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RESUMEN EJECUTIVO 

 

La escasez de donantes de órganos y la falta de técnicas de regeneración de tejidos son 

desafíos mundiales, por lo que, la IT surge como una alternativa prometedora. Se 

combinan células, andamios biológicos o scaffolds y factores para generar tejidos 

funcionales. Este estudio, se enfocó en la elaboración y caracterización de andamios 

elaborados a partir de biopolímeros naturales dado que son el soporte para la adhesión 

y proliferación celular.  

 

Se elaboraron andamios de colágeno, quitosano y colágeno-quitosano (híbrido) 

empleando liofilización. Su morfología se evaluó mediante SEM (porosidad) e 

infiltración con etanol (porcentaje de porosidad). También, se caracterizó la 

hemocompatibilidad, mediante pruebas de hinchazón, BCI, hemólisis, adhesión de 

glóbulos rojos y plaquetas. Los resultados mostraron que el ABs híbrido presenta 

mejores características y sería el más robusto para futuras investigaciones. No 

obstante, se sugiere que el AB de colágeno sea aplicado para investigaciones de tejido 

epitelial, el de quitosano para tejido óseo y cartilaginoso, y el híbrido para tejido óseo, 

cartilaginoso y conectivo. En futuras investigaciones se evaluará la bioactividad de los 

andamios con células, para asegurar la esterilidad de los andamios se evaluó dos 

métodos: irradiación ultravioleta y etanol (65 a 70 por ciento). Se encontró que la luz 

UV es mejor debido al tiempo y facilidad de aplicación.  

 

En conclusión, la caracterización realizada a los ABs elaborados sugiere que poseen 

características adecuadas para futuros ensayos relacionados al desarrollo de tejidos, 

sin embargo, el ABs híbrido presenta mejores características morfológicas. Estos ABs 

serán utilizados en futuras evaluaciones de crecimiento y proliferación celular.  

 

Palabras clave: andamios biológicos, ingeniería de tejidos, biopolímeros naturales, 

biomedicina, hemocompatibilidad. 
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ABSTRACT 

 

The shortage of organ donors and the lack of techniques to regenerate injured tissues 

pose a challenge worldwide, making tissue engineering a promising alternative. In this 

discipline, cells, biological scaffolds, and factors are combined to generate functional 

tissues. This study focused on the development and characterization of scaffolds made 

from natural biopolymers, as these provide the basis for cell adhesion and proliferation. 

 

Collagen, chitosan, and collagen-chitosan (hybrid) scaffolds were prepared by 

lyophilization. Their morphology was evaluated by SEM (porosity) and ethanol 

infiltration (porosity percentage). In addition, hemocompatibility was characterized by 

swelling, clotting index, hemolysis, and red blood cell and platelet adhesion tests. The 

results showed that the hybrid scaffold has the best properties and is the most suitable 

for future research. However, it is proposed to use the collagen scaffold for epithelial 

tissue studies, the chitosan scaffold for bone and cartilage tissues, and the hybrid 

scaffold for bone, cartilage, and connective tissues. Future studies will evaluate the 

bioactivity of the scaffolds with cells, therefore, to ensure sterility of the scaffolds for 

cell culture, two sterilization methods were investigated: ultraviolet irradiation and 

ethanol (65 to 70 percent). UV light proved to be the best method due to the time 

required and ease of use. 

 

In conclusion, the characterization carried out on the ABs suggests that they possess 

adequate characteristics for future investigations related to tissue development; 

however, the collagen/chitosan scaffold presents better morphological characteristics. 

These ABs will be used in future evaluations of cell growth and proliferation. 

 

Keywords: biological scaffolds, tissue engineering, natural biopolymers, 

biomedicine, hemocompatibility. 
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CAPÍTULO I. MARCO TEÓRICO 

 

1.1.Antecedentes Investigativos 

 

En el ámbito de la salud, la escasez de donantes de órganos es uno de los problemas 

más desafiantes a nivel mundial; en las últimas tres décadas el número de trasplantes 

ha incrementado 2 veces, mientras que los pacientes en lista de espera son 6 veces más 

(Elisseeff, Badylak, & Boeke, 2021). Según la base de datos UNOS, en 2021 en 

Estados Unidos se realizaron 41,354 trasplantes, sin embargo, 116,566 pacientes 

permanecieron en lista de espera y 6,564 murieron. A pesar de que durante ese periodo 

existían 6.500 donantes vivos y 13,800 donantes fallecidos, la demanda supera con 

creces la oferta (Kupiec, 2022). En Ecuador el escenario es aún más preocupante, 

durante el 2022 las estadísticas mostraron cerca de 2,000 pacientes en lista de espera, 

solo 597 fueron atendidos, y la mayoría fueron para trasplantes de córnea con un 56.62 

% (INDOT, 2021). En ese sentido, la Ingeniería de Tejidos (IT) ha surgido como 

alternativa para el desarrollo de tejidos y órganos con el objetivo de dar solución al 

bajo número de donantes y otros factores limitantes como la incompatibilidad (Garcia, 

Cascalho, & Platt, 2018). 

 

 

El desarrollo de un tejido en laboratorio es un proceso complejo que requiere de tres 

componentes principales: 1) células, 2) andamios o soportes que permitirán el 

crecimiento y expansión celular y 3) condiciones y nutrientes adecuados (Tonelli et 

al., 2017). Como primer componente se requiere el uso de células con la capacidad de 

diferenciarse y proliferar según el estímulo que estas reciban, entre las células que 

pueden utilizarse se encuentran células madre embrionarias, células madre adultas, y 

células madre pluripotentes inducidas (iPSC) (Upadhyay, 2017a).   

 

 

Los andamios o soportes favorecen la proliferación, crecimiento y diferenciación 

celular, y en la actualidad están siendo fabricados con una diversidad de biomateriales 

obtenidos a partir de diferentes fuentes naturales y sintéticas. Las investigaciones que 
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se basan en el desarrollo de los andamios buscan encontrar los biomateriales, 

condiciones y métodos adecuados para que logren imitar las funciones biológicas y 

físicas de la matriz extracelular (ECM) (Costa, Naranjo, Londono, & Badylak, 2017). 

El imitar las características biológicas y mecánicas de la matriz extracelular, así como 

las reacciones que de manera natural aquí ocurren es un gran desafío y para lograrlo 

se están evaluando biopolímeros naturales, sintéticos o mezclas de ambos (Bedell, 

Guo, Xie, Navara, & Mikos, 2020). Adicionalmente, un andamio biológico ideal debe 

poseer características como adecuada biocompatibilidad, bioactividad y 

biodegradabilidad (Upadhyay, 2017a). 

 

 

El quitosano es un ejemplo de biopolímero natural, este se obtiene de fuentes naturales 

y renovables como las conchas de crustáceos (Nwe, Furuike, & Tamura, 2009). El 

quitosano es catalogado como un biomaterial versátil, pues provoca una respuesta 

inmune mínima y su proceso de obtención es relativamente barato. En cuanto a sus 

características biológicas presenta una superficie hidrofílica que facilita la adhesión 

celular y posterior proliferación, además, los productos generados por su degradación 

no son tóxicos (Levengood & Zhang, 2014). Ventajosamente puede ser combinado 

con otros biomateriales con el fin de producir una amplia variedad de andamios con 

una estructura porosa variada (Haaparanta et al., 2014; Radwan, Janus, Piątkowski, 

Bogdał, & Matýsek, 2020; Sarukawa et al., 2011). 

 

 

Por otra parte, el colágeno es la proteína más abundante en el ECM, por lo que, se lo 

considera fundamental en el mantenimiento de la estructura e integridad biológica; se 

lo puede obtener a partir de fuentes de tejidos duros como el cartílago y hueso (León 

et al., 2019). Presenta baja inmunogenicidad, amplia estructura porosa, permeabilidad, 

biodegradabilidad y biocompatibilidad que facilita la adhesión, migración y 

diferenciación celular, sin embargo, sus características mecánicas no son las ideales 

por lo que se requiere su combinación con otros biomateriales (Dong & Lv, 2016a). 
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Dentro de las características morfológicas indispensables en el desarrollo de un 

andamio se encuentran la permeabilidad, propiedades mecánicas y porosidad, ya que 

definirán parámetros como el crecimiento, migración y colonización celular (G. Chen 

& Kawazoe, 2016). La porosidad facilita la formación de nuevos tejidos y órganos, 

influyendo sobre la interacción andamio – tejido, migración celular, vascularización, 

difusión y permeabilidad (Bartoš, Suchý, & Foltán, 2018a). Los andamios deben tener 

una porosidad idónea de entre 70 y 90 % para garantizar su funcionalidad 

(Danilevicius et al., 2015). En cuanto al tamaño de los poros, no se tienen valores 

definidos, debido a que las células poseen tamaños y formas diferentes, por lo que el 

tamaño difiere de una célula a otra (Y. Han et al., 2021). En el caso del cultivo de 

condrocitos el tamaño ideal es de 250 – 500 µm (Nelson et al., 2021), mientras que 

para fibroblastos es de 100 – 150 µm (Loh & Choong, 2013a).  

 

 

En relación con la evaluación biológica, los andamios deben cumplir parámetros como 

adecuada compatibilidad (Jimenez et al., 2022). Por ejemplo, cuando un elemento 

extraño entra en contacto con la sangre, se produce una serie de reacciones por parte 

del huésped categorizadas en reacciones inmediatas (absorción de proteínas, 

activación de la cascada de la coagulación, adhesión plaquetaria, producción de 

anticuerpos y respuestas de las células inmunitarias) y reacciones tardías 

(citotoxicidad, hipersensibilidad, mutagenicidad, genotoxicidad o formación de 

tumores) (Balan & Verestiuc, 2014). Las pruebas de hemocompatibilidad se realizan 

con el fin de conocer el comportamiento del andamio frente a la presencia de sangre, 

es decir, se enfoca en determinar si se produce o no coagulación, trombosis, activación 

del sistema del complemento, activación plaquetaria y alteración de eritrocitos, 

indicado si el andamio elaborado tiene el potencial de ser biocompatible (Chi Perera 

et al., 2020).  

 

 

La esterilidad es otro parámetro fundamental en la elaboración de andamios, debido a 

que permite que los mismos queden libres de contaminación por microorganismos 

vivos como bacterias, levaduras y virus que puedan estar presentes durante la etapa de 
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elaboración (Dai, Ronholm, Tian, Sethi, & Cao, 2016a). Contar con andamios estériles 

es extremadamente importante para iniciar con el cultivo in vitro con las células 

deseadas y sus medios de cultivo (Łopianiak & Butruk-Raszeja, 2020). Sin embargo, 

la técnica de esterilización debe ser bien elegida, debido a que es necesario mantener 

las propiedades estructurales y bioquímicas de los andamios (Griffin et al., 2018a). 

Con esto se conserva la inocuidad de los andamios para posteriores etapas como son 

el cultivo celular y ensayos in vivo. 

 

Investigaciones relacionadas al desarrollo de andamios biológicos o también llamados 

scaffolds son necesarias en cuanto a la combinación de polímeros y a la caracterización 

de sus propiedades para obtener un andamio “ideal” para la generación de tejidos en 

laboratorio. 

 

 

1.1.1. Ingeniería de tejidos  

 

La ingeniería de tejidos (IT) es un campo multidisciplinario que combina los principios 

de ingeniería y ciencias de la vida para desarrollar sustitutos biológicos que restauren, 

mantengan y mejoren las funciones de un tejido lesionado (Belleghem, Mahadik, 

Snodderly, & Fisher, 2020). La IT ha sido reconocida desde 1987 por la National 

Science Foundation como un campo de estudio que requiere la combinación de la 

medicina regenerativa, ciencia de materiales, biología, física e ingeniería de procesos 

para obtener tejidos miméticos que ofrezcan ventajas notables en comparación con el 

trasplante de órganos (Akter, 2016a). 

 

 

En particular, la IT se ha convertido en una herramienta vital en el tratamiento de 

pacientes que presentan lesiones en tejidos u órganos. Por ejemplo, la IT combinada 

con andamios biológicos y células como células madre mesenquimales (MSC), células 

madre embrionarias (ESC) e células madre pluripotentes inducidas (iPSC), ha 

permitido el desarrollo de sustitutos de piel que aceleran el proceso de curación y 

recuperación de pacientes con lesiones en la piel (Goldenberg, McLaughlin, Koduru, 
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& Ravnic, 2021). Además, la IT puede reducir o incluso eliminar el rechazo en 

trasplantes, ya que los tejidos generados pueden ser genéticamente idénticos al 

receptor (Solez et al., 2018), lo que la hace una herramienta crucial en el desarrollo de 

órganos y tejidos a nivel de laboratorio (Caddeo, Boffito, & Sartori, 2017a). 

 

 

La IT ha permitido la creación de microambientes tridimensionales que simulan la 

interacción entre diferentes células y la matriz extracelular, superando la necesidad de 

adquirir modelos animales y realizar pruebas in vivo (Caddeo et al., 2017a). A pesar 

de estas ventajas, existen limitaciones e incógnitas por resolver en la IT, como la tasa 

de degradación, disponibilidad y características de los polímeros empleados, estructura 

del andamio, fuentes celulares confiables y producción de órganos complejos 

(Ashammakhi et al., 2022).  

 

 

Aunque la IT se presenta como una herramienta prometedora para el desarrollo de 

sustitutos de tejidos y órganos, aún quedan retos importantes por superar en el camino 

hacia su aplicación clínica a gran escala. A pesar de esto, se espera que la IT continúe 

avanzando en un futuro cercano, lo que puede tener un impacto significativo en la 

medicina regenerativa y en la vida de los pacientes con lesiones tisulares. 

 

 

1.1.2. Componentes para la ingeniería de tejidos  

 

1.1.2.1. Células  

 

Las células se consideran como la unidad funcional de la vida, las cuales se unen de 

acuerdo con las funciones que realicen para dar paso a la formación de tejidos 

(Mironov et al., 2022). En el caso de la IT seleccionar la fuente correcta del aislamiento 

de las células es una fase importante, al tener que combinarse con el tejido 

seleccionado y factores de crecimiento que activen la regeneración del tejido propio 

(Krishani, Shin, Suhaimi, & Sambudi, 2023a). A partir de esto, la IT se enfoca en la 
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fuente celular prometedora que son las células madre mesenquimales (MSC) las cuales 

pueden ser aisladas de la médula ósea, tejido adiposo y amígdalas, presentando 

similitud morfológica con los fibroblastos (Upadhyay, 2017b). Las MSC tienen un alto 

potencial de diferenciación y autorrenovación en linajes como los adipocitos, 

osteoblastos, condrocitos y músculos, además de promover la angiogénesis (Schulze-

Tanzil, 2015). Diversos estudios han aplicado las MSC para el tratamiento de 

enfermedades neuronales, óseas, inflamatorias y cartilaginosas, sin embargo, la 

eficiencia, aún se encuentra en discusión (P. Sharma, Kumar, Sharma, Dhar Bhatt, & 

Dhot, 2019).  

 

 

Las células madre embrionarias (ESC) son otro tipo de células empleadas en la IT, 

debido a que son células pluripotentes que provienen de la masa interna de los 

blastocitos (Dufey, Tacheny, Art, Becken, & Longueville, 2016). Las ESC pueden 

diferenciarse en cualquier linaje, siendo difícil inducir la diferenciación para un tipo 

de célula en específico con el 100% de eficiencia, dando espacio a células 

indiferenciadas y derivando en la formación de teratomas (Mashayekhan, Hajiabbas, 

& Fallah, 2013). Presentan ventajas como la autorrenovación y pluripotencia, sin 

embargo, no se aplican ampliamente, debido a que son alogénicas, es decir que 

provienen de un embrión, generando un posible rechazo inmunológico por parte del 

paciente (Krishani, Shin, Suhaimi, & Sambudi, 2023b). Lo que ha causado 

controversia a nivel ético, retrasando su aplicación en el campo de la IT. 

 

 

Como solución a las ESC, se tiene otro tipo de células que son las células madre 

pluripotentes inducidas (iPSC) que pueden ser reprogramadas a partir de células 

somáticas adultas, empleando factores de transcripción (Ye, Swingen, & Zhang, 

2013). Si bien las iPSC ya no generan una respuesta inmunológica como sucedería con 

las ESC, la posibilidad de que se pueda formar algún tipo de tumor no se elimina, esto 

debido a que los factores empleados para la reprogramación se encuentran asociados 

directamente con el desarrollo de tumores (Upadhyay, 2017c). 
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1.1.2.2. Andamios biológicos (scaffolds) 

 

El crecimiento celular para la formación de tejidos se da empleando una superficie 

adherente, en el caso de los tejidos humanos se conoce como matriz extracelular, que 

se encuentra compuesta por colágenos, glicoproteínas y proteoglicanos (Bandzerewicz 

& Gadomska-Gajadhur, 2022). Por esto, en la IT se han desarrollado los andamios 

biológicos (AB) que juegan un papel fundamental, debido a que actúan como una 

matriz extracelular artificial (ECM), que sirve de soporte para que las células 

mantengan una organización tridimensional y se desarrollen nuevos tejidos (Krishani 

et al., 2023b). Para esto, las células deben ser inducidas en el andamio que hace 

referencia a uno o varios biomateriales porosos, siendo un entorno favorable para la 

proliferación celular y regeneración de tejidos (O’Brien, 2011). 

 

 

Una de las principales características es su biocompatibilidad, debido a que sirve como 

modelo para la reconstrucción tisular, adhesión celular y restauración de órganos, 

músculos, nervios y huesos (Caddeo, Boffito, & Sartori, 2017b). Además, los 

andamios biológicos deben contar con una buena permeabilidad para una transferencia 

de nutrientes efectiva, que va desde medios de cultivo hasta la eliminación de residuos 

presentes en los tejidos que puedan llegar a obstaculizar las condiciones de cultivo 

(Chocholata, Kulda, & Babuska, 2019). Los andamios biológicos se obtienen 

empleando polímeros naturales, sintéticos o una combinación entre ambos, donde las 

características de los AB dependerán directamente del biomaterial que se emplee 

(Krishani et al., 2023b). Por lo cual, en ocasiones es necesario el uso de factores de 

crecimiento y nutrientes para mejorar su funcionalidad, ayudando a reducir 

problemáticas como la limitada interacción andamio-célula, falta de organización 

celular y diferencias del entorno in vivo con el in vitro (Caddeo, Boffito, & Sartori, 

2017c). 
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1.1.2.3. Condiciones y nutrientes  

 

Los factores de crecimiento (GF) son polipéptidos que se unen a receptores específicos 

en la superficie celular, de forma que ayudan a regular las respuestas celulares como 

la supervivencia y proliferación celular, que permitirá el desarrollo del tejido 

(Caballero Aguilar, Silva, & Moulton, 2019). Así, los GF no solo complementan la 

nutrición celular sino también a los andamios para otorgar una ECM completa (Qu et 

al., 2020). Dentro de la IT los factores que más se han empleado son factores básicos 

de crecimiento de fibroblastos (bFGF), proteínas morfogénicas óseas, factor de 

crecimiento transformante-β (TGF-β) y factor de crecimiento epitelial vascular 

(VEGF) (Akter, 2016b). Los GF tienen como fuente de origen fibroblastos o 

macrófagos debido a que regulan la tumorgénesis, cicatrización, angiogénesis, 

apoptosis celular, respuestas inmunitarias y morfogénesis (Qu et al., 2020). 

 

De esta manera se puede evidenciar que el desarrollo de la IT es un proceso complejo 

que requiere de tres componentes (Figura 1), donde cada uno tiene su funcionalidad 

para resultados exitosos en la formación y regeneración de tejidos y órganos 

 

Figura 1. Principales componentes en la ingeniería de tejidos.  

La IT se encuentra integrada de tres componentes: 1) células, como las células madre mesenquimales 

(MSC), células madre embrionarias (ESC) y células madre pluripotentes inducidas (iPSC); 2) andamios 

que actúan como soporte y 3) nutrientes, principalmente factores de crecimiento (GF). 
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1.1.3. Fabricación de los andamios biológicos  

 

1.1.3.1.Biopolímeros para la elaboración de los andamios biológicos 

 

Los polímeros son macromoléculas de cadena larga que se forman por monómeros 

repetidos, a partir de los cuales se originan los biomateriales que dan paso a la 

fabricación de andamios (Biswal, 2021). Los biomateriales en la IT se consideran 

como materiales capaces de generar una interacción con los sistemas biológicos de 

forma que se puede reemplazar o tratar cualquier órgano, función o tejido del cuerpo 

(Chopra, Kumar, & Singh, 2021). Su amplia aplicación en la IT se debe a la 

versatilidad y flexibilidad que confiere propiedades químicas, mecánicas, físicas y 

biológicas que los vuelve resistentes al ataque bioquímico (Pramanik et al., 2023a). 

Algunas de las aplicaciones más destacadas son la fabricación de órganos, vasos 

sanguíneos, implantes mamarios, lentes de contacto, reparación de oído, reemplazo de 

articulaciones y recubrimiento de fármacos (Biswal, 2021). 

 

 

Los biomateriales tienen varias fuentes de obtención como son los polímeros naturales 

y sintéticos; sin embargo, de acuerdo con la estructura química se pueden clasificar en 

polisacáridos, proteínas y poliésteres (Hassan, Bai, & Dou, 2019). Cada uno cuenta 

con sus ventajas y desventajas, por lo que la elección del biomaterial va a depender de 

la aplicación, ya que las características como biocompatibilidad y biodegradabilidad 

también variarán entre los tipos de tejido (Aaliya, Sunooj, & Lackner, 2021). Otros 

materiales que se vienen probando en la actualidad son las cerámicas que se forman 

de elementos metálicos y no metálicos unidos por enlaces iónicos o covalentes, que 

presentan una alta compatibilidad y semejanza con tejidos duros como los huesos y 

dientes, pese a que su naturaleza frágil es una limitante (Zarrintaj et al., 2023). 

 

1.1.3.1.1. Biopolímeros sintéticos 

 

Los biopolímeros sintéticos son obtenidos por producción petroquímica, 

biotecnológica y fermentaciones, por lo que se han convertido en una opción 
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económica debido a su versatilidad y disponibilidad para llevar a cabo una producción 

a escala industrial (Maurya & Mishra, 2020). Las características físicas y químicas, así 

como el peso y estructura molecular vuelven sencilla la ruta de síntesis, considerando 

que son biológicamente inertes (Hartley, Moon, & Neves, 2022). Dentro de los 

biopolímeros sintéticos más empleados están los poliésteres alifáticos como la 

polilactida (PLA) y poli (ε-caprolactona), este último es un poliéster semicristalino no 

tóxico y biodegradable, pero con tasas de degradación lentas de hasta 24 meses, algo 

parecido sucede con el PLA con un tiempo de 3 a 5 años (B. Guo & Ma, 2014). Estos 

problemas se suelen solucionar al combinarlos con otros polímeros, comúnmente los 

naturales que ayudan a mejorar las características. Además, existen otros biopolímeros 

sintéticos aplicados en IT como son el ácido poli-láctico-L (PLLA), ácido poliglicólico 

(PGA) y ácido poli-láctico-DL-co-glicólico (PLGA) (Kannan, Wei, & Ma, 2022). 

 

 

A diferencia de los biopolímeros naturales, la ventaja radica en las propiedades 

mecánicas que son mayores, no obstante, durante el proceso de degradación se pueden 

liberar sustancias tóxicas como el dióxido de carbono (CO2) que provoca daño a nivel 

celular y por lo tanto aumenta el riesgo de rechazo inmunitario (Maurya & Mishra, 

2020). Por otro lado, controlar las condiciones durante el proceso de síntesis pueden 

disminuir las posibilidades de riesgos inmunológicos y obtener las características 

deseadas, esto debido a que al tener una estructura definida se tiene un control sobre 

las formas que adopta (Bolívar-Monsalve et al., 2021).   

 

 

1.1.3.1.2. Biopolímeros naturales 

 

Los biopolímeros naturales son materiales que se obtienen de diversas fuentes 

naturales como son los organismos vivos (plantas, animales y microorganismos), 

siendo biológicamente activos (Pramanik et al., 2023b). Las sustancias que se extraen 

para dar origen a los polímeros naturales son los basados en: 1) proteínas, como el 

colágeno, elastina y fibrina; 2) polisacáridos, como el quitosano, gelatina, alginato y 

seda y 3) polipéptidos, los cuales se encuentran todavía en investigaciones (Krishani, 
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Shin, Suhaimi, & Sambudi, 2023c). El uso de sustancias naturales en el mundo de la 

IT ha ido en aumento, debido a que estos biopolímeros presentan características muy 

similares a los tejidos blandos, con buena bioactividad, adhesión y proliferación 

celular, aumentando los niveles de biodegradabilidad y biocompatibilidad 

(Ebhodaghe, 2021). Estas características permiten que las células sean capaces de 

producir su propia matriz extracelular (ECM) y llegar a reemplazar el andamio 

degradado. A diferencia de los biopolímeros sintéticos, durante el proceso de 

degradación no existe presencia de productos tóxicos, sino más bien de sustancias de 

accesibilidad metabólica (Sahana & Rekha, 2018). 

 

 

La disponibilidad de las fuentes de obtención permite que los biopolímeros naturales 

sean de fácil adquisición y cuenten con seguridad ecológica, lo que permite realizar 

modificaciones de acuerdo con las aplicaciones que se quieran llevar a cabo (Pramanik 

et al., 2023b). No obstante, requieren de una etapa de purificación para evitar 

respuestas inmunológicas durante los implantes. Además, poseen bajos niveles de 

resistencia mecánica y sensibilidad a altas temperaturas, generando limitaciones para 

aplicaciones en las que se requiera soporte de carga, debido a la deficiencia en cuanto 

a la estabilidad (S. Sharma & Mittal, 2016). 

 

Colágeno como biomaterial para la elaboración de andamios biológicos 

 

El colágeno se encuentra presente en todo el tejido conjuntivo, como son huesos, 

músculos, ligamentos, piel, nervios y tendones; siendo una de las biomoléculas más 

estudiadas de la matriz extracelular (Copes, Pien, Van Vlierberghe, Boccafoschi, & 

Mantovani, 2019). Es una proteína fibrosa que actúa como componente principal de la 

piel y huesos, con un 25 % de peso seco total en mamíferos, logrando hasta la 

actualidad caracterizar alrededor de 28 tipos de colágeno, todos con una estructura 

típica de triple hélice (Tabla 1) (Shoulders & Raines, 2009a). Cada molécula se 

encuentra compuesta por tres cadenas α que se ensamblan entre sí, además cada cadena 

contiene más de 1000 aminoácidos en secuencia -Gly-XY-, donde la presencia de 

glicina es esencial, se ubica en una de cada tres posiciones de aminoácidos, 
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permitiendo así un empaquetamiento hermético; mientras que las posiciones XY se 

ocupan por prolina e hidroxiprolina (Figura 2) (Perez-Puyana, Jiménez-Rosado, 

Romero, & Guerrero, 2019a).  

 

Figura 2. Resumen de la composición del colágeno.  

A) estructura de la triple hélice de colágeno obtenida de Protein Data Bank (PDB); B) estructura en 

forma de palo y bola de un segmento de triple hélice de colágeno obtenida de PDB evidenciando los 

enlaces de hidrógeno entre hebras y C) estructura de los aminoácidos para la formación de las hebras, 

teniendo glicina (Gly), prolina (Pro) e hidroxiprolina (Hyp). Ilustración basada en la presentada por 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2846778/#:~:text=The%20defining%20feature%20of

%20collagen,triple%20helix%20(Figure%201). 

 

Existen colágenos fibrilares y no fibrilares. Los colágenos fibrilares constituyen cerca 

del 90% de la totalidad, donde se destacan los tipos I, II, III, V y XI que tienen la 

capacidad de formar fibrillas superestructuradas, por lo que son ampliamente 

empleados en la IT, sin embargo, el tipo I y II son los que destacan debido a su bajo 

peso molecular de aproximadamente 100kDa (Shoulders & Raines, 2009b). Es así, 

como el colágeno mantiene la integridad estructural de los tejidos y órganos, 

interactuando con las células y regulando la adhesión, proliferación y diferenciación 

(Parenteau-Bareil, Gauvin, & Berthod, 2010). Además, contribuye en el suministro de 

factores de crecimiento y citoquinas que proporcionan un ambiente adecuado que 
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permite el desarrollo de órganos, evita la cicatrización excesiva y reparación de tejidos 

(Cen et al., 2009). 

 

Tabla 1. Familia de proteínas de colágeno 

Tipo Clase Distribución Tipo Clase Distribución 

1 Fibrilar 
Dermis, huesos, 

tendones y ligamentos 
15  

Testículos, riñones, 

corazón, capilares 

2 Fibrilar Cartílago 16 Fibrilar Dermis, riñones 

3 Fibrilar 
Piel, intestino, vasos 

sanguíneos 
17 No Fibrilar Epitelios 

4 
No 

fibrilar 
Membranas basales 18 No Fibrilar 

Hígado, membrana 

basal 

5 Fibrilar 
Dermis, placenta, 

córneas 
19 Fibrilar Membrana basal 

6 
No 

fibrilar 

Huesos, dermis, 

cartílagos, córneas 
20 Fibrilar Córnea 

7 Fibrilar Vejiga, dermis 21 Fibrilar Riñon, estómago 

8 
No 

fibrilar 

Cerebro, corazón, 

riñones, dermis 
22 Fibrilar Uniones de tejido 

9 Fibrilar Córnea, cartílago 23 No Fibrilar Retina, corazón 

10 
No 

fibrilar 
Cartílago 24 Fibrilar Córneas, huesos 

11 Fibrilar Discos, cartílago 25 No Fibrilar 
Corazón, testículos, 

cerebro 

12 Fibrilar Tendones, dermis 26 Fibrilar Ovarios, testículos 

13 
No 

fibrilar 

Dermis, corazón, 

córneas, células 

endoteliales 

27 Fibrilar Cartílago 

14 Fibrilar Dermis, cartílago 28 *** Nervio ciático, dermis 
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Las fuentes de obtención son amplias, habitualmente se extraen de la piel y tendones 

bovinos y porcinos, no obstante, en la actualidad mediante procesos biotecnológicos 

se extrae de esponjas, peces, crustáceos, canguros y caimanes, siendo una solución 

rentable para la elaboración de andamios (Khan & Khan, 2013). En el caso del 

colágeno que se obtiene de piel y tendones su producción es de bajo costo y alto 

rendimiento, pero de solubilidad limitada, con inmunogenicidad y riesgo de 

transmisión de patógenos. Esto le ha dado un enfoque a la investigación del colágeno 

marino, ya que las escamas y conchas contienen un alto porcentaje de colágeno, pero 

con aplicación limitada en la IT (Ahmed, Verma, & Patel, 2020). También se han 

estudiado colágenos recombinantes y péptidos sintéticos que no tendrían las 

limitaciones del colágeno común, sin embargo, se enfrentan a altos costos de 

producción, bajo rendimiento y susceptibilidad a degradación enzimática (Dong & Lv, 

2016b). 

 

 

El colágeno en la IT es el polímero natural más empleado debido a las características 

de antigenicidad débil, biocompatibilidad robusta, adhesión celular y 

biodegradabilidad, convirtiéndolo en un buen biomaterial dentro de las aplicaciones 

biomédicas (Pramanik et al., 2023b). Dentro de las aplicaciones más destacadas se 

encuentra el tratamiento de quemaduras y heridas, mediante la formación de apósitos 

debido a la estructura, porosidad y propiedades superficiales; otra aplicación común 

es la formación de armazones osteogénicos y material de relleno en el campo 

ortopédico; también como sustitutos óseos e implantes corneales (Dong & Lv, 2016b). 

No obstante, también presenta desventajas debido a las propiedades mecánicas que son 

limitadas a nivel viscoelástico y relacionadas al soporte de altas presiones y tensiones. 

 

 

Quitosano como biomaterial para la elaboración de andamios biológicos 

 

El quitosano es un polisacárido semicristalino lineal, obtenido de la quitina que viene 

a ser la forma activa; se encuentra compuesta por D-glucosamina y N-acetil-D-

glucosamina (N-acetilglucosamina) unidas por enlaces β-1,4 (Jiménez-Gómez & 
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Cecilia, 2020a). El quitosano es uno de los biopolímeros más empleados en el campo 

biomédico, con escasa presencia en el ambiente, sin embargo, mediante un proceso de 

cuatro etapas como es la desmineralización, desproteinización, decoloración y la N-

desacetilación a partir de la quitina se logra su obtención, esto por hidrólisis química 

o hidrólisis enzimática (Figura 3) (Ressler, 2022). Las fuentes de obtención son los 

exoesqueletos de crustáceos e insectos (hormigas, cucarachas, escorpiones) y de las 

paredes celulares de hongos, algas, esporas y microorganismos. En el caso de los 

hongos, se encuentra en las paredes celulares de dos formas como quitosano libre y 

unido a β-glucano (Akca, Özdemir, Öner, & Şenel, 2018). 

 

Figura 3. Proceso de desacetilación para la obtención de quitosano.  

Tanto la quitina como el quitosano se forman por la unión de varios polisacáridos, contando con un 

grupo de alcohol primario (CH2OH) y un grupo hidroxilo (OH). La quitina pierde su grupo acetamina 

(NH-CO-CH3) para la formación del quitosano con el grupo amino (NH2) como resultado de la 

desacetilación. 

 

 

Las propiedades físicas, mecánicas, químicas y biológicas que se le confieren al 

quitosano están dadas por la masa molecular, el grado de desacetilación, el tamaño de 

las cadenas poliméricas y la composición (Kołodziejska, Jankowska, Klak, & Wszoła, 
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2021). El grado de desacetilación (DD) es el principal factor, que se define como la 

relación entre el número de grupos de glucosamina y el número total de grupos N-

acetilglucosamina y glucosamina. La quitina se considera quitosano cuando presenta 

un grado de desacetilación superior al 50% (Budishevska et al., 2020),  

 

Es así, como se encuentra quitosano con DD entre 60 y 98%. Un DD de 55-70% 

confiere al quitosano un bajo grado de desacetilación, lo que lo vuelve insoluble en 

agua, sin embargo, permite su aplicación en la agroindustria de textiles y fibras, así 

como en la producción de papel. Un DD de 70-85% es el grado medio de 

desacetilación y es parcialmente soluble en agua por lo que se emplea para la 

elaboración de complementos alimenticios, cosméticos y purificación de agua. Por 

último, se tiene un DD de 85-98% que es el grado más alto de desacetilación y la 

solubilidad en agua es buena, facilitando su aplicación en la industria farmacéutica y 

biomédica. También existe un DD de 95-100% que se considera como un grado ultra 

alto de desacetilación, que es muy difícil de lograr (Lizardi-Mendoza, Argüelles 

Monal, & Goycoolea Valencia, 2016). Es así como de acuerdo con el uso que se le 

quiere dar y los fines investigativos, dependerá el nivel de DD que se requiera, 

tomando en cuenta la influencia que tiene sobre las propiedades (Figura 4). 

 

Figura 4. Influencia del grado de desacetilación (DD) del quitosano.  

El DD afecta directamente a las propiedades biológicas, físicas y químicas del quitosano, en algunas de 

forma beneficiosa como el aumento de solubilidad, y en otras perjudica como en la reducción de la 

biocompatibilidad. 
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En las propiedades y características del quitosano también influye el peso molecular 

(PM), en donde el quitosano con PM más bajo (< 20 kDa) presenta mayor bioactividad 

que el quitosano de PM más alta (> 120 kDa) (Morin-Crini, Lichtfouse, Torri, & Crini, 

2019). Por otro lado, la solubilidad del quitosano está ligada a la densidad de la carga, 

longitud de la cadena de los polímeros, grado de desacetilación y pH, por lo que no es 

soluble en agua, alcális o solventes orgánicos, requiriendo de una solución ácida con 

un pH inferior a 6.3, siendo el ácido acético y fórmico de los más utilizados (Jiménez-

Gómez & Cecilia, 2020b). Considerando que el quitosano es uno de los biopolímeros 

más utilizados presenta excelente biocompatibilidad, biodegradabilidad y no es tóxico, 

por lo que los biomateriales a base de quitosano no muestras inflamaciones ni 

reacciones alérgicas. Además, presenta actividad antioxidante, antimicrobiana, 

antitumoral, hemostática, analgésica e hipocolesterolémica (Ahsan et al., 2018). Por 

lo que se unión con otros polímeros para la formación de biomateriales mejora la 

hidrofilicidad, propiedades mecánicas y la compatibilidad con la sangre. 

 

 

Pese a las múltiples ventajas que presenta, también existen limitaciones como la 

elevada tasa de degradabilidad y el proceso tardado de purificación; que si bien se 

pueden producir modificaciones esto puede verse afectado en el resto de las 

propiedades; además su estabilidad se logra únicamente al mezclarse con otros 

polímeros, preferiblemente la agarosa (Bhat & Kumar, 2012). Entre las aplicaciones 

que más se pueden destacar están la reparación de cartílago, ingeniería de tejido óseo, 

hepático y vascular, curación de heridas, medicina regenerativa, terapia génica e 

implantes dentales (LogithKumar et al., 2016). 

 

 

1.1.3.1.3. Otros biopolímeros de interés 

 

Agarosa como biomaterial para la elaboración de andamios biológicos 

 

La agarosa es uno de los polisacáridos más empleados debido a la alta 

biocompatibilidad que presenta, además tiene la capacidad de formar geles 
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térmicamente reversibles (Su, Chen, Tian, Lu, & Lv, 2022), sin embargo, carece de 

adhesión celular, por lo que obligatoriamente debe ser combinado con otro polímero. 

La agarosa con el quitosano muestra gran similitud en cuanto a la estructura química, 

por lo que su combinación es ampliamente utilizada en el campo biomédico, debido a 

que ralentiza el proceso de degradación y descomposición que presenta el quitosano 

por separado (Saeedi Garakani et al., 2020). En el caso del colágeno, no se han 

realizado suficientes investigaciones, sin embargo, presenta compatibilidad 

eliminando la carencia de rigidez de este polímero (López-Marcial, Elango, & 

O’Connell, 2022). 

 

 

La agarosa es uno de los polímeros más usados en experimentos biológicos como es 

el caso de la electroforesis y cultivo celular; esto se debe particularmente a su 

estructura de polisacáridos lineales como D – galactosa y 3 – 6 – anhídro – L – 

galactopiranosa que le confiere estabilidad física y química, baja interacción con 

biomoléculas y comportamiento termorreversible (Merlin, 2022). Por lo que, gracias 

a su biocompatibilidad y biodegradabilidad se lo cataloga como un biomaterial óptimo 

para el suministro de medicamentos e ingeniería de tejidos. La agarosa tiene la 

capacidad de genera una red al ser disuelto, permitiendo que la difusión de nutrientes 

vitales y oxígeno sea la adecuada en la generación de tejido, simulando las condiciones 

de la matriz extracelular (Samrot et al., 2023).  

 

 

1.1.3.2. Métodos de elaboración de los andamios biológicos  

 

Los métodos empleados en la elaboración de andamios biológicos dependerán de la 

función y propósito del biomaterial utilizado, consiguiendo un entorno 3D. Afectando 

directamente sobre las características de los andamios, tal es el caso de su 

composición, rigidez, micro y macroestructura, dichas características influirán sobre 

la interacción andamio – tejido circundante y el comportamiento celular (Efraim et al., 

2019). 
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Actualmente, la fabricación de andamios 3D se clasifica en dos grandes grupos: 1) 

métodos manuales y 2) métodos avanzados. De acuerdo con el método seleccionado 

las características del andamio presentarán variaciones, especialmente sobre el 

porcentaje de porosidad e interacción andamio – tejido. Los métodos manuales 

incluyen liofilización, gas foaming, electrohilado, función de solventes y lixiviación, 

mientras que los métodos avanzados incluyen estereolitografía, sinterización selectiva 

por láser, bioimpresión 3D y descelularización (Eltom, Zhong, & Muhammad, 2019). 

 

 

1.1.3.2.1. Métodos manuales  

 

El gas foaming, también conocido como espumado de polímero con gas, es una técnica 

basada en la formación de dos fases, una sólida y otra gaseosa, que da lugar a una 

espuma rígida y porosa, sin embargo, su uso es reducido debido su dificultad en el 

control en el tamaño de los poros (Costantini & Barbetta, 2018). El electrohilado, por 

otro lado, emplea fuerzas electrostáticas para generar andamios nano o micro fibrosos 

que simulan la matriz extracelular (Jun, Han, Edwards, & Jeon, 2018). La función de 

solventes y lixiviación es considerada como uno de los primeros métodos empleados 

en la fabricación de andamios, consiste en una mezcla de un polímero disuelto con una 

sal insoluble, posteriormente se elimina el solvente obteniendo así un compuesto sal - 

polímero y finalmente la sal es retirada por lavado (Sola et al., 2019). 

 

 

Liofilización 

 

La liofilización, también conocida como secado por congelación, es uno de los 

métodos utilizado en la fabricación de andamios biológicos 3D. Este método consiste 

en la disolución de un polímero natural o sintético en un disolvente apropiado, para 

posteriormente convertirlo en un sólido mediante tres pasos: 1) preparación de la 

solución, 2) modelado de la solución y 3) congelación y secado (primario y secundario) 

a presión baja, siendo este último paso el más importante, donde los componentes 
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congelados y descongelados se eliminan por sublimación y desorción, respectivamente 

(Figura 5) (Capuana et al., 2021). 

 

 

La liofilización es un método altamente eficiente para obtener andamios con un alto 

porcentaje de porosidad, aproximadamente del 90 %, y tamaños de poros entre 20 y 

200 micrómetros. Los parámetros de porosidad y tamaño de poro se obtienen mediante 

la manipulación de variables como la concentración de polímero, tasa de congelación 

y temperaturas empleadas en el proceso (Collins et al., 2021). Adicionalmente, la 

liofilización permite conservar la estructura y morfología del andamio, garantizando 

una adecuada interacción entre el andamio y el tejido. 

 

 

Sin embargo, la liofilización presenta ciertas desventajas como: alto consumo 

energético dado que se requiere un alto vacío para la generación de porosidad e 

interconectividad, uso de solventes citotóxicos y largo tiempo de producción (Eltom 

et al., 2019). A pesar de esto, la liofilización sigue siendo uno de los métodos más 

utilizados para la fabricación de andamios biológicos debido a su eficacia en la 

obtención de andamios porosos y su capacidad para conservar la estructura y 

morfología del andamio. 

 

Figura 5. Andamios biológicos elaborados por liofilización.  

Fuente: (X. Zheng et al., 2022). Se muestran andamios obtenidos por el método de liofilización, 

utilizando colágeno y bevacizumab. A y A’ andamio monocapa de colágeno, B y B’ andamio monocapa 

de bevacizumab y colágeno, y C y C’ andamio bicapa de bevacizumab y colágeno. 
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1.1.3.2.2. Métodos avanzados  

 

La estereolitografía o fotocurado es un sistema de bioimpresión 3D que utiliza métodos 

de excitación de fotones único y multifotón, en los que se absorbe energía por un 

fotoiniciador para generar radicales libres (Kumar & Kim, 2020). La síntesis selectiva 

por láser se refiere a la construcción de estructuras 3D mediante el calentamiento de 

un filamento de polímero sobre una superficie donde se solidifica, obteniendo un 

andamio capa por capa (Z. Liu et al., 2019). Las técnicas mencionadas son llamadas 

como fabricación aditiva (AM) consiguiendo una reducción del 70 % y 90 % en costo 

y tiempo de producción, respectivamente (DiNoro et al., 2022). Por último, la 

descelularización de órganos es una técnica que consiste en retirar las células de un 

órgano para obtener una estructura sólida que pueda utilizarse como andamio (Saldin 

et al., 2017). 

 

1.1.4. Características de los andamios biológicos para la IT 

 

La ingeniería de tejidos requiere la construcción de soportes o andamios biológicos 

(AB) que permitan la regeneración de tejidos con algún tipo de defecto, especialmente 

en pacientes con daños en tejidos tisular. Para que este proceso ocurra, los ABs deben 

simular las características de la matriz extracelular del tejido original facilitando así la 

migración, proliferación, diferenciación y adhesión celular (Piaia et al., 2020). De 

manera general, para que un andamio cumpla su función de regeneración, debe cumplir 

con ciertas propiedades como la porosidad, biodegradabilidad, biocompatibilidad y 

bioactividad (Figura 6) (Nokoorani, Shamloo, Bahadoran, & Moravvej, 2021a). 
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Figura 6. Características de los andamios biológicos.  

Características principales que deben cumplir los andamios biológicos para su uso en ingeniería de 

tejidos.  

 

1.1.4.1. Porosidad 

 

La porosidad es una característica que influye directamente sobre el comportamiento 

de las células, este parámetro se determina por el tamaño de los poros, distribución 

espacial, forma e interconexión mutua, lo que proporciona una adecuada integración 

del tejido y andamio, migración celular, vascularización, permeabilidad y propiedades 

mecánicas (Bartoš et al., 2018).  

 

 

Por lo que, de acuerdo con el porcentaje de porosidad los andamios pueden presentar 

ciertas características; andamios con una baja porosidad presentan una superficie más 

grande que favorece a la fijación celular inicial, mientras que, una elevada porosidad 

favorece la difusividad de nutrientes y permeabilidad hidráulica, no obstante, la 

densidad celular y proliferación serán menor, además, las características mecánicas del 

mismo se verán afectadas (Lutzweiler et al., 2020). 
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1.1.4.2. Biodegradabilidad  

 

Otra característica que deben presentar los andamios es la biodegradabilidad, la cual 

se relaciona con el tipo de enlace del biomaterial empleado, dando paso a una 

descomposición química (enlaces hidrolíticos) o enzimática al entrar en contacto con 

organismos vivos (Krishani et al., 2023). La capacidad de un andamio de 

biodegradarse favorece su uso en terapias regenerativas evitando así su extracción en 

procesos quirúrgicos (Kirillova et al., 2021). Dicha característica se relaciona con la 

bioactividad de los andamios, debido a que la tasa de degradación debe ser sincrónica 

con la tasa de regeneración del tejido (Bitar & Zakhem, 2014; Nitti et al., 2021), 

además, se debe considerar que el andamio no produzca compuestos tóxicos para que 

estos sean liberados al organismo sin afectar órganos o tejido circundante (Perić 

Kačarević et al., 2020). 

 

 

1.1.4.3. Biocompatibilidad 

 

La biocompatibilidad se refiere a la capacidad de un andamio de integrarse en el 

organismo sin promover alteración en las funciones celulares o toxicidad aguda en el 

tejido (Lutzweiler et al., 2020). Dado que el andamio se utilizará como un implante en 

el cuerpo humano, es importante considerar posibles respuestas sistémicas 

inesperadas. Para garantizar su seguridad, es necesario evaluar y eliminar posibles 

efectos adversos como la citotoxicidad, genotoxicidad, inmunogenicidad, 

mutagenicidad y trombogenicidad (Jang et al., 2023). Es fundamental abordar esta 

problemática a través de pruebas in vitro e in vivo para comprender las posibles 

reacciones en el cuerpo y su interacción con el sistema inmunitario (Ivanov et al., 

2019). 

 

 

Como se mencionó, la biocompatibilidad permite que el andamio se integre al 

organismo sin causar efectos adversos sobre este; los ABs al ser empleados en 

trasplantes entran en contacto con fluidos sanguíneos, lo que podría provocar algún 
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tipo de respuesta particular, por lo que, se requiere una característica adicional 

conocida como hemocompatibilidad. Es un tema complejo ligado al comportamiento 

de los materiales o dispositivos frente a la sangre, se rige fundamentalmente a la 

bioquímica de coagulación e interacción con el material sanguíneo, aunque también 

depende del diseño y la función que cumplirá en el torrente sanguíneo (Balan & 

Verestiuc, 2014). De tal manera que, la hemocompatibilidad evalúa procesos de 

coagulación, hemólisis, hematología y función plaquetaria (Schimper et al., 2023) 

 

 

1.1.4.4. Bioactividad 

 

La bioactividad se refiere a la capacidad de un biomaterial de interactuar con el entorno 

biológico (componentes celulares circundantes) y así mejorar procesos fundamentales 

como la adhesión, migración y proliferación celular controlada y favorable, mientras 

se previene procesos indeseables de reparación como la cicatrización excesiva  

(Krishani et al., 2023d; Stratton, Shelke, Hoshino, Rudraiah, & Kumbar, 2016). Esto 

se logra mediante el diseño de andamios bioactivos que contienen mitógenos, que son 

factores que estimulan el crecimiento celular, lo que a su vez promueve una 

regeneración tisular selectiva. De esta manera, el andamio no solo proporciona soporte 

físico y bioquímico, sino que también contribuye con un microentorno 3D favorable 

(Ramos, Segura, González, & González, 2022). 

 

 

1.1.4.5. Esterilidad 

 

Dentro de las características que deben cumplir los biomateriales para su uso en 

ingeniería de tejidos incluye la esterilidad, se define como un proceso que provoca la 

destrucción o eliminación total de cualquier forma de vida microbiana (bacterias, virus 

y levaduras) mediante la aplicación de métodos físicos o químicos. En muchas 

ocasiones, la desinfección se confunde con el término de esterilización, este parámetro 

se diferencia dado que, a pesar de eliminar una gran cantidad de organismos patógenos, 

no permite la eliminación de esporas bacterianas. Para conseguir un andamio estéril, 
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se debe puede considerar dos parámetros: fabricación aséptica o aplicación de 

esterilización terminal (métodos de esterilización/desinfección). 

 

 

La eficacia del método de esterilización dependerá fundamentalmente del tiempo de 

exposición, concentración del germicida, temperatura, pH y humedad relativa 

empleada, por lo que, de acuerdo con el control de estos parámetros, se busca obtener 

andamios biológicos con un impacto insignificante sobre sus propiedades, además de 

aportar un ambiente inocuo procurando un efecto positivo en el proceso de cultivo 

celular y posterior generación del tejido (Horakova et al., 2020). 

 

 

La búsqueda de un método de esterilización eficiente en andamios biológicos 

biodegradables es uno de los desafíos más controversiales en la actualidad, debido a 

que, se requiere un método que no tenga efectos nocivos sobre las propiedades 

fisicoquímicas, morfología o rendimiento biológicos, esto con el fin de mantener un 

alto índice de biocompatibilidad con el tejido y así ser empleados como andamios 

implantables estériles, es decir, andamios totalmente inocuos (Griffin et al., 2018a).  

 

 

Por lo que, la selección del método de esterilización eficiente para los andamios 

biológicos dependerá principalmente de las propiedades de los biopolímeros 

empleados; las técnicas de esterilización de uso común se encuentran clasificadas en 

tratamiento químico (óxido de etileno, etanol), técnicas de irradiación (gamma y 

ultravioleta), tratamiento con antibióticos y tratamiento térmico (Łopianiak col., 

2020).  

 

 

El óxido de etileno (EO, por sus siglas en inglés) es un método que funciona a baja 

temperatura y es de fácil acceso, no obstante, afecta la morfología de los andamios y 

puede presentar remanentes tóxicos para las células (Moerman & Mager, 2016). La 

irradiación gamma, es un método catalogado como simple, efectivo y de alta 
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penetración, sin embargo, al igual que el método anterior, provoca un cambio en la 

morfología del andamio incluyendo sus propiedades químicas y mecánicas (Rediguieri 

et al., 2016).  

 

 

El tratamiento con antibióticos se basa en el uso de soluciones antimicrobianas 

(vancomicinas, gentamicina, penicilina, ciprofloxacina, entre otros) donde la 

concentración y composición dependerá de los potenciales microorganismos presentes 

en el material (Serrano et al., 2022). Finalmente, el tratamiento térmico se aplica 

únicamente a biomateriales termo resistentes, por lo que, no se recomienda su uso en 

andamios biodegradables (Łopianiak col., 2020).  

 

 

1.1.4.5.1. Etanol 

 

El etanol (EtOH) es uno de los métodos más sencillos de esterilización debido a su 

bajo costo de tratamiento y condiciones sencillas de manejo. Este método se basa en 

la desnaturalización de proteínas, disolución de lípidos membranales y deshidratación 

celular provocando la irrupción de los procesos metabolitos y lisis celular (Dai et al., 

2016a). 

 

 

La concentración recomendada para conseguir la inactivación bacteriana va del 60 % 

al 80 %, no obstante, su capacidad limitada de inactivación sigue siendo un problema, 

ya que se ha reportado que permite la inactivación de bacterias grampositivas, 

gramnegativas y ácido-bacilos rápidos, además de virus lipofílicos, bacterias 

vegetativas y virus envueltos, pero no esporas de bacterias, virus no envueltos, priones, 

ni fúngicos (Juwarkar, 2013).  

 

 

Otra problemática relacionada con el uso del EtOH es su influencia directa sobre las 

propiedades mecánicas de los andamios, en donde se ha reportado una reducción en la 
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resistencia a la tracción y aumento en el módulo de Young una vez aplicado el 

tratamiento de esterilización (Łopianiak col., 2020). Es necesario considerar que no se 

considera un método de esterilización, sino de desinfección debido a su nula capacidad 

para eliminar esporas de bacterias; además puede provocar la desnaturalización de 

proteínas reduciendo significativamente el contenido de colágeno, provocando 

cambios en el andamio (Tao et al., 2021).  

 

 

1.1.4.5.2. Irradiación ultravioleta 

 

La irradiación ultravioleta (UV) es un enfoque innovador empleado en procesos de 

esterilización de andamios biodegradables (Evrova et al., 2019). Su uso provoca un 

daño severo sobre las moléculas de ADN de los organismos, previniendo su 

replicación y, por ende, su inactivación.  

 

 

Para conseguirlo, la irradiación UV produce la excitación de electrones y formación 

de fotoproductos (sustancias químicas producto de la interacción con la luz UV con 

los enlaces químicos del andamio), se lo considera efectivo frente a bacterias 

vegetativas y virus envueltos, sin embargo, no inactiva micobacterias, esporas de 

bacterias, virus no envueltos, priones y fúngico (Dai et al., 2016a). 

 

 

Para conseguir que el método sea efectivo, se debe considerar dos características: 1) 

duración de la irradiación UV y 2) longitud de onda aplicada. La exposición de los 

andamios biodegradables por un corto o largo período será determinante en las 

propiedades físicas y químicas (Dai et al., 2016a). En el segundo caso, se establece 

que la longitud de onda recomendad este entre 200 y 280 nm, no obstante, la longitud 

de onda mayormente letal se encuentra en 260 nm (Raeiszadeh & Adeli, 2020). Cabe 

mencionar que la esterilización por medio de este método puede causar la degradación 

no desea del andamio, por lo que, el tiempo de exposición serán fundamental al utilizar 

este método de desinfección (Elashnikov et al., 2019). 



28 

 

 

 

Figura 7. Mecanismo de desinfección de los andamios biológicos.  

A) Etanol (desnaturalización de las proteínas y destrucción del sistema enzimático microbiano) y B) 

Radiación ultravioleta (Desnaturalización de los ácido nucleico y proteínas; puede provocar la 

producción del de ozono a partir del aire, teniendo efectos bactericidas). 

 

 

1.1.4.6. Desafíos actuales  

 

En los últimos años, el estudio y desarrollo de andamios biológicos ha avanzado 

significativamente. No obstante, aún existen desafíos que obstaculizan el 

aprovechamiento pleno de la ingeniería de tejidos (IT). Uno de los desafíos más 

relevantes es la disponibilidad de biomateriales óptimos que posean propiedades 

físicas y biológicas adecuadas, debido principalmente a la obtención de biomateriales. 

Por ejemplo, el colágeno obtenido de tejido bovino y porcino puede desencadenar 

preocupaciones como el riesgo de transmisión zoonótica, reacciones inmunológicas y 

costos de purificación elevados (Liu et al., 2022). Por otro lado, ciertos biopolímeros 

pueden provocar la liberación de sustancias tóxicas en el proceso de biodegradación. 

Tal es el caso del ácido poliláctico (PGA) que tiene como subproducto el ácido láctico 

y glicólico, produciendo una alteración en el pH afectando perjudicialmente a células 

y tejidos circundantes (Ramos-Zúñiga et al., 2022). 

 

 

Otro desafío en la elaboración de los andamios es la emulación de la matriz 

extracelular del huésped, ya que su composición y estructura varía según el tipo de 
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tejido. Esto dificulta la interacción entre el andamio y el tejido, limitando funciones 

básicas como la homeostasis, mecanotransducción y proceso de regeneración (Costa 

et al., 2017). 

 

 

La porosidad, el tamaño y su interconectividad también son un problema en la 

elaboración de los andamios (Bartoš et al., 2018). Si bien una alta porosidad favorece 

la difusión de oxígeno, el transporte de nutrientes y agua, la regeneración e infiltración 

celular, también puede provocar propiedades mecánicas deficientes en el andamio 

(Adel et al., 2022).  

 

 

Además, la porosidad también está relacionada con la vascularización de los andamios, 

ya que una baja porosidad puede provocar una baja vascularización e inserción celular, 

mientras que una porosidad elevada puede dificultar la distribución adecuada de 

oxígeno y nutrientes en todo el andamio, lo que podría resultar en necrosis y muerte 

del tejido (Kang & Chang, 2018). Por lo tanto, es necesario encontrar un equilibrio 

adecuado entre porosidad y resistencia mecánica. 

 

 

Finalmente, encontrar un método adecuado de esterilización ha sido un desafío, pues 

la falta de técnicas diseñas específicamente para andamios biológicos biodegradables 

no han podido ser solventadas por métodos previamente establecidos como 

tratamientos térmicos, irradiación gamma y EtO, técnicas que provocan un cambio en 

las propiedades estructurales y bioquímicas del andamios, eliminando sus 

características de bioactividad y biocompatibilidad debido al que podría suponer 

problemas de seguridad (Dai et al., 2016a). 

 

 

La ingeniería de tejidos es un campo de investigación muy prometedor que tiene el 

potencial de revolucionar la medicina regenerativa. Sin embargo, existen desafíos 

significativos que deben superarse antes de que la tecnología pueda ser utilizada de 
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manera efectiva en la clínica. Los avances en la ciencia de materiales, la biología 

celular y molecular, y la ingeniería de tejidos están permitiendo a los investigadores 

abordar estos desafíos y trabajar hacia la creación de andamios biológicos y tejidos 

funcionales (Sefat et al., 2019). 

 

 

Es así como esta investigación se basó en la caracterización in vitro de andamios 

biológicos de colágeno y quitosano teniendo en cuenta sus propiedades biomédicas, se 

analizó la porosidad, hemocompatibilidad y biodegradabilidad, que son características 

fundamentales que deben tener para que puedan ser empleados en la IT. Además, se 

evaluaron métodos de esterilización sobre los andamios biológicos, con el fin de 

garantizar un ambiente inocuo y libre de fuentes de contaminación. 
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1.2.Objetivos 

 

1.2.1. Objetivo general   

 

Caracterizar andamios biológicos a partir de biopolímeros naturales mediante ensayos 

in vitro para aplicaciones en ingeniería de tejidos. 

 

1.2.2. Objetivos específicos  

 

• Elaborar andamios biológicos por liofilización empleando biopolímeros 

naturales 

 

• Analizar la hemocompatibilidad de los andamios biológicos por medio de 

pruebas hemostáticas. 

 

• Comparar dos métodos de esterilización para andamios biológicos a fin de 

garantizar su asepsia. 
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CAPÍTULO II. METODOLOGÍA 

 

2.1.Materiales 

 

Los materiales empleados para el desarrollo del presente trabajo de investigación 

(reactivos, material fungible y equipos de laboratorio) se presenta a continuación: 

 

2.1.1. Reactivos  

 

▪ Ácido acético glacial  

▪ Agua desionizada (dH2O) 

▪ Agua destilada 

▪ Agua estéril 

▪ Caldo Müller – Hilton 

▪ Carbonato de sodio (Na2CO3) 

▪ Citrato de sodio  

▪ Cloruro de Calcio (CaCl2) 

▪ Etanol 65 % 

▪ Etanol 70 % 

▪ Kit de cuantificación de LDH 

▪ Kit de ensayo de hemoglobina 

▪ Medio Agar – Agar 

▪ Medio Müller – Hilton 

▪ PBS 

▪ Sangre  

▪ Tritón X-100 

 

2.1.2. Material fungible  

 

▪ Cajas petri de plástico 

▪ Frasco ámbar de 500 mL 

▪ Frascos de vidrio de tapa azul de 500 mL 



33 

 

 

▪ Matraz Erlenmeyer de 250 mL 

▪ Micropipetas de 0 a 100 µL 

▪ Papel aluminio  

▪ Papel filtro  

▪ Pipetas volumétricas de 10 mL 

▪ Placas no estériles de 96 pocillos 

▪ Placas para cultivo celular de 96 pocillos 

▪ Probetas de 500 mL 

▪ Tubos de centrífuga cónicos de 10 mL 

▪ Tubos de ensayo con rosca 

▪ Tubos Falcon 

▪ Tubos para muestras de sangre 

▪ Vasos de precipitación de 50, 100, 200, 500 y 1000 mL 

 

2.1.3. Equipos de laboratorio  

 

▪ Autoclave  

▪ Balanza analítica  

▪ Cámara de flujo laminar 

▪ Centrífuga  

▪ Congeladora 

▪ Espectrofotómetro 

▪ Incubadora  

▪ Liofilizador  

▪ Microscopio electrónico de barrido (SEM)  

▪ Plancha de calentamiento  

▪ Ultracongeladora  
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2.2.Métodos 

 

2.2.1. Elaboración de andamios biológicos por liofilización empleando 

biopolímeros naturales 

 

2.2.1.1. Obtención de colágeno y quitosano 

 

El colágeno que se utilizó para la elaboración de los andamios fue de tipo I extraído 

de res, gentilmente donado por el PhD. Orestes López Docente – Investigador de la 

Facultad de Ciencia e Ingeniería en Alimentos y Biotecnología de la Universidad 

Técnica de Ambato. En cuanto al quitosano que se utilizó es de la marca Chemsavers 

con un 90 % de desacetilación de bajo peso molecular. El mismo fue donado por el 

PhD. Irvin Tubón Docente – Investigador de la Facultad de Ciencia e Ingeniería en 

Alimentos y Biotecnología de la Universidad Técnica de Ambato. 

 

 

2.2.1.2. Preparación de la solución de colágeno 

 

Se preparó la solución de colágeno siguiendo el método modificado de Offeddu et al., 

(2016). Para esto, se pesó 0.15 g de colágeno y se disolvió en 13 mL de ácido acético 

0.05 M. El colágeno fue añadido de forma progresiva hasta alcanzar una concentración 

final de 1 % (p/v). Además, se agregó 0.075 g de agarosa en 2 mL de PBS. De esta 

forma se mantuvo la concentración de la solución. Finalmente se añadió la solución de 

agarosa sobre la solución de colágeno, manteniendo agitación constante hasta su 

homogenización. 

 

 

2.2.1.3. Preparación de la solución de quitosano  

 

Se preparó la solución de quitosano siguiendo el método de Martínez et al., (2015), 

con algunas modificaciones. Para esto, se pesó 0.15 g de quitosano y se disolvió en 13 

mL de ácido acético 0.05 M, de forma progresiva hasta alcanzar una concentración 
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final de 1 % (p/v). Además, se agregó 0.075 g de agarosa en 2 mL de PBS. De esta 

forma se mantuvo la concentración de la solución. Finalmente se añadió la solución de 

agarosa sobre la solución de quitosano, manteniendo agitación constante hasta su 

homogenización. 

 

 

2.2.1.4. Preparación de la solución híbrida de colágeno y quitosano  

 

La solución híbrida de colágeno y quitosano se preparó mediante la metodología de 

Perez-Puyana et al., (2019). Se disolvió 0.15 g de colágeno y 0.15 g de quitosano en 

13 mL de ácido acético 0.5 M a concentraciones de 1 % (p/v) para ambos casos. 

Además, se agregó 0.075 g de agarosa en 2 mL de PBS. Finalmente se añadió la 

solución de agarosa sobre la solución del colágeno, manteniendo agitación constante 

hasta su homogenización. 

 

 

2.2.1.5. Formación de andamios biológicos  

 

Para la elaboración de los andamios, las soluciones se vertieron en placas y se 

colocaron en refrigeración durante 24 h. Posterior a ello, se introdujeron en la 

ultracongeladora a -75°C por 24 h. Por último, se liofilizaron a -57 °C y 127 mT 

durante 18 h y se colocaron en un desecador (Pipattanawarothai, Suksai, Srisook, & 

Trakulsujaritchok, 2017). 
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Figura 8. Proceso de elaboración de andamios biológicos.  

Se muestra la metodología empleada paso a paso en la elaboración de ABs, desde el pesaje de los 

biopolímeros hasta la liofilización de los ABs.  

2.2.1.6. Evaluación morfológica  

 

La evaluación morfológica se realizó mediante microscopia electrónica de barrido 

(SEM), con la cual se obtuvieron imágenes de la superficie de los andamios. Además, 

se calculó la porosidad con el método de infiltración de etanol, para lo cual se utilizó 

el peso seco de los andamios (Wseco), la densidad del biomaterial (ρ1), la densidad del 

etanol (ρ2) y el peso final (Wf) el cual se obtuvo de pesar el andamio después de haber 

estado sumergido por 24 h en etanol (Nocera et al., 2018). Estos datos se reemplazaron 

en la fórmula que se muestra a continuación: 

 

𝑃𝑜𝑟𝑜𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑(%) =
(𝑊𝑓 − 𝑊𝑠𝑒𝑐𝑜)𝜌1

𝜌1𝑊𝑓 + (𝜌2 − 𝜌1)𝑊𝑠𝑒𝑐𝑜
× 100 

 

(1) 
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Figura 9. Proceso para la evaluación del porcentaje de porosidad de los ABs.  

Esquema de los pasos a seguir para la obtención del porcentaje de porosidad de los ABs. 

 

 

2.2.2. Análisis de la hemocompatibilidad de los andamios biológicos por medio 

de pruebas hemostáticas 

 

2.2.2.1. Obtención de muestras sanguíneas 

 

La sangre se obtuvo de donantes voluntarios sanos de acuerdo con los protocolos 

aprobados por el Comité de Bioética para Investigación en Seres Humanos CBISH-

FCS-UTA (Of. 003-CBISH-UTA-2023). 

 

 

La importancia de las pruebas de hemocompatibilidad radica en que los andamios van 

a estar en contacto directo con sangre y en ese ambiente deberán ser capaces de 

permitir la proliferación celular para regenerar el tejido, evitar problemas de 

coagulación y la activación de una respuesta inmune que genere rechazo al andamio 

incorporado (Balan & Verestiuc, 2014). Con el propósito de conocer el 

comportamiento de los andamios elaborados en contacto con la sangre se realizaron 

las pruebas que se describe a continuación.  
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Las muestras de sangre de donantes sanos se utilizarán para la evaluación de la 

hemocompatibilidad empleando la metodología descrita por (Jimenez et al., 2022) con 

ciertas modificaciones. 

 

 

2.2.2.2.Capacidad máxima de hinchazón y degradación del andamio 

 

La capacidad máxima de hinchazón del andamio se determinó sumergiendo los 

andamios previamente pesados (Wo) (n = 4 andamios por grupo) en 500 uL de agua 

destilada, PBS y sangre por 5 s, 15 s, 30 s, 1 min, 5 min, 15 min, 30 min, 60 min; 

posteriormente se volvió a pesar (Wf). Por último, la capacidad máxima de hinchazón 

se estableció por la siguiente ecuación: 

 

𝐻𝑖𝑛𝑐ℎ𝑎𝑧ó𝑛(%) =
𝑊𝑓 − 𝑊𝑜

𝑊𝑜
 𝑥 100 

 

 

Figura 10. Evaluación de la capacidad máxima de hinchazón de los ABs.  

Esquema de los pasos para la determinación de la hinchazón de los ABs en las diferentes soluciones 

(sangre, agua y PBS).  

 

Para la evaluación de la degradación en sangre, andamios previamente pesados (Wo) 

se colocaron en placas de 96 pocillos, posterior se añadió sangre con una capacidad 

máxima de hinchazón del 120% y se incubó a 37°C. Se evaluó en un lapso de 2, 4 y 7 

días, para lo cual se requirieron 3 placas; en cada punto de tiempo, las muestras fueron 

(2) 
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lavadas con PBS, liofilizadas y pesadas (Wf). Finalmente, la degradación en sangre fue 

dada por el peso remanente de las muestras con respecto al peso inicial como lo 

muestra la siguiente ecuación: 

 

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙(%) =
𝑊𝑓

𝑊𝑜
𝑥100 

 

Figura 11. Evaluación de la biodegradación de los ABs.  

Esquema de los pasos para la obtención del peso residual de los ABs conforme el tiempo. 

2.2.2.3.Coagulación de sangre entera in vitro 

 

Para la determinación del índice de coagulación se empleó un kit de ensayo de 

hemoglobina (HUMAN). Para lo cual, se obtuvo 4.5 mL de sangre entera con citrato 

de un donante sano. Primero, se precalentó la placa de 96 pocillos con las muestras (n 

= 4 andamios por grupo) a 37 °C por 30 min, posterior, se añadió 100 µL de sangre 

entera con citrato en los pocillos. Para el proceso de coagulación, se agregó 10 µL de 

CaCl2 (0.2 M) y se incubó a 37° C por 10 min a 110 rpm. Después, se adicionó 200 µL 

de agua desionizada para hemolizar los glóbulos rojos que no estaban adheridos a las 

muestras, finalmente, se recolectó el sobrenadante y se cuantificó el contenido de 

hemoglobina a 540 nm (Is). Adicionalmente, se midió la absorbancia de la celda vacía 

(Io) y se preparó una solución de referencia (Ir) con 10 µL de CaCl2 (0.2 M), 100 µL 

de sangre entera con citrato y 200 µL de agua desionizada. Por último, el índice de 

coagulación sanguínea (BCI, por sus siglas en inglés) se determinó por la siguiente 

ecuación: 

(3) 
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𝐵𝐶𝐼(%) =
(𝐼𝑠 − 𝐼𝑂)

(𝐼𝑟 − 𝐼𝑂)
𝑥100 

Figura 12. Evaluación del índice de coagulación sanguínea (BCI).  

Esquema de los pasos a seguir para la determinación del BCI de los ABs. 

 

 

Adicionalmente, se evaluó la formación de coágulos de forma visual, para ello, se 

colocó las muestras (n = 4 andamios por grupo) en tubos Eppendorf. Se añadió 125 µL 

de sangre entera con citrato y 125 µL de CaCl2 (10 mM), se incubó a 37 °C por 1 min, 

se volteó y se agitó suavemente. 

 

Figura 13. Método visual para la evaluación del índice de coagulación (BCI).  

Esta metodología es complementaria a la presentada en la figura anterior. 

 

 

2.2.2.4. Ensayo de hemólisis in vitro 

 

(4) 
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La tasa de hemólisis in vitro se determinó añadiendo 100 µL de sangre entera con 

citrato diluida en solución salina normal (suero fisiológico) en una proporción 1:5 

sobre las muestras previamente colocadas en tubos Eppendorf (n = 4 andamios por 

grupo). Seguido, se incubaron a 37 °C por 1 h, posteriormente, se centrifugó a 3000 

rpm por 10 min. El sobrenadante fue recolectado y se cuantificó el contenido de 

hemoglobina (Is) empleando el kit descrito en la sección 2.1.2.3. Como control 

positivo (Ir) y control negativo (Io), se agregó 100 µL de sangre entera en agua 

desionizada y PBS, respectivamente. Por último, la tasa de hemólisis in vitro se 

determinó mediante la siguiente ecuación:  

  

𝐻𝑒𝑚𝑜𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 (%) =
(𝐼𝑠 − 𝐼𝑂)

(𝐼𝑟 − 𝐼𝑂)
𝑥100  

Figura 14. Evaluación del porcentaje de hemólisis de los ABs en sangre. 

Esquema de los pasos para la determinación de la tasa de hemólisis de los ABs. 

 

 

2.2.2.5. Adhesión de glóbulos rojos in vitro 

 

Para la determinación del contenido de hemoglobina se empleó un kit de ensayo de 

hemoglobina (HUMAN). Primero, se añadió 100 µL de sangre entera con citrato 

considerando sobre las muestras dispuestas en tubos Eppendorf independientes (n = 4 

andamios por grupo) y se incubó a 37 °C por 5 min y se removió cada material a una 

caja Petri limpia. Seguidamente, se colocó nuevamente los andamios en tubos 

Eppendorf, se añadió 200 µL de agua desionizada sobre el andamio para liberar los 

glóbulos rojos adheridos y se cuantificó el contenido de hemoglobina de la solución 

(5) 



42 

 

 

resultante (Is). Por último, la concentración de hemoglobina se calculó mediante la 

siguiente ecuación: 

 

[𝐻𝑒𝑚𝑜𝑔𝑙𝑜𝑏𝑖𝑛𝑎] = 𝐼𝑠 𝑥 29,4 

Figura 15. Evaluación de la adhesión de glóbulos rojos de los ABs.  

Esquema de los pasos a seguir para la determinación de la concentración de hemoglobina en los ABs 

que indica la cantidad de glóbulos adheridos. 

 

 

2.2.2.6. Adhesión plaquetaria in vitro 

 

El estudio de la adhesión plaquetaria in vitro se estudió mediante un kit de ensayo de 

deshidrogenasa láctica (LDH) (HUMAN). Primero, se centrifugó sangre entera con 

citrato de sodio a 3200 rpm por 15 min para obtener plasma rico en plaquetas (PRP). 

Posterior, se agregó 100 µL de PRP a cada muestra colocadas en una placa de 96 

pocillos (n = 4 andamios por grupo) y se incubó a 37 °C por 30 min. Seguidamente, se 

añadió 200 µL de solución salina normal (suero fisiológico) hasta sumergir el material 

para liberar las plaquetas no adheridas. Los andamios se trasladaron a tubos Eppendorf, 

se añadió 300 µL Tritón X-100 al 1% disuelto en PBS, se incubó a 37 °C por 1 h y se 

cuantificó el contenido de LDH. Para el control positivo (Ir) y negativo (Io) se añadió 

100 µL de PRP en 200 µL Tritón X-100 al 1% y PBS, respectivamente y se midió la 

absorbancia a 340 nm. Por último, la liberación de LDH (%) se determinó mediante la 

siguiente ecuación:  

 

(6) 

(7) 
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𝐿𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝐿𝐷𝐻(%) =
(𝐼𝑠 − 𝐼𝑂)

(𝐼𝑟 − 𝐼𝑂)
𝑥100 

 

Figura 16. Evaluación de la adhesión de plaquetas de los ABs.  

Esquema de los pasos para la determinación de la liberación de LDH que muestra la concentración de 

plaquetas adheridas a los ABs. 

 

 

2.2.3. Comparación de dos métodos de esterilización para andamios biológicos a 

fin de garantizar su asepsia  

 

2.2.3.1. Preparación del medio de cultivo  

 

Se empleó Medio Agar Sangre para evaluar los métodos de esterilización. Para ello se 

disolvió 9 g de polvo Agar - Agar en 500 mL de agua desmineralizada. La mezcla se 

calentó hasta que los componentes se integren y posteriormente se autoclavó a 121°C 

durante 15 min. Se dejó enfriar el medio a 50 – 55 °C, seguido, se agregó sangre en 

una concentración del 5% v/v y se mezcló suavemente. Finalmente, se dispensó en 

placas estériles y se dejó solidificar. 
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2.2.3.2.Neutralización de los andamios 

 

El proceso de neutralización se basó en la metodología modificada descrita por 

Laidmäe et al., (2018). Para la neutralización, se introdujo los andamios en una 

solución acuosa saturada de Na2CO3 a una concentración 5 M en una caja Petri y se 

llevó a incubación durante 1 h. Posterior a ello se eliminó la solución y se lavaron los 

andamios por 5 veces durante 5 min cada una con agua desionizada. 

 

 

2.2.3.3.Esterilización de los andamios 

 

2.2.3.3.1. Esterilización por etanol  

 

Para la esterilización por etanol, se trabajó con concentraciones de etanol del 65% y 

70%. Para esto, se colocó los andamios en placas Petri y se cubrió completamente con 

el alcohol a las concentraciones antes mencionadas por un periodo de 5 min, seguido 

de ello se procedió a lavar durante 5 min con PBS estéril. 

 

 

2.2.3.3.2. Esterilización por luz UV 

 

Para la esterilización por luz UV, los andamios fueron colocados individualmente en 

cajas Petri e introducidos en una cámara con luz UV durante 30 min. Finalmente, se 

procedió a retirarlos. 

 

 

2.2.3.4.Evaluación de los métodos de esterilización de los andamios  

 

Los andamios sometidos a los métodos de esterilización mencionados en el apartado 

2.1.3.1., se procedió a realizar un ensayo microbiológico. Para esto, se colocaron los 
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andamios sobre las placas del Medio Agar Sangre y se incubó a 37°C por 24 y 48 h. 

Transcurrido los tiempos, se evaluó la presencia o ausencia de microorganismos 

Figura 17. Métodos de esterilización en los ABs y su evaluación microbiológica. 

Esquema de los pasos de los métodos de luz UV y etanol para la esterilización de los ABs y su posterior 

evaluación de los mismo mediante ensayos microbiológicos. 

 

 

2.2.3.5.Evaluación de la actividad antimicrobiana 

 

2.2.3.5.1. Ensayo de inhibición celular (Resazurina) 

 

Para determinar la inhibición celular, se preparó una concentración bacteriana de 

Staphylococcus aureus considerando una escala 0.5 McFarland. Seguidamente, se 

preparó el reactivo de resazurina al 0.2%, para lo cual, se pasó 0.2 g de resazurina y se 

aforó a 100 mL con agua destilada. Seguidamente, empleando una placa de 96 pocillos, 

se colocaron tanto andamios esterilizados como no esterilizados siguiendo la 

distribución presentada en la Figura X. De acuerdo con lo anterior, se colocó 200 µL 

de caldo Müller-Hilton (MH) en cada uno de los pocillos y 100 µL de solución 
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bacteriana, según sea el caso y dejó incubar por 24h. Posteriormente, se añadió 50 µL 

de resazurina en cada uno de los pocillos y se incubó a temperatura ambiente por 1h 

en condiciones de oscuridad. Para el control negativo (C-) se colocó caldo, solución 

bacteriana y gentamicina [40 mg]; para el control positivo (C+) se omitió el antibiótico. 

Finalmente, se dejó incubar por 1 h a temperatura ambiente bajo condiciones de 

oscuridad y se midió absorbancia a 540 nm. 

Figura 18. Evaluación de inhibición bacteriana de los ABs.  

Esquema de los pasos aplicando la metodología de la resazurina para medir la actividad antimicrobiana 

de los ABs. 

 

Figura 19. Diagrama de distribución de andamios sobre plca de 96 pocillos.  

(C-) Control negativo, (C+) Control positivo, (C, Q y H) Colágeno, Quitosano e Híbrido, (e) 

esterilizado, (S) S. aureus.   

A B C D E F G H I J K L

1 C- C- C- C- C+ C+ C+ C+

2

3 1C 1C 1C 3Ce 3Ce 3Ce 4Ce 4Ce 4Ce 5Ce 5Ce 5Ce

4 1Q 1Q 1Q 3Qe 3Qe 3Qe 4Qe 4Qe 4Qe 5Qe 5Qe 5Qe

5 1H 1H 1H 3He 3He 3He 4He 4He 4He 5He 5He 5He

6 2CS 2CS 2CS 6CeS 6CeS 6CeS 7CeS 7CeS 7CeS 8CeS 8CeS 8CeS

7 2QS 2QS 2QS 6QeS 6QeS 6QeS 7QeS 7QeS 7QeS 8QeS 8QeS 8QeS

8 2HS 2HS 2HS 6HeS 6HeS 6HeS 7HeS 7HeS 7HeS 8HeS 8HeS 8HeS
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CAPÍTULO III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

3.1. Análisis de resultados  

 

3.1.1. Elaboración de andamios biológicos por liofilización empleando 

biopolímeros naturales 

 

Mediante la técnica de liofilización se obtuvieron andamios biológicos de acuerdo con 

su composición: 1) ABs de colágeno, 2) ABs de quitosano y 3) ABs híbridos 

(colágeno/quitosano). La elaboración de estos andamios se realizó utilizando las 

concentraciones que es muestran en la Tabla 2. 

 

Tabla 2. Composición de los andamios biológicos elaborados por liofilización. 

Tipo de AB Polímeros  Concentración (%) 

AB de colágeno 
Colágeno 1 

Agarosa 0.5 

AB de quitosano 
Quitosano 1 

Agarosa 0.5 

AB híbrido 

Colágeno 1 

Quitosano 1 

Agarosa 0.5 

 

Con el propósito de mejorar el proceso de entrecruzamiento de los polímeros utilizados 

se incorporó agarosa, este polímero se seleccionó debido a su capacidad para formar 

una red que puede ser penetrada por el colágeno y el quitosano durante el proceso de 

reticulación térmica (Orjuela & Clark, 2020). Además, sus características de 

biocompatibilidad y biodegradabilidad hacen de la agarosa un biopolímero natural 

excelente para la fabricación de los andamios (Samrot et al., 2023). 

 

 

Las soluciones de cada uno de los polímeros se vertieron en dos diferentes recipientes: 

placas de 96 pocillos y cajas Petri; en el primer caso se colocó un volumen total de 150 
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µL de solución, mientras que, en el segundo caso, se vertió un aproximado de 30 mL 

de solución. Cada una de estos pasaron por un proceso de refrigeración y 

ultracongelación por 24 h, seguido de liofilización hasta obtener andamios 

completamente secos, dando como resultado los ABs que se muestran en la Figura 20. 

Visualmente se denota una coloración blanquecina para los ABs de colágeno, mientras 

que para los ABs de quitosano e híbridos se muestran ligeramente amarillentos. 

Además, se evidenció que los ABs de colágeno son frágiles, haciéndolos propensos a 

deformación, mientras que, los ABs de quitosano e híbrido presentan mayor rigidez, 

facilitando su manipulación. Los ABs elaborados en placas de 96 pocillos fueron 

retirados cuidadosamente para su posterior uso. Los ABs elaborado en caja Petri se 

realizaron con el fin de obtener un método estandarizado en caso de ser necesario. 

Figura 20. Andamios biológicos elaborados por el método de liofilización.  

Resultados obtenidos en la elaboración de andamios biológicos mediante la técnica de liofilización en 

placas de 96 pocillos y caja Petri. 
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3.1.1.1.Evaluación morfológica de los andamios biológicos  

 

3.1.1.1.1. Evaluación morfológica de andamios biológicos mediante microscopía 

electrónica de barrido (SEM) 

 

El tamaño de poro de los andamios biológicos es un parámetro determinante en la 

mejora del alojamiento celular (adhesión, supervivencia, migración y diferenciación) 

y el paso del flujo de medio de cultivo (in vitro) o sangre (in vivo) por medio del 

andamio con el fin de garantizar el suministro de oxígeno y nutrientes a las células. 

Los andamios biodegradables presentan una interacción directa entre la tasa de 

degradación y los tamaños de poro, ya que, estos influirán en la formación del tejido 

y vascularización, este último debido a que la sangre será la encargada de transportar 

los nutrientes necesarios para el desarrollo del tejido, además de la eliminación de 

productos generados en la degradación del andamio.  

 

 

En los resultados de la superficie de los andamios evaluados por SEM se observan en 

la Figura 21. Los ABs de quitosano se muestran en las Figuras 21A, B y C. Su 

superficie muestra un comportamiento poroso, irregular y rugoso. Mientras que los 

ABs de quitosano se muestran en las Figuras 21D, E y F y los ABs híbridos las Figuras 

21G, H, I. En estos últimos, se observa una superficie relativamente lisa y porosidad 

reducida. Para analizar la porosidad interna los ABs fueron congelados con nitrógeno 

líquido y se cortaron con un bisturí (Figura 22).  

 

 

La Figura 22A permitió observar la morfología interna de los AB de colágeno, no 

obstante, las Figuras 22B y C permitieron determinar el tamaño de poro, obteniendo 

valores entre 30 y 126 µm y un tamaño promedio de 75.43 µm. La Figura 22D muestra 

el interior de AB de quitosano, permitiendo observar una morfología porosa e 

irregular. La Figura 22E y F permitió definir el tamaño de los poros con valores entre 

34 y 133 µm, con un tamaño promedio de 80.22 µm. En cuanto al AB híbrido (Figura 

22G, H y I), se muestra una superficie más rugosa y medianamente porosa, 
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permitiendo definir el tamaño de poro entre 17 y 389 µm, y tamaño promedio de 

126.01 µm. En base a lo mencionado, se evidencia que el colágeno presenta una mayor 

cantidad de poros, pero con un tamaño menor, mientras que el quitosano, los poros son 

de mayor tamaño, pero en menor proporción. Finalmente, los ABs híbridos muestran 

un tamaño y cantidad de poros mayor en contraste con los ABs de colágeno y 

quitosano. Evidenciando que la combinación de polímeros afecta significativamente 

la morfología de los andamios.   

 

Figura 21. Superficie de los ABs liofilizados.  

Observaciones morfológicas de la superficie de los ABS por SEM (A, B, C) AB de colágeno, (D, E, F) 

AB de quitosano y (G, H, I) AB híbrido a MAG de 333x, 1.67 kx y 3.33 kx. 
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Figura 22. Evaluación de la morfología de los ABs liofilizados cortados. 

Observaciones morfológicas de los poros de los ABs y medición de poros. AB de colágeno a MAG 

333x (A). Tamaño de los poros de AB colágeno a MAG 1.67 kx y 3.33 kx (B, C). AB de quitosano a 

MAG 333x y tamaño de poros a MAG 1.67 kx y 3.33 kx (E, F). Tamaño poros de AB híbrido a MAG 

333x (G), 1.67 kx (H) y 3.33kx (I).  

 

El control de los poros y su estructura será un factor determinante en la aplicación 

exitosa en los diferentes campos de la ingeniería de tejidos. Por lo que, se debe 

considerar su estructura tanto macroporosa (poros de mayor tamaño) como 

microporosa (poros de menor tamaño) en los andamios biológicos. De acuerdo con el 

tamaño de poro de los andamios, estos podrán ser usado en diversos ampos de la IT. 

Tal es el caso de la infiltración y migración de células de osteoblastos, donde se 
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estableció que tamaño de poros de 100 a 150 µm se considera ideal, sin embargo, un 

tamaño de poro superior a 300 µm favorece la vascularización y regeneración de hueso 

nuevo, pero sus propiedades mecánicas disminuyen (Kirillova et al., 2021). Mientras 

que Haghbin et al., (2020) menciona que un rango de tamaño de poro de 1 – 20 µm 

favorece la adhesión inicial de los condrocitos.  

 

 

Adicionalmente, Y. Han et al., (2021) demostró que el tamaño de poro influye 

directamente en la adhesión y proliferación de diferentes células, ya que, en células 

madre mesenquimales de médula ósea se observó mayor viabilidad en andamios con 

poros de 200 µm, mientras que en condrocitos el tamaño fue de 100 – 200 µm y en 

células madre tendinosas su viabilidad fue superior en tamaños de 300 µm. En el 

mismo estudio se observó que tamaños de poro de 100 y 200 µm indujeron una 

proliferación y expresión génica condrogénica y cartilaginosa, no obstante, tamaños 

pequeños de 50 y elevados de 400 µm fue inferior.  

 

 

En el caso de la regeneración de tejido de piel, se establece que el rango de tamaño 

óptimo es de 100 a 200 µm, permitiendo una siembra de células en una alta densidad, 

facilitando así el suministrado eficiente de oxígeno y nutrientes (F. Han et al., 2014) 

Por otra parte Loh & Choong, (2013) indica que el tamaño de poro 20 – 125 µm en 

colágeno-glicosoaminoglicano permitió la regeneración de tejido dérmico y 

epidérmico. No obstante, cada uno de los tamaños también está determinado por el 

porcentaje de porosidad de los andamios.  

 

 

Otro parámetro que considerar en la obtención de un tamaño de poro determinado es 

el método de elaboración de los andamios, ya que como se mencionó, el uso de la 

técnica de liofilización permite la obtención de poros entre 20 – 200 µm (Collins et al., 

2021), que en base a los resultados obtenidos, los ABs de colágeno y quitosano se 

encuentran dentro de dicho rango, no obstante, como se irá viendo, la combinación de 

polímeros afecta significativamente las propiedades de los ABs, por lo que, la 
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variación en el tamaño de poro es evidente. Por lo que, en cuanto a lo mencionado, los 

ABs de colágeno pueden podrían ser empleados en la regeneración condrogénica, 

cartilaginosa y epidérmica, mientras que los ABs hibrido al poseer un mayor tamaño 

de poro favorece la regeneración de hueso nuevo y tendones. 

 

3.1.1.1.2. Evaluación de la porosidad de los andamios biológicos 

 

El porcentaje de porosidad de los andamios está relacionada con la proporción del 

volumen total del andamio ocupado por espacios porosos. Este parámetro es crucial 

en ingeniería de tejidos, ya que influye en las características biológicas y mecánicas 

del andamio, por lo tanto, encontrar un equilibrio en el porcentaje de porosidad es 

fundamental (Lutzweiler et al., 2020). Este parámetro juega un papel significativo en 

la resistencia mecánica, degradación, difusión de nutrientes, adhesión y proliferación 

celular. Se expresa en un rango del 0% al 100%, donde un valor de 0% indica una 

ausencia total de porosidad y un valor de 100% indica que el andamio es 

completamente poroso (Bartoš et al., 2018; Ma, 2003).  

 

 

La evaluación de este parámetro se realizó mediante de un método indirecto conocido 

como desplazamiento líquido o infiltración del material, en el que emplea una solución 

no disolvente del polímero, en este caso, el etanol, solución que penetra fácilmente en 

el andamio biológico sin provocar contracción o hinchazón del material de estudio 

(Bartoš et al., 2018; Loh col., 2013). 

 

 

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 23. En el caso de los ABs de 

colágeno, se observó un porcentaje de porosidad superior, con un valor de 89.07 %, le 

siguen los ABs de quitosano con un 87.21 %, y finalmente los ABs híbridos, con un 

valor de 79.94 %. 
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Figura 23. Resultados de la evaluación de porosidad de ABs biológicos.  

Mediante el método de infiltración de etanol se obtuvo lo siguiente resultados: los ABs de colágeno 

tienen una porosidad de 89.07% con una desviación estándar de 0.005, los de quitosano 87.21% con 

una desviación estándar de 0.012, y los híbridos 79.94% con una deviación estándar de 0.016.  

 

 

El porcentaje de porosidad requerido en los andamios biológicos dependerá del diseño, 

método de fabricación del andamio y requisitos específicos de aplicación, por lo que, 

obtener un porcentaje de porosidad será determinante en la proliferación celular y por 

ende regeneración del tejido. En general, los andamios biológicos utilizados en 

ingeniería de tejidos deben presentar un porcentaje de porosidad entre el 70 % y 90 %, 

valor que varía de acuerdo con el tejido (Lutzweiler et al., 2020). 

 

 

Según Ma, (2003) & Han et al., (2014) los andamios usados en ingeniería de tejido de 

la piel deben presentar una porosidad del 90 %, valores que demostró son 

determinantes en la diferenciación y proliferación de células epiteliales favoreciendo 

la regeneración del tejido tisular.  
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Un estudio realizado por Deng et al., (2021) demostró que un porcentaje de porosidad 

superior al 80% en andamios de colágeno recombinante y quitosano es eficiente para 

la propagación y migración de fibroblastos (NIH 3T3), permitiendo la regeneración 

del tejido conectivo. Además, se determinó que un nivel de porosidad entre 80 % y 90 

% en andamios de quitosano combinado con 2 polímeros (gelatina y nano biovidrio) 

favorece la osteogénesis, que es la diferenciación, formación y desarrollo de tejido 

óseo a partir del cultivo de células madre mesenquimales de cordón umbilical humano 

(MSCs) (Maji et al., 2016). Por otra parte, se determinó que una porosidad de entre 75 

% y 90 % permite la condrogénesis facilitando que las células se adhieran, proliferen 

y se diferencien en condrocitos, células responsables de generar la matriz extracelular 

del cartílago (Griffon et al., 2006). 

 

 

Cabe mencionar que, la concentración del polímero en la solución será un parámetro 

determinante en el porcentaje de porosidad del andamio (Deng et al., 2021; Collins et 

al., 2021), por lo que, mediante la variación de la concentración se podría conseguir 

porcentajes de porosidad variados y eficientes para utilizar el mismo polímero en 

diferentes tejidos. 

 

 

En base a lo descrito, los resultados obtenidos indican que los andamios de colágeno 

y quitosano pueden ser emplear en la regeneración de tejido epitelial, óseo, conectivo 

y cartilaginoso. Mientras que, los andamios híbridos podrían ser empleados en el 

cultivo de tejido ósea y conectivo (con una baja capacidad) y cartilaginoso. En la Tabla 

3 se muestra un resumen de los posibles usos en base al porcentaje de porosidad 

obtenida.  
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Tabla 3. Resumen de los posibles usos de los andamios en bae al porcentaje de 

porosidad. 

 

Tejido 

Tipo de ABs Epitelial Óseo Conectivo Cartilaginoso 

Colágeno ++ ++ ++ ++ 

Quitosano + ++ ++ ++ 

Híbrido  - + + ++ 

La simbología utilizada indicada: (-) nula capacidad, (+) baja capacidad y (++) alta capacidad 

de regeneración de cada uno de los tejidos. 

 

3.1.2. Análisis de la hemocompatibilidad de los andamios biológicos por medio 

de pruebas hemostáticas 

 

3.1.2.1.Evaluación de la capacidad máxima de hinchazón 

 

A diferencia de los apósitos tradicionales, los andamios biológicos deben mantener un 

ambiente húmedo con el fin de garantizar una curación efectiva y rápida, por ejemplo, 

en el caso de heridas en la piel. Este ambiente mejora significativamente el intercambio 

de sustancias en la herida (absorción de exudados), reduce el dolor, disminuye la 

formación de cicatrices y previene la contaminación bacteriana, por estas razones, los 

andamios empleados en ingeniería de tejidos deben tener la capacidad suficiente de 

absorber exudados y mantener humedad en la herida (Nokoorani et al., 2021). La 

capacidad máxima de hinchazón o absorción está directamente relaciona con el 

porcentaje de porosidad y la presencia de grupos hidrófilos en la estructura química de 

los biomateriales (Rather, Bhat, & Shalla, 2022). 

 

 

Para evaluar la capacidad máxima de hinchazón de los andamios biológicos, se realizó 

mediciones sumergiendo los andamios en agua, PBS y sangre durante un período de 

60 min. En la Figura 24. se presentan los resultados obtenidos para evaluar la 

capacidad máxima de hinchazón de los ABs en agua. El quitosano presenta una mayor 

capacidad de hinchazón, con un aumento de peso del 2623 % en solo 5 segundos hasta 
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alcanzar un 2466 % al fin de la prueba y un pico máximo de 2662 %. Por otro lado, el 

caso de colágeno presentó su pico máximo a los 5 segundos de prueba con 542 %, no 

obstante, su capacidad se reducide con el tiempo finalizando en 126 %. Mientras que 

el híbrido fue superior al colágeno, que, aunque muestra un porcentaje cercano al 

colágeno con 577 % a los 5 segundos de prueba, este alcanzó un pico de 810 % y 

finalizó en 524 %. Evidenciando que los perfiles de hinchazón de los andamios son 

diferentes.   

 

 

Figura 24. Perfiles de capacidad máxima de hinchazón de los ABs (Agua). 

La figura muestras los resultados obtenidos para la capacidad máxima de hinchazón de los ABs en agua, 

mostrando que el quitosano posee una mayor capacidad con un valor máximo de 2662%, mientras que 

los ABs de colágeno e híbrido muestran una reducción considerable alcanzando valores máximos de 

542 % y 810 %.  

 

 

La Figura 25 muestra una vez más que los andamios de quitosano presentan una mayor 

capacidad de hinchazón, con una absorción de 1084 % su peso en los primeros 5 

segundos del experimento con un pico máximo de 1201 % y un porcentaje final de 

1170 %. Los andamios de colágeno alcanzaron su pico máximo a los 5 segundos con 

un porcentaje de 366 y un valor final de 148 %. Por otra parte, los andamios híbridos 

tuvieron un aumento significativo llegando a porcentaje de 659 % respecto su peso 

inicial. No obstante, estos andamios no lograron completar el tiempo de prueba dado 
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que a los 900 segundos su manipulación fue imposible dado que mostró un proceso de 

degradación.  

 

 

Figura 25. Perfiles de capacidad máxima de hinchazón de los ABs (PBS). 

La figura muestra nuevamente la prevalencia de los ABs de quitosano con un % de absorción, aunque 

en este caso, su capacidad en menor con un valor máximo de 1201 %, los ABs de colágeno, su valor 

máximo fue de 366 % y finalmente, los ABs híbridos no lograron finalizar la prueba debido a su 

degradación provocando que su manipulación sea imposible, no obstante, se consiguió un valor máximo 

de 659 %, 

 

 

Por otra parte, la Figura 26. muestra la capacidad máxima de hinchazón en sangre. A 

diferencia de las pruebas mostradas. Los andamios muestran un perfil de hinchazón 

diferente, donde el colágeno presenta el mayor porcentaje de absorción con un pico de 

601 % a los 5 segundos de prueba, sin embargo, muestra sus valores se reducen con el 

tiempo hasta un lapso de 300 segundos, donde el andamio fue imposible de manipular 

debido a su degradación. Los andamios de quitosano tuvieron una tendencia de 

crecimiento los primeros 60 segundos de prueba, teniendo un pico de 643 % y un valor 

final de 321%. El híbrido muestra una tendencia similar pero inferior al quitosano, 

donde a los 60 segundos se alcanzó el pico de absorción con 456 % y un valor final de 

305 %. Denotando que el quitosano influye sobre el colágeno.  
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Figura 26. Perfiles de capacidad máxima de hinchazón de los ABs (Sangre). 

La figura evidencia un cambio claro en los perfiles de capacidad máxima de hinchazón, provocando 

que, en este caso, los ABs de colágeno sean imposibles de manipular a los 300 segundos de prueba. No 

obstante, aunque los ABs de quitosano muestre un mayor % de absorción un valor máximo de 643 %, 

se denota en al final de la prueba, este se asemeja al perfil de los ABs híbridos.  

 

 

En base a lo mencionado, los andamios de quitosano muestran una mayor capacidad 

de hinchazón en todos los ambientes evaluados. Esto se debe a que el quitosano, al ser 

un polímero natural derivado de la quitina, presenta una composición química de 

unidades lineales de glucosamina que contienen grupos hidroxilo (-OH) y amino (-

NH2) lo que le confiere propiedades hidrófilas mediante la interacción con moléculas 

de agua a través de enlaces de hidrógeno, lo que se traduce en una mayor capacidad 

de absorción (Nokoorani et al., 2021; Patel et al., 2018). Esta característica se 

evidencia en la investigación realizada por Nokoorani et al., (2021), donde la 

capacidad máxima de hinchazón para andamios de quitosano fue de 1233 % en agua; 

adicionalmente, demostró que la variación de la concentración del polímero es un 

parámetro determinante, ya que una menor concentración del polímero conlleva una 

reducción en la ganancia de peso, alcanzando una capacidad de 1013 %. Por lo tanto, 

la variación en la concentración del polímero puede tener un impacto en este 

parámetro.  
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Cabe mencionar que, la capacidad máxima de hinchazón de este biopolímero será 

dependiente de porcentaje de desacetilación dado a que este influye a la cantidad 

unidades de glucosamina, por lo que, considerando que el quitosano empleado 

presenta un porcentaje de desacetilación del 90 %, se estima que aproximadamente el 

90 % de su peso total este formado de glucosamina. Por ende, los grupos hidroxilo y 

amino se encontrarán en mayor proporción influenciando en una mejor capacidad de 

absorción. En el caso de la evaluación en PBS, se obtuvieron resultados similares a los 

mostrados por Felfel et al., (2019) donde estable un rango entre 800 a 1200% cuando 

el andamio de quitosano fue sumergido en PBS. 

 

 

Por otra parte, el grado de reticulación, tamaño e interconexión de poros y la presencia 

de grupos hidrófilo son factores determinantes en la capacidad de hinchazón de los 

andamios (Song et al., 2017). Según Amirrah et al., (2022) el colágeno puro presenta 

una capacidad de hinchazón aproximada del 650 % debido a la presencia de los grupos 

hidroxilo en los residuos de prolina e hidroxiprolina proporcionándole la capacidad de 

absorber y retener agua. No obstante, dicha capacidad dependerá da la fuente de 

colágeno, ya que, se ha reportado que para fuentes ovinas, bovinas y porcinas las 

capacidades de hinchazón fueron de 2500 %, 2750 % y 2700 %, respectivamente 

(Ghodbane & Dunn, 2016).  

 

 

Un factor importante en la reducción de la capacidad de hinchazón se debe a que la 

prolina e hidroxiprolina comprende aproximadamente el 23 % del contenido de 

aminoácidos presentes en el colágeno, mientras que, la glicina es el aminoácido más 

abundante ocupando un tercio del total (Albaugh et al., 2017). Lo que sugiere que la 

capacidad de hinchazón de los andamios elaborados con este polímero será 

considerablemente inferior. Los resultados revelan una clara variación de la capacidad 

de hinchazón de estos andamios. Esto se puede observar en estudios previos, donde 

(Takallu et al., 2019) evaluó la capacidad máxima de hinchazón alcanzó del colágeno 

tipo I puro donde consiguió una ganancia de 650% respecto su peso inicial. En el caso 

de la evaluación en sangre sí se obtuvo un valor simular al reportado, esto debido a 
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que el colágeno al tratarse de la proteína principal del tejido conectivo muestra 

biocompatibilidad lo que lo hace mayormente susceptible a la interacción con factores 

de crecimiento y componentes sanguíneos como los factores de coagulación. 

Provocando que la capacidad de hinchazón reportada en la Figura 26. sea 

considerablemente mayor a los perfiles en agua y PBS. No obstante, debido a su 

susceptibilidad a la degradación enzimática (Kirillova et al., 2021) su manipulación 

fue imposible con el paso del tiempo. 

 

 

La combinación de colágeno tipo I y quitosano crea una estructura química híbrida 

donde se combina las características de ambos polímeros. En cuanto a las interacciones 

moleculares, su combinación supone una mejora en las características hidrofílicas 

debido a la presencia de los grupos hidroxilo y amino, favoreciendo su estabilidad y 

capacidad de absorción. En la Figura 24, se observar que, aunque se tenga una mejora 

en la capacidad de hinchazón del andamio con respecto al colágeno, es evidentemente 

inferior a los andamios de quitosano. Como se mencionó anteriormente, la 

combinación de los biopolímeros afecta significativamente en las características del 

andamio, por lo que, en un estudio realizado por Shah et al., (2019) evaluó la capacidad 

máxima de hinchazón de una biopelícula constituido de la combinación 

colágeno/quitosano, obteniendo un pico máximo de 112 % su peso inicial, no obstante, 

reporta que debido al cambio en su composición química (grupos hidroxilo, carboxilo 

o aminos) provocó un aumento en la capacidad de absorción de agua provocando que 

este se disuelva fácilmente en la solución de PBS. Razón por la que, los híbridos fueron 

imposible de manipular a los 900 segundos de prueba. En el caso del perfil de 

capacidad de hinchazón en sangre se asemeja al perfil de los andamios de quitosano. 

 

 

La capacidad máxima de hinchazón del andamio también es un parámetro 

determinante en el tipo de tejido que se desea regenerar, no obstante, la composición 

y ambiente en donde se localiza el tejido también influirá de manera significativa, ya 

que, en el caso de la regeneración de córnea lesionada, la presencia de sales provoca 

que el andamio sea mayormente susceptible a degradación (Shah et al., 2019). 
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Además, una capacidad de hinchazón elevada podría afectar de manera significativa 

el proceso de adhesión celular pues, las moléculas de agua pueden formar un obstáculo 

entre el andamio y el tejido, ya que, se enmascaran grupos funciones y por lo tanto se 

obstaculiza la adhesión (S. Chen et al., 2021). 

 

 

Esta característica además será altamente dependiente al pH en medios acuosos, ya 

que influye en las interacciones electrostáticas y propiedades de ionización debido a 

la presencia de los grupos hidroxilo o amino provocando un cambio en su capacidad 

de retener agua y su capacidad de hinchazón (Lee et al., 2012). En condiciones de pH 

ácido, los grupos funcionales adquiere una carga positiva neta provocando que se 

repelan iones cargados positivamente como es el caso del agua, provocando una 

reducción en la capacidad de hinchazón. Mientras que, en pH básico, los grupos 

funciones son desprotonados generando una carga negativa neta, aumentando la 

capacidad de atraer y retener más agua (Felfel et al., 2019). 

 

 

Aunque no hay un valor específico para la capacidad máxima de hinchamiento y su 

aplicación en diferentes tejidos, es importante tener en cuenta que está relacionada con 

el tamaño de los poros, la interconectividad y el volumen del andamio. Cuando ocurre 

el hinchamiento, se produce un aumento en el tamaño de los poros y la porosidad total, 

lo que maximiza el área interna del andamio. Durante el cultivo celular, un mayor 

grado de hinchamiento facilita la infiltración de las células y una mejor unión a la 

superficie del andamio. Sin embargo, es importante tener en cuenta que este 

incremento en el hinchamiento puede reducir las propiedades mecánicas del andamio 

(Farshi et al., 2014).  

 

 

3.1.2.2.Biodegradabilidad de los andamios biológicos 

 

La biodegradabilidad de los andamios biológicos es una característica indispensable 

en la ingeniería de tejidos, actúan como plantillas temporales que simulan la matriz 



63 

 

 

extracelular, permitiendo la adhesión, proliferación y diferenciación celular para dar 

paso a un tejido biológicamente funcional (Guarino et al., 2014). El uso de andamios 

no biodegradables podría llegar a ser útil en ciertos casos de regeneración de tejidos, 

no obstante, su presencia a largo plazo podría provocar una reacción de cuerpo extraño, 

además se requería una segunda intervención quirúrgica para eliminar por completo el 

andamio, por dicha razón, se busca el uso de biopolímeros naturales o sintéticos 

biodegradables para la construcción de andamios biológicos (Madaghiele et al., 2014). 

  

Con el finde evaluar el porcentaje de degradación de los andamios, se consideró el uso 

de sangre completa observando así su biocompatibilidad y estabilidad en un entorno 

biológico relevante. El uso de esta sustancia biológica permite simular las condiciones 

in vivo, la sangre posee una gran cantidad de componentes como enzimas, factores de 

coagulación y células sanguíneas que interactúan con el andamio afectando su proceso 

de degradación. Permitiendo así obtener información sobre su comportamiento e 

integridad estructural y funcional durante un período de tiempo específico (Jimenez et 

al., 2022).  

 

 

Los resultados obtenidos para la degradación de los diferentes tipos de andamios se 

muestran en la Figura 27. Los datos muestran que el proceso de degradación se tiene 

relación a la capacidad de hinchazón de los andamios evaluados en sangre, ya que, se 

observa que el proceso de biodegradación es mucho más rápido en el colágeno, debido 

que a los 5 días de incubación este fue completamente degradado. Mientras que para 

los andamios de quitosano e híbrido muestran degradación a los 6 y 7 días, 

respectivamente.  



64 

 

 

 

Figura 27. Porcentaje de peso residual de los ABs.  

La figura muestra la pérdida de peso de los diferentes ABs respecto al tiempo, mostrando que todos 

tuvieron una degradación del 100 %, no obstante, se muestra que el colágeno es más susceptible a 

degradación enzimática (5 días), seguido de los ABs de quitosano (6 días) y nuevamente se muestra que 

la combinación de estos polímeros afecta las propiedades el andamio permitiendo que este se degrade 

a los 7 días.  

 

 

Con el fin de realizar un contraste a la Figura 27 se graficó el porcentaje de 

biodegradación de los andamios biológicos, donde se evidencia el porcentaje de 

andamio reducido a lo largo de la prueba Figura 28.  
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Figura 28. Porcentaje de biodegradación de los ABs. 

La biodegradación de los andamios es evidente con el paso del tiempo, provocando que los ABs de 

colágeno tengan una degradación del 62.10 % en el primer día de prueba, mientras que, el colágeno 

37.87 % e híbrido 19.61 %. El colágeno continuo su tendencia de degradación, no obstante, el porcentaje 

de degradación del quitosano pasa a ser mayor a los 4 días de prueba con 80.93 % y el híbrido es menor 

con 73.52 %, provocando que este se degrade más lento.  

 

 

La biodegradabilidad en los andamios facilita que su reemplazo y remodelación 

gradual del tejido natural sin dejar algún tipo de resido sólido en el cuerpo. Dicha 

característica se atribuye generalmente a la presencia de enlaces hidrolíticos o 

enzimáticamente sensibles. El colágeno es un biopolímero enzimáticamente sensible 

por medio de enzimas conocidas como metaloproteinasas de matriz (MMPs) (enzimas 

que tiene la capacidad de degradar componentes de la matriz extracelular), actúan 

mediante un proceso enzimática llamada proteólisis, donde las enzimas reconocen y 

se unen a las fibrillas de colágeno para generar fragmentos más pequeños. Algunas de 

las MMPs más relevantes son las colagenasas (MMP-1, MMP-8, MMP-13), enzimas 

con la capacidad de hidrolizar los enlaces peptídicos presentes en el colágeno 

(Kirillova et al., 2021). 
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De la misma manera, el quitosano es enzimáticamente sensible, donde enzimas 

conocidas como lisozimas se encargarán de su degradación por medio de la hidrólisis 

enzimática de residuos acetilados. Estas enzimas son producidas por varias células 

como los neutrófilos, macrófagos, glándulas exocrinas y tejidos epiteliales, esto se 

debe a que actúan en la defensa del organismo frente a infecciones bacterianas, 

encontrándose en fluidos biológicos como la lecha materna, saliva, lágrimas y 

secreciones nasales. No obstante, tanto las metaloproteinasas de matriz y las lisozimas 

se encuentran dispuestas en la sangre, razón por la cual, se empleó este fluido en la 

evaluación de la biodegradabilidad de los polímeros seleccionados (Kim et al., 2018). 

 

 

De acuerdo con lo expuesto, se evidencia que el andamio de colágeno presenta una 

biodegradación enzimática mucha más rápida debido a la presencia de 

metaloproteinasa de matriz, específicamente colagenasas encargadas de degradar los 

enlaces peptídicos del colágeno y, por ende, provocar que este se degrade rápidamente. 

En el caso de los andamios de quitosano e híbrido la velocidad de biodegradación fue 

menor. El quitosano al ser enzimáticamente biodegradable por las lisozimas, estas 

poseen una actividad limitada, ya que, la acción principal de estas enzimas en ejercer 

actividad antimicrobiana. Por lo que, se la considera complementaria en la degradación 

del quitosano, especialmente cuando el grado de desacetilación es elevado 

asemejándose así a la quitina. Razón por la que, la degradación del quitosano es más 

lenta.  

 

 

Según Nazir et al., (2021) el comportamiento de degradación in vitro de los andamios 

biológicos se realiza generalmente en tampón fosfato (PBS, pH 7.4) a 37 °C con o sin 

presencia de enzimas. En dicho artículo, se evaluó la degradación de colágeno tipo I 

empleando PBS sin y con enzimas, obteniendo que, en condiciones no enzimáticas, el 

colágeno tubo una degradación del 80 % a los 7 días de evaluación, mientras que la 

degradación total se produjo a los 14 días de evaluación. Bajo condiciones enzimáticas 

la degradación total se produjo en un lapso de 10 h.   
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En base a lo mencionado, la presencia de enzimas proteolíticas en sangre juega un 

papel fundamental en el proceso de degradación del andamio, las cuales serán 

secretadas por los macrófagos, células que permanecerán en la interfaz del andamio 

hasta que concluya el proceso de degradación, en los polímeros naturales muestra un 

perfil de degradación rápida de aproximadamente 7 – 10 días (Joshi et al., 2020). 

Mientras que, en el caso de polímeros sintéticos, la tasa de degradación es 

relativamente lenta, alcanzando una degradación de 12 – 24 meses (Kawase et al., 

2015).  

 

 

Como se mencionó el quitosano es un biopolímero que se biodegrada enzimáticamente 

por la presencia de lisozimas por medio de la hidrólisis de residuos acetilados, por lo 

que, a nivel in vivo el quitosano se reabsorbe por completo, no obstante, se requiere 

caracterizar el comportamiento de degradación para su uso en la IT debido a que se 

requiere una degradación de este para una posterior regeneración tisular (Park et al., 

2013) . En un estudio realizado por (Si et al., 2019) determinó que la degradación 

hidrolítica en PBS sin enzimas es inferior en andamios de colágeno, quitosano y 

colágeno/quitosano, ya que, en el caso de colágeno, se obtuvo una reducción del 80 % 

pasado transcurrido 15 días de prueba, mientras que para quitosano e híbrido el 

porcentaje de degradación estuvo cerca del 50 %. No obstante, en el mismo estudio se 

evidenció que el aumento en la concentración de quitosano (70 – 90 %) en híbridos 

provoca una degradación aún más lenta, alcanzado un porcentaje de degradación de 

menos del 10 % en el mismo período.  

 

 

3.1.2.3.Evaluación coagulación de sangre entera in vitro 

 

El proceso de la regeneración de un tejido producto de una herida es complejo, 

dividiéndolo en fases predecibles, coagulación sanguínea (hemostasia), inflamación, 

crecimiento del tejido (proliferación) y remodelación (maduración). La formación del 

coagulo es un proceso biológico en respuesta a una herida o lesión producida en los 

vasos sanguíneos, el cual está ligado a la activación de plaquetas y culmina en la 
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formación de este, teniendo el objetivo de detener el sangrado y promover la 

cicatrización, no obstante, su formación excesiva o incontrolada podría inducir la 

formación de trombos (Sutar et al., 2021). 

 

 

Para evaluar el índice de coagulación se empleó sangre completa y el tiempo de 

coagulación para todas las muestras se estandarizó en 10 minutos según lo reportado 

(Gu et al., 2013, Rahmany et al., 2013). Después, se midió el contenido de 

hemoglobina mediante espectrofotometría a 540 nm, donde un valor de absorbancia 

mayor indicó un proceso de coagulación más lento y, por ende, una mayor presencia 

de glóbulos rojos libres o adheridos.  

 

 

La Figura 29 indica que el BCI para los andamios de colágeno son superiores, con un 

valor de 95.04 %, los de quitosano con 67.23 % y finalmente, los híbridos con 52.54 

%. En base a lo mencionado, los ABs de colágeno presentan un proceso de coagulación 

más lento en comparación a los ABs de quitosano e híbrido. Este parámetro se 

contrasta con los resultados obtenidos en la prueba de adhesión de glóbulos rojos, 

donde se reportó que los ABs de colágeno presentan una mayor concentración de 

glóbulos rojos, mientras que para los otros tipos de ABs, la concentración fue menor, 

indicando que los glóbulos rojos no se encontraban adheridos, si no que estos habían 

formado un coagulo.  
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Figura 29. Resultados evaluación coagulación de sangre entera in vitro. 

La gráfica muestra el BCI obtenido para cada uno de los andamios, en el caso de los ABs de 

colágeno tienen un BCI de 95.40% con una desviación estándar de 0.005, los ABs de quitosano 

tienen un BCI de 67.27% con una desviación estándar de 0.003 y los ABs híbridos tienen un 

BCI de 52.54% con una desviación estándar de 0.004.  

 

 

3.1.2.4.Evaluación hemólisis in vitro 

 

La evaluación de hemólisis in vitro determina la cantidad de hemoglobina liberada 

debido al rompimiento de las membranas de los eritrocitos o glóbulos rojos al entrar 

en contacto con un material extraño, por lo que, una mayor cantidad de eritrocitos rotos 

implica un mayor porcentaje de hemólisis (Weber et al., 2018). 

 

 

Para realizar dicha evaluación se utilizó una prueba colorimétrica fotométrica 

mediante el reactivo de Drabkin, el cual emplea una combinación de dos compuestos: 

ferrocianuro de potasio (III), encargado de oxidar la hemoglobina liberada por los 
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eritrocitos formando metahemoglobina, y cianuro de potasio, el cual se une a la 

metahemoglobina formando cianmetahemoglobina (forma oxidada estable de la 

hemoglobina) que es directamente proporcional a la concentración de glóbulos rojos 

en sangre (Totea et al., 2014). 

 

 

Este parámetro se encuentra regulado por las normas ISO 10993-4 y ASTMF 756-00 

donde se indica que el grado de hemólisis para los biomateriales exógenos usados en 

procedimientos médicos deben ser igual o menor al 5 %, considerándose así de bajo 

riesgo biológico (Haghjooy et al., 2016; Jimenez et al., 2022). Las normas establecen 

rangos específicos para estos valores, indicando que un valor superior al 5% se 

considera al biomaterial como hemolítico, entre 5 y 2 % como ligeramente hemolítico 

y menos del 2 % como no hemolítico. 

 

 

En la Figura 30 se muestra la comparación de los porcentajes de hemólisis obtenidos 

para cada uno de los andamos. El grado de hemólisis para el colágeno muestra un valor 

de 2.90 %, los de quitosano 1.90 % y los híbridos 0.37 %. En base a los resultados, los 

andamios biológicos de colágeno se clasifican como ligeramente hemolítico (valor 

entre 5 y 2 %); y como no hemolítico para quitosano e híbridos (valor inferior al 2%). 
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Figura 30. Capacidad hemolítica (%) de los andamios biológicos in vitro. 

La gráfica expone el porcentaje de hemólisis sanguínea obtenida para cada uno de los ABs, los de 

colágeno tienen un valor de hemólisis de 2.90 % con una desviación estándar de 0.003, los de quitosano 

1.90 % con una desviación estándar de 0.002 y los híbridos 0.37 % con una desviación estándar de 

0.001. 

 

 

La evaluación del porcentaje de hemólisis es un parámetro que indica la liberación de 

hemoglobina debido al estrés osmótico producto del contacto con un material extraño, 

considerando como una medida del grado de citotoxicidad del biomaterial. El daño de 

estas células sanguíneas puede traer consigo varios efectos como una reducción en el 

transporte de oxígeno a órganos y tejidos (in vivo), puede inducir toxicidad, alteración 

de las funciones renales, e incluso la formación de trombos en un factor tisular (Weber 

et al., 2018). 

 

 

El rompimiento de los glóbulos rojos genera la liberación de una molécula de 

señalización llamada difosfato de adenosina (ADP, por sus siglas en inglés), juega un 

factor importante en las respuesta fisiológica y bioquímica en diferentes tipos de 
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células, especialmente en células sanguíneas y del sistema inmunológico. Dentro de 

los efectos provocados por la liberación de ADP se tiene: activación y agregación 

plaquetaria, inflamación, perturbación en las cascadas de coagulación e incluso 

trombosis alterando el ciclo de cicatrización (León, 2021). 

 

 

Por lo que, los andamios biológicos usados en la regeneración de lesiones dérmicas 

deben cumplir con el porcentaje de hemólisis permisible, asegurando así que este no 

causará daño a los glóbulos rojos circulantes al momento de realizar el trasplante y, 

por ende, no influir en la activación de vías de coagulación (Jaganathan et al., 2016). 

 

 

En un estudio realizado por Guo et al., (2018), demostró que el uso de oligosacáridos 

de quitosano (COS, por sus siglas en inglés) presentan una mejor hemocompatibilidad 

dado que el porcentaje de hemólisis para el andamio fue de 1.42 % considerando una 

concentración de 1 mg polímero /mL, mientras que una concentración de 0.1 mg/mL 

se obtuvo un valor de 0.30 %. Por lo que, la variación en la concentración de los 

polímeros en la elaboración de los andamios es nuevamente un factor determinante. 

 

 

3.1.2.5.Evaluación de adhesión glóbulos rojos in vitro 

 

La adhesión de los glóbulos rojos cumple múltiples funciones cruciales en los 

andamios biológicos, que abarcan la vascularización, el transporte de nutrientes, la 

estabilidad y el soporte de los andamios, así como la señalización celular. La 

vascularización y el transporte de nutrientes están estrechamente vinculados, ya que el 

suministro de oxígeno y nutrientes a través del flujo sanguíneo facilita el crecimiento 

celular en los andamios, lo que promueve la proliferación y la función celular 

(Rademakers et al., 2019). 
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Además, la adhesión de los glóbulos rojos confiere estabilidad y soporte al andamio al 

formar coágulos que lo fijan y eviten su desplazamiento. Esta interacción con la matriz 

mejora las propiedades mecánicas del andamio y promueve la formación de tejido. Por 

último, la adhesión de los glóbulos rojos actúa como un mecanismo de señalización, 

ya que los eritrocitos contienen moléculas bioactivas y factores de señalización que 

desencadenan diversas respuestas celulares y promueven la regeneración tisular 

(Zheng et al., 2021). Cuando estos factores son liberados por los eritrocitos, tienen un 

impacto directo en la respuesta celular y la regeneración de tejidos (S. Chen et al., 

2021). 

 

 

No obstante, la cantidad ideal de glóbulos rojos que se deben adherir a los andamios 

biológicos dependerá del contexto y tipo objetivo. En varios casos, la adhesión de los 

glóbulos rojos se lo considera importante como parte del proceso de vascularización, 

por lo que, una alta cantidad es recomendable facilitando así la formación de vasos 

sanguíneos. Mientras que, en andamios destinados a aplicaciones de desarrollo de 

tejidos, la adhesión de glóbulos rojos se lo considera como mínima o incluso no desea, 

dado que se busca generar un entorno de cultivo más controlado y específico para las 

células, como es el caso de células madre o células especializadas (Guizouarn & 

Barshtein, 2020).  

 

 

Para determinar la adhesión de glóbulos rojos en el andamio, se utilizó un Kit de 

cuantificación de hemoglobina. Para lo cual se sumergieron los andamios en sangre 

completa con citrato para posteriormente retirarlos y liberar las células sanguíneas de 

los andamios mediante su lisis utilizando agua desionizada (solución hipotónica), 

siendo que la liberación de hemoglobina provocado por la lisis será proporcional a la 

cantidad de glóbulos rojos adheridos al andamio.  

 

 

En la Figura 31 se muestra la concentración de hemoglobina obtenida para cada uno 

de los andamios. Al comparar los resultados con la muestra control (sangre completa) 
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se evidencia que el colágeno tiene un total de 3447.15 mg de eritrocitos/dL de sangre, 

es decir, equivale a ≈ 20 % de los eritrocitos presentes en la muestra de sangre, 

mientras que, los ABs de quitosano e híbrido presentan un total 1422.23 y 1277.43 mg 

de eritrocitos/dL de sangre, que equivale a ≈ 8.25 % y ≈ 7.41 %, respectivamente.  

 

 

Figura 31. Resultados evaluación de adhesión glóbulos rojos in vitro. 

Se muestra la concentración de glóbulos rojos adheridos a los diferentes ABs. Se evidencia la 

concentración normal en una muestra de sangre total siendo de 17237.22 mg/dL, mientras que, en los 

andamios de colágeno es de 3447.15 mg/dL con una desviación estándar de 36.99, los de quitosano 

1422.23 mg/dL con una desviación estándar de 24.64 y los híbridos 1277.23 mg/dL con una desviación 

estándar de 67.91. 

 

 

La capacidad de adhesión de glóbulos rojos sobre los andamios biológicos dependerá 

de factores como la composición química, morfología de la superficie, propiedades de 

carga y la presencia de señales bioactivas. El colágeno y quitosano son biomateriales 

que con un alto índice de biocompatibilidad e interacción celular; el colágeno presenta 

una estructura tridimensional y secuencias específicas de aminoácidos que podrían 
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interactuar mayormente con diferentes receptores celular, tales como los glóbulos 

rojos. Mientras que el quitosano puede promover la adhesión celular debido a su carga 

opuesta al de los glóbulos rojos (carga negativa en su superficie) provocando una 

interacción electrostática. No obstante, la capacidad de adhesión de glóbulos rojos 

dependerá de la topografía de la superficie del andamio. Dado que afecta directamente 

a la interacción célula – andamio, por lo que, mientras mayor sea el área de contacto 

entre las células y andamios, mayor adhesión de glóbulos rojos será evidente (Talebi, 

Labbaf, Atari, & Parhizkar, 2021).  

 

 

Por tal razón, se observa que los ABs de colágeno presentaron una mayor adhesión de 

glóbulos rojos debido al porcentaje de porosidad e índice de hemólisis in vitro, 

mientras que, los ABs de quitosano e híbridos tiene un porcentaje de porosidad inferior 

y sus índices de hemólisis los catalogan como no hemolíticos, por lo que es evidente 

la reducción en la capacidad de adhesión de glóbulos rojos.  

 

 

3.1.2.6.Evaluación plaquetaria in vitro 

 

Las plaquetas dentro del proceso de la hemostasia son de suma importancia, debido a 

que se requiere que estén activas para que permitan el funcionamiento de los factores 

de coagulación, de forma que, si un vaso sanguíneo se encuentra dañado, las plaquetas 

tienen la capacidad de interactuar con las células vasculares, el sistema de coagulación 

y los componentes de la ECM (Versteeg et al., 2013). En esta etapa, el nivel de 

adhesión plaquetaria hacia el endotelio afectado aumenta y mediante una cadena de 

señalización se da el reclutamiento y activación de más plaquetas que promueven la 

formación de una superficie procoagulante y da origen a un tapón sanguíneo rico en 

fibrina. Las plaquetas activadas liberan gránulos δ en los que se encuentra contenido 

histamina, calcio, polifosfatos, serotonina y glutamato que son vitales para el proceso 

hemostático (Li et al., 2010). 
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Ante esto, todo biomaterial que va a ser sometido a trasplante debe poseer una buena 

capacidad de adhesión plaquetaria a la superficie de forma que la concentración de 

plaquetas sea adecuada en el área de la herida y así facilitar la hemostasia. Se evaluó 

la adhesión plaquetaria de los tres tipos de andamios mediante el porcentaje de 

liberación de LDH que representa directamente la cantidad de plaquetas que se 

encuentra en cada muestra, aunque es un método indirecto. Teniendo valores de 

84.24%, 71.20% y 77.70% para los andamios de colágeno, quitosano e híbrido, 

respectivamente. Donde se puede evidenciar que los andamios de colágeno presentan 

una mejor capacidad de adhesión de plaquetas con respecto a los otros tipos de 

andamio, como se observa en la Figura 32. 

 

 

Figura 32. Resultados evaluación de adhesión plaquetaria in vitro. 

La figura muestra el porcentaje de adhesión de plaquetas a los diferentes ABs. Se muestra que la 

adhesión es mayor para los andamios de colágeno con un valor de 84.24 % con una desviación estándar 

de 0.0013, le siguen los híbridos con 77.70 % con una desviación estándar de 0.0018 y andamios de 

quitosano con 71.20 % con una desviación estándar de 0.011. 

 

La liberación de LDH en la ingeniería de tejidos se considera como un parámetro que 

da a conocer el daño celular, siendo un indicador de toxicidad o incompatibilidad de 
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los andamios con las células, ya que la enzima LDH se libera de las células al medio 

únicamente cuando se ha generado lisis o daño (Cox et al., 2021). Sin embargo, en este 

caso para determinar la capacidad de adhesión plaquetaria, es posible debido a que 

mediante la adición de surfactantes como el Tritón X-100 se lisan todas las plaquetas 

que se encuentran adheridas a los diferentes tipos de andamios y la muestra permite 

cuantificar la cantidad de plaquetas que se encontraban en la superficie, más no un 

daño celular.  

 

 

Es así como de acuerdo con los resultados, se denota que no existe una diferencia 

considerable entre los tipos de andamio y la capacidad de adhesión. Estos resultados 

se deben a que los biopolímeros con buenos niveles de biocompatibilidad y 

degradabilidad son los preferidos por las células sanguíneas al no generar respuestas 

inflamatorias ni rechazo inmunológico, siendo comúnmente empleados hidrogeles y 

andamios de colágeno y quitosano (Tang et al., 2019). La superficie es otro factor 

importante, para generar la interacción célula-andamio, además de que se pueden 

adicionar ligandos para que los receptores de plaquetas como el fibrinógeno o 

fibronectina los reconozcan y faciliten la adhesión, esto gracias a las propiedades 

bioactivas, reduciendo el estrés celular (Versteeg et al., 2013). La porosidad también 

es vital en esto, una estructura porosa proporciona una mayor cantidad de sitios de 

anclaje para que se dé la colonización de las plaquetas, además de permitir la difusión 

de nutrientes y oxígeno, manteniendo activas a las plaquetas (Koupenova et al., 2018). 

Además, se recomienda la adición de factores de crecimiento, que estimulen la 

diferenciación de las plaquetas, mejorando su funcionalidad en la regeneración tisular. 

 

3.1.3. Comparación de dos métodos de esterilización para andamios biológicos 

 

La esterilización en la IT es un proceso vital, previo a la fase de cultivo celular y 

pruebas in vivo, debido a que permite que los andamios queden libres de 

contaminación por microorganismos como bacterias, levaduras y virus (Dai, Ronholm, 

Tian, Sethi, & Cao, 2016b). Cuando se trata de andamios con buenos niveles de 

biodegradabilidad, se debe elegir con cuidado la técnica de esterilización, debido a que 
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se puede afectar gravemente las propiedades estructurales y químicas. Por ello existen 

técnicas ampliamente utilizadas para este tipo de andamios como son el uso de 

desinfectantes (etanol, óxido de etileno) y la radiación (gama, haz de electrones y 

ultravioleta); no obstante, el uso de desinfectantes se considera más como técnicas de 

desinfección (Griffin et al., 2018b). En este caso, las técnicas aplicadas para la 

esterilización de los andamios biológicos de colágeno, quitosano e híbrido fueron la 

radiación UV y etanol, este último se probó a concentraciones del 65 y 70%. De tal 

forma, para evaluar las técnicas de esterilización se realizó la inoculación de los 

andamios biológicos previamente esterilizados en Medio Agar Sangre. El Medio Agar 

Sangres es un agar altamente nutritivo, utilizado para el cultivo de organismos 

exigentes y como identificador de bacterias hemolíticas, no obstante, a diferentes de 

agares como el TSA o SDA, el medio seleccionado aporta un ambiente apropiado para 

el crecimiento de organismos relacionados con humanos (Sandle, 2019) como S. 

aureus dado que es el principal patógeno relacionado con infecciones de la piel 

(Giudice, 2020). 

 

 

De acuerdo con los resultados obtenidos como se observa en la Figura 33, no existe 

contaminación de ningún tipo para ambas técnicas de esterilización, de tal forma que 

los tratamientos realizados fueron efectivos para los andamios. En el caso de la 

esterilización por UV, los andamios fueron introducidos por un tiempo de 30 min a 

una longitud de onda de 260 nm, obteniendo buenos resultados. La irradiación UV se 

considera que posee un nivel de inactivación medio, mayormente efectivo para 

bacterias y virus envueltos, con un tiempo de contacto recomendado de 2 h (Dai, 

Ronholm, Tian, Sethi, & Cao, 2016c). Otro factor para considerar en esta técnica es la 

longitud de onda específica, que debe encontrarse entre 200 y 280 nm, aunque se ha 

determinado que una longitud de 260 nm es la más letal para todo tipo de 

microorganismos (Gerchman et al., 2019). 

 

 

Es así como la irradiación UV se considera uno de los métodos más utilizados debido 

a que es una técnica rápida, de bajo costo y no genera residuos tóxicos, pero también 
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presenta desventajas debido a que afecta considerablemente las propiedades 

estructurales y bioquímicas, mayormente en los andamios formados por biopolímeros 

naturales (Walker et al., 2018). Mientras mayor tiempo de exposición tengan los 

andamios el nivel de afección también será mayor. Por ejemplo, (Pérez Davila, 

González Rodríguez, Chiussi, Serra, & González, 2021) reporta que para andamios de 

ácido poliláctico (PLA) se requirió de 12 h, sin embargo, se evidenció disminución del 

peso molecular y una tasa de degradación elevada. Mientras que (Braghirolli et al., 

2014) reporta que para andamios de ácido poliláctico-co-glicólico (PLGA) se probaron 

tiempos de 30 min hasta 2 horas, obteniendo resultados positivos desde el tiempo 

mínimo de 30 min, sin embargo, se observó cambios morfológicos, degradación 

acelerada y un aumento en la resistencia a la tracción.  

 

 

En el caso de los andamios basados en biomateriales basados en proteínas y 

carbohidratos como son el colágeno y quitosano, respectivamente es necesario 

producir un entrecruzamiento para mejorar la estabilidad y resistencia mecánica. 

Usando la irradiación UV como método para entrecruzar y además como tratamiento 

de esterilización (Adamiak & Sionkowska, 2022). En el caso del colágeno, puede 

generar uniones entre la tirosina y fenilalanina, de esta forma se pueden obtener 

enlaces en el interior de las cadenas polipeptídicas (Sionkowska et al., 2015). Por otro 

lado, como método de esterilización no es muy recomendable ya que el colágeno posee 

niveles de degradación altos y la irradiación UV lo acelera mediante un proceso de 

fotodegradación, por lo que difícilmente se puede tener un control específico sobre el 

grado de transformación (Dai et al., 2016). Para el caso del quitosano, la irradiación 

UV destruye su matriz debido a la alta energía de la radiación y el proceso de 

fotodegradación se produce de manera inicial en la superficie, por lo que no es tan 

evidente la afección causada (Kiechel & Schauer, 2013). 

 

 

Esto se refleja en los resultados obtenidos en la Figura 33 J, K, L donde se observó 

una degradación en los andamios de colágeno, quitosano e híbrido luego del proceso 

de irradiación UV, sin embargo, no se determinó el nivel de afección causado en las 
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propiedades como porosidad y superficie. En el caso del colágeno, la degradación se 

pudo notar visualmente, mientras que para el quitosano no se lo pudo hacer de la 

misma forma, esto debido a que se requiere de tiempos prolongados de exposición (2 

horas en adelante) para que los enlaces covalentes del quitosano se rompan y los 

cambios sean evidentes (Dai et al., 2016); lo que sí se puede denotar es un cambio en 

la coloración a una tonalidad amarillenta debido a la fácil pigmentación por el color 

de la luz. En una investigación se determinó el nivel de influencia de la irradiación UV 

sobre los andamios de colágeno teniendo resultados similares, donde se evaluó por un 

rango de tiempo de 0,5 a 8 h y se comprobó que la exposición UV modifica las 

propiedades superficiales como es la rugosidad, en el caso de las propiedades 

mecánicas como la resistencia a la tracción, las muestras luego de 0,5 y 1 h de 

exposición fueron demasiados frágiles y se produjo desintegración de las mismas, esto 

debido a que produce perdida de agua (Adamiak & Sionkowska, 2022).  

 

 

Estas diferencias de acuerdo con la literatura para obtener resultados positivos de 

irradiación UV da paso a sugerir que las condiciones varían dependiendo el tipo de 

andamio, por lo cual se debe tomar precauciones previo a su implementación. No 

obstante, en un estudio reciente se determinó que para fibras electrohiladas, aplicar 

esterilización UV es beneficiosa ya que altera la química de la superficie mientras 

mantiene la morfología, de esta forma se produce una amplia gama de grupos radicales 

que benefician no solo el anclaje de las señales químicas para la adhesión y 

proliferación celular, sino también, atenúa las limitaciones como la solubilidad en agua 

y garantiza una red polimérica insoluble final (Evrova et al., 2019). 

 

 

La otra técnica de esterilización es por etanol que se encuentra dentro de los métodos 

químicos, para esto los andamios fueron introducidos en etanol a concentraciones del 

65 y 70% durante 5 minutos y lavados posteriormente con PBS por 5 veces, que 

mediante el ensayo microbiológico se evidenció su esterilidad, al no observarse ningún 

tipo de contaminación. Se considera que la esterilización por etanol tiene un nivel de 

inactivación medio que actúa sobre micobacterias, bacterias vegetativas, virus 
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envueltos y hongos, donde las concentraciones recomendadas son de 60 a 80% 

únicamente por minutos (Dai et al., 2016). Se pueden producir variaciones que van a 

depender del método de elaboración de los andamios, esto debido a que el mecanismo 

de desinfección consiste en remojar el andamio (superficie e interior) de tal forma que 

se desnaturalizan las proteínas y ataca el sistema enzimático de los microorganismos 

(Shearer et al., 2006). La ventaja que presenta sobre los otros métodos es que daña 

menos la estructura de los andamios, sin embargo, al no ser efectivo para las esporas 

bacterianas se considera como una técnica de desinfección y no de esterilización 

(Łopianiak & Butruk-Raszeja, 2020).  

 

 

Pese a que esta técnica se considera que no posee efectividad, debido a los cambios 

que produce en los andamios, se utiliza con mayor frecuencia por su fácil aplicación 

que no requiere de uso de equipos, es de bajo costo y no genera ningún tipo de residuo; 

si bien inactiva un sin número de microorganismos, los virus hidrofílicos y las esporas 

bacterianas presentan resistencia, por lo que la capacidad limitada de acción sigue 

siendo una preocupación importante (Dai et al., 2016). Según Marreco et al., (2004) 

en su investigación demuestra que el etanol al 70% durante 5 minutos fue efectivo para 

la esterilización de membranas de quitosano, sin embargo, generó un aumento en la 

resistencia a la tracción. Por otro lado, (Selim et al., 2011) mostró que, bajo las mismas 

condiciones, andamios elaborados de PLGA solo permanecieron estériles por 2 días, 

pasado dicho tiempo se contaminaron, además que se disminuyó la resistencia y la 

morfología cambió considerablemente. En otra investigación para andamios de PLGA, 

se demostró que es necesario un tiempo de 0,5 h para la obtención de andamios 

estériles, no obstante, demasiado tiempo en contacto generó alteraciones morfológicas 

que impidieron la adhesión y proliferación celular (Braghirolli et al., 2014). 

 

 

Para el caso de andamios elaborados con colágeno, la afección radica en la degradación 

de las proteínas, por lo que la disminución en el contenido de colágeno es significativa 

dando una apariencia transparente, esto se puede observar claramente en la Figura 33 

D, G en donde los andamios tomaron una tonalidad blanquecina y transparente. Con 
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respecto a los andamios de quitosano, el daño estructural que se produce es menor 

debido a que no se genera ningún tipo de degradación, pero si provoca una reducción 

significativa en la porosidad, por lo que etapas como la del cultivo celular pueden verse 

afectadas. En las Figuras 33 E, F, H, I se pueden observar que los andamios no han 

sufrido ningún tipo de modificación y mantienen características similares a las de los 

controles. Cuando se realiza esterilización con etanol, se recomiendan lavados con 

PBS con el objetivo de remover residuos de la solución de etanol y que esta no genere 

reacciones o resultados alterados. El PBS se considera una solución inerte en el área 

de la biomédica, debido a que no genera ningún tipo de reacción al entrar en contacto 

con otra sustancia e inclusive con los andamios biológicos, si no que más bien ayuda 

a mantener las características y propiedades de estos. Según Cen et al., (2009) 

recomienda que para andamios de colágeno y quitosano la esterilización con CO2 

supercrítico es el que mejores resultados ha mostrado, sin comprometer las 

propiedades mecánicas y biológicas de los mismos. 
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Figura 33. Evaluación de métodos de esterilidad en Agar Sangre 

 

3.1.3.1.Evaluación de la inhibición celular 

 

El ensayo de resazurina permite realizar mediciones rápidas, sencillas y sensibles sobre 

la viabilidad celular de mamíferos, así como de bacterias. Las células vivas tienen un 

metabolismo activo, por lo que pueden producir una reacción de reducción de 

resazurina (colorante no fluorescente - azul) a resorufina (colorante fluorescente - 

rosado) (Gong et al., 2020). Además, este reactivo se considera poco citotóxico, por lo 

que no genera alteraciones en los resultados, siendo ampliamente utilizado para el 

monitorea de proliferación celular e inhibición bacteriana en andamios biológicos y 
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otros biomateriales empleados en el proceso de cultivo celular (Zhou et al., 2013). Sin 

embargo, se debe tener en consideración aspectos como: 1) la elevada concentración 

celular y el tiempo de incubación, debido a que puede agotar la reserva de la resazurina 

y perderse la correlación entre la reacción de reducción y la concentración celular y 2) 

las células vivas pueden provocar una segunda reducción de resofurina en 

hidroresofurina que no presenta coloración, dando resultados aberrantes en los que una 

concentración celular o bacteriana pueden dar señales débiles, mientras que 

concentraciones bajas pueden dar señales altas  (Uzarski et al., 2017). 

 

 

En este caso se aplicó el ensayo de resazurina para determinar la proliferación 

bacteriana presente en los diferentes tipos de ABs que fueron expuestos a S. aureus en 

Caldo Mueller Hinton (MH). Para ello se realizaron diferentes tratamientos como se 

expone en la Figura 35, donde se utilizaron andamios esterilizados y no esterilizados, 

los cuales fueron sembrados en 200µL de Caldo MH y otros bajo las mismas 

condiciones, pero inoculando S. aureus. Con esto se pudo evaluar la efectividad de los 

métodos de esterilización y a su vez la actividad antimicrobiana de los biopolímeros 

empleados.  

 

 

Figura 34. Evaluación de inhibición celular (Resazurina). 
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En los tratamientos C, E y G que corresponden a los métodos de esterilización de luz 

UV, etanol 70 y 65% respectivamente, donde los ABs solo están en contacto con Caldo 

MH, se puede denotar que las filas 2 y 3 de ABs de quitosano e híbrido presentan una 

coloración violeta indicativo de que no existe contaminación bacteriana; sin embargo, 

no sucede lo mismo con la fila 1 que corresponde a los ABs de colágeno en donde la 

mayoría muestran contaminación bacteriana, especialmente el tratamiento G que 

corresponde a la esterilización con etanol 65%. No obstante, el tratamiento A que son 

andamios sin esterilizar en Caldo MH no muestra contaminación para ninguno de los 

tipos de ABs, esto puede deberse a que como se mencionó en el apartado anterior los 

métodos de esterilización afectan directamente a las propiedades de los andamios y en 

el caso del colágeno provoca pérdida de morfología y peso, facilitando su 

contaminación bacteriana. 

 

 

Por otro lado, los tratamientos D, F, H corresponden a los ABs esterilizados por los 

tres métodos, donde los mismos se encuentran inoculados en Caldo MH con S. aureus, 

evidenciando que las filas 2 y 3 que son ABs de quitosano e híbrido muestran 

coloración violeta azulada significando que no existe proliferación bacteriana, pese a 

que se encontraban en presencia, mostrando así actividad antimicrobiana; mientras que 

la fila 1 que son ABs de colágeno muestran proliferación bacteriana por su coloración 

rosada, el mismo comportamiento se ve para el tratamiento B, donde pese a que los 

ABs no se encontraban estériles los ABs de quitosano e híbrido no muestran presencia 

bacteriana, pero los ABs de colágeno sí. Con esto se evidencia la capacidad 

antimicrobiana que posee el quitosano.  

 

 

Para contrastar los resultados obtenidos en el ensayo de la Resazurina, se determinó el 

porcentaje de proliferación bacteriana (S. aureus) dado en cada uno de los tratamientos 

como se evidencia en la Figura 36, teniendo para los ABs de colágeno 90.61, 80.72 y 

84.49% de proliferación frente al control de bacterias más medio con 62.36%, es decir 

que los ABs de colágeno son una matriz rica para S. aureus y no demuestran actividad 

antimicrobiana. Por otro lado, los ABs de quitosano muestran valores inferiores de 
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20.89, -14.22 y 13.47%, lo que demuestra que tiene propiedades antimicrobianas que 

impide la proliferación bacteriana. Mientras que los ABs híbridos denotan un nivel 

intermedio con valores de 38.13, -25.15 y -41.59% esto debido a la presencia de 

quitosano en su composición.  

 

Figura 35. Porcentaje de proliferación de S. aureus. 

 

 

En la IT una de las mayores problematicas son las infecciones bacterianas, 

especificamente en el tejido epitelial complicando el proceso de curación de las heridas 

debido a la contaminacion, principalmente por Escherichia coli y S. aureus causantes 

de sepsis cronica, así como tambien Candida spp. Que es un hongo comunmente 

identificado en infecciones (Kadam et al., 2019). Si bien los polímeros naturales como 

el colágeno pueden acelerar el proceso de cicatrización, tambien genera una 

problemática, debido a que S. aureus presenta moléculas de adhesión a la superficie 

celular generando union a la matriz como la adhesina de union a colágeno y adhesina 

62.36

99.44

13.23

35.41

90.61

20.89 38.13

80.72

-14.22

-25.15

84.49

13.47

-41.59
-45

-30

-15

0

15

30

45

60

75

90

105

BACTERIAS COLÁGENO QUITOSANO HÍBRIDO

%
 d

e
 p

ro
li

fe
r
a
c
ió

n
 b

a
c
te

r
ia

n
a

CRECIMIENTO DE Staphylococcus aureus

SE UV EtOH 70% EtOH 65%



87 

 

 

de amplia especificidad que facilita la unión S. aureus a macromoléculas como el 

colágeno  (Warowicka, Kościński, Waszczyk, & Goździcka-Józefiak, 2022). En el 

caso de los ABs biológicos, una vez que las bacterias logran la adhesión a estos, se da 

la colonizacion y elaboran factores de virulencia que desencadenan en la 

descomposicion de los componentes presentes, facilitando la invasión bacteriana 

(Warowicka et al., 2022). 

 

 

El quitosano es un biolopolímero que poseee actividad antimicrobiana de forma 

intrínseca, esto se debe a la carga positiva dispuesta en el C-2 del monómero de 

glucosamina producto de un pH inferior a 6, provocando que sea mayormente soluble 

y presente una mejor actividad antimicrobiana respecto a la quitina (Serrano et al., 

2022). La acción del quitosano radica principalmente en la superficie externas de las 

bacterias, cuando la concentración es menor (<0.2 mg/mL), el quitosano policatiónico 

afecta la superficie bacteriana con carga negativa provoca su aglutamientos, mientras 

que una concentración elevada imparte una carga positiva neta mantiene las bacterias 

en suspensión (Desai et al., 2023). Este biopolímero puede actuar de diferentes 

maneras frente a la presencia bacteriana; actua como un agente quelante uniendose a 

trazas de metales que inhibien la producción y toxinas y crecimiento bacteriano 

(Mohandas et al., 2018), también actua como un agente aglutinante de agua e inhibe 

la actividad de ciertas enzimas; la unión del quitosano al ADN provoca la penetración 

hacia los núcleos de los microorganismos provocando la inhibición de la síntesis de 

ARNm. 

 

 

Se ha evidenciado que el quitosano presenta actividad antimicrobiana respecto a una 

gran cantidad de bacterias, no obstante, en el caso específico de S. aureus se demotró 

que una concentración de 1 – 1.5 % del biopolímero provoca su inactivación completa 

después de 2 días de incubación considerando un pH de 5.5 or 6.5, no obstante una 

concentración de 500 ppm inhibió por completo su crecimiento en 2 horas de 

incubación. Mientras que en otros estudios se demostró que una concentración de 

0.02% demostró un efecto ferente a E. coli, Bacillus cereus y Proteus vulgaris. En 
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base a lo expuesto, se evidencia que la concentración de quitosano es un factor 

determinante en la capacidad inhibitoria (Rabea et al., 2003), razón por la que, en el 

presente estudio la inhibición total de S. aureus no se consiguió (Figura 35) debido a 

que el tiempo de incubación fue de 24 horas, no obstante, se muestra una reducción 

considerable respecto a los ABs de colágeno. Así mismo, se muestra que el colágeno 

en los ABs híbridos influyen sobre la activididad antimicrobiana, provocando que el 

crecimiento bacteriano sea mayor en comparación al los ABs de quitosano. 
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

 4.1. Conclusiones 

 

• Se elaboraron andamios basados en colágeno y quitosano a concentraciones 

del 1% biopolímero y 0,5% agarosa, obteniendo ABs completamente secos, 

con una coloración blanquecina para los ABs de colágeno y levemente 

amarillenta para los ABs de quitosano e híbrido. Además, se evidenció que los 

ABs de colágeno son frágiles, a diferencia de los otros ABs que mostraban 

mayor rigidez, teniendo los ABs híbridos mejor características visuales. El 

ensayo de inserción en etanol reveló que los ABs de colágeno son los más 

porosos con un 89.07%, lo que se confirmó con las imágenes de SEM. Los 

ABs de colágeno presentan una porosidad elevada con un tamaño de poros 

promedio de 75.43 µm. Los ABs de quitosano es medianamente poroso con 

87.21% y un tamaño promedio de poros de 80.22 µm. Mientras que los ABs 

híbridos tienen 79.94% de porosidad, con un tamaño promedio de poros de 

126.01 µm. 

 

• Los ABs requieren cumplir con ciertas características para que sean aptos en 

el desarrollo de tejidos, por ejemplo, ser biocompatibles y no generar 

reacciones al entrar en contacto con el ser humano, especialmente con la 

sangre. Los tres tipos de ABs mostraron buena hemocompatibilidad, ya que 

dependiendo del tipo de tejido al que vayan a ser empleados varían los 

parámetros. Para el tejido epitelial, en base a los resultados obtenidos se 

evidencia que los ABs de colágeno son mejores, debido a que presenta una 

degradación a los 5 días, con una tasa de coagulación (BCI) del 95.40% 

evitando la formación de trombos al encontrarse dentro del organismo, sin 

embargo, presentó un 2.90% de hemólisis considerándolo como ligeramente 

hemolítico, aunque se encuentra dentro del rango máximo de 5%, aquí el ABs 

híbrido muestra un perfil no hemolítico de 0.37%. Para la adhesión plaquetaria 

y de glóbulos rojos, de igual forma los ABs de colágeno mostraron los mejores 

resultados con una concentración de glóbulos rojos de 3447.15 mg/dL y una 
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adhesión de plaquetas del 84.24% promoviendo la vascularización, transporte 

de nutrientes y activación del sistema de coagulación. Sin embargo, la adición 

del quitosano mejora las características mecánicas. 

 

• La esterilización en los ABs les confiere inocuidad y que se encuentren libres 

de fuentes de patógenos y además es una condición necesaria previo al cultivo 

de células humanas, por lo que se aplicó dos métodos de esterilización: luz UV 

por 30 min y etanol al 65 y 70% mostrando que fueron efectivos, debido a que 

no se evidenció contaminación bacteriana al ser inoculados en Medio Agar 

Sangre. Además, mediante el ensayo de inhibición bacteriana se observó que 

los ABs de quitosano y colágeno/quitosano inhiben el crecimiento de S. aureus, 

debido a que el quitosano posee actividad antimicrobiana de forma natural y 

con la bibliografía se comprobó que se requiere de una concentración del 1% 

de quitosano para la inactivación de las bacterias, contribuyendo al 

mantenimiento de la esterilidad. 

 

• Finalmente, si bien es cierto los tres andamios elaborados podrían ser aplicados 

para el desarrollo de distinto tipos de tejidos, los resultados obtenidos en cuanto 

a de porosidad, hemocompatibilidad y biocompatibilidad también sugieren que 

la combinación de biopolímeros puede mejora las características de los ABs 

elaborados. Por ejemplo, los andamios de colágeno sufren una rápida 

degradación (4 días) pero al combinarlo con quitosano esta rápida 

degradabilidad disminuye (7 días) mejorando así sus propiedades mecánicas. 

Por su parte, los andamios de quitosano presentan menor porosidad, pero al 

combinarlo con colágeno la porosidad y el tamaño de poros aumenta lo que 

beneficiaría la adhesión y migración celular. Por tanto, estudios sobre 

elaboración y combinación de biopolímeros es una arista importante para la 

ingeniería de tejidos. 

 

• Según los resultados alcanzados, los ABs de colágeno podrían ser aplicados 

para el desarrollo de tejido epitelial, donde se requiere una porosidad del 80 y 

90% favoreciendo la propagación y migración de células epiteliales. Los ABs 
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de quitosano podrían ser aplicados para tejido óseo y cartilaginoso donde se 

requiere una porosidad del 70% para la adhesión y proliferación de fibroblastos 

y condrocitos y los ABs colágeno/quitosano. Finalmente, los ABs híbridos se 

pueden emplear para tejido óseo, cartilaginoso y conectivo conforme a los 

valores de porosidad presentados del 79.94%, aunque presenta características 

interesantes para el tejido epitelial, sugiriendo hacer mejoras en cuanto a la 

microestructura que lo haga ideal para sustitutos de piel. 

 

 

 

4.2. Recomendaciones 

 

• Elaborar andamios combinando biopolímeros naturales y sintéticos con el 

propósito de mejorar las características biológicas y mecánicas. 

• Extender el tiempo empleado en las pruebas de biodegradabilidad. 

• Evaluar el comportamiento de una mayor cantidad de células, incluidas células 

inmunes para proporcionar una idea del comportamiento in vitro.  

• Continuar con etapas como la evaluación de la bioactividad de los andamios 

biológicos. 

• Mejorar el ensayo de Resazurina, empleando un fluorómetro para la medición 

del porcentaje de proliferación celular. 

• Aplicar otras técnicas de esterilización sobre los andamios biológicos.  
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ANEXOS 

Anexo 1. Pesos obtenidos para determinación del % de porosidad de los ABs. 

Andamios n° Wseco (mg) Wf (mg) % porosidad 

Colágeno 

1 4.5 29 89% 

2 4.6 27.5 88% 

3 4.6 29.9 89% 

4 4.5 29.5 89% 

Quitosano 

1 3.3 30.9 87% 

2 3.2 28.7 86% 

3 3.1 34.5 89% 

4 3.1 31.2 88% 

Híbrido 

1 5.8 27.3 79% 

2 6.0 32.5 82% 

3 6.0 27.1 78% 

4 6.0 30.0 80% 

 

Anexo 2. Promedio y desviación estándar del % de porosidad de los ABs. 

Andamios % Porosidad Desviación estándar 

Colágeno  89.07% 0.0050 

Quitosano 87.21% 0.0115 

Híbrido 79.94% 0.0157 

 

Anexo 3. Pesos obtenidos para la determinación del % de hinchamiento de los ABs. 

Pesos de los andamios con respecto a los tiempos de inserción en agua, PBS y sangre. 

  n° Wo 5 (s) 
15 

(s) 
30 (s) 

1 

(min) 

5 

(min) 

15 

(min) 

30 

(min) 

60 

(min) 

A
G

U
A

 

C
o
lá

g
e
n

o
 1 4.5 28.5 24.3 20 17.6 17.4 13.7 12.3 10.1 

2 4.4 27.6 23.4 20.3 17.4 16.9 12.9 12.7 9.8 

3 4.9 31.8 25.0 22.6 18.8 17.7 13.5 12.6 11.0 
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4 4.5 29.7 24.4 20.8 17.6 16.6 12.0 11.8 10.5 

Q
u

it
o
sa

n
o

 

1 3.4 83.2 65.8 82.5 87.7 72.9 86.4 90 81.7 

2 3.0 84.7 67.4 82.9 85.1 73.8 78.6 85.7 77.9 

3 3.4 86.9 69.5 80.2 82.2 72.1 85.6 89.8 83.5 

4 2.8 85.8 65.5 81.0 84.3 71.8 76.8 81.3 78.6 

H
íb

r
id

o
 

1 6.9 46.7 49 53.1 63.4 67.8 56.6 50.8 47.3 

2 6.8 48.5 51.9 56.1 65.5 71.2 66.7 57.3 51.9 

3 7.2 45.2 47.8 49.3 51.3 54.7 48.6 40.5 36.8 

4 7.0 48.2 50.9 53.7 57.9 59.5 47.2 40.4 37.5 

S
A

N
G

R
E

 

C
o
lá

g
e
n

o
 

1 3.9 22.6 22.4 22.2 21.1 0 0 0 0 

2 4.7 30.6 27.6 25.6 25.2 0 0 0 0 

3 4.7 36.9 34.3 27.8 20.3 0 0 0 0 

4 4.9 38.6 34.3 27.1 0 0 0 0 0 

Q
u

it
o
sa

n
o

 

1 3.8 32.5 36 37.1 37.9 32.6 30.9 27.6 24.6 

2 3.7 22.1 25.1 27.1 26.9 24.8 21.5 17.5 14.6 

3 3.7 15.8 18.3 18.7 19.2 17.5 15.3 12.9 9.8 

4 3.7 22 25.5 27.4 26.9 24.2 21.1 16.9 14 

H
íb

r
id

o
 

1 7.1 28.8 32.8 35.5 37.8 36 34.5 30 27.3 

2 6.6 24.4 28 33.2 34.9 32.8 29.8 26.9 23.9 

3 6.8 31.1 33.4 36.2 39 36.5 33.6 30.2 25.9 

4 6.8 23.9 31.5 35.1 40.1 39.4 37.9 34.8 33.6 

P
B

S
 

C
o
lá

g
e
n

o
 

1 4.4 20.2 20.1 14.8 14.5 12 14.2 15.8 13.5 

2 4.3 20.4 16.5 15.1 15 10.8 14.4 13 13.7 

3 3.4 14.2 10.2 8.7 4.9 3.4 2.8 3 2.7 

4 4.2 21.5 16.8 15.5 15.2 9.9 13.1 11.4 12.1 

Q
u

it
o
sa

n
o

 

1 2.9 34.4 34.8 38.5 40.5 34.4 35.8 38 37.5 

2 2.6 29.3 27.5 30 29.8 29.2 32.4 29.8 31.2 

3 2.8 36.2 32.1 32.7 32.3 32.1 34.8 35.7 35.2 

4 2.8 31.6 31.6 34.9 35 38.9 41.2 41.2 37.2 
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H
íb

r
id

o
 

1 6.6 53.8 41.2 18.5 9.5 0.5 0 0 0 

2 6.7 59.2 48.1 30.7 11.7 2.4 0 0 0 

3 6.7 42.9 36.2 33.5 28.9 22.2 7.7 0 0 

4 6.6 46.1 42 35.1 26.7 21.4 17.6 1.9 0.9 

 

Anexo 4. Porcentajes de hinchamiento obtenidos para los ABs. 

 % de hinchamiento de los andamios con respecto a los tiempos de inserción en agua, PBS y sangre. 

  n° Wo 5 (s) 15 (s) 30 (s) 1 (min) 5 (min) 15 (min) 30 (min) 60 (min) 

A
G

U
A

 

C
o
lá

g
e
n

o
 

1 4.5 533% 440% 344% 291% 287% 204% 173% 124% 

2 4.4 527% 432% 361% 295% 284% 193% 189% 123% 

3 4.9 549% 410% 361% 284% 261% 176% 157% 124% 

4 4.5 560% 442% 362% 291% 269% 167% 162% 133% 

Q
u

it
o
sa

n
o

 1 3.4 2347% 1835% 2326% 2479% 2044% 2441% 2547% 2303% 

2 3.0 2723% 2147% 2663% 2737% 2360% 2520% 2757% 2497% 

3 3.4 2456% 1944% 2259% 2318% 2021% 2418% 2541% 2356% 

4 2.8 2964% 2239% 2793% 2911% 2464% 2643% 2804% 2707% 

H
íb

r
id

o
 

1 6.9 577% 610% 670% 819% 883% 720% 636% 586% 

2 6.8 613% 663% 725% 863% 947% 881% 743% 663% 

3 7.2 528% 564% 585% 613% 660% 575% 463% 411% 

4 7.0 589% 627% 667% 727% 750% 574% 477% 436% 

S
A

N
G

R
E

 

C
o
lá

g
e
n

o
 

1 3.9 479% 474% 469% 441% -100% -100% -100% -100% 

2 4.7 551% 487% 445% 436% -100% -100% -100% -100% 

3 4.7 685% 630% 491% 332% -100% -100% -100% -100% 

4 4.9 688% 600% 453% -100% -100% -100% -100% -100% 

Q
u

it
o
sa

n
o

 1 3.8 755% 847% 876% 897% 758% 713% 626% 547% 

2 3.7 497% 578% 632% 627% 570% 481% 373% 295% 

3 3.7 327% 395% 405% 419% 373% 314% 249% 165% 

4 3.7 495% 589% 641% 627% 554% 470% 357% 278% 

H
íb

r
id

o
 1 7.1 306% 362% 400% 432% 407% 386% 323% 285% 

2 6.6 270% 324% 403% 429% 397% 352% 308% 262% 

3 6.8 357% 391% 432% 474% 437% 394% 344% 281% 
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4 6.8 251% 363% 416% 490% 479% 457% 412% 394% 

P
B

S
 

C
o
lá

g
e
n

o
 

1 4.4 359% 357% 236% 230% 173% 223% 259% 207% 

2 4.2 374% 284% 251% 249% 151% 235% 202% 219% 

3 4.6 318% 200% 156% 44% 0% -18% -12% -21% 

4 4.6 412% 300% 269% 262% 136% 212% 171% 188% 

Q
u

it
o
sa

n
o

 1 2.9 1086% 1100% 1228% 1297% 1086% 1134% 1210% 1193% 

2 3.3 1027% 958% 1054% 1046% 1023% 1146% 1046% 1100% 

3 3.3 1193% 1046% 1068% 1054% 1046% 1143% 1175% 1157% 

4 3.0 1029% 1029% 1146% 1150% 1289% 1371% 1371% 1229% 

H
íb

r
id

o
 

1 5.5 715% 524% 180% 44% -92% -100% -100% -100% 

2 5.9 784% 618% 358% 75% -64% -100% -100% -100% 

3 5.9 540% 440% 400% 331% 231% 15% -100% -100% 

4 6.3 598% 536% 432% 305% 224% 167% -71% -86% 

 

 

Anexo 5. Promedio de los % de hinchamiento de los ABs. 

Promedio de % de hinchamiento de los andamios con respecto a los tiempos de inserción en agua, 

PBS y sangre. 
  

0 (s) 5 (s) 15 (s) 30 (s) 60 (s) 180 (s) 900 (s) 1800 (s) 3600 (s) 

A
G

U
A

 Colágeno 0% 542% 431% 357% 290% 275% 185% 170% 126% 

Quitosano 0% 2623% 2041% 2510% 2611% 2222% 2505% 2662% 2466% 

Híbrido 0% 577% 616% 662% 755% 810% 688% 580% 524% 

S
A

N
G

R
E

 Colágeno 0% 601% 548% 465% 277% 0% 0% 0% 0% 

Quitosano 0% 519% 602% 639% 643% 564% 495% 401% 321% 

Híbrido 0% 296% 360% 413% 456% 430% 397% 346% 305% 

P
B

S
 

Colágeno 0% 366% 285% 228% 196% 115% 163% 155% 148% 

Quitosano 0% 1084% 1033% 1124% 1137% 1111% 1199% 1201% 1170% 

Híbrido 0% 659% 530% 343% 189% 75% 0% -93% -97% 
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Anexo 6. Desviación estándar de los % de hinchamiento de los ABs. 

Desviación estándar del % de hinchamiento de los andamios con respecto a los tiempos de 

inserción en agua, PBS y sangre. 

  0 (s) 5 (s) 15 (s) 30 (s) 60 (s) 180 (s) 900 (s) 1800 (s) 3600 (s) 

A
G

U
A

 Colágeno 0 0.149 0.146 0.086 0.049 0.122 0.170 0.139 0.048 

Quitosano 0 2.773 1.846 2.584 2.639 2.236 1.015 1.376 1.806 

Híbrido 0 0.359 0.413 0.578 1.109 1.294 1.460 1.342 1.207 

S
A

N
G

R
E

 Colágeno 0 1.031 0.785 0.206 2.565 0.000 0.000 0.000 0.000 

Quitosano 0 1.768 1.861 1.923 1.962 1.573 1.647 1.599 1.614 

Híbrido 0 0.467 0.275 0.148 0.302 0.370 0.441 0.460 0.599 

P
B

S
 

Colágeno 0 0.390 0.648 0.500 1.022 0.781 1.208 1.171 1.132 

Quitosano 0 0.779 0.588 0.802 1.167 1.215 1.152 1.339 0.549 

Híbrido 0 1.102 0.727 1.123 1.503 1.771 1.264 0.144 0.068 

 

Anexo 7. Pesos obtenidos para la determinación del % de degradabilidad de los ABs. 

  
Pesos para evaluación de degradabilidad 

 
n° 0 días 1 días 2 días 3 días 4 días 5 días  6 días 7 días 

Colágeno 

1 4.2 1.6 1.0 0.7 0.3 0.0     

2 4.5 1.7 1.1 0.9 0.4 0.0     

3 4.1 1.8 1.2 0.8 0.3 0.0     

4 4.4 1.4 1.0 0.6 0.2 0.0     

Quitosano 

1 3.5 2.6 1.9 1.3 0.6 0.2 0.0   

2 3.4 2.8 2.0 1.4 0.5 0.1 0.0   

3 3.2 2.7 2.0 1.9 0.8 0.3 0.0   

4 3.6 2.9 2.1 1.8 0.7 0.2 0.0   

Híbrido 

1 6.1 3.6 2.9 2.3 1.5 0.7 0.3 0.0 

2 5.4 3.8 3.2 2.7 1.4 0.5 0.2 0.0 

3 6.3 3.2 2.8 2.2 1.6 0.6 0.2 0.0 

4 6.0 4.1 3.5 2.9 1.8 0.8 0.4 0.0 
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Anexo 8. Pesos residuales obtenidos para el % de biodegradabilidad de los ABs. 

Peso residual para evaluación de degradabilidad 

  1 días 2 días 3 días 4 días 5 días 6 días 7 días 

C
o
lá

g
e
n

o
 

1 0.38 0.24 0.17 0.07 0.00 0.00 0.00 

2 0.38 0.24 0.20 0.09 0.00 0.00 0.00 

3 0.44 0.29 0.20 0.07 0.00 0.00 0.00 

4 0.32 0.23 0.14 0.05 0.00 0.00 0.00 

Q
u

it
o
sa

n
o

 1 0.74 0.54 0.37 0.17 0.06 0.00 0.00 

2 0.82 0.59 0.41 0.15 0.03 0.00 0.00 

3 0.84 0.63 0.59 0.25 0.09 0.00 0.00 

4 0.81 0.58 0.50 0.19 0.06 0.00 0.00 

H
íb

r
id

o
 

1 0.59 0.48 0.38 0.25 0.11 0.05 0.00 

2 0.70 0.59 0.50 0.26 0.09 0.04 0.00 

3 0.51 0.44 0.35 0.25 0.10 0.03 0.00 

4 0.68 0.58 0.48 0.30 0.13 0.07 0.00 

 

Anexo 9. Porcentaje de peso residual obtenido para los ABs. 

% peso residual de los andamios biológicos 

  0 días 1 días 2 días 3 días 4 días 5 días 6 días 7 días 

C
o
lá

g
e
n

o
 

1 100.00% 38.10% 23.81% 16.67% 7.14% 0.00% 0.00% 0.00% 

2 100.00% 37.78% 24.44% 20.00% 8.89% 0.00% 0.00% 0.00% 

3 100.00% 43.90% 29.27% 19.51% 7.32% 0.00% 0.00% 0.00% 

4 100.00% 31.82% 22.73% 13.64% 4.55% 0.00% 0.00% 0.00% 

Q
u

it
o
sa

n
o

 1 100.00% 74.29% 54.29% 37.14% 17.14% 5.71% 0.00% 0.00% 

2 100.00% 82.35% 58.82% 41.18% 14.71% 2.94% 0.00% 0.00% 

3 100.00% 84.38% 62.50% 59.38% 25.00% 9.38% 0.00% 0.00% 

4 100.00% 80.56% 58.33% 50.00% 19.44% 5.56% 0.00% 0.00% 

H
íb

r
id

o
 

1 100.00% 59.02% 47.54% 37.70% 24.59% 11.48% 4.92% 0.00% 

2 100.00% 70.37% 59.26% 50.00% 25.93% 9.26% 3.70% 0.00% 

3 100.00% 50.79% 44.44% 34.92% 25.40% 9.52% 3.17% 0.00% 

4 100.00% 68.33% 58.33% 48.33% 30.00% 13.33% 6.67% 0.00% 
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Anexo 10. Promedio del % de peso residual obtenido para los ABs. 

Promedio del % de peso residual  
 

0 días 1 día 2 días 3 días 4 días 5 días  6 días 7 días 

Colágeno 100.00% 37.90% 25.06% 17.45% 6.97% 0.00%     

Quitosano 100.00% 80.39% 58.49% 46.92% 19.07% 5.90% 0.00%   

Híbrido 100.00% 62.13% 52.39% 42.74% 26.48% 10.90% 4.62% 0.00% 

 

Anexo 11. Desviación estándar del % de peso residual de los ABs. 

Desviación estándar del % de peso residual 
 

0 días 1 días 2 días 3 días 4 días 5 días  6 días 7 días 

Colágeno 0 0.049 0.029 0.029 0.018 0.000     

Quitosano  0 0.044 0.034 0.099 0.044 0.026 0.000   

Híbrido 0 0.090 0.075 0.075 0.024 0.019 0.015 0.000 

 

Anexo 12. Porcentaje de degradabilidad de los ABs. 

  Porcentaje de degradabilidad de los ABs 

  1 días 2 días 3 días 4 días 5 días 6 días 7 días 

C
o
lá

g
e
n

o
 

1 61.90% 76.19% 83.33% 92.86% 100.00% 100.00% 100.00% 

2 62.22% 75.56% 80.00% 91.11% 100.00% 100.00% 100.00% 

3 56.10% 70.73% 80.49% 92.68% 100.00% 100.00% 100.00% 

4 68.18% 77.27% 86.36% 95.45% 100.00% 100.00% 100.00% 

Q
u

it
o
sa

n
o

 

1 25.71% 45.71% 62.86% 82.86% 94.29% 100.00% 100.00% 

2 17.65% 41.18% 58.82% 85.29% 97.06% 100.00% 100.00% 

3 15.63% 37.50% 40.63% 75.00% 90.63% 100.00% 100.00% 

4 19.44% 41.67% 50.00% 80.56% 94.44% 100.00% 100.00% 

H
íb

r
id

o
 

1 40.98% 52.46% 62.30% 75.41% 88.52% 95.08% 100.00% 

2 29.63% 40.74% 50.00% 74.07% 90.74% 96.30% 100.00% 

3 49.21% 55.56% 65.08% 74.60% 90.48% 96.83% 100.00% 

4 31.67% 41.67% 51.67% 70.00% 86.67% 93.33% 100.00% 
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Anexo 13. Promedio del % de biodegradación de los ABs. 

Promedio del % de biodegradación 
 

0 días 1 días 2 días 3 días 4 días 5 días  6 días 7 días 

Colágeno 0.00% 62.10% 74.94% 82.55% 93.03% 100.00%     

Quitosano  0.00% 19.61% 41.51% 53.08% 80.93% 94.10% 100.00%   

Híbrido 0.00% 37.87% 47.61% 57.26% 73.52% 89.10% 95.38% 100.00% 

 

Anexo 14. Desviación estándar del % de biodegradación de los ABs. 

DS Porcentaje de biodegradación 

Andamios 0 días 1 días 2 días 3 días 4 días 5 días  6 días 7 días 

Colágeno 0 0.049 0.029 0.029 0.018 0     

Quitosano  0 0.044 0.034 0.099 0.044 0.026 0   

Híbrido 0 0.090 0.075 0.075 0.024 0.019 0.015 0 

 

Anexo 15. Valores de absorbancias obtenidas para el % de BCI de los ABs. 

Andamios n° 

A 

[Hemoglobina] 

(Is) 

A 

[Blanco] 

(Io) 

A 

[Solución] 

(Ir) 

A  

[Blanco] 

(Ior) 

Índice de 

coagulación 

(BCI) 

Colágeno 

1 0.1663 0.0353 

0.2221 0.0841 

94.93% 

2 0.1678 0.0365 95.14% 

3 0.1659 0.0341 95.51% 

4 0.1661 0.0336 96.01% 

Quitosano 

1 0.1382 0.0457 67.03% 

2 0.1311 0.0383 67.25% 

3 0.1493 0.0568 67.03% 

4 0.1326 0.0393 67.61% 

Híbrido 

1 0.1432 0.0709 52.39% 

2 0.1204 0.0475 52.83% 

3 0.1147 0.0417 52.90% 

4 0.1129 0.0411 52.03% 
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Anexo 16. Promedio y desviación estándar del % de BCI de los ABs. 

Andamios 
Índice de coagulación 

(BCI) 
Desviación estándar 

Colágeno 95.40% 0.0048 

Quitosano 67.23% 0.0027 

Híbrido 52.54% 0.0041 

 

Anexo 17. Valores de absorbancias obtenidos para el % de hemólisis de los ABs. 

Muestras n° 
[Hemoglobina] 

(Is) 

A  

Control 

positivo 

(Ir) 

A  

Control 

negativo 

(Io) 

%Hemolisis 

Colágeno 

1 0.0057 

0.1757 

0 

3.24% 

2 0.0045 2.56% 

3 0.0053 3.02% 

4 0.0049 2.79% 

Quitosano 

1 0.0036 

0.1872 

1.92% 

2 0.0039 2.08% 

3 0.0032 1.71% 

4 0.0035 1.87% 

Híbrido 

1 0.0007 0.37% 

2 0.0006 0.32% 

3 0.0010 0.53% 

4 0.0005 0.27% 

Sangre 1 0.1872 100.00% 

 

Anexo 18. Promedio y desviación estándar del % de hemólisis de los ABs. 

Muestras % Hemólisis Desviación estándar 

Sangre 100.00% 0 

Colágeno 2.90% 0.0029 
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Quitosano 1.90% 0.0015 

Híbrido 0.37% 0.0012 

 

 

Anexo 19. Valores de absorbancias para la determinación de la concentración de 

hemoglobina de los ABs. 

 n° 
A (Muestra) 

(Is) 

Factor de 

conversión 

[Hemoglobina] 

g/dl 

[Hemoglobina] 

mg/dl 

Colágeno 

1 0.1190 

29.4 

3.50 3498.6 

2 0.1170 3.44 3439.8 

3 0.1160 3.41 3410.4 

4 0.1170 3.44 3439.8 

Quitosano 

1 0.0476 1.40 1399.44 

2 0.0491 1.44 1443.54 

3 0.0491 1.44 1443.54 

4 0.0477 1.40 1402.38 

Híbrido 

1 0.0455 1.34 1337.70 

2 0.0415 1.22 1220.10 

3 0.0454 1.33 1334.76 

4 0.0414 1.22 1217.16 

Sangre 1 0.5863 17.24 17237.22 

 

Anexo 20. Promedio y desviación estándar de la concentración de hemoglobina de 

los ABs. 

Muestras  [Hemoglobina] mg/dl Desviación estándar 

Sangre 17237.22 0.00 

Colágeno 3447.15 36.99 

Quitosano 1422.23 24.64 

Híbrido 1277.43 67.92 
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Anexo 21. Valores de absorbancias obtenidos para el % de liberación de LDH de los 

ABs. 

 n° 
[LDH] 

(Is) 
Normalización 

A 

Control 

positivo 

(Ir) 

A 

Control 

negativo 

(Io) 

%liberación 

de LDH 

Colágeno 

1 1.6316 0.0163 

0.016893 0.013257 

84.13% 

2 1.6324 0.0163 84.35% 

3 1.6324 0.0163 84.35% 

4 1.6316 0.0163 84.13% 

Quitosano 

1 1.5854 0.0159 71.42% 

2 1.5847 0.0158 71.23% 

3 1.5839 0.0158 71.01% 

4 1.5843 0.0158 71.12% 

Híbrido 

1 1.6025 0.0160 76.13% 

2 1.6088 0.0161 77.86% 

3 1.6097 0.0161 78.11% 

4 1.6118 0.0161 78.69% 

Plasma 1 1.6893 0.016893 100% 

 

Anexo 22. Promedio y desviación estándar del % de liberación de LDH de los ABs. 

Muestras 
% de liberación de 

LDH 
Desviación estándar 

Plasma 100% 0 

Colágeno 84.24% 0.00127 

Quitosano 71.20% 0.00176 

Híbrido 77.70% 0.01101 
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Anexo 23. Valores de las absorbancias obtenidos para el ensayo de resazurina 

(proliferación bacteriana). 

 
A B C D E F G H I J K L 

1 0.869 0.856 0.774 0.892     1.583 1.645 1.455 1.790 1.618   

2       2.562 2.711 2.607             

3 0.783 0.939 0.985 0.851 0.832 0.863 1.491 1.486 1.025 1.036 0.964 1.002 

4 2.816 2.230 2.656 2.319 2.213 1.899 2.371 2.493 2.654 3.036 2.417 2.747 

5 2.089 1.874 2.267 2.304 1.841 1.878 3.158 3.076 2.767 3.268 3.315 2.665 

6 0.900 1.118 1.036 1.052 1.064 1.368 1.352 1.367 1.244 1.180 1.207 1.394 

7 2.306 2.533 2.400 1.988 2.200 2.678 3.021 2.953 2.596 2.240 2.104 2.884 

8 2.478 1.776 1.908 1.907 2.209 1.914 3.041 2.801 3.259 3.218 3.307 3.375 

 

 

Anexo 24. Promedio de las absorbancias obtenidas para los diferentes tratamientos 

de los ABs. 

 
Sin 

esterilización 
Luz UV Etanol 70% Etanol 65% 

Colágeno 0.902 0.849 1.334 1.001 

Quitosano 2.567 2.144 2.506 2.733 

Híbrido 2.077 2.008 3.000 3.083 

Colágeno 1.018 1.161 1.321 1.260 

Quitosano 2.413 2.289 2.857 2.409 

Híbrido 2.054 2.010 3.034 3.300 
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Anexo 25. Determinación de los % de proliferación bacteriana con respecto a los 

ABs. 

 Bacterias Resazurina Colágeno Quitosano Híbrido 

SE + S. aureus 1.618 2.627 1.018 2.413 2.054 

UV + S. aureus   1.161 2.289 2.010 

E70% + S. aureus   1.321 2.857 3.034 

E65% + S. aureus   1.260 2.409 3.300 

 

Anexo 26. Valores obtenidos de % de proliferación bacteriana con respecto a los 

controles. 

 Bacterias Resazurina Colágeno Quitosano Híbrido 

SE + S. aureus 100 162.360939 62.91718171 149.1347342 126.946848 

UV + S. aureus   71.7552534 141.4709518 124.2274413 

E70% + S. aureus   81.64400494 176.5760198 187.5154512 

E65% + S. aureus   77.87391842 148.8875155 203.9555006 

 

Anexo 27. Porcentaje de proliferación bacteriana en los ABs. 

 Bacterias Colágeno Quitosano Híbrido 

SE 62.36 99.44 13.23 35.41 

UV  90.61 20.89 38.13 

EtOH 70%  80.72 -14.22 -25.15 

EtOH 65%  84.49 13.47 -41.59 

 

Anexo 28. Permiso del Comité de Bioética 
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