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RESUMEN EJECUTIVO 

 

Los andamios biológicos, considerados estructuras tridimensionales, simulan el soporte de la matriz 

extracelular, favoreciendo la adhesión y proliferación celular. Su implementación en modelos 

experimentales 3D han adquirido relevancia en el estudio de diversas patologías, como el cáncer, ya 

que permiten analizar las respuestas celulares en condiciones más representativas del microambiente 

fisiológico in vivo. Se elaboraron andamios híbridos con concentraciones de 1 por ciento y 1.5 por 

ciento de nanocelulosa y quitosano, con sus 4 combinaciones posibles respectivamente, mediante 

liofilización. Se caracterizaron biológicamente mediante seis ensayos hemostáticos: degradación, 

hinchamiento máximo, índice de coagulación, hemólisis, adhesión de eritrocitos y plaquetas. Los 

andamios con mayor concentración de quitosano mostraron mejor estructura y desempeño, mientras 

que los de menor concentración fueron frágiles y menos aptos como modelo 3D. El diseño 

experimental reveló efectos significativos de los polímeros sobre cuatro pruebas hemostáticas, 

excepto en hemólisis, donde la nanocelulosa y la interacción no fueron significativas. En conclusión, 

la caracterización de los ABs elaborados sugiere que presentan propiedades adecuadas para su 

aplicación en futuros ensayos relacionados con el desarrollo de modelos 3D, orientados al estudio de 

patologías como el cáncer de próstata. Sin embargo, los ABs con mayor concentración de quitosano 

mostraron un desempeño físico y biológico superior. Estos andamios ofrecen condiciones favorables 

para ser utilizados en futuras evaluaciones de crecimiento y proliferación celular.  

 

Palabras Claves: Andamios Biologicos, Nanocelulosa, Quitosano, Modelo Experimental 3D, 

Cultivo celular.    
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ABSTRACT 

 

Biological scaffolds, considered three-dimensional structures, simulate the support provided by the 

extracellular matrix, promoting cell adhesion and proliferation. Their implementation in 3D 

experimental models has gained relevance in the study of various pathologies, such as cancer, as they 

allow the analysis of cellular responses under conditions that more closely resemble the native 

physiological microenvironment in vivo. 

 

Hybrid scaffolds were fabricated using 1% and 1.5% concentrations of nanocellulose and chitosan, 

respectively, through freeze-drying. They were biologically characterized using six hemostatic 

assays: degradation, maximum swelling, coagulation index, hemolysis, erythrocyte adhesion, and 

platelet adhesion. Scaffolds with higher chitosan concentrations exhibited better structural integrity 

and overall performance, whereas those with lower concentrations were fragile and less suitable for 

use as 3D models. The experimental design revealed significant effects of the polymer concentrations 

on four of the hemostatic tests, except for hemolysis, where nanocellulose and the interaction between 

factors were not significant. 

 

In conclusion, the characterization of the fabricated scaffolds suggests that they possess suitable 

properties for future applications in the development of 3D models aimed at studying diseases such 

as prostate cancer. Notably, scaffolds with higher chitosan content demonstrated superior physical 

and biological performance. These scaffolds present favorable conditions for future evaluations of 

cell growth and proliferation. 

 

Keywords: Biological Scaffolds, Nanocellulose, Chitosan, 3D Experimental Model, Cell Culture.  
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CAPÍTULO 1. MARCO TEÓRICO 

 

1.1.  Antecedentes Investigativos  

El cáncer de próstata (CaP) representa a nivel mundial una de las principales patologías mortales en 

hombres (P. Xu et al., 2022), calificado como el segundo cáncer más común que afecta a los hombres, 

representando hasta el 7,3% de los 19,3 millones de diagnósticos nuevos de cáncer que surgen cada 

año. En Estados Unidos, durante el 2021, se detectaron 248530 nuevos casos de cáncer volviéndolo 

la principal fuente de mortalidad en hombres cuando desarrolla su fase metastásica (Dozzo et al., 

2023). En Ecuador desde 1991 se ha registrado un aumento anual de más del 7,5% hasta el año 2003, 

de 21 a 51 casos por 100000 hombres; en 2017 la tasa de incidencia aumentó a 61,9 casos por 100000 

(Caballero, 2021). Es por lo que, el cáncer de próstata se considera un gran problema en la salud 

pública.  

La mayor parte de datos publicados acerca del cáncer de próstata sobre los procesos celulares 

conocidos se obtienen de experimentos realizados en condiciones bidimensionales. Estos cultivos en 

monocapa celulares convencionales son simples y poco realistas, por lo que no reflejan en su totalidad 

la fisiología esencial de los tejidos nativos (Hoarau-Véchot et al., 2018) En la actualidad, el desarrollo 

de modelos de cultivos celulares tridimensionales, que utilizan andamios o soportes, han demostrado 

poseer un gran potencial como modelo de cultivo celular, debido a que imita de manera eficiente el 

microambiente tumoral nativo (Yahya et al., 2021).  

Estos modelos se caracterizan por brindar un alto rendimiento y una dimensión compacta que 

optimiza el microambiente tumoral de los sistemas in vivo (Ul-Islam et al., 2019). Por lo que, con la 

finalidad de estudiar de manera eficiente el cáncer de próstata se ha enfatizado la necesidad de evaluar 

un modelo de cultivo celular tridimensional robusto que se pueda utilizar como un valioso modelo 

tumoral in vitro (Song et al., 2024). Las investigaciones enfocadas en el tratamiento y estudio de 

cáncer de próstata en andamios pueden representar una fuente confiable de aplicaciones médicas.  

 

Considerando los anteriores antecedentes, esta investigación plantea la caracterización biológica de 

andamios biológicos elaborados a partir de polímeros naturales como el quitosano y nanocelulosa 
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vegetal con la finalidad de que representen el punto de partida para modelos tridimensionales de 

investigaciones en líneas celulares de cáncer de próstata.  

 

1.1.1. Cáncer de próstata (CaP) 

 

El primer caso de cáncer de próstata fue descrito en el año 1853, desde entonces el CaP se ha 

convertido en un problema de salud mundial donde se ha demostrado que el CaP aumenta más rápido 

con la edad en comparación a otros tipos de cáncer (Andreasson & Johansson, 2024). El CaP es una 

enfermedad que se forma cuando las células normales se convierten en células malignas (cancerosas) 

en los tejidos de la próstata. Los síntomas más comunes son el flujo débil de orina u orinar con más 

frecuencia de lo normal (National Cancer Institute, 2024). Aunque el cáncer de próstata localizado 

tiene alta tasa de supervivencia a largo plazo, el cáncer de próstata metastásico sigue siendo en gran 

medida incurable. La mortalidad de la enfermedad ha ido en aumento, debido a la falta de opciones 

terapéuticas capaces de obtener respuestas duraderas en el contexto de una heterogeneidad tumoral 

muy diferente a nivel biológico y genético celular (G. Wang et al., 2018).  

1.1.2. Modelos Experimentales para el estudio de cáncer de próstata  

Se han desarrollado varios modelos para el estudio de la fisiopatología del CaP, el estándar de oro en 

los últimos años ha sido utilizar modelos de xenoinjertos de líneas celulares de cáncer de humano 

injertadas en ratones (Olson et al., 2018). Entre los modelos tradicionales también se encuentran 

experimentos basados en cultivos celulares en condiciones de monocapa bidimensional (2D) 

(Namekawa et al., 2019). El cultivo celular es una herramienta in vitro ampliamente utilizada para 

profundizar en la comprensión de la biología celular, los mecanismos de las enfermedades, la 

producción de proteínas y el desarrollo de la ingeniería de tejidos. Gran parte de la investigación en 

biología del cáncer se basa en experimentos realizados en cultivos celulares bidimensionales (2D) in 

vitro (Kapałczyńska et al., 2018).  

Sin embargo, estos modelos no reproducen completamente el microambiente tumoral del cáncer de 

próstata (CaP), lo que conlleva a diferencias significativas en las respuestas celulares, incluyendo 

alteraciones en la morfología, las vías metabólicas, la expresión génica y la tasa de proliferación. 

Como resultado, el desarrollo de cultivos tridimensionales (3D) de células cancerosas ha demostrado 
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generar respuestas celulares que se asemejan en mayor medida a las observadas in vivo (K. Xu et al., 

2019) .  

1.1.2.1. Modelos Experimentales 2D 

Los cultivos celulares tradicionales, también denominados cultivos bidimensionales (2D), se han 

convertido en una metodología establecida y un modelo de cultivo conveniente y sencillo. Las células 

en este modelo crecen como monocapas en un matraz o en placas planas donde se adhieren y 

proliferan formando una monocapa de células sobre una superficie de plástico (Souza et al., 2018). 

Las células cultivadas en sistemas bidimensionales (2D) presentan numerosas limitaciones, ya que 

no logran imitar de forma adecuada las condiciones fisiológicas ni el microambiente natural, que 

incluyen la estructura tridimensional de los tejidos, las señales biológicas específicas y las 

interacciones célula-matriz.  

Este tipo de cultivo obliga a las células a alterar diversas funciones biológicas complejas, como la 

apoptosis, la invasión celular, la regulación transcripcional y la expresión de receptores (Habanjar et 

al., 2021). En este modelo de cultivo, las células cancerosas tienen más área de contacto con el plástico 

y el medio de cultivo que con las propias células, ignorando la complejidad de las interacciones 

observadas en tumores in vivo (Fontoura et al., 2020). 

1.1.2.2. Modelos Experimentales 3D  

Los modelos 3D se utilizan cada vez más en la medicina en diferentes aplicaciones, este modelo de 

estudio sirve para la planificación quirúrgica, ensayo de procedimiento y formación de nuevas 

generaciones de médicos y la educación a los pacientes (Wake et al., 2019). En el organismo vivo, el 

comportamiento celular está directamente influenciado por las acciones de las diferentes señales que 

proporciona el microambiente, que interacciona cooperativamente en tres dimensiones. Las señales 

micro ambientales son importantes en las interacciones de unión célula-matriz, además, las 

propiedades mecánicas de la matriz extracelular (ECM) influyen significativamente en las reacciones 

celulares (Hippler et al., 2019).  
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Los modelos in vitro en 3D representan una novedosa plataforma para la práctica de estudios 

ayudando a dilucidar de mejor manera las múltiples etapas del CaP dentro del tejido primario y tejido 

óseo secundario. La fabricación de un microambiente en 3D es beneficiosa para la comprensión de 

varios componentes que desempeñan un papel en la matriz extracelular cuando se desarrolla y 

progresa el CaP (Safarulla et al., 2021). Un método tridimensional ampliamente utilizado es el cultivo 

de esferoides de cáncer de próstata (CaP), el cual se basa en el autoensamblaje de las células en 

condiciones de cultivo no adherentes.  

 

En este sistema, las células tumorales se ven forzadas a agregarse sobre una superficie que limita la 

adhesión, generalmente recubierta con agarosa. A pesar de su simplicidad, bajo costo y 

reproducibilidad, este modelo ofrece un gran potencial para el estudio de las interacciones celulares. 

Sin embargo, presenta limitaciones importantes, ya que hasta la fecha no se han reportado ensayos 

precisos que evalúen la viabilidad celular en esferoides de CaP. 

 

Dado que, como es bien sabido, la matriz extracelular influye significativamente en la organización 

celular y en las funciones tisulares, se han desarrollado modelos 3D más complejos que incorporan 

geles biomiméticos de matriz extracelular. Entre estos se incluyen el Matrigel, el alginato y el 

colágeno. Las células de CaP cultivadas en estos geles tienden a agregarse espontáneamente, 

formando tumores que representan de manera más precisa las interacciones entre las células tumorales 

y la matriz extracelular artificial (Fontana et al., 2020). El desarrollo de modelos 3D utilizando 

andamios e hidrogeles de bioingeniería muestra una gran promesa y da como finalizada la era de la 

“biología plana” para los cultivos celulares.  

La bioingeniería brinda como resultado modelos más sofisticados, reportando en la literatura intentos 

de generar un “tumor de próstata en andamio” con su respectivo microambiente tumoral (Risbridger 

et al., 2018). Los andamios porosos 3D para el cultivo in vitro de CaP ha demostrado representar el 

ambiente microtumoral, favoreciendo el crecimiento celular donde se da la transición epitelial a 

mesenquimal en el CaP (Xu et al., 2019). 
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Figura 1. Andamios 3D como modelo para el estudio del cáncer 

Diferentes tipos de andamios 3D para aplicaciones relaciones con el estudio del cáncer de próstata adaptado de 

Abuwatfa et al. (2024).   

  

1.1.3. Componentes necesarios para el cultivo celular en 3D.  

 

1.1.3.1. Células  

 

La célula constituye la unidad básica tanto en la estructura como en las funciones de todos los seres 

vivos. Se organizan para formar tejidos y crear sistemas. En los cultivos celulares 3D las células 

necesitan reproducir la organización y microarquitectura de un órgano vivo, seleccionar una fuente 

adecuada para el aislamiento de células es una fase crucial para determinar el éxito del estudio o 

investigación (Cacciamali et al., 2022). Para el estudio tridimensional del cáncer de próstata (CaP), 

las células cancerosas han cobrado un papel central en la investigación de la biología del cáncer 

(Libanje et al., 2019).  

 

Estas células se obtienen a partir de diversas fuentes, tales como pacientes con cáncer, células 

tumorales primarias, células madre cancerosas, células madre pluripotentes inducidas (iPSC), células 
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del microambiente tumoral y organoides tumorales (Paradiso et al., 2021).  Los organoides tumorales 

derivados de pacientes han demostrado un gran potencial, ya que conservan tanto la heterogeneidad 

como las características genéticas de los tejidos tumorales originales. Esto los convierte en 

herramientas prometedoras para el desarrollo de enfoques personalizados en la medicina oncológica. 

Además, estos modelos permiten estudiar en profundidad el papel de los procesos mutacionales en la 

tumorogénesis (Cacciamali et al., 2022).  

 

Las células madre cancerosas (CSC) son responsables del crecimiento sostenido e incontrolado de 

los tumores y desempeñan un papel fundamental en la metástasis y la recurrencia del cáncer. A 

diferencia de las células madre normales, las CSC presentan alteraciones tanto en su proceso de 

división celular como en sus perfiles genéticos y epigenéticos, lo que implica su capacidad para evadir 

los mecanismos de control y promover la progresión tumoral (Afify & Seno, 2019).  

 

1.1.3.2. Factores de crecimiento (GF) 

 

Los factores de crecimiento (GF, por sus siglas en inglés) son moléculas encargadas en la señalización 

endógena, responsables de regular diversas respuestas celulares, tales como el crecimiento, la 

proliferación, la diferenciación y la supervivencia celular (Nicolas et al., 2020). Estas proteínas 

pueden ser inducidas por estímulos externos y son secretadas por varias células, incluyendo plaquetas, 

leucocitos, fibroblastos y células epiteliales. Los GF actúan a través de mecanismos autocrinos, 

paracrinos o endocrinos, al unirse a receptores específicos ubicados en la membrana o en el 

citoplasma celular. Aun en concentraciones bajas, los factores de crecimiento pueden ejercer un 

efecto notable en el microambiente celular, estimulando de manera rápida procesos como la 

migración, proliferación y diferenciación celular (Yamakawa & Hayashida, 2019).   

 

Los GF pueden clasificarse en diversas familias, entre las que se incluyen: la familia del factor de 

crecimiento de fibroblastos (FGF), la del factor de crecimