 2.4.2, y se llevaron a cabo ensayos de caracterización de los nanohilos obtenidos. 

Posteriormente, se prepararon los hidrogeles compuestos, se optimizó la ruta de incorporación y el 

porcentaje de CNWs, y se realizaron ensayos mecánicos y de caracterización para evaluar si cumplían 

con los objetivos propuestos. 

 

4.3.1 Ensayos de caracterización de los nanohilos. 

4.3.1.1 Determinación del tamaño de los nanohilos de celulosa. 

Las propiedades mecánicas que los CNWs pueden aportar a los hidrogeles están directamente 

relacionadas con sus dimensiones. Estas dimensiones dependen tanto de la fuente inicial de celulosa 

como de las condiciones de procesamiento, como tiempo, temperatura y tratamiento ultrasónico 

(Eichhorn, 2011). Para determinar el tamaño de los CNWs, se realizaron ensayos de SEM. 

En las imágenes obtenidas mediante SEM (Figura 4.5a), se observaron agregados de 

nanocelulosa, los cuales presentaron un tamaño aproximado de 7,2 ± 2,2 µm de largo por 1,7 ± 0,6 µm 

de ancho. Estas medidas se obtuvieron a partir del análisis de 16 imágenes cuyas dimensiones fueron 

procesadas utilizando el software ImageJ. 
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Figura 4.5. Micrografía de SEM de un agregado de CNWs (a) y resultado de AFM mostrando la longitud de los 
CNWs (b). 

 

La formación de estos aglomerados puede estar asociada al procedimiento de preparación de 

la muestra para la visualización en SEM, en el cual, durante el proceso de secado, los nanohilos 

pueden haber experimentado una aglomeración (Borsoi et al., 2016). Dado que este método no 

permitió una observación precisa de los tamaños individuales de los nanohilos, se recurrió a la técnica 

de AFM. 

El ensayo realizado mediante AFM, cuyos resultados se presentan en la Figura 4.5b, permitió 

observar tanto hilos individuales como algunos aglomerados. Las dimensiones promedio de los CNWs, 

obtenidas a partir de cuatro nanohilos representativos mostrados en la Figura 4.5b, fueron de 367,5 ± 

182,8 nm de largo y 20,3 ± 7,3 nm de ancho. En la literatura, se reporta que las dimensiones típicas 

de los CNWs varían entre 5-10 nm de ancho y 100-300 nm de largo (Dash et al., 2013). Además, se 

confirmó que la morfología de los CNWs corresponde a la de nanohilos. 

4.3.1.2 Evaluación físico-química de los nanohilos. 

La Figura 4.6 muestra el espectro de FTIR de los CNWs.  
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Figura 4.6. Espectro de FTIR para los CNWs, con la longitud de onda de los grupos funcionales destacada. 

 

En la Figura 4.6 se observan los picos característicos de los CNWs. La señal a 3330 cm⁻¹ 

indica la presencia de grupos -OH, lo que sugiere interacciones por puente de hidrógeno en la 

estructura de los nanohilos (Ehman, 2019). Los picos a 1650 cm⁻¹ corresponden a grupos -OH 

provenientes de moléculas de agua atrapadas en la estructura, las cuales no pudieron ser eliminadas 

completamente durante la preparación de la muestra (Zain, 2014). En la región de 1030-1050 y 1160 

cm⁻¹ se encuentran los picos asociados con enlaces β-1,4-glucosídicos (C-O) y grupos C-O-C, 

respectivamente, lo cual confirma la estructura y conectividad de la celulosa (Huang et al., 2017; Mat 

Zain, 2014). Además, la señal a 2900 cm⁻¹ corresponde al estiramiento C-H proveniente de los anillos 

de glucosa (Dai et al., 2018). 

En el espectro de DRX de los CNWs y MCC, obtenido en la Figura 4.7, se observan picos 

similares, aunque con intensidades diferentes. Los picos aparecen a los ángulos 2θ = 16°, 22,6° y 

34,5°, correspondientes a los planos (110), (200) y (004) de la celulosa-I (Bajpai et al., 2013; Rashid 

and Dutta, 2020). 
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Figura 4.7. Espectro obtenido del ensayo de DRX realizado en muestras de CNWs y MCC. 

 

4.3.2 Métodos de incorporación de los nanohilos a los hidrogeles. 

Una vez caracterizados los CNWs, se procedió a su incorporación a los hidrogeles mediante 

dos métodos diferentes, descritos en la sección 2.4.2 del Capítulo 2. Los métodos considerados fueron: 

la incorporación de los CNWs antes de la formación de la red polimérica, y la incorporación posterior 

mediante el hinchamiento del hidrogel ya formado en una solución que contenía CNWs. 

Para determinar la opción más conveniente de incorporación, se realizó un ensayo de potencial 

zeta. Los resultados, presentados en la Figura 4.8, muestran que la adición de CNWs a las soluciones 

de polímeros incrementa el valor absoluto del potencial zeta, haciéndolo más negativo para la solución 

de P y más positivo para la de Q, independientemente de la presencia de NaCl. Este comportamiento 

respalda la estrategia de incorporar los nanohilos tanto en la solución de P como en la de Q al momento 

de formar los hidrogeles compuestos. 
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Figura 4.8. Valores de potencial Zeta de soluciones de Q o P con o sin NaCl 0,15 M y CNWs. Las soluciones son 
las mismas que se usaron para fabricar hidrogeles con CNWs al 4 %. 

 

El potencial zeta de los CNWs, medido a pH 4, fue de -28,08 ± 4,06 mV, lo que representa una 

medida indirecta de la carga superficial de las partículas en la dispersión. Los valores negativos de 

potencial zeta de las estructuras de nanocelulosa observados en este estudio son consistentes con los 

reportados en la literatura (Araki and Urata, 2020; Chowdhury et al., 2019; Nascimento et al., 2014). 

Esta carga negativa se atribuye principalmente a la mayor repulsión electrostática generada por los 

grupos -OH presentes en la estructura de los CNWs (Chowdhury et al., 2019).  

Además, un aumento en la concentración de iones en la solución disminuye la repulsión 

electrostática entre las partículas, favoreciendo su agrupación o aproximación, lo que reduce su 

tamaño efectivo. En la solución de Q con CNWs, el potencial zeta positivo observado es superior al de 

la solución de Q sola. Este fenómeno puede explicarse por el efecto de una "corona hidrofílica" o por 

una redistribución de las cargas en la superficie, en la cual el polímero Q forma una "capa" o corona 

hidrofílica alrededor de los CNWs. Este fenómeno enmascara las cargas negativas de los CNWs y 

provoca que la corona de Q sobresalga hacia la interfaz, resultando en una mayor carga positiva en la 

región externa del sistema (Schatz et al., 2004; Volod’ko et al., 2018). 

Por otro lado, en la solución de P con CNWs, el aumento del valor negativo del potencial zeta 

puede atribuirse a una mayor repulsión electrostática entre las partículas de CNWs y la P, ambas 
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cargadas negativamente. Este aumento favorece la estabilidad de la dispersión y mantiene la 

homogeneidad de las soluciones. Un mayor número de partículas o una mayor concentración de 

partículas cargadas en la solución incrementa la repulsión electrostática entre ellas, lo que a su vez 

eleva el valor absoluto del potencial zeta. Este efecto favorece la dispersión de las partículas, 

previniendo su agregación (Kulkarni et al., 2016). 

Finalmente, para confirmar que los CNWs fueron efectivamente incorporados a los hidrogeles 

mediante ambos métodos, se realizaron una serie de ensayos adicionales.  

4.3.2.1 Estabilidad térmica con la adición de los nanohilos. 

Como se observa en la Tabla 4.2, la Tmax fue mayor para los hidrogeles con CNWs en 

comparación con aquellos sin los nanohilos, independientemente del método de incorporación de los 

CNWs. Este fenómeno puede atribuirse a un incremento en la estabilidad térmica, causado por la 

estructura cristalina de los CNWs (Hebeish et al., 2014). En todos los sistemas evaluados, se 

registraron diferencias de al menos 10 °C en la temperatura de degradación, tanto en el método de 

incorporación a) como en el b). Además, se observó que los CNWs parecen favorecer el 

entrecruzamiento, ya que los hidrogeles compuestos presentan valores de Tmax similares o mayores 

cuando se incorpora NaCl, en comparación con los sistemas sin NaCl. En contraste, en ausencia de 

CNWs, la adición de NaCl disminuye el valor de Tmax, debido a su efecto dopante y/o interdifusión, 

como se había analizado en el Capítulo 3. 

 

Tabla 4.2. Temperatura de degradación de hidrogeles sintetizados a pH 4 sin NaCl (QP-0) o con NaCl 0,15 M 
(QP-0,15) con CNWs añadido mediante hinchamiento (a) o adición a soluciones de polímero (b) al 4, 10, 20 o 30 

% CNWs. 

 Tmax 

método a 

(°C) 

Tmax método b (°C) 
Tmax Sin 

CNWs (°C) 4% CNWs 10% CNWs 20% CNWs 30% CNWs 

QP-0-5 220,5 221,0 217,0 214,0 224,0 205,5 

QP-0,15-5 216,4 228,9 219,7 217,1 219,0 193,6 

 

Al comparar los diferentes porcentajes de CNWs en los hidrogeles compuestos, se observó 

que las mayores Tmax se registraron en los sistemas QP-0-30%CNWs y QP-0-4%CNWs. En los geles 

que contienen sal, la Tmax más alta se observó con un 4% de CNWs. 
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4.3.2.2 Análisis morfológico: Espesor de pared y distribución de poros en hidrogeles 

nanocompuestos. 

Las imágenes obtenidas por SEM revelaron estructuras porosas de forma irregular en todos 

los geles, aunque los nanohilos no fueron distinguibles con esta técnica. A partir de 30 imágenes SEM, 

se determinaron los tamaños de las paredes de los poros y los resultados se resumen en la Tabla 4.3.  

 

Tabla 4.3. Resultados de espesor de la pared de los poros en los hidrogeles con o sin nanocelulosa incorporada 
por distintos métodos. 

 Espesor de la pared de poro (μm) 

QP-0 QP-0,15 

Sin CNWs 2,2 ± 1,1 4,7 ± 1,2 

Método a 0,8 ± 0,4 4,7 ± 0,9 

Método b (4% CNWs) 10,0 ± 2,2 7,4 ± 0,8 

 

El espesor de la pared en los hidrogeles aumentó con la incorporación de CNWs a la solución 

de polímeros, siendo este valor más alto en QP-0. Además, en los hidrogeles hinchados con CNWs, 

el espesor de la pared fue mayor en QP-0,15. Este aumento podría explicarse por la disminución de la 

masa del hidrogel durante la prueba de hinchamiento, tanto en los sistemas con NaCl como en los sin 

NaCl (-3,6% ± 0,12% en QP-0 y -9,3% ± 1,01% en QP-0,15), lo que sugiere una pérdida de polímeros 

que resultó en paredes más delgadas. 

Para investigar si la adición de mayores porcentajes de CNWs tenía un impacto visual en los 

hidrogeles sin NaCl, se realizó un ensayo adicional. Se optó por utilizar los hidrogeles sin NaCl, ya que 

la sal modifica la porosidad (como se discutió en el Capítulo 3, sección 3.3.3) y, en este caso, se 

deseaba evaluar exclusivamente el efecto de los diferentes porcentajes de CNWs. Las micrografías 

correspondientes a este ensayo se muestran en la Figura 4.9. 
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Figura 4.9. Micrografías de SEM de hidrogeles sin NaCl con 0%, 4%, 10%, 20% y 30% CNWs. Los agregados 

de CNWs están marcados con círculos rojos. 

 

Se observó un aumento en la cantidad de poros a medida que se incrementaba el contenido 

de CNWs, especialmente a un 30% de CNWs, donde se evidenció una mayor cantidad de poros 

pequeños. La porosidad en los hidrogeles está influenciada por varios factores, como un aumento en 

la presión osmótica local, la densidad del entrecruzamiento, el pH y las cargas de las cadenas de 

polímeros. Además, en los geles con un 20% y 30% de CNWs se observaron agregados de CNWs, 

los cuales no fueron visibles en los sistemas con 4% y 10% de CNWs. Este resultado sugiere que las 

dispersiones de CNWs al 4% y 10% (p/p) eran más homogéneas. 

4.3.2.3 Evidencia espectroscópica de la incorporación de CNWs en hidrogeles. 

Los resultados obtenidos en este ensayo se muestran en la Figura 4.10, con los espectros 

correspondientes a los hidrogeles con y sin CNWs, comparados con el espectro de los CNWs aislados. 
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Figura 4.10. Espectros de FTIR de los CNWs, el hidrogel QP-0 sin CNWs y los hidrogeles con CNWs 
adicionados por hinchamiento (a) o por incorporación a la solución madre (b) en distintos porcentajes (4, 10, 20 y 

30%). 

 

Como se mencionó previamente en la sección 4.3.1.2 para el espectro de los CNWs, los 

hidrogeles con CNWs incorporados por ambos métodos presentaron un pico característico de los 

enlaces -CH a 2900 cm⁻¹. Además, se observa una banda ancha en el rango de 3000 a 3700 cm⁻¹, 

atribuida a los grupos -OH, presente en todos los hidrogeles. Sin embargo, en los hidrogeles sin CNWs, 

se aprecian tres picos diferenciados dentro de esta región, lo que sugiere una variación en los patrones 

de enlace de hidrógeno, tal como se discutió en la sección 3.5.2. 

Asimismo, se observó un pico ancho en el rango de 1000-1100 cm⁻¹, correspondiente a -CO 

y -COC (Spagnol et al., 2012), que está presente en los hidrogeles con CNWs, pero ausente en los 

hidrogeles sin CNWs. Este pico es un indicativo claro de la presencia de CNWs en la estructura del 

hidrogel. Con base en estos resultados, se concluye que la incorporación de CNWs fue exitosa 

utilizando ambos métodos a) y b). Resultados similares fueron obtenidos para los hidrogeles que 

contenían NaCl en su composición. 
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4.3.3 Conclusiones preliminares sobre la integración de CNWs. 

4.3.3.1 Método a o b. 

Los resultados obtenidos en este estudio permiten concluir que la incorporación de CNWs en 

los hidrogeles es factible mediante ambos métodos evaluados. No obstante, los efectos de su 

integración fueron más evidentes cuando los CNWs se incorporaron directamente a las soluciones de 

polímeros. Además, este método redujo el tiempo de procesamiento, minimizó la cantidad de pasos 

requeridos y permitió un control preciso sobre la concentración de CNWs en la formulación. Por lo 

tanto, se decidió continuar el estudio con los hidrogeles obtenidos mediante la adición de CNWs a las 

soluciones madre (método b). 

 

4.3.4 Optimización del contenido de CNWs en hidrogeles para apósitos. 

Con el objetivo de determinar la concentración óptima de CNWs para la aplicación de los 

hidrogeles como apósitos para heridas, se llevaron a cabo ensayos comparativos adicionales. 

4.2.4.1 Evaluación del comportamiento de hinchamiento en condiciones simuladas. 

El comportamiento de hinchamiento de los hidrogeles se analizó mediante su exposición a una 

SF a 37 °C, con el fin de simular las condiciones biológicas en las que se emplearían. Los resultados 

de este ensayo se presentan en la Figura 4.11. 
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Figura 4.11. Porcentaje de hinchamiento de los hidrogeles QP con CNWs 0, 4, 10, 20 y 30%, formulados sin 

NaCl (barras verdes) o con NaCl (barras celestes). 

 

Los hidrogeles con mayores grados de entrecruzamiento presentan un menor hinchamiento, 

ya que su red tridimensional restringe la entrada de agua (Xue et al., 2001). En el presente estudio, se 

observó que, una vez alcanzado el equilibrio, todos los hidrogeles se habían deshinchado, cuya 

magnitud varió en función del porcentaje de CNWs y la presencia de NaCl en la composición. 

Los hidrogeles que mostraron un mayor grado de deshinchamiento probablemente poseen 

redes poliméricas más débiles en comparación con aquellos que mantuvieron valores más cercanos 

al 0%. Este comportamiento es consistente con el efecto de los iones Na⁺ y Cl⁻ en las cadenas 

poliméricas, los cuales inducen una estructura menos estable (Rodrigues et al., 2016). Asimismo, dicho 

fenómeno se asocia con la concentración de sal en el medio de ensayo (idéntica para todas las 

muestras) y con la presión osmótica generada, que favorece la salida de agua, reduciendo así el peso 

de los hidrogeles (Hariri and Schlenoff, 2010).  

En particular, los hidrogeles con NaCl en su formulación y con 0% o 10% de CNWs exhibieron 

un deshinchamiento significativamente mayor en comparación con aquellos que no contenían NaCl. 

Específicamente, los hidrogeles sin NaCl ni CNWs presentaron un deshinchamiento del -14%, mientras 

que en presencia de NaCl, este valor alcanzó el -27%. 

Los hidrogeles con NaCl en su composición y 0% CNWs se deshincharon significativamente 

más en comparación con los hidrogeles sin NaCl. Los hidrogeles sin NaCl ni CNWs mostraron una 
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contracción del 13,7 ± 2,5 %, mientras que con NaCl este valor aumentó a 27,2 ± 5,7 %. También se 

observó una diferencia significativa en los hidrogeles con 10% CNWs, donde aquellos sin NaCl se 

deshincharon un 20,6 ± 5,7 %, mientras que los hidrogeles con NaCl solo lo hicieron en un 8,1 ± 3,7 

%. Estos resultados sugieren que la adición de 10% CNWs podría mejorar la estabilidad de la red 

polimérica, posiblemente al reducir la disrupción estructural causada por la presencia de NaCl. 

Por otro lado, en los hidrogeles sin NaCl, no se registraron variaciones significativas en función 

del contenido de CNWs. Si bien los valores promedio obtenidos difieren, la magnitud de los errores 

experimentales impide afirmar que la concentración de CNWs modifique el hinchamiento en estas 

condiciones. No obstante, en los hidrogeles con NaCl, el efecto de los CNWs fue más evidente, ya que 

el hidrogel sin CNWs se deshinchó en mayor medida que aquellos con 4%, 10% y 30% de CNWs. 

Además, los hidrogeles con 10% y 30% de CNWs fueron los que mantuvieron valores de 

deshinchamiento más cercanos a 0%. 

Una posible explicación de estos resultados es que los CNWs podrían alterar la red polimérica 

del hidrogel mediante interacciones con los polímeros, de manera similar a como lo hace el NaCl, 

reduciendo el entrecruzamiento estructural. Sin embargo, en los hidrogeles con NaCl, los resultados 

sugieren que los CNWs pueden mejorar la estabilidad de la red polimérica al mitigar las interacciones 

entre los iones Na⁺/Cl⁻ y los polímeros. Esta estabilización podría estar asociada con la capacidad de 

la nanocelulosa para establecer interacciones electrostáticas con polímeros de carga positiva, como el 

Q (Li et al., 2015), así como con la formación de enlaces de hidrógeno, los cuales son más fuertes y 

específicos que las interacciones entre los iones del NaCl y las cadenas poliméricas (Bertrand, 1997; 

De Mesquita et al., 2010). 

En síntesis, todos los hidrogeles analizados experimentaron deshinchamiento al alcanzar el 

equilibrio. No obstante, los hidrogeles con NaCl presentaron una red polimérica menos entrecruzada 

y, en consecuencia, un mayor grado de deshinchamiento. La incorporación de CNWs mostró un efecto 

más significativo en estos sistemas, probablemente debido a su capacidad de potenciar el 

entrecruzamiento estructural. 

Desde el punto de vista de la aplicabilidad de estos materiales como apósitos para heridas, la 

evaluación del hinchamiento proporciona una aproximación sobre su comportamiento frente a heridas 

con exudado abundante, permitiendo determinar si el material absorberá líquidos o, por el contrario, 

liberará su contenido acuoso en el sitio de aplicación. En aquellos casos en los que el hidrogel no 
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experimente cambios significativos en su hinchamiento, se podría considerar su uso para mantener la 

zona afectada hidratada, lo que sería más beneficioso en heridas con baja exudación. Por otro lado, 

en materiales diseñados para la liberación de principios activos o fármacos, el deshinchamiento del 

hidrogel podría facilitar el proceso de difusión del agente terapéutico. En función de estos resultados, 

se propone evaluar la aplicación de los hidrogeles estudiados en el desarrollo de sistemas de liberación 

de fármacos, tanto en presencia como en ausencia de CNWs. 

4.3.4.1 Formación y evaluación de films a partir de hidrogeles secos. 

Los hidrogeles con 10, 20 y 30% de CNWs, con y sin NaCl, fueron sometidos a secado bajo 

campana durante 48 h. Como resultado, se observó una coloración y textura homogénea en los films 

con 10% de CNWs (Figura 4.12), mientras que en aquellos con 20 y 30% de CNWs se evidenció la 

presencia de un exudado en la superficie. Este fenómeno resulta consistente con los análisis previos 

de SEM, en los cuales se identificaron agregados de CNWs en los hidrogeles con 20% y 30% de carga 

(sección 4.3.2.2.). 

 

 
Figura 4.12. Fotografías de los hidrogeles secos con o sin NaCl y con distintos porcentajes de CNWs. 

 

Este ensayo, junto con los anteriores, permitió determinar que los sistemas con 10% de CNWs 

presentan mejores características para la aplicación propuesta. No obstante, es importante señalar 
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que, en su uso como apósitos para heridas, los hidrogeles permanecerán hidratados. Hasta el 

momento, los hidrogeles con 10% de CNWs, tanto en presencia como en ausencia de NaCl, han 

demostrado ser los más adecuados. Con el fin de evaluar su desempeño estructural, se realizaron 

ensayos mecánicos para determinar posibles diferencias en las propiedades mecánicas en 

comparación con la matriz sin CNWs. Los resultados de dichos ensayos se presentan en la siguiente 

sección. 

4.3.4.2 Influencia de CNWs y NaCl en las propiedades estructurales de los hidrogeles. 

La GF está directamente relacionada con el grado de entrecruzamiento de la red polimérica y, 

en general, tiende a incrementarse con el aumento en el contenido de CNWs (Dash et al., 2014). En 

los hidrogeles sin NaCl, los valores obtenidos para QP-0 con 0, 4, 10, 20 y 30% de CNWs se 

mantuvieron dentro de un rango relativamente similar, variando entre 74,3% y 80,5% en promedio. 

Esto sugiere que la presencia de CNWs no modifica significativamente el grado de entrecruzamiento 

de la matriz polimérica. Los valores obtenidos se presentan en la Tabla 4.4. 

 

Tabla 4.4. Resultados de GF de los hidrogeles con o sin CNWs y con y sin NaCl. 

  0% CNWs 4% CNWs 10% CNWs 20% CNWs 30%CNWs 

GF (%) QP-0 74,4± 0,3 74,3± 1,0 76,6± 1,4 80,5± 2,6 75,5±3,0 

QP-0,15 58,2 ± 1,6 53,6 ± 1,0 65,7 ± 1,6 67,8 ± 0,7 72,7 ± 3,6 

 

En los hidrogeles con NaCl, se observó un incremento más pronunciado en la GF con la 

incorporación de CNWs, alcanzando valores entre 53,6% y 72,7%. Estos resultados indican que la 

presencia de NaCl modifica las interacciones entre los CNWs y la matriz polimérica, favoreciendo un 

mayor grado de entrecruzamiento a medida que aumenta la concentración de CNWs. Con una carga 

del 30%, los valores de GF en hidrogeles con y sin NaCl resultaron comparables. 

Como se ha reportado previamente, el efecto dopante del NaCl reduce las interacciones 

polímero-polímero, lo que permite una mayor movilidad de los componentes dentro de la red 

polimérica. En este contexto, los CNWs interactúan de manera más eficiente con las cadenas del 

polímero debido a la mayor movilidad generada por la presencia de NaCl. Adicionalmente, a medida 

que se incrementa la concentración de CNWs, se eleva la probabilidad de que estas se incorporen en 
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la matriz y establezcan interacciones con las cadenas poliméricas, promoviendo el entrecruzamiento. 

En contraste, en ausencia de NaCl, las interacciones polímero-polímero pueden ser lo suficientemente 

intensas como para restringir la movilidad de los CNWs, lo que limita su capacidad de interacción con 

la red polimérica (Bediako et al., 2023; Otoni et al., 2020).  

4.3.4.3 Evaluación mecánica de los hidrogeles: ensayos de compresión. 

La evaluación mecánica de los hidrogeles mediante ensayos de compresión debe estar en 

concordancia con los resultados de GF. La Figura 4.13 muestra que los hidrogeles exhibieron un 

comportamiento mecánico elástico en ensayos de compresión, alcanzando una deformación de 

aproximadamente el 80% al final del ensayo. 

 

 

Figura 4.13. Curvas de esfuerzo vs deformación para los hidrogeles QP-0.15 con distintos porcentajes de 

CNWs. 

 

El módulo de compresión, como medida de la rigidez de los hidrogeles, se espera que aumente 

con el contenido de CNWs (Dash et al., 2013). Se ha reportado que el módulo de compresión para la 

celulosa-I es de aproximadamente 130 a 150 GPa (Araki and Miyayama, 2020). La Figura 4.14 muestra 

el módulo obtenido para cada hidrogel. 
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Figura 4.14. Módulo de compresión de hidrogeles QP-0-5 y QP-0,15-5 con CNWs a diferentes porcentajes, 
hinchados en SF previamente. 

 

Los resultados indican que, en promedio, los CNWs son capaces de mejorar las propiedades 

mecánicas cuando se incorporan en concentraciones del 10% o superiores, pero no al 4%. Esto se 

observa en los hidrogeles con NaCl. Un contenido de CNWs superior al 10% no afecta 

significativamente la respuesta mecánica del material. Sin embargo, es importante considerar los 

márgenes de error debido a las características viscoelásticas inherentes a los materiales y a la posible 

pérdida de agua durante los ensayos (Calvert, 2009; Oyen, 2014).   

La adición de CNWs al 4% p/p, en promedio, pareció reducir el módulo de compresión de los 

hidrogeles. Este efecto puede atribuirse a la concentración crítica de CNWs necesaria para formar una 

red tridimensional. Asimismo, al incrementar la concentración de CNWs a un 20% o 30%, el aumento 

en el módulo de compresión no es significativo en comparación con la incorporación de un 10%. Este 

comportamiento podría explicarse por la aglomeración de los CNWs debido a las interacciones por 

enlaces de hidrógeno, lo que genera un efecto negativo a partir de cierta concentración (Pooyan et al., 

2012). Este hallazgo es consistente con los ensayos previos, en los que los hidrogeles con 20% y 30% 

de CNWs exhibieron exudados tras el secado y en los que las micrografías SEM mostraron la formación 

de aglomerados.  
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Por otro lado, la incorporación de NaCl no parece ejercer una influencia positiva sobre la 

capacidad elástica del material. Además, el NaCl parece interferir en las interacciones entre la matriz 

polimérica y los CNWs, especialmente cuando el contenido de CNWs es superior al 10%, lo que 

provoca una disminución significativa en el módulo de compresión. 

Con el fin de comprender mejor los mecanismos involucrados y su relación con la aplicación 

final del material, se realizaron estudios reológicos, los cuales se describen más adelante.  

4.3.4.4 Permeabilidad al vapor de agua: Aplicación en heridas con distintos niveles 

de exudado. 

La incorporación de CNWs aumentó la permeabilidad al vapor de agua, siendo este incremento 

mayor con un 20% de CNWs en comparación con concentraciones menores o con un 30%. Los valores 

de la tasa de transmisión de vapor de agua normalizada (NWVTR) se muestran en la Figura 4.15, ya 

que permiten realizar una comparación más precisa entre las muestras analizadas, considerando que 

el espesor de los films generados no es uniforme en todos los casos, lo que podría afectar la 

interpretación de los resultados. 

 

 
Figura 4.15. Resultados de NWVTR según el contenido de CNWs de los hidrogeles. 
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El incremento de la permeabilidad al vapor de agua con la incorporación de CNWs es 

particularmente notorio con concentraciones de 20% o 30%. Estos resultados se pueden correlacionar 

con la porosidad de los hidrogeles, evaluada mediante SEM en la sección 4.3.2.2. Según estudios 

previos, la porosidad aumenta con el contenido de CNWs, lo cual está en concordancia con los valores 

obtenidos de WVTR. Además, los valores de WVTR se encuentran dentro del rango esperado para 

quemaduras de primer o segundo grado, tanto en los hidrogeles con NaCl como en los sin él. Los 

valores oscilaron entre 23,4 g m-2 h-1 para los hidrogeles sin CNWs y 43,5 g m-2 h-1 con 20% de CNWs. 

Como se mencionó en el Capítulo 3, sección 3.5.4, estos valores podrían ser adecuados para heridas 

por quemaduras. 

 

4.3.5 Determinación de la formulación óptima para hidrogeles con CNWs. 

Considerando los resultados obtenidos en los ensayos de compresión y los hallazgos previos 

que muestran que los hidrogeles con un 10% de CNWs no generan exudado, se concluye que la 

formulación óptima de los hidrogeles podría ser con un 10% de CNWs, con o sin NaCl. No obstante, 

se realizaron ensayos adicionales más específicos en la aplicación para confirmar que esta es la mejor 

opción. 

 

4.3.6 Análisis mecánico avanzado de hidrogeles seleccionados. 

4.3.6.1 Evaluación reológica: estabilidad ante diferentes frecuencias. 

La Figura 4.16 muestra los módulos en configuración de compresión en un barrido de 

frecuencias de 0,1 a 10 Hz. Se utilizó este rango para analizar la estabilidad de los hidrogeles ante 

bajas y moderadas frecuencias, considerando que la zona de aplicación en la herida puede influir en 

la frecuencia a la que estarán sometidos, ya que el objetivo de este estudio es predecir el 

comportamiento mecánico de los hidrogeles en distintas condiciones (Cuomo et al., 2019; Stojkov et 

al., 2021).  

Se observó que tanto el módulo de almacenamiento (E’) como el módulo de pérdida (E’’) 

aumentan o se mantienen relativamente estables con el incremento de la frecuencia en todas las 

muestras. Sin embargo, el hidrogel QP-0-0%CNWs es el menos dependiente de la frecuencia, lo que 
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indica una menor variación de sus propiedades mecánicas ante estos cambios. A pesar de esto, la 

adición de CNWs refuerza la red tridimensional, proporcionando mayor estabilidad estructural en otros 

aspectos, como su resistencia mecánica y elasticidad. Esto indica una transición de un comportamiento 

más fluido a uno predominantemente elástico (Lau et al., 2020; Ten et al., 2012). 

 

 

Figura 4.16. Resultados de las pruebas de frecuencia que muestran las curvas para hidrogeles con o sin NaCl y 
10% p/p de CNWs. El módulo de almacenamiento se representa con cuadrados rellenos, mientras que los 

triángulos rellenos representan el módulo de pérdida. 

 

Los valores de E’, que representan la respuesta elástica del material, fueron mayores en todas 

las muestras en comparación con E’’, que representan la respuesta viscosa de los geles. Además, las 

curvas no se intersectan son paralelas a lo largo del rango estudiado, dando cuenta de un 

comportamiento que es típico de los geles en este tipo de ensayos (Ramli et al., 2022).  

El hecho de que, dentro del rango de frecuencias evaluado y a la temperatura de ensayo, no 

se observe una transición de comportamiento elástico a viscoso es un aspecto positivo para su 

aplicación como apósitos. Esto sugiere una respuesta mecánica estable y predecible ante cambios en 

las condiciones de uso. Además, se observó que tanto el NaCl como los CNWs interactúan con la red 

polimérica del hidrogel. Mientras que el NaCl interactúa electrostáticamente con las cadenas de Q y P, 

los CNWs lo hacen a través de sus grupos OH-, modificando la estructura tridimensional del hidrogel. 

Sin embargo, estas interacciones pueden ser más débiles en comparación con las interacciones 
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electrostáticas entre Q y P, responsables de la formación de la red polimérica, lo que explica la 

disminución del módulo en hidrogeles con CNWs en comparación con el hidrogel QP-0-0%CNWs. 

El hecho de que, dentro del rango de frecuencias evaluado y a la temperatura de ensayo, no 

se observe una transición de comportamiento elástico a viscoso es un aspecto positivo para su 

aplicación como apósitos. Esto sugiere una respuesta mecánica estable y predecible ante cambios en 

las condiciones de uso. Además, se observó en resultados previos de otros ensayos que tanto el NaCl 

como los CNWs interactúan con la red polimérica del hidrogel. Mientras que el NaCl interactúa 

electrostáticamente con las cadenas de Q y P, los CNWs lo hacen a través de sus grupos OH-, 

modificando la estructura tridimensional del hidrogel. Sin embargo, estas interacciones pueden ser más 

débiles en comparación con las interacciones electrostáticas entre Q y P, responsables de la formación 

de la red polimérica, lo que explica la disminución del módulo en hidrogeles con CNWs en comparación 

con el hidrogel QP-0-0%CNWs. 

En relación con estudios previos sobre las propiedades mecánicas de la piel humana (Holt et 

al., 2008), los valores de módulo obtenidos en estos hidrogeles superan los de la piel, tanto en la dermis 

sola como en la piel completa, considerando el mismo rango de frecuencias y parámetros comparables. 

En dicho estudio, los valores de módulo de la piel varían entre 100 y 1000 Pa en el rango de 1-10 Hz, 

mientras que en el presente ensayo los hidrogeles alcanzaron valores superiores a 10 000 Pa. No 

obstante, es importante señalar que este ensayo se realizó en compresión en lugar de corte, y que los 

módulos complejos obtenidos (Figura 4.17) son comparables a los reportados por Geerligs et al. 

(Geerligs et al., 2011a) para el estrato córneo, que puede alcanzar hasta 12 kPa. 
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Figura 4.17. Variación de módulo complejo entre 0,1 a 10 Hz de frecuencia. 

 

En nuestro caso, el módulo complejo fue evaluado mediante un ensayo de compresión, 

siguiendo la regla de Trouton: E ≈ 2G(1+ν), donde ν es la relación de Poisson, E es el módulo de 

elasticidad en compresión y G es el módulo en corte. Para sistemas similares, se ha considerado que 

ν = 0,5 (Liao et al., 2010). Por lo tanto, el módulo de elasticidad en compresión se aproxima a tres 

veces el valor del módulo de corte (E ≈ 3G). Este aspecto debe ser tenido en cuenta al interpretar los 

resultados, ya que las diferencias en el tipo de deformación (compresión versus corte) pueden influir 

en las magnitudes obtenidas. Además, se debe considerar que los materiales evaluados son distintos, 

siendo hidrogeles en el presente estudio y piel en los estudios de referencia. 

4.3.6.2 Análisis de superficie mediante nanoindentación. 

La nanoindentación permite evaluar la rigidez superficial y las interacciones adhesivas entre el 

hidrogel y el indentador. En la Figura 4.18 se presentan algunas de las curvas de nanoindentación 

obtenidas para los hidrogeles. 
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Figura 4.18. Curvas de fuerza-desplazamiento en el formato de desplazamiento máximo de 500 nm. 

 

En todas las muestras se pudo observar que fuerzas negativas tanto durante la carga inicial 

como durante la descarga cerca de la posición de desplazamiento cero. Esto indica la existencia de 

una fuerza adhesiva entre el indentador y la muestra en la zona de contacto, lo cual suele ocurrir con 

este tipo de materiales hidratados (Kohn and Ebenstein, 2013). Este fenómeno ocurre porque los 

sistemas son blandos y se adhieren al indentador y, por lo tanto, existe una fuerza adhesiva no 

despreciable entre el material y la punta de indentación (Gonzalez and Alvarez, 2014). Para determinar 

el módulo de elasticidad en este contexto, los datos obtenidos deben ser analizados mediante un 

modelo que considere esta interacción. 

El modelo de Hertz es comúnmente utilizado para caracterizar la capacidad elástica de un 

material mediante indentación (Hertz, 1882). Este modelo relaciona la rigidez del material, o su 

recíproco, la flexibilidad (Š), con la profundidad de indentación mediante un parámetro conocido como 

módulo elástico de Hertz (EHertz). Sin embargo, dicho modelo no tiene en cuenta las fuerzas adhesivas, 

lo que puede dar lugar a un valor del módulo elástico que depende de la fuerza aplicada cuando dichas 

fuerzas son no despreciables. El efecto de las fuerzas adhesivas puede reflejarse en la dependencia 

del EHertz con la fuerza máxima aplicada (Pmax), hasta la máxima penetración, como se ilustra en la 

Figura 4.19. 
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Figura 4.19. Puntos de datos obtenidos en la curva EHertz vs Pmax para hidrogeles con 10% CNWs. 

 

Se propuso utilizar un modelo híbrido desarrollado por Liao et al. (Liao et al., 2010) que 

combina el modelo de Hertz y el modelo Johnson-Kendall-Roberts (JKR) (Johnson et al., 1997). Este 

modelo híbrido permite la evaluación de un módulo elástico (EJKR) independiente de la fuerza, 

ajustando los datos experimentales sin necesidad de conocer previamente la fuerza de adhesión: 
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     (Ecuación 4.2) 

Donde Padh corresponde a la fuerza de adhesión (μN) y R al radio nominal de curvatura de la 

punta del indentador (nm). 

Entonces, el trabajo de adhesión se define como la energía interfacial por unidad de área 

(mJ/m²): 

𝛥𝛾 =
2𝑃𝑎𝑑ℎ

3𝜋𝑅
         (Ecuación 4.3)  
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Luego, a partir de los datos obtenidos en las indentaciones y utilizando la ecuación 4.3, se 

calcularon los valores promedio de Pmax - EHertz para cada máxima penetración (hmax) de cada muestra. 

 Las curvas correspondientes se representan en las Figuras 4.20 y 4.21. 

 

 
Figura 4.20. Representación de puntos experimentales y promedios de EHertz en función de la Pmax para el 

hidrogel QP-0 sin CNWs. Los puntos resaltados en azul son los correspondientes a los hmax 2000 y 3500 nm. 

 
Figura 4.21. Representación de puntos experimentales y promedios de EHertz en función de la Pmax para el 

hidrogel QP-0-10% CNWs. 
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Dado que la relación EHertz - Pmax es decreciente, se descartaron algunos puntos que no 

cumplían con ello. A partir de los puntos promedio obtenidos se realizaron ajustes con el modelo 

propuesto para obtener EJKR, Padh, y Δγ para cada muestra, estos resultados se observan en la Figura 

4.22. 

 

 
Figura 4.22. Curvas teóricas y de ajuste de EHertz vs Pmax en hidrogeles con o sin 10% CNW. 

 

El radio nominal del indentador utilizado fue de 500 nm y en el caso del índice de Poisson se 

utilizó un valor de 0,5, típico de estos materiales blandos (Liao et al., 2010). 

Los resultados de los ajustes utilizando el modelo JKR se observan en la Tabla 4.5.  

 

Tabla 4.5. Parámetros obtenidos del modelo híbrido, parámetro de ajuste de RPearson y valores de trabajo de 

adhesión para las muestras analizadas. 

 EJKR (MPa) Padh (μN) RPearson Δγ (mJ/m2) 

QP-0-0%CNWs 0,006 -97210 0,91 153700 

QP-0-10%CNWs 0,154 -54 0,95 23 

 

Se confirmó que la adición de un 10% de CNWs aumenta la respuesta elástica del material, lo 

cual es evidenciado por las pruebas de compresión mecánica. Este efecto es particularmente notable 
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en la superficie del hidrogel QP, ya que muestra un módulo (EJKR, Tabla 4.5) que es bastante similar al 

módulo medido en compresión. En contraste, el hidrogel nanocompuesto presenta un módulo 

superficial aproximadamente 10 veces mayor que el módulo de compresión. Esta diferencia también 

impacta en el trabajo de adhesión, el cual disminuye considerablemente con la presencia de CNWs en 

el material. 

Cabe destacar que, aunque existen estudios de indentación realizados en piel humana en la 

literatura, varios factores pueden influir en la comparación directa de los resultados, tales como la 

temperatura y la humedad relativa del ambiente, la zona de la piel evaluada, la edad del donante, la 

velocidad de indentación y las características del indentador, entre otros (Bhushan, 2012; Geerligs et 

al., 2011b; Pailler-Mattéi and Zahouani, 2006). Estos factores pueden alterar las propiedades 

mecánicas de la piel y, en consecuencia, modificar las mediciones obtenidas en diferentes estudios, lo 

que dificulta una comparación exacta con los resultados obtenidos en el presente trabajo. 

 

4.3.7 Evaluación de modificaciones de la actividad antimicrobiana en 

hidrogeles reforzados. 

La apariencia del halo de inhibición proporciona información sobre el tipo de efecto 

antimicrobiano observado. Generalmente, un halo de inhibición indica una inhibición directa del 

crecimiento bacteriano cerca del punto de aplicación, lo que sugiere un efecto bactericida. Sin 

embargo, también puede observarse un halo en el que el crecimiento bacteriano se inhibe a una 

distancia mayor del punto de aplicación, lo que sugiere un efecto bacteriostático. Tanto los halos 

bactericidas como los bacteriostáticos contribuyen a la zona de inhibición (Mollea et al., 2022; Monerris 

et al., 2019). 

El objetivo de este ensayo fue determinar si la incorporación de CNWs modifica la actividad 

antimicrobiana de los hidrogeles. La mayoría de los hidrogeles presentó halos, como se observa en la 

Figura 4.23, aunque estos variaron en cuanto a su opacidad, lo que sugiere que podrían estar 

asociados tanto a un efecto bacteriostático (Monerris et al., 2019) como bactericida en algunos casos. 

En términos generales, el halo no se presenta de forma pronunciada, por lo que la interpretación es 

cualitativa. Aunque las observaciones sugieren que la presencia de CNWs pudo haber influido en los 

efectos antimicrobianos, no se vieron cambios significativos, además es importante destacar que, para 

mejorar el efecto bactericida, sería necesario incorporar agentes adicionales a los hidrogeles. 
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Figura 4.23. Halo de inhibición generado alrededor de los hidrogeles incubados con S. aureus (izquierda) o E. 

coli (derecha) sin NaCl. Filas de arriba a abajo: con 0, 10 y 20% CNWs. 

 

Es fundamental tener en cuenta que este ensayo se realizó con cepas distintas a las utilizadas 

en los ensayos mencionados en las secciones 3.4.7 y 4.1.3. Es común que los resultados varíen al 

cambiar la cepa, motivo por el cual, en diversos estudios, se analiza la actividad antibacterial de un 

agente contra varias cepas de una misma bacteria (Mogna et al., 2012; Nemecz and Golińska, 2022; 

Szpak et al., 2014). En este sentido, el ensayo fue realizado de forma comparativa para analizar el 

efecto de la incorporación de CNWs. 

 

4.3.8 Efecto de la incorporación de refuerzos sobre la viabilidad celular. 

El ensayo de citotoxicidad celular se realizó siguiendo el mismo protocolo descrito en el 

Capítulo 2, sección 2.5.10. En el Capítulo 3, sección 3.6.4, se presentaron resultados de estudios de 

citotoxicidad celular, donde se observó que los hidrogeles con NaCl en su composición generalmente 

mostraban menor viabilidad. Además, se halló que la encapsulación de un activo como la lidocaína 

mejoraba la viabilidad. En el presente caso, al incorporar CNWs, se observa una respuesta similar 

(Figura 4.24). 
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Figura 4.24. Resultados de viabilidad con diferentes muestras después de 1, 2, 4 y 7 días de incubación. 

 

Aparentemente, la adición de CNWs no genera efectos citotóxicos en ninguno de los 

hidrogeles, tanto con como sin NaCl. Este resultado era esperable, considerando la literatura disponible 

sobre los efectos de la nanocelulosa en distintos tipos celulares (Leong et al., 2023; Mishra et al., 2018; 

Nicu et al., 2021; Vieyra et al., 2018). Además, en los hidrogeles que contenían NaCl, la adición de 

CNWs mejoró significativamente la viabilidad celular. Este resultado podría estar relacionado con la 

variación en la rigidez de los hidrogeles; aquellos con NaCl son menos rígidos, pero cuando se 

incorpora un 10% de CNWs, la rigidez aumenta, como se observó en las secciones 4.2.4.2 y 4.2.6.2 

con los ensayos mecánicos, lo que contribuye a la proliferación celular (Costa et al., 2015). Sin 

embargo, para confirmar que la diferencia en viabilidad celular se debe principalmente al cambio en la 

rigidez, sería necesario realizar ensayos adicionales que permitan explorar otros factores. 

 

4.4 Evaluación de la vida útil de los hidrogeles. 

4.4.1 Ensayo de degradabilidad. 

El ensayo de degradabilidad se llevó a cabo durante un período de 21 días, de acuerdo con la 

duración típica de aplicación de los hidrogeles y el tiempo aproximado de curación de las heridas por 

quemaduras de segundo grado tipo A (Markiewicz-Gospodarek et al., 2022). Sin embargo, se 
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reconoció que el tiempo de recambio de los hidrogeles depende de múltiples factores, como el tipo de 

herida, el exudado presente y las necesidades específicas del proceso de curación. Por ejemplo, para 

heridas con bajo exudado, los hidrogeles pueden permanecer in situ por un período de dos a tres días, 

mientras que en heridas con un alto nivel de exudado puede ser necesario un cambio diario (Brumberg 

et al., 2021; Burd, 2007). Se observó que, tras solo un día de exposición en SF a 37 °C, los hidrogeles 

mostraron una pérdida de peso superior al 10%. Los resultados se encuentran en la Figura 4.25. 

 

 
Figura 4.25. Resultados de la prueba de degradación de hidrogeles con o sin CNWs y NaCl, mostrando su 

pérdida de peso (%) a través del tiempo. 

 

Además, los resultados revelaron que los hidrogeles que no contenían NaCl presentaron una 

menor degradabilidad, en comparación con aquellos que sí lo contenían, los cuales alcanzaron un 

promedio de degradación de un 32 ± 2% en el caso de la formulación QP-0,15. Esta diferencia sugiere 

que la presencia de NaCl favorece la degradabilidad del material, lo que representa una ventaja para 

los hidrogeles diseñados para aplicaciones biomédicas, ya que permiten una degradación a lo largo 

del tiempo, lo que a su vez favorece el proceso de curación de la piel (Zhou et al., 2022). En este 

sentido, los hidrogeles desarrollados en esta investigación, compuestos únicamente por polímeros 

naturales, presentan una ventaja significativa, ya que su biodegradabilidad inherente puede facilitar el 

proceso de descomposición sin necesidad de la incorporación de componentes sintéticos (Aswathy et 

al., 2020; Francesko et al., 2019). 
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4.4.2 Estabilidad mecánica y estructural durante el almacenamiento. 

En cuanto a la evaluación de la vida útil de los hidrogeles, se realizó un ensayo para analizar 

la estabilidad mecánica y estructural durante el almacenamiento. La vida útil de un material se define 

como el tiempo durante el cual este mantiene sus propiedades bajo condiciones específicas de 

almacenamiento (Roy et al., 2013). El objetivo de este ensayo fue almacenar los hidrogeles a 

temperatura ambiente (21 °C) y observar la variación de propiedades como el módulo de compresión, 

el peso, el aspecto microscópico y los resultados de FTIR, a lo largo de diferentes periodos de tiempo 

(60, 120, 180 y 240 días). El almacenamiento a temperatura ambiente se eligió para evitar el gasto 

energético innecesario que implicaría el almacenamiento en heladera, ya que se asumió que las 

propiedades del hidrogel se mantendrían estables a esta temperatura durante el tiempo requerido. Los 

hidrogeles fueron guardados en frascos plásticos con tapa y en condiciones de oscuridad para 

protegerlos de factores externos que pudieran afectar su calidad (Soler et al., 2012). 

4.3.2.1 Cambios en las propiedades mecánicas. 

Como referencia de las propiedades mecánicas se determinó si hubo cambios en los módulos 

de compresión con el paso del tiempo, los resultados se observan en la Figura 4.26. 

 

 
Figura 4.26. Resultados de módulo de compresión para los hidrogeles con o sin NaCl y/o CNWs conservados 

durante distintos tiempos. 
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Se observó una tendencia general a la disminución del módulo de compresión en los 

hidrogeles con el paso del tiempo, lo cual era esperable y consistente con la literatura, indicando un 

deterioro gradual de las propiedades mecánicas debido al almacenamiento prolongado (Lee et al., 

2004). Los resultados mostraron que, en términos de propiedades mecánicas, los hidrogeles 

mantuvieron su módulo de compresión sin cambios significativos durante los primeros 60 días de 

almacenamiento. Sin embargo, a partir de los 120 días comenzaron a observarse diferencias 

significativas, dependiendo de la composición del hidrogel. En el caso del hidrogel QP-0 sin CNWs, se 

observó una disminución significativa en el módulo de compresión a los 120 días en comparación con 

el día 1, aunque entre los 120 y 240 días no se registraron diferencias significativas, aunque sí se 

detectó una reducción promedio al final del periodo de estudio. Por otro lado, el hidrogel QP-0-

10%CNWs presentó un comportamiento menos lineal, con un incremento temporal en el módulo de 

compresión a los 120 días, alcanzando valores similares a los del día 1, pero con una posterior 

disminución a los 240 días, lo que podría estar relacionado con interacciones entre las CNWs y la 

matriz del hidrogel, aunque este fenómeno requiere de un análisis más profundo para una explicación 

detallada. 

En los hidrogeles con NaCl, la disminución del módulo de compresión fue más escalonada. En 

el caso del hidrogel QP-0,15 sin CNWs, se observó una disminución significativa al día 240 respecto 

al resto de las mediciones, y a los 120 días también se registró una diferencia significativa en 

comparación con los 60 días. Por su parte, los hidrogeles con CNWs y NaCl mostraron una disminución 

significativa del módulo de compresión a los 120 días respecto al día 1, aunque no se observaron 

diferencias significativas entre los 120 y los 240 días. 

En resumen, los resultados confirman que los hidrogeles mantienen su módulo de compresión 

relativamente estable durante los primeros 60 días de conservación. A partir de los 120 días, se 

empiezan a notar diferencias significativas, con una tendencia general a la disminución del módulo de 

compresión. Sin embargo, el hidrogel QP-0-10%CNWs mostró un comportamiento particular, con un 

incremento temporal del módulo a los 120 días, que podría atribuirse a interacciones entre las CNWs 

y la matriz del hidrogel, aunque esto requeriría mayor análisis para ser explicado en profundidad. 
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4.3.2.2 Pérdida de peso y estabilidad estructural. 

Como tendencia general, los hidrogeles sin NaCl exhibieron menores pérdidas de peso a lo 

largo del tiempo, destacándose QP-0 sin CNWs como el más estable durante todo el ensayo. En 

contraste, los hidrogeles con CNWs, particularmente QP-0,15-10%CNWs, registraron mayores 

pérdidas de peso, lo que indica una menor durabilidad en comparación con las demás formulaciones. 

Si bien las desviaciones estándar en el ensayo fueron elevadas, en promedio, QP-0 sin CNWs 

mantuvo su peso prácticamente estable, con una pérdida del 1,0 % a los 60 días y valores cercanos a 

cero o incluso negativos hacia el final del ensayo (-10,0 % al día 240). Por otro lado, QP-0,15-

10%CNWs presentó las mayores pérdidas de peso desde los primeros días, alcanzando un 22,7 % a 

los 60 días y aumentando progresivamente hasta un 28,2 % al día 240. Debido al margen de error 

observado, no se pueden establecer diferencias significativas entre las formulaciones. Estos resultados 

se detallan en la Tabla 4.6. 

 

Tabla 4.6. Resultados de pérdida de peso para los hidrogeles con o sin NaCl y CNWs conservados durante 
distintos tiempos. 

  QP-0 

0%CNWs 

QP-0,15 

0%CNWs 

QP-0 

10% CNWs 

QP-0,15 

10% CNWs 

Pérdida de peso (%) Día 60 1,0 ± 14,5 11,4 ± 9,8 10,5 ± 10,7 22,7 ± 14,6 

Día 120 3,8 ± 14,9 14,6 ± 12,0 25,4 ± 14,8 29,1 ± 15,8 

Día 180 -9,2 ± 19,7 1,3 ± 15,2 14,3 ± 22,7 28,9 ± 24,7 

Día 240 -10,0 ± 12,3 -7,1 ± 5,5 11,1 ± 9,4 28,2 ± 19,7 

 

 

Los hidrogeles QP-0,15 sin CNWs y QP-0-10%CNWs mostraron comportamientos 

intermedios, aunque sin la consistencia observada en QP-0 sin CNWs y QP-0,15-10%CNWs. A pesar 

de estas diferencias, la formulación sin NaCl y sin CNWs se destacó como la más duradera, 

manteniendo su peso con mínimas variaciones a lo largo del ensayo. Dado que los hidrogeles fueron 

almacenados en agua destilada, la pérdida de masa no se atribuye a un proceso de deshidratación, 

sino más bien a la eliminación de componentes no retenidos completamente en la matriz polimérica o 
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al proceso de degradación con el tiempo. De hecho, en los hidrogeles sin CNWs se registró un aumento 

de masa promedio hacia el final del ensayo, lo que sugiere la posible incorporación de agua en la red 

polimérica o modificaciones estructurales asociadas a la degradación, tal como se ha reportado 

previamente (Cha et al., 2009). En este sentido, si bien los CNWs y los iones de NaCl pueden formar 

enlaces con los polímeros y entre sí, los cambios estructurales inducidos con el tiempo podrían 

favorecer la pérdida de masa del material. 

Los valores promedio obtenidos sugieren que los hidrogeles con NaCl y CNWs presentan una 

menor estabilidad, aunque se registraron errores estándar elevados y fluctuaciones en el peso entre 

los distintos tiempos de medición. Estas variaciones indican que podrían intervenir factores adicionales 

en la estabilidad del material. 

Por último, los resultados de pérdida de peso se correlacionan con los cambios en el módulo 

de compresión observados previamente. En general, los hidrogeles que experimentaron mayores 

pérdidas de peso, como QP-0,15-10%CNWs, también evidenciaron una disminución más pronunciada 

en el módulo de compresión con el tiempo. Esto sugiere que la degradación estructural del material 

afecta tanto su estabilidad mecánica como su retención de masa. 

4.4.2.1 Evaluación de la morfología interna. 

La coloración y morfología de los hidrogeles a nivel macroscópico no presentaron variaciones 

a lo largo del ensayo. No obstante, se llevaron a cabo análisis de SEM para comparar la estructura 

interna de los hidrogeles. Como se observa en las Figuras 4.27 y 4.28, los hidrogeles mantuvieron su 

naturaleza porosa, sin cambios notorios a lo largo del tiempo, tanto en los hidrogeles QP-0 con o sin 

CNWs, como en los QP-0,15 con o sin CNWs. 
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Figura 4.27. Micrografías de SEM de los hidrogeles QP-0-10%CNWs a los 0, 60, 120, 180 y 240 días de 
conservación. 

 

 
Figura 4.28. Micrografías de SEM de los hidrogeles QP-0,15-10%CNWs a los 0, 60, 120, 180 y 240 días de 

conservación. 

 

4.4.2.2 Cambios en las interacciones moleculares: Espectros de FTIR. 

En relación con la aparición, desaparición o desplazamiento de los picos observados en los 

espectros obtenidos durante los diferentes días de análisis, no se detectaron diferencias en ninguno 

de los casos que pudieran relacionarse con una disminución en la durabilidad de los hidrogeles. En 

comparación con el día 0 (espectros mostrados en la sección 3.5.2), la única diferencia significativa se 

observó en la región de 3000 a 3700 cm⁻¹, correspondiente a los grupos -OH. En el día 0, se apreciaron 

tres picos dentro del pico amplio generado, mientras que, al haber colocado los hidrogeles en agua 

destilada después de su formulación, esta región experimentó un cambio debido a la formación de 

nuevos enlaces de hidrógeno (Ehman, 2019), este resultado era esperable. 
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En definitiva, el ensayo de durabilidad demostró que los hidrogeles conservados en agua 

destilada a temperatura ambiente pueden mantener sus propiedades sin alteraciones significativas 

durante al menos 60 días. 

 

4.5 Conclusiones del capítulo. 

Se logró incorporar AgNPs, 1% p/p, y CNWs en los hidrogeles QP de manera satisfactoria, de 

forma separada. Los hidrogeles exhibieron actividad antibacteriana, pero la incorporación de AgNPs o 

CNWs no generó mejoras significativas. Por esta razón, se decidió no utilizar AgNPs en estas matrices, 

ya que su objetivo era optimizar la actividad antibacteriana. Los CNWs fueron integrados mediante dos 

métodos: hinchamiento de hidrogeles previamente formados o incorporación directa en la solución 

precursora antes de la gelificación. El segundo enfoque (utilizando 4%, 10%, 20% y 30% p/p de CNWs) 

fue preferido debido a su eficiencia en términos de tiempo y uso de material, eligiéndose los hidrogeles 

con 10% p/p como los más prometedores. Los hidrogeles presentaron un comportamiento 

viscoelástico, con módulos de compresión que oscilaron entre 5 y 35 kPa. En general, aquellos con 

NaCl en su composición mostraron módulos en promedio menores, salvo los que contenían 10% de 

CNWs. No se observó un incremento significativo en el módulo de compresión con concentraciones 

de CNWs superiores al 10%, y en los hidrogeles secos con 20% y 30% de CNWs se detectó la 

formación de exudados. Además, los mayores porcentajes de CNWs incrementaron la porosidad y los 

valores de NWVTR. 

El análisis reológico mostró que los hidrogeles con CNWs tienen un módulo elástico menor en 

comparación con aquellos sin nanopartículas, lo cual puede atribuirse a interacciones más débiles 

entre las cadenas poliméricas y los CNWs, en comparación con las interacciones entre los polímeros. 

Sin embargo, este resultado no debe considerarse una desventaja, ya que los hidrogeles superan los 

valores típicos de elasticidad de la piel humana, favoreciendo su uso como apósitos. En las pruebas 

de nanoindentación, la incorporación de 10% de CNWs mejoró la elasticidad superficial del material y 

redujo la adhesión. 

En los ensayos biológicos, se constató que la adición de CNWs no altera la actividad 

antibacteriana de los hidrogeles y que la viabilidad celular de los hidrogeles con NaCl se incrementó 

significativamente por la incorporación de CNWs al 10%. Además, los CNWs no redujeron la viabilidad 

celular en los hidrogeles sin NaCl. 
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En cuanto a los ensayos de durabilidad, se concluyó que estos hidrogeles podrían conservarse 

en agua destilada durante al menos 60 días sin presentar cambios significativos en cuanto a peso, 

módulo de compresión, microestructura y resultados de FTIR. 



Tesis doctoral - “Biohidrogeles basados en complejos polielectrolitos como apósitos para heridas” 

 Micaela Ferrante                                                                                                                     123 

Capítulo 5.  

 

Diseño y caracterización de 

hidrogeles de CoPECs y microgeles 

de gelatina y condroitín sulfato.
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5.1 Introducción al Capítulo 5. 

En el presente capítulo se describen el desarrollo y la caracterización de hidrogeles y 

microgeles compuestos por Ge y CS. La selección de estos polímeros se fundamenta en sus 

propiedades de interés en el campo biomédico, entre las que se destacan la elevada capacidad de 

absorción de exudados y fluidos de la Ge (Chaibi et al., 2015), su similitud con la matriz extracelular y 

su capacidad para liberar factores de crecimiento y citocinas (Anitua et al., 2022). En el caso del CS, 

su aplicación biomédica responde a sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antiapoptóticas, 

antitumorales y anticoagulantes (Bonkovoski et al., 2021).  

La carga de ambos polímeros depende del pH del medio en el que se encuentran. La Ge es 

un polímero anfótero, por lo que a valores de pH bajos presenta una carga neta positiva, mientras que 

a valores elevados predomina la carga neta negativa. Como consecuencia, al mezclarse con un 

polielectrolito de carga opuesta, pueden formarse PECs (Voron’ko et al., 2016). El CS, por su parte, 

presenta una carga neta negativa cuando se encuentra en solución a un pH superior a su punto 

isoeléctrico (pI), debido a la presencia de grupos sulfato en su estructura (Gonzalez et al., 2020). 

Para la síntesis de los hidrogeles, se empleó un protocolo basado en la formación de CoPECs 

a partir de Ge y CS, utilizando distintas combinaciones de pH, concentración polimérica y NaCl. Tras 

la mezcla de las soluciones poliméricas, los PECs obtenidos se sometieron a centrifugación para la 

obtención de CoPECs. Por otro lado, el proceso de síntesis se modificó con el objetivo de obtener 

microgeles en polvo. En este caso, en lugar de aplicar centrifugación, se implementó secado por 

aspersión, una técnica ampliamente utilizada en diversas industrias, que permite la conversión de 

sustancias líquidas en polvo mediante su atomización en forma de niebla y su exposición a una 

corriente de aire caliente. Este método presenta diversas ventajas, como la formación directa de 

microesferas con control sobre su tamaño, forma y estructura (Wei et al., 2020), la facilidad de 

escalado, la distribución homogénea del tamaño de partícula y la alta reproducibilidad del proceso 

(Lima et al., 2012). Adicionalmente, la aplicación de hidrogeles en forma de polvo, en comparación con 

films o scaffolds, puede acelerar los procesos de curación de heridas debido al mayor contacto entre 

las partículas y el tejido lesionado (Emami and Ebrahimi, 2023). 

En los últimos años, diversos estudios han abordado el uso de hidrogeles en el tratamiento de 

heridas agudas, destacando su capacidad para detener el sangrado y favorecer la cicatrización 

hemostática (Chen et al., 2022; Li et al., 2023; Pourshahrestani et al., 2020). No obstante, hasta el 
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momento, no se han reportado en la literatura estudios sobre la obtención de microgeles en polvo de 

PECs de Ge y CS. 

El objetivo del presente capítulo es la fabricación de hidrogeles CoPECs y microgeles en polvo 

de Ge y CS, con o sin la incorporación de AgNPs para conferirles propiedades antibacterianas, y la 

inclusión de NaCl con el fin de evaluar su influencia en las propiedades de los materiales obtenidos. 

Se detalló la caracterización estructural, morfológica y funcional de los geles sintetizados y, en función 

de su potencial aplicación, se analizó la interacción de los microgeles con glóbulos rojos. 

 

5.2 Caracterización físico-química del condroitín sulfato. 

5.2.1 Cálculo del peso molecular viscosimétrico. 

Dado que el CS es un polímero natural cuyo peso molecular puede variar según su método de 

extracción y sus características estructurales, se llevó a cabo un ensayo de viscosimetría para su 

determinación. La medición se realizó mediante un viscosímetro Ubbelohde modelo 1c, siguiendo el 

procedimiento detallado en el Capítulo 2, sección 2.5.1. 

Para el análisis de los resultados, se consideró que la diferencia entre los tiempos de flujo del 

agua destilada y de las soluciones con distintas concentraciones de CS fuera de al menos 30 segundos. 

Con este criterio, se seleccionaron tres diluciones para el cálculo del peso molecular viscosimétrico, 

cuyos valores se presentan en la Tabla 5.1. 

 

Tabla 5.1. Valores obtenidos al medir el tiempo de flujo de distintas soluciones conteniendo CS a 
concentraciones diferentes, utilizando agua destilada como solvente. Valores de 𝜂𝑟  y 𝜂𝑠𝑝 de las distintas 

soluciones. 

Concentración 

(C=g/mL) Tiempo de flujo (s) Promedio 𝜂r = t/t0 𝜂sp = 𝜂r - 1 

0 290 292 289 290,3 ± 1,5 1 0 

0,0033 412 413 413 412,7 ± 0,6 1,42 0,42 

0,0050 459 457 459 458,3 ± 1,2 1,58 0,58 

0,0080 528 527 527 527,3 ± 0,6 1,82 0,82 

 

Teniendo en cuenta los tiempos de dilución de cada solución, se calcularon la 𝜂𝑟 y la  𝜂𝑠𝑝. A 

partir de estos valores, se determinó la 𝜂 siguiendo la metodología propuesta por Paz et al. (Paz et al., 

2013), obteniéndose un valor de 164,3 ml/g. Posteriormente, considerando las constantes de Mark–

https://www.zotero.org/google-docs/?0LFSZK
https://www.zotero.org/google-docs/?0LFSZK
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Houwink–Sakurada, con k= 0,031 ml/g y a=0,74 (Mori and Barth, 1999) se calculó el peso molecular 

viscosimétrico del CS, resultando en 107,8 kDa. 

 

5.2.2 Caracterización físico-química del condroitín sulfato. 

Dado que el CS utilizado es un polímero natural no previamente caracterizado y que no 

corresponde a un material de grado comercial, se realizaron ensayos para su caracterización. Uno de 

los análisis llevados a cabo fue FTIR, mediante la cual se identificaron los picos característicos del CS, 

asociados a las vibraciones de enlace que permiten inferir su estructura química. La Figura 5.1 muestra 

el espectro FTIR obtenido. 

 

 

Figura 5.1. Espectro de FTIR del CS con la longitud de onda de sus grupos funcionales destacada. 

  

En el caso del CS, la posición del grupo sulfato permite diferenciar entre los isómeros CS4 y 

CS6. Cuando el grupo sulfato se encuentra en posición 4, se denomina CS4, mientras que, si se 

localiza en posición 6, corresponde al isómero CS6. El análisis espectroscópico permitió identificar las 

bandas correspondientes al grupo amida I de ambos isómeros, ubicadas en 1630 para CS4 y 1640 cm-

1 para CS6 (Myron et al., 2017). En cuanto a la distribución de estos isómeros en el organismo, se ha 

reportado que, en humanos adultos, el 90% del condroitín sulfato presente en el cartílago articular 
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corresponde a CS6, mientras que en tejidos fibrosos como meniscos, ligamentos y válvulas cardíacas 

predomina CS4 (Shinmei et al., 1992).  

Entre los enlaces característicos identificados en el espectro, destacan aquellos asociados al 

grupo sulfato: la vibración del enlace S=O, observada a 1236 cm-1, y la señal correspondiente a la 

vibración S-O-C, localizada en 858 cm-1. Asimismo, se identificó la banda característica de los 

carbohidratos (C-O-C) en 1055 cm-1 (T. Wang et al., 2020). También se observaron los picos 

correspondientes a los grupos -CH en 2900 (Dai et al., 2018), y C=O y -OH en y 3000-3700 cm-1, 

respectivamente (Ehman, 2019). 

 

5.3 Formulación de hidrogeles CoPECs. 

Se formularon un total de 19 hidrogeles CoPECs, de los cuales 9 pudieron ser pesados 

correctamente, mientras que los 10 restantes no presentaron una formación adecuada. En la Tabla 

5.2, se resaltan en verde claro y verde oscuro los hidrogeles que lograron formarse con éxito. Aquellos 

indicados en verde oscuro fueron seleccionados para los ensayos posteriores, debido a su morfología, 

textura, apariencia, peso obtenido y la posibilidad de establecer comparaciones entre ellos. 
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Tabla 5.2. Combinaciones consideradas para la formulación de hidrogeles. 

pH 

Concentración 

polimérica (mg/ml) Sal (M) Masa (g) Características 

4 5 0 - No se formó 

4 5 0,15 - No se formó 

4 10 0 0,54 

Poca cantidad 

obtenida 

4 10 0,15 - No se formó 

(A) 4 15 0 1,08 

Se formó 

correctamente  

4 15 0,15 - No se formó 

4 20 0,1 - No se formó 

4 25 0,05  No se formó 

4 10 Ge/20CS 0,15 0,18 Muy frágil 

(B) 4 10Ge/20CS 0 0,98 

Se formó 

correctamente  

3,5 10 0 0,45 

Menor masa que el 

resto 

(C) 3,5 15 0 0,82 

Se formó 

correctamente  

(D) 3,5 15 0,15 1,60 

Se formó 

correctamente  

3,5 15 0,5 - No se formó 

3,5 15 0,3 - No se formó 

3,5 20 0,15 - No se formó 

3,5 10 0,15 - No se formó 

3,5 10 Ge/20CS 0,15 0,99 Rígido 

(E) 3,5 10Ge/20CS 0 0,57 

Se formó 

correctamente  

 

 

5.4 Selección de hidrogeles y evaluación de su rendimiento. 

5.4.1 Respuesta de los hidrogeles ante condiciones fisiológicas 

simuladas. 

Se llevaron a cabo ensayos de hinchamiento en pH 5 con 0,15 M NaCl y sin NaCl a temperatura 

ambiente, así como en PBS a temperatura ambiente y a 37 °C. Estas condiciones experimentales 

fueron seleccionadas con el objetivo de replicar el entorno fisiológico en el que los apósitos serán 
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aplicados. En particular, se ha reportado que la acidificación del medio cutáneo constituye una 

estrategia terapéutica efectiva para la cicatrización de heridas. Además, la mayoría de las bacterias 

patógenas requieren un pH superior a 6 para su proliferación (Proksch, 2020). En este contexto, la 

selección de un pH 5 para los ensayos permite evaluar el desempeño de los hidrogeles en un ambiente 

fisiológico que favorece la cicatrización y que es relevante para el diseño de apósitos. La adición de 

NaCl simula la composición iónica de los fluidos corporales, dado que la presencia de sales puede 

influir en la capacidad de absorción y en el hinchamiento del material, como se vio en los capítulos 

previos. Por otro lado, la inmersión en PBS a 37 °C permite reproducir la temperatura corporal, variable 

que podría impactar en las propiedades del hidrogel. Todos los ensayos fueron realizados por 

triplicado. 

En la tabla 5.3 se observan los resultados obtenidos. A y B son los hidrogeles formulados a pH 

4 y C, D y E los formulados a pH 3,5. 

 

Tabla 5.3. Resultados de hinchamiento y de % de GF en hidrogeles a pH 3,5 (C, D, E) y a pH 4 (A y B). 

 

Hinchamiento 

pH 5 – 0 NaCl 

Hinchamiento 

pH 5 – 0,15 M NaCl  

Hinchamiento 

SF - Tamb GF (%) 

A 63,3 ± 1,4 70,9 ± 3,8 27,0 ± 2,3 75,1 ± 0,3 

B 67,0 ± 8,3 68,8 ± 6,7 21,0 ± 1,8 75,3 ± 0,8 

C 57,5 ± 3,3 55,8 ± 16,6 29,9 ± 2,1 84,8 ± 0,4 

D 68,0 ± 2,2 71,6 ± 2,2 5,0 ± 2,6 80,8 ± 0,9 

E 103,4 ± 2,1 106,3 ± 2,1 39,8 ± 10,0 82,1 ± 2,3 

 

Al hinchar los hidrogeles a pH 5, no se encontraron diferencias significativas en el hinchamiento 

de las muestras B, C, D y E con o sin la presencia de NaCl. Sin embargo, el hidrogel A presentó un 

mayor hinchamiento a pH 5 en presencia de 0,15 M NaCl en comparación con 0 NaCl. Además, el 

hidrogel E fue el que alcanzó el mayor grado de hinchamiento, con diferencias significativas respecto 

al resto de las formulaciones. 

En SF a temperatura ambiente, los porcentajes de hinchamiento fueron significativamente 

menores en comparación con los obtenidos a pH 5, destacándose las muestras C y E como las de 

mayor capacidad de hinchamiento. Al exponer los hidrogeles a PBS a 37 °C, se observó que las 

muestras formuladas a pH 4 (muestras A y B) se desintegraron por completo a las 2 horas, mientras 

que aquellas preparadas a pH 3,5 (muestras C, D y E) permanecieron intactas. No obstante, a las 25 
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horas, todas las muestras se encontraban degradadas. Este comportamiento se atribuye al efecto de 

la temperatura y no al medio de inmersión, dado que ninguna de las muestras presentó degradación 

al ser expuesta a PBS a temperatura ambiente durante 25 horas. En función de estos resultados, se 

concluye que los hidrogeles formulados a pH 3,5 exhiben una mayor resistencia a la degradación a 

temperatura corporal. 

Estos hallazgos concuerdan con estudios previos que demuestran la influencia de la 

temperatura en las interacciones entre polímeros, en particular en la formación de PECs mediante 

interacciones electrostáticas, lo que repercute en la estabilidad del material (Xiong et al., 2021). 

Asimismo, se ha reportado que el pH modula la carga de los polímeros, afectando tanto su interacción 

como su estabilidad estructural (Carvalho et al., 2021). 

 

5.4.2 Interacción y entrecruzamiento en hidrogeles formulados en 

distintas condiciones: Evaluación de fracción de gel y potencial zeta. 

Con el propósito de cuantificar la proporción de material que permanece en forma de gel, se 

aplicó el mismo protocolo descripto en el Capítulo 4 para la determinación de la GF. Los hidrogeles 

formulados a pH 3,5 presentaron valores superiores al 80 % (Tabla 5.3), mientras que aquellos 

preparados a pH 4 alcanzaron aproximadamente un 75 %. Estos resultados son consistentes con los 

obtenidos en los ensayos de hinchamiento, ya que los hidrogeles con un mayor grado de 

entrecruzamiento exhibieron una mayor resistencia a la degradación térmica en las condiciones 

evaluadas. 

La correlación entre el grado de entrecruzamiento y la estabilidad térmica de los hidrogeles se 

encuentra en concordancia con estudios previos que indican que un mayor número de puntos de 

entrecruzamiento contribuye a la formación de una red macromolecular más densa y, por lo tanto, con 

una mayor estabilidad térmica (Fernández-Benito et al., 2023). 

Posteriormente, se analizó el potencial zeta de las soluciones poliméricas formuladas a pH 4 

y pH 3,5. El objetivo del ensayo fue dilucidar la interacción entre los polímeros en distintas condiciones 

de pH, concentración polimérica y presencia de NaCl. Se considera que una menor diferencia entre el 

potencial zeta del polianión y el policatión indica una mayor neutralización de las cargas superficiales 

y, en consecuencia, una mayor eficiencia en la formación de interacciones electrostáticas entre las 
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cadenas poliméricas, lo que contribuye a una red más compacta y estable (Fonseca et al., 2023; 

Rodrigues et al., 2016). 

Teniendo en cuenta los ensayos previos, se esperaba encontrar la menor diferencia de 

potencial en los hidrogeles formulados a pH 3,5, lo cual se confirmó en los resultados, como se ve en 

la Figura 5.2. En particular, las muestras C y E, correspondientes a pH 3,5, presentaron las menores 

diferencias de potencial, con valores de 10,9 mV y 9,1 mV, respectivamente. En contraste, los 

hidrogeles A, B y D mostraron valores de 19,1, 18,0 y 16,3 mV, respectivamente. 

 

 

Figura 5.2. Resultados del análisis de potencial zeta en hidrogeles GCS. 

 

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el ensayo de GF, lo que sugiere que el 

potencial zeta podría predecir indirectamente el comportamiento de los hidrogeles en términos de su 

entrecruzamiento. Con base en estos hallazgos y en los ensayos previos, se decidió continuar 

trabajando con los hidrogeles formulados a pH 3,5. 
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5.5 Incorporación de nanohilos de celulosa y nanopartículas de plata 

a los hidrogeles de gelatina y condroitín sulfato. 

5.5.1 Formación y evaluación de hidrogeles de GCS compuestos con 

nanohilos de celulosa. 

Se observó que los hidrogeles con 10% CNWs, 15 mg/ml de polímero y sin NaCl se formaron 

correctamente; sin embargo, presentaron exudado de CNWs. En cambio, aquellos que contenían sal 

en su composición no lograron formarse. Los hidrogeles formulados con 20 mg/ml de Ge y 10 mg/ml 

de CS sin NaCl lograron formarse, aunque resultaron frágiles y también evidenciaron exudado de 

CNWs. Estas concentraciones fueron seleccionadas tras evaluar diversas combinaciones y determinar 

las condiciones óptimas para la formulación de los apósitos. 

Los ensayos de potencial zeta indicaron que la incorporación de un 10 % de CNWs en una 

solución con 15 mg/ml de Ge resultó en un potencial de 22,8 ± 4,2 mV, mientras que en presencia de 

CS el valor fue de -39,4 ± 4,7 mV. A pesar de las variaciones en la concentración de CNWs y de su 

incorporación junto con ambos polímeros en solución, no fue posible obtener hidrogeles homogéneos. 

Este comportamiento podría atribuirse a que la composición de los hidrogeles de GCS no genera una 

matriz lo suficientemente densa para retener los CNWs. Además, una dispersión inadecuada de los 

nanohilos o interacciones débiles con los polímeros favorecerían la formación de agregados, 

reduciendo su incorporación efectiva en la red polimérica y evidenciando una menor compatibilidad 

con los polímeros (Cho et al., 2013). 

Desde el punto de vista de la aplicación y evaluación de los hidrogeles mediante ensayos 

adicionales, se observó que, a diferencia de los geles de QP, los de GCS presentan dificultades en su 

manipulación y en el proceso de prensado, importante para poder adaptarlos a diferentes heridas. 

 

5.5.2 Evaluación de la incorporación de nanopartículas de plata en los 

hidrogeles de GCS. 

La incorporación de AgNPs en los hidrogeles de GCS tuvo como objetivo conferirles 

propiedades antimicrobianas. Se observó que las formulaciones con 1 % p/p de AgNPs y 
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concentraciones poliméricas de 15 mg/ml o 22,5 mg/ml de Ge con 7,5 mg/ml de CS lograron formarse 

correctamente, incluyendo aquellas que contenían 0,15 M NaCl (Figura 5.3). 

 

 
Figura 5.3. Hidrogeles compuestos con 1% p/p de AgNPs, con 15 mg/ml de concentración de Ge y CS sin NaCl 

(a) o con 0,15 M NaCl (b) y con el doble de Ge junto con la mitad del CS sin NaCl (c) o con 0,15 M NaCl (d). 

 

Desde el punto de vista macroscópico, los hidrogeles que contenían sal presentaron una 

apariencia homogénea y una coloración más rojiza, mientras que aquellos sin NaCl mostraron un tono 

más grisáceo. Se ha reportado que la coloración de los hidrogeles compuestos puede variar en función 

de la concentración de nanopartículas, su tamaño, distribución y las interacciones con los grupos 

funcionales presentes en los polímeros (Verma et al., 2017; Zakia et al., 2020) 

Del análisis visual posterior a la obtención de los hidrogeles, se observó que en la formulación 

que contenía cantidades iguales de polímeros y NaCl se produjo la separación de una fase 

transparente. En contraste, los demás sistemas mostraron una incorporación homogénea de las 

nanopartículas. 

Los hidrogeles sintetizados con una concentración reducida de CS y una proporción duplicada 

de Ge presentaron una mayor masa final, a pesar de que la cantidad total de polímeros en la 

formulación se mantuvo constante. Este resultado sugiere una mayor capacidad de retención de agua 

en dichas muestras. Considerando esta observación y la evidencia de una adecuada incorporación de 

las AgNPs en todas las formulaciones, se seleccionaron para estudios posteriores los hidrogeles con 

una concentración de 7,5 mg/ml de CS y 22,5 mg/ml de Ge, con una incorporación de 1% p/p de 

AgNPs.

 

5.6 Microgeles de GCS. 

Como se detalla en el Anexo 2, se implementó una modificación en el proceso de síntesis de 

los hidrogeles con el propósito de optimizar su aplicación como apósitos para heridas. Inicialmente, se 
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procuró obtener films, sin embargo, se determinó que la modificación del tamaño y formato del material 

resultaba más adecuada para esta aplicación. En consecuencia, se abandonó el proceso de 

compactación por centrifugación y se desarrolló un proceso para la obtención de partículas 

micrométricas de PECs, las cuales fueron recolectadas en forma de polvo, permitiendo su aplicación 

en heridas de distintas características y dimensiones. 

La presentación de los hidrogeles en forma de microgeles confiere ciertas ventajas en términos 

de aplicación. Diversos estudios han demostrado que el empleo de microgeles acelera el proceso de 

cicatrización en comparación con films o andamios, debido al incremento en el área de contacto con 

la superficie de la herida (Emami and Ebrahimi, 2023). Además, en los últimos años se han desarrollado 

formulaciones de hidrogeles para el tratamiento de heridas agudas, evidenciando su capacidad para 

reducir el sangrado y favorecer la cicatrización (Chen et al., 2022; Li et al., 2023; Pourshahrestani et 

al., 2020). No obstante, hasta el momento no se han reportado antecedentes en la literatura sobre la 

síntesis de microgeles mediante este procedimiento y utilizando los polímeros naturales Ge y CS. 

 

5.6.1 Modificación en la síntesis. 

Con el objetivo de obtener microgeles adecuados para su aplicación en el tratamiento de 

heridas, se modificó el paso de centrifugación del protocolo original de síntesis, incorporando el uso de 

un spray dryer para realizar el proceso de secado por aspersión y obtener partículas de hidrogel. Esta 

modificación respondió a la necesidad de mejorar la facilidad de aplicación de los hidrogeles como 

apósitos, dado que los geles obtenidos mediante el protocolo previo presentaban fragilidad estructural 

y dificultades para su manipulación y moldeo. 

Para la nueva síntesis, se emplearon los parámetros detallados en la sección 2.3.3 del Capítulo 

2. Mediante este procedimiento, se obtuvo un total de 0,3 g de polvo de hidrogel, lo que representa un 

rendimiento parcial en comparación con la cantidad esperada de 1,5 g. A pesar de este resultado 

inferior a lo previsto, la viabilidad del proceso se mantiene, ya que el uso del spray dryer presenta 

ventajas significativas, tales como su escalabilidad, la reducción en los tiempos de síntesis y la 

posibilidad de trabajar con volúmenes reducidos de material. 
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En la Tabla 5.4 se presentan los valores de rendimiento obtenidos para las diferentes 

formulaciones sintetizadas mediante spray drying. En todas las muestras se empleó un pH de 3,5, con 

concentraciones de 22,5 mg/ml de Ge y 7,5 mg/ml de CS. Las formulaciones se identificaron con la 

siguiente nomenclatura: 

Muestra 1: Microgel con 0 M NaCl y sin AgNPs. 

Muestra 2: Microgel con 0,15 M NaCl y sin AgNPs. 

Muestra 3: Microgel con 0 M NaCl y con 1% p/p de AgNPs. 

Muestra 4: Microgel con 0,15 M NaCl y con 1% p/p de AgNPs. 

 

Tabla 5.4. Comparación entre los valores de rendimiento obtenidos para las distintas muestras luego de 
sintetizadas por spray drying. 

 1 2 3 4 

Rendimiento (%)  11,3 ± 7,4 43,2 ± 8,4 11,0 ± 3,7 50,2 ± 7,1 

 

El método de secado por aspersión depende de múltiples parámetros, entre ellos, las 

temperaturas de entrada y salida, la velocidad de secado y la concentración de polímeros utilizada 

(Dong et al., 2021). Como resultado, la eficiencia del proceso varió entre las diferentes soluciones 

ensayadas. Los hidrogeles que contenían NaCl en su composición presentaron porcentajes de 

rendimiento superiores en comparación con aquellos formulados sin NaCl. El rendimiento máximo 

obtenido fue del 50,2 ± 7,1 %, valor que se encuentra en el límite de los rangos esperados, dado que 

porcentajes superiores al 50 % indican un proceso eficiente de secado por aspersión (Tontul and 

Topuz, 2017).  

Además de la composición de la solución, otro factor que afecta el rendimiento es la adhesión 

de partículas a las paredes del equipo (Lima et al., 2012). Este efecto resulta más pronunciado en 

sistemas con baja temperatura de transición vítrea (Tg), ya que favorece la adhesión de partículas a la 

cámara del equipo, reduciendo la cantidad de polvo recolectado. La utilización de equipos industriales 

minimiza este efecto y mejora el rendimiento. Alternativamente, el uso de ciclones con diseño 
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optimizado (LeClair et al., 2016) o la adición de portadores como manitol, trehalosa o sacarosa en las 

soluciones permite aumentar la Tg y mejorar la eficiencia del secado (Lee, 2002; Tontul & Topuz, 2017). 

Otro factor crítico en el rendimiento es la concentración de soluto, la cual se ha reportado como 

un parámetro que incrementa la eficiencia del proceso, posiblemente debido a un aumento en la 

velocidad de alimentación de la solución (Prinn et al., 2002). Asimismo, las temperaturas de entrada y 

salida del secador influyen en el rendimiento, dependiendo de la naturaleza del material. Para 

materiales sensibles a la degradación, se prefieren temperaturas de salida más bajas, mientras que la 

temperatura de entrada está relacionada con la concentración de soluto y la velocidad de alimentación, 

con valores óptimos cercanos a 120 °C (LeClair et al., 2016). 

El protocolo de síntesis desarrollado permitió la obtención de microgeles mediante un 

procedimiento sencillo, mientras que el secado por aspersión demostró ser una técnica adecuada para 

la producción a gran escala (Li et al., 2021). Con base en estos resultados, se llevó a cabo un estudio 

en el que se modificaron algunas de las variables del proceso con el objetivo de optimizar el 

rendimiento. Los resultados de este análisis se presentan en el Anexo 3. 

En las Figuras 5.4 y 5.5 se observan los microgeles en estado seco e hidratado, 

respectivamente. Se evidencia una variación en el color de las muestras en función de su composición. 

 

 

Figura 5.4. Microgeles de GCS. 
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Figura 5.5. Microgeles de GCS hidratados. De izquierda a derecha: muestra 1, 2, 3 y 4. 

 

5.7 Análisis espectroscópico de los microgeles. 

Se llevó a cabo el análisis espectroscópico para comparar los espectros obtenidos de los 

hidrogeles formulados en la sección 5.3 con los de los microgeles, así como para evaluar si la 

incorporación de AgNPs modifica las interacciones del hidrogel. Los resultados se presentan en la 

Figura 5.6. 

 

 

Figura 5.6. Espectros de FTIR de los polímeros Ge y CS y de los microgeles 1, 2, 3 y 4. 

 

El espectro del CS exhibe picos característicos en distintas regiones, los mismos fueron 

analizados en la sección 5.2.2. Estos picos también se encuentran en los microgeles. En estos últimos, 
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se destaca un pico a 1543 cm⁻¹ que no está presente en el espectro del CS, corresponde al grupo -

NH2 de la Ge, por lo tanto, dicho pico también se observa en el espectro de la Ge (Chaibi et al., 2015). 

En el CS, en la región entre 1500-1700 cm⁻¹, se observa una banda ancha que en los hidrogeles se 

resuelve en dos picos más definidos (1543 y 1660 cm⁻¹). Además, hay un pico en 1416 cm-1 que está 

levemente desplazado en el espectro de los microgeles. Estas diferencias probablemente 

correspondan a interacciones entre los grupos funcionales presentes en los microgeles. Sin embargo, 

la interpretación de los espectros es compleja, ya que ambos polímeros presentan bandas de absorción 

en regiones similares, lo que genera una superposición de picos y dificulta la asignación precisa de las 

señales (Gonzalez et al., 2020). 

La presencia de NaCl no genera señales en el espectro de FTIR, ni se observó ausencia o 

desplazamiento de picos en los espectros de los hidrogeles con NaCl en su composición en 

comparación con aquellos sin sal. De manera similar, la adición de AgNPs no produjo diferencias 

notables en la aparición ni en el desplazamiento de picos en los espectros FTIR de estos geles. Esto 

sugiere que las AgNPs no alteran significativamente las interacciones moleculares observadas o que 

las modificaciones son sutiles. Resultados similares han sido reportados en estudios previos (Mourad 

et al., 2019; Varaprasad et al., 2011). 

 

5.8 Evaluación de las propiedades térmicas. 

El análisis de TGA se realizó sobre el polvo de los microgeles y los polímeros individuales. En 

todos los casos, se observó una primera etapa de pérdida de masa atribuida a la eliminación del agua 

residual (Panwar et al., 2023), tal como se ve en la Figura 5.7. 
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Figura 5.7. Resultado de TGA de los microgeles y de los polímeros Ge y CS, con las curvas de masa residual 
(líneas sólidas) y de DTGA (líneas discontinuas) en función a la temperatura. 

 

Posteriormente, la Tmax se registró en torno a 332,6 °C para la Ge, con un pico amplio en la 

curva correspondiente a la derivada de la masa residual. En el caso del CS, se observaron dos picos 

de degradación, el más intenso a 233,9 °C y el segundo a 783,1 °C. Para los microgeles, los valores 

de Tmax se encontraron dentro del rango de temperaturas de degradación de los polímeros individuales. 

Los microgeles con NaCl presentaron valores más altos de Tmax, tanto en ausencia de AgNPs 

(311,0 °C frente a 271,3 °C) como en su presencia (316,7 °C frente a 280,4 °C). No obstante, las 

diferencias en Tmax entre los sistemas con y sin AgNPs no resultaron significativas. 

Por otro lado, el porcentaje de masa residual al finalizar el ensayo fue mayor en los microgeles 

con NaCl en comparación con los formulados sin sal y con los polímeros individuales. Estos resultados 

indican que la incorporación de NaCl mejora las propiedades térmicas de los microgeles, mientras que 

la adición de AgNPs no genera cambios evidentes en este aspecto. 

 

5.9 Tamaño y morfología de las partículas de microgeles. 

El tamaño y la morfología de las partículas de microgeles fueron analizados mediante SEM. 

En la Figura 5.8 se presentan imágenes de los hidrogeles sin NaCl ni AgNPs. En promedio, el área de 

cada partícula fue de 6,0 ± 1,3 µm², con morfologías redondeadas y elipsoides. 
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Figura 5.8. Micrografías de SEM de hidrogeles GCS sin NaCl ni AgNPs: (a) polvo liofilizado de microgeles, (b) 

microgeles liofilizados tras hincharse en agua destilada y (c) hidrogeles con menor concentración en agua. 

 

Al hidratarse, estos microgeles experimentan modificaciones estructurales, formando redes y 

uniéndose entre sí (Figura 5.8 b y c). Este comportamiento puede estar relacionado con la teoría de 

formación de PECs, la cual postula que las interacciones electrostáticas entre los polielectrolitos 

conducen a la formación de microagregados sólidos. Estos agregados pueden luego fusionarse y 

generar un complejo líquido, alterando su estructura en fase líquida (Srivastava and Tirrell, 2016).  

La incorporación de NaCl provocó modificaciones en el tamaño de las partículas de los 

microgeles, resultando en estructuras de mayor tamaño. En particular, las partículas presentaron un 

área promedio de 85,6 ± 35,9 µm², como se observa en la Figura 5.9. Además, se apreció una 

diferencia en el tamaño de las partículas al incorporar AgNPs, observándose un aumento exponencial 

en el tamaño promedio de los hidrogeles, tanto con NaCl como sin él. 
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Figura 5.9. Resultado del área de las partículas de los diferentes microgeles. 

 

Suponiendo que las partículas presentan una morfología perfectamente redondeada, los 

radios promedio de los microgeles fueron de 1,4 μm, 5,2 μm, 6,7 μm y 99,7 μm para las muestras 1, 2, 

3 y 4, respectivamente. Estos resultados evidencian que la adición de NaCl y AgNPs durante la síntesis 

modifica de manera notable el tamaño de las partículas obtenidas. Las diferencias en cuanto a las 

propiedades y caracterización de los geles estarán relacionadas con estas variaciones en el tamaño 

de las partículas. 

Cabe señalar que el tamaño de las partículas, entre otros factores, depende de los parámetros 

utilizados durante el proceso de spray. Dado que se emplearon los mismos parámetros para las cuatro 

muestras, se concluye que la diferencia en el tamaño de las partículas está asociada a la composición 

específica de los microgeles. 

 

5.10 Impacto de NaCl y AgNPs en la absorción de agua y el grado de 

hinchamiento de los microgeles. 

Los hidrogeles desarrollados demostraron una excelente capacidad para absorber agua, con 

valores que variaron entre un 200% y un 800% de absorción. La Ge, utilizada como control, presentó 

la mayor capacidad de absorción, lo cual era esperado debido a sus características conocidas de alta 
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absorción de agua (Lv et al., 2022). Este resultado resalta la efectividad de los hidrogeles en términos 

de capacidad de hinchamiento, un factor clave en la aplicación de estos materiales, especialmente en 

contextos biomédicos (Vo et al., 2022). Los valores de absorción fueron comparables entre la Ge sola 

y el hidrogel sin NaCl ni AgNPs (muestra 1), tal como se observa en la Figura 5.10. 

 

 

Figura 5.10. Resultados de porcentaje de absorción de agua para los microgeles (1,2,3 y 4) y los polímeros 
solos (Ge y CS). 

 

En particular, el CS mostró una absorción de agua inferior al 50%, lo que se atribuye a su alta 

solubilidad y justifica su uso en combinación con otros polímeros para mejorar la estabilidad (Fajardo 

et al., 2012).  

La adición de NaCl (muestra 2) resultó en una ligera disminución en la absorción de agua, lo 

que es consistente con la literatura. Se ha demostrado que los iones Na⁺ y Cl⁻ pueden alterar la 

estructura de las cadenas poliméricas, neutralizando los grupos funcionales cargados y reduciendo la 

afinidad del hidrogel por el agua (Costa et al., 2015).  

En cuanto a la incorporación de AgNPs, se podría esperar que las nanopartículas agranden 

las redes poliméricas y que su carga superficial aumente la afinidad del hidrogel por el agua, mejorando 

así su capacidad de hinchamiento y absorción de agua (Ahmed and Aggor, 2010). Sin embargo, no 

siempre se observa este comportamiento, ya que las AgNPs pueden no tener un efecto significativo 

en la capacidad de absorción de agua del hidrogel (Yu et al., 2007). En este estudio, se observó que 
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el hidrogel sin sal presentó una disminución en la capacidad de absorción de agua (muestra 3). Sin 

embargo, la combinación de AgNPs y NaCl (muestra 4) mostró un aumento en la absorción de agua 

en comparación con la muestra 2, que contenía NaCl sin AgNPs, sugiriendo que las AgNPs podrían 

influir en esta propiedad y mejorar la retención de agua bajo ciertas condiciones. 

Para evaluar si estos resultados coinciden con lo observado al dejar hinchar las muestras 

durante distintos tiempos en SF a 37 °C (simulando condiciones corporales), se realizaron ensayos de 

hinchamiento. Como era esperable y en concordancia con el ensayo anterior, la Ge presentó valores 

de hinchamiento mayores en comparación con las demás muestras. Además, se observaron 

variaciones en el grado de hinchamiento con el paso del tiempo, alcanzándose los valores más altos a 

los 15 minutos de exposición. Estos resultados se presentan en la Figura 5.11. 

 

 
Figura 5.11. Porcentaje de hinchamiento obtenido para los hidrogeles y los polímeros a los distintos tiempos: 1, 

6, 15, 30, 60 y 120 (de izquierda a derecha).  

 

No se observó un hinchamiento apreciable en el CS, lo que coincide con su baja capacidad de 

absorción previamente reportada. En cuanto a los microgeles, luego de 2 horas de estudio, los valores 

más altos de hinchamiento se registraron en la muestra 2, que contiene NaCl en su composición, 

alcanzando un valor cercano al 400%. Sin embargo, en los tiempos iniciales, las muestras 1 y 3 (sin 

NaCl) presentaron diferencias significativas respecto a las muestras 2 y 4, con un mayor grado de 

hinchamiento, que osciló entre un 500% y un 600% aproximadamente. Se observó además que el 
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grado de hinchamiento varió en función del tiempo de exposición, con valores máximos a los 15 

minutos. 

En lo que respecta a la incorporación de AgNPs, los resultados indicaron que los valores de 

hinchamiento fueron comparables a los obtenidos en las muestras sin nanopartículas. Esto sugiere 

que la presencia de AgNPs no afecta significativamente el comportamiento de hinchamiento en las 

condiciones evaluadas. 

 

5.11 Estabilidad de los microgeles. 

Con base en el ensayo previo, en el cual el hinchamiento de los materiales arrojó valores 

superiores para la Ge en comparación con los hidrogeles, se procedió a evaluar su comportamiento a 

temperatura fisiológica (37 °C). Dado que el hidrogel se encuentra entrecruzado con CS, se espera 

que su degradación sea más lenta en comparación con la Ge sin modificar.  

Los resultados obtenidos indicaron que la Ge se desintegró casi de manera instantánea, 

mientras que el hidrogel requirió más de una hora para desintegrarse por completo. En la Figura 5.12 

se presentan los hidrogeles tras 10 segundos de exposición en el ensayo. 

 

 
Figura 5.12. Desintegración del hidrogel de Ge solo (a) en comparación con la desintegración parcial del hidrogel 

de GCS(b) luego de 10 segundos de colocados en agua destilada a 37 °C. 

 

Estos resultados evidencian la ventaja de emplear el hidrogel entrecruzado en lugar de la Ge 

sola, ya que su estabilidad y duración son superiores. En términos de aplicación, se prevé que los 

microgeles permanezcan en la herida durante el tiempo necesario para la coagulación sanguínea y el 
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control de la hemorragia. Ensayos in vitro realizados con sangre entera determinaron que este proceso 

suele completarse entre 5 y 7 minutos bajo condiciones normales (Gaharwar et al., 2014; Peng et al., 

2021). 

 

5.12 Ensayos biológicos. 

5.12.1 Ensayos antimicrobianos. 

El ensayo se llevó a cabo conforme al protocolo descrito en el Capítulo 2. Los resultados 

obtenidos se presentan en la Tabla 5.5. 

 

Tabla 5.5. Medidas del halo de inhibición (mm) contra E. coli y S. aureus luego de 24 horas de incubación. 

 

Sin AgNPs (mm) Con 1% AgNPs (mm) 

1 2 3 4 

E. coli 18,3 ± 7,6* 13,3 ± 2,9 43,3 ± 11,5 38,3 ± 2,9 

S. aureus 10,7 ± 1,1 9 ± 8,5** 48,3 ± 2,9 40,3 ± 0,6 

*No se observa halo definido, pseudohalo (es decir que se ralentizó el crecimiento bacteriano). **Una 

de las réplicas no presentó halo. 

 

La adición de AgNPs incrementó la actividad antimicrobiana de los geles, observándose 

valores comparables tanto para E. coli como para S. aureus. Estos resultados eran esperables por la 

actividad antimicrobiana de las AgNPs, que fue mencionada en el Capítulo 4, sección 4.2. 

 

5.12.2 Hemólisis como prueba clave para la aplicación de los microgeles 

en heridas agudas. 

El ensayo de hemólisis se realizó con el propósito de evaluar la interacción de los materiales 

con los glóbulos rojos. Tras el cultivo y la centrifugación, el sobrenadante de las muestras se observa 

en la Figura 5.13, donde las diferencias entre las formulaciones con y sin AgNPs son evidentes. 
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Figura 5.13. Resultados de las pruebas hemolíticas de las cuatro muestras y los controles (positivos y negativos) 
y porcentaje de hemólisis de todas las muestras, notándose una diferencia significativa entre muestras con o sin 

AgNPs y con la adición de NaCl. 

 

En el caso de concentraciones elevadas de microgeles, se observó una mayor absorción de la 

solución de glóbulos rojos, lo que se detalla en el Anexo 4. Este comportamiento sugiere que los 

microgeles pueden interactuar con los eritrocitos y formar geles in situ, lo que resulta de interés para 

aplicaciones en el control del sangrado, como se discute en mayor profundidad en el Anexo 4. 

Los resultados indicaron diferencias significativas en los porcentajes de hemólisis entre las 

muestras con AgNPs y aquellas sin nanopartículas. Las primeras presentaron valores superiores al 

50%. A pesar de que los microgeles con AgNPs mostraron una mayor eficacia antibacteriana y 

propiedades favorables de absorción de agua e hinchamiento, su aplicación en heridas agudas podría 

verse limitada por el incremento en la hemólisis. En este sentido, futuras investigaciones podrían 

explorar formulaciones con concentraciones reducidas de AgNPs o evaluar el impacto de otros agentes 

antimicrobianos sobre la viabilidad de los glóbulos rojos. 

Según la norma ASTM F756-00 (ASTM International, 2000), los materiales con un porcentaje 

de hemólisis superior al 5% se consideran hemolíticos. Todas las muestras analizadas presentaron 

algún grado de hemólisis. No obstante, la adición de NaCl redujo los valores promedio de hemólisis en 
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los microgeles (8,6 ± 1,4 % con NaCl frente a 12,2 ± 2,9 % sin NaCl), con una disminución aún más 

pronunciada en las formulaciones con AgNPs. Asimismo, los microgeles con NaCl mostraron un mejor 

rendimiento general. En función de estos resultados, la formulación óptima para el manejo de heridas 

incluiría GCS y NaCl 0,15 M, acompañado de un agente antibacteriano cuya incorporación no 

incremente significativamente el porcentaje de hemólisis. 

 

5.13 Conclusiones del capítulo. 

Se formularon y seleccionaron para su caracterización los hidrogeles sintetizados a pH 4 con 

concentraciones de polímeros de 10 o 15 mg/ml y sin NaCl. Asimismo, se eligieron los hidrogeles 

formulados a pH 3,5 con 15 mg/ml de polímeros con y sin 0,15 M NaCl, y aquellos a pH 3,5 con 10 

mg/ml de Ge y 20 mg/ml de CS, sin NaCl. Al evaluar el comportamiento en PBS a 37 °C, los hidrogeles 

formulados a pH 4 se degradaron completamente tras 2 horas de incubación, además su hinchamiento 

a Tamb fue menor en comparación con los formulados a pH 3,5 y la diferencia de potencial zeta entre 

las soluciones poliméricas fue mayor. Considerando estos resultados, se decidió continuar la 

caracterización con las formulaciones a pH 3,5. Se evaluó la incorporación de refuerzos, pero no fue 

posible incorporar CNWs a los hidrogeles; sin embargo, se logró integrar exitosamente AgNPs al 1% 

p/p. 

La modificación del método de síntesis hacia la obtención de microgeles, mediante secado por 

aspersión en lugar de centrifugación, resultó exitosa. El rendimiento fue superior en los microgeles que 

contenían NaCl. Los espectros obtenidos mostraron la presencia de los grupos carboxilo y amino, 

característicos de los polímeros utilizados y de los microgeles. Las propiedades térmicas de los 

microgeles mejoraron con la adición de NaCl, mientras que la incorporación de AgNPs no generó 

variaciones significativas. 

En los análisis de microscopía, se evidenciaron cambios estructurales al hidratar el polvo de 

los microgeles, observándose además que el tamaño de las partículas varía en función de la 

formulación empleada. Los ensayos de absorción de agua e hinchamiento permitieron prever el 

comportamiento de los microgeles al ser aplicados; el mayor hinchamiento se registró a los 15 minutos 

de exposición. Para diferenciar los microgeles de los polímeros individuales y analizar el efecto de su 
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interacción, se realizó un ensayo de degradación. A diferencia de la Ge sola, la degradación del 

microgel se produjo varias horas después, indicando una mayor estabilidad estructural. 

En los ensayos biológicos, los microgeles demostraron actividad antimicrobiana al incorporar 

AgNPs. Sin embargo, el porcentaje de hemólisis fue significativamente mayor en presencia de las 

nanopartículas, superando los límites recomendados. Por lo tanto, para la aplicación prevista, resulta 

más conveniente considerar el uso de microgeles sin AgNPs. Asimismo, sería pertinente ajustar ciertos 

parámetros del proceso de secado por aspersión para optimizar el rendimiento. 
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6 CONCLUSIONES GENERALES. 

El presente trabajo tuvo como objetivo principal el desarrollo de PECs con potencial aplicación 

en apósitos para heridas. A lo largo del estudio, se lograron formular con éxito CoPECs utilizando Q y 

P, tras evaluar diferentes combinaciones de concentración de polímeros, pH de formulación y 

concentración de NaCl. La selección de las formulaciones más adecuadas se llevó a cabo mediante la 

caracterización integral de los hidrogeles obtenidos, analizando su morfología a nivel macroscópico y 

microscópico, su capacidad de hinchamiento, sus propiedades térmicas, mecánicas y fisicoquímicas. 

Además, la adición de NaCl permitió la obtención de materiales saloplásticos, evidenciándose 

modificaciones en la morfología y en las propiedades térmicas de los hidrogeles. 

Posteriormente, se incorporaron diferentes componentes con el propósito de optimizar sus 

propiedades, incluyendo LD como compuesto activo, AgNPs y CNWs como refuerzos. Estos 

componentes fueron incorporados de manera individual en formulaciones específicas para evaluar su 

impacto en las propiedades de los hidrogeles. Los ensayos de liberación confirmaron la capacidad de 

los hidrogeles para vehiculizar LD, mientras que la incorporación de CNWs permitió determinar el 

porcentaje óptimo de adición. Sin embargo, los hidrogeles con AgNPs no mostraron un aumento 

significativo en su actividad antimicrobiana, por lo que no se continuó con su investigación. 

Se realizaron ensayos de GF y WVTR, ambos relevantes para la aplicación en apósitos. A 

partir del WVTR, se estableció que los hidrogeles presentaban propiedades adecuadas para su uso en 

el tratamiento de quemaduras de primer grado. Además, los ensayos de biocompatibilidad celular 

evidenciaron que la presencia de NaCl disminuye la viabilidad celular, mientras que la adición de LD o 

CNWs al 10% mejora significativamente esta propiedad en los hidrogeles con sal. La incorporación de 

CNWs no afectó la actividad antimicrobiana de los hidrogeles, observándose actividad en todas las 

formulaciones. En cuanto a la degradación en condiciones fisiológicas, los hidrogeles perdieron más 

del 10 % de su masa en el primer día, alcanzando valores inferiores al 40 % tras 21 días de incubación. 

Este proceso de degradación resulta favorable para su aplicación en apósitos, ya que acompaña la 

progresión natural del proceso de cicatrización. 

En colaboración con estudiantes de la UBA, se estableció que la forma más adecuada de 

aplicación de estos hidrogeles es en formato de parches, en un empaque cerrado con SF para 

hidratación inmediata al momento de su uso. Se llevaron a cabo estudios de estabilidad en diferentes 

condiciones de almacenamiento, determinándose que los hidrogeles conservaron sus propiedades 
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mecánicas y estructurales sin alteraciones significativas durante 60 días. Sin embargo, posteriormente 

se observó una disminución progresiva en el módulo de compresión, indicando una leve pérdida de 

resistencia mecánica. A pesar de ello, la microestructura y la morfología se mantuvieron estables. La 

degradabilidad de los hidrogeles en SF a 37 °C confirmó su idoneidad para aplicaciones biomédicas, 

con una tasa de degradación que se aceleró en presencia de NaCl. 

Además de los hidrogeles desarrollados a partir de Q y P, se sintetizaron CoPECs de Ge y CS, 

a los que también se adicionó NaCl para la obtención de materiales saloplásticos. Sin embargo, estos 

hidrogeles presentaron diferencias estructurales significativas, siendo altamente frágiles y de difícil 

manipulación tras su compactación. A pesar de esta limitación, se realizaron estudios de 

caracterización mediante ensayos de hinchamiento, potencial zeta y GF, entre otros. La incorporación 

de CNWs a estos hidrogeles no permitió obtener una formulación homogénea, mientras que la adición 

de AgNPs se llevó a cabo con éxito, logrando una dispersión homogénea en la matriz polimérica, de 

manera tal que queden al 1% p/p de nanopartículas.  

Dado que los hidrogeles de GCS compactados no pudieron ser moldeados para su aplicación 

final, se optimizó el método de síntesis para obtener microgeles mediante secado por aspersión (spray 

dryer) en lugar de centrifugación. Utilizando parámetros previamente determinados como óptimos, se 

formularon microgeles en polvo, cuya aplicación está dirigida al tratamiento de heridas agudas con 

necesidad de control rápido del sangrado. Este enfoque permitió desarrollar un método de síntesis 

simple y escalable. 

 Los microgeles obtenidos fueron caracterizados en profundidad. Las imágenes obtenidas por 

SEM revelaron la formación de redes tridimensionales tras su hidratación. Los estudios de absorción 

de agua e hinchamiento en condiciones fisiológicas mostraron que el mayor hinchamiento ocurre a los 

15 minutos. Los ensayos de actividad antimicrobiana evidenciaron un incremento significativo en la 

actividad bactericida con la incorporación de AgNPs. Sin embargo, los ensayos de hemólisis 

demostraron un aumento en la destrucción de eritrocitos en presencia de nanopartículas, aunque este 

efecto se vio atenuado en formulaciones que contenían NaCl. Asimismo, la síntesis de microgeles con 

NaCl presentó un mayor rendimiento en comparación con aquellas sin sal. 

Los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo permitieron la redacción de cuatro artículos 

científicos, con perspectivas de una publicación adicional en el futuro. 
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6.1 Trabajos futuros. 

En relación con los hidrogeles de QP, resulta relevante optimizar el proceso de síntesis para 

hacerlo rentable y escalable, dado que la utilización de la centrífuga para su compactación representa 

una limitación en este aspecto. Además, sería pertinente realizar un mayor número de ensayos in vivo 

en modelos de heridas por quemaduras, tanto en animales como en humanos, con el objetivo de 

evaluar su desempeño en condiciones clínicas. Asimismo, se considera de interés profundizar en el 

estudio de la cinética de liberación de otros fármacos a partir de estos hidrogeles. 

Por otro lado, en lo que respecta a los microgeles de GCS, sería conveniente evaluar su 

síntesis a gran escala y determinar si el empleo de equipos de mayor tamaño influye en el rendimiento 

de la reacción. Asimismo, resulta relevante modificar los parámetros del spray dryer para analizar su 

impacto en la cantidad de microgeles obtenidos. La realización de ensayos in vitro adicionales, 

incluyendo pruebas con cultivos celulares, permitiría obtener una caracterización más completa de la 

biocompatibilidad y funcionalidad de los microgeles. Finalmente, los ensayos in vivo en modelos 

animales y en humanos serían fundamentales para validar su aplicación en el tratamiento de heridas. 
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7 ANEXOS 

 

ANEXO 1: Citotoxicidad celular. 

 

1.1 Evaluación del método de los estudios de citotoxicidad. 

1.1.1 Primer ensayo de citotoxicidad. 

 

El primer ensayo realizado para evaluar el efecto citotóxico de los hidrogeles consistió en un 

cultivo celular utilizando una línea celular de fibroblastos humanos (MRC-5). Se empleó el método de 

citotoxicidad directa según la norma ISO 10993-5 (International Organization for Standardization, 

2009), poniendo en contacto los hidrogeles con la monocapa celular. Para ello, se cultivaron 10.000 

células por pocillo en una placa de 96 pocillos. 

Como control positivo se utilizó la adición de células sin hidrogeles, mientras que como control 

negativo se utilizaron los pocillos sin células. Se analizaron un total de 8 muestras diferentes: QP-0, 

QP-0-10%CNWs, QP-0-20%CNWs, QP-0-LD, QP-0,15, QP-0,15-10%CNWs, QP-0,15-20%CNWs y 

QP-0,15-LD. De cada muestra se realizaron 8 réplicas. Los hidrogeles fueron previamente prensados, 

cortados en círculos de 4 mm de diámetro, liofilizados y esterilizados por irradiación ultravioleta durante 

15 minutos de cada lado. Antes de la incorporación de los hidrogeles en el cultivo celular, estos fueron 

hinchados en PBS estéril durante aproximadamente 15 minutos. 

Una vez cultivadas las células, estas se incubaron a 37 °C con 5 % de CO2 durante 24 horas, 

hasta observarse la formación de una monocapa celular. Posteriormente, se reemplazó el medio de 

cultivo por uno nuevo y se agregaron los hidrogeles previamente esterilizados e hinchados. Se mantuvo 

la incubación durante 24 horas en las mismas condiciones iniciales. Posteriormente, se retiraron los 

hidrogeles y se realizó el ensayo de determinación de reducción metabólica mediante el bromuro de 

3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Después de dos horas de incubación con el reactivo, 

se desechó el MTT y se añadió dimetilsulfóxido para solubilizar los cristales formados. La absorbancia 
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de cada pocillo fue medida y, a partir de estos valores, se calculó el porcentaje de viabilidad celular 

utilizando la Ecuación 2.13. 

Los resultados obtenidos mostraron valores promedio de viabilidad menores al 80 %, lo que 

indica que los hidrogeles evaluados presentan algún grado de citotoxicidad. Sin embargo, este 

resultado puede estar asociado con las condiciones del ensayo, ya que es posible que la cantidad de 

células sembradas no haya sido suficiente en relación con el tamaño y peso de los hidrogeles 

utilizados. Además, es relevante considerar que el método de MTT podría no haber sido el más 

adecuado para esta evaluación específica. En función de estos aspectos, se optó por realizar una 

evaluación adicional para verificar si existían variaciones en los valores de viabilidad celular utilizando 

los hidrogeles en diferentes tamaños de placas. 

 

1.1.2 Determinación del tamaño de placas adecuado. 

En este segundo ensayo, se emplearon los mismos parámetros utilizados en el ensayo 

anterior. La concentración celular fue de 1x106 células por pocillo en placa de 96 pocillos, 3x106 células 

en placa de 48 pocillos y 6x106 células en placa de 24 pocillos. Después de la formación de la 

monocapa celular, se incorporaron los hidrogeles. Como en el ensayo anterior, se consideró como 

control positivo la monocapa sin los hidrogeles y como control negativo los pocillos sin células. La 

viabilidad celular fue medida 24 horas después de la incubación utilizando el protocolo de MTT. Los 

hidrogeles fueron retirados antes de la adición del reactivo. 

Se observó que a medida que aumentaba el área del pocillo, también lo hacía la viabilidad 

celular. Sin embargo, todas las muestras mostraron signos de citotoxicidad. La relación óptima entre 

el área del hidrogel y el área del pocillo es 1:10 (Słota et al., 2021), lo que motivó el cálculo de esta 

relación, como se muestra en la Tabla A1.1. Es importante señalar que tanto la cara inferior como la 

superior del hidrogel están en contacto con el medio debido a la tridimensionalidad del mismo. Con 

base en estos resultados, se decidió continuar utilizando la placa de 24 pocillos con hidrogeles de 4 

mm de diámetro. 
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Tabla A1.1. Resultados de la relación entre el área del hidrogel y área del pocillo y de viabilidad celular en placas 
con pocillos de distintos tamaños, colocando discos de hidrogeles de 4 mm de diámetro o medio disco. 

Pocillos 

Área del pocillo 

(cm2) Área hidrogel/área pocillo 

Viabilidad (%) 

QP-0 QP-0,15 

96 0,32 0,75 39,4 24,4 

48  1,10 0,22 41,6 28 

24  1,90 0,13 59,5 46,8 

24 - Medio 

hidrogel 1,90 0,06 62,9 60,2 

 

 

Se optó por repetir el ensayo, variando el área de los hidrogeles en relación con el área de la 

monocapa celular. Para ello, se utilizó el mismo procedimiento en placas de 24 y 48 pocillos. En la 

placa de 24 pocillos, además, se incorporaron hidrogeles cortados a la mitad para reducir aún más su 

área. La viabilidad celular obtenida se observa en la tabla A1.1. 

Los resultados obtenidos indicaron que, al reducir el área del hidrogel en relación con el área 

del pocillo, se lograron valores de viabilidad celular mayores. Esto sugiere que la relación entre el área 

del hidrogel y el área del pocillo es un factor importante a tener en cuenta en estos estudios. 

 

1.1.3 Método de medición de viabilidad: MTT o resazurina. 

Para determinar si la elección del método de medición podría estar afectando los resultados 

obtenidos, se compararon el método de MTT con el de resazurina. En este caso, debido a cuestiones 

de disponibilidad, se utilizaron células de fibroblastos de ratón N38. 

Los resultados mostraron que la prueba de resazurina presentó menor desviación entre 

réplicas en los grupos de control. Además, este método evita el uso de solventes adicionales que 

podrían interferir con la estructura del hidrogel. Por otro lado, el promedio de viabilidad entre el control 

positivo (células sin hidrogel) y el control negativo (pocillos sin células) fue superior utilizando 

resazurina en comparación con MTT. 

En base a estos resultados, se decidió continuar con las pruebas utilizando resazurina. 

Además, se evaluó la forma de lectura de las placas, comparando la lectura desde arriba y desde 
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abajo. Se observó que había menor desviación al realizar la lectura desde arriba, por lo que se adoptó 

este enfoque de manera continua. 

En conclusión, los ensayos preliminares permitieron optimizar el procedimiento para evaluar la 

citotoxicidad de los hidrogeles. Se determinó que la relación entre el área del pocillo y el hidrogel en 

contacto con la monocapa celular es un factor crítico. Por lo tanto, se decidió utilizar placas de 24 

pocillos con la concentración celular inicial recomendada para este tipo de placas, y se continuó 

utilizando resazurina para la medición de viabilidad, con la lectura de las placas desde arriba. 
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ANEXO 2: Modificación en la síntesis 

de hidrogeles CoPECs de GCS a 

microgeles. 

Debido a la forma en que se obtienen los CoPECs, estos adoptan la forma de la base del tubo 

de centrífuga. Dado que los mismos son frágiles, al someterlos a compresión para modificar su forma, 

tienden a romperse o, si no se rompen, regresan a su forma original. Por esta razón, no es posible 

realizar ensayos de compresión ni de WVTR, ya que no se obtiene una forma geométrica homogénea. 

Además, se considera más favorable que los hidrogeles presenten una morfología distinta para su 

aplicación en apósitos. 

Con el objetivo de modificar la morfología de los hidrogeles, se realizaron pruebas adicionales. 

La formulación inicial de los hidrogeles se mantuvo, pero antes de centrifugar, el contenido se dividió 

en frascos que fueron llevados a la heladera o a temperatura ambiente, con el fin de evaluar si el 

hidrogel precipita de forma natural sin necesidad de centrifugación. No se observaron diferencias a 

nivel macroscópico entre ambos frascos. Posteriormente, se retiró el sobrenadante y se dejó el 

precipitado en una placa de Petri durante 24 horas a temperatura ambiente para su secado. Como 

resultado, se formó un film que no se rompió fácilmente ni se quebró (Figura A2.1a). Sin embargo, al 

agregar agua destilada, después de 20 minutos, el hidrogel se hinchó, pero se desarmó, lo que sugiere 

que no se había compactado correctamente. 

 

Figura A2.1. Aspecto macroscópico de los hidrogeles mediante distintas técnicas de formación. Sin centrifugar, 
habiendo dejado secar el gel 24 horas a temperatura ambiente (a) o centrifugado, comprimido y luego de 24 

horas en heladera (b). 
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Además, se realizó una prueba consistente en centrifugar la muestra a distintas velocidades y 

tiempos. Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 

● 1500 rpm x 5’ → No hubo diferencia 

● 3000 rpm x 10’ → No hubo diferencia 

● 6500 rpm x 5’ → No hubo diferencia 

● 8500 rpm x 5’ → No hubo diferencia 

Posteriormente, se almacenó el precipitado en la heladera para que adquiriera mayor 

consistencia, se eliminó el agua restante y se comprimió con la base de un vaso. Finalmente, el hidrogel 

se desarmó (Figura A2.1b). 

Ante estos resultados, se decidió modificar el proceso de síntesis para obtener microgeles de 

GCS en lugar de los CoPECs originales. 
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ANEXO 3: Secado por aspersión. 

 

3.1 Modificación de parámetros del spray dryer y su influencia en el 

rendimiento. 

3.1.1 Muestra más diluida. 

Con el fin de evaluar el impacto de la concentración de los polímeros en la solución, se preparó 

nuevamente la síntesis utilizando concentraciones menores de polímeros. En lugar de 22,5 mg/ml de 

Ge, se utilizó 2,25 mg/ml. La solución de CS también se redujo en un factor de 10. 

El rendimiento obtenido en esta condición fue del 10,4%, sin que se observaran mejoras 

respecto a la muestra más concentrada (11,3%) al preparar 100 ml de solución. No obstante, la muestra 

no se adhirió al tubo como sucedió con la muestra más concentrada y, además, las partículas de polvo 

obtenidas mostraron un tamaño más homogéneo a nivel macroscópico. Aunque algo de muestra 

permaneció adherida a la cámara, la cantidad fue menor que en el caso de la muestra más 

concentrada. Este factor resulta determinante en el rendimiento cuando se utiliza Ge, como se indicó 

en estudios previos (Kanwate et al., 2019). Por lo tanto, se decidió realizar nuevas pruebas utilizando 

la muestra diluida. 

 

3.1.2 Variación en la cantidad inicial de solución. 

Al preparar 200 ml de solución en lugar de 100 ml, se observó un aumento en el rendimiento, 

alcanzando un 50,9%, sin modificar el resto de los parámetros. 

Para ver si esto se ve modificado con la variación en las temperaturas iniciales se decidió 

probar utilizando también 200 ml pero variando las temperaturas de entrada. 

 

3.1.3 Variación en las temperaturas iniciales. 

Según los resultados obtenidos mediante TGA, tanto los polímeros como los microgeles no 

presentan degradación a temperaturas inferiores a 233°C, por lo que se consideró seguro modificar la 

temperatura inicial para evaluar su impacto en el rendimiento. Se probaron distintas temperaturas 

iniciales, obteniendo los siguientes resultados: 
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• Temperatura inicial de 160 °C: rendimiento de 36,7 %. 

• Temperatura inicial de 80 °C: rendimiento de 29,9 %. 

• Temperatura inicial de 120 °C: rendimiento de 50,9 %. 

 

En conclusión, se continuará utilizando la temperatura inicial de 120 °C en muestras diluidas y con 

200 ml mínimo. 
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ANEXO 4: Interacción microgeles-

glóbulos rojos. 

Al realizar el mismo procedimiento utilizado en el ensayo de hemólisis, pero empleando una 

mayor concentración de partículas de microgeles, se observó la formación de tapones, con los glóbulos 

rojos retenidos en el gel formado in situ (Figura A4.1). 

Esta capacidad de absorción de los microgeles, así como su interacción con los glóbulos rojos 

para formar geles in situ, se considera una propiedad positiva, dado que el objetivo es que estos 

hidrogeles sirvan para frenar el sangrado. De todas formas, serían necesarios otros estudios para 

confirmar esto. Se planea realizar a futuro ensayos de tiempo de coagulación utilizando sangre entera, 

así como estudios in vivo para evaluar si los microgeles realmente cumplen con este propósito. 

 

 
Figura A4.1. Microgel GCS hinchado con sangre. 
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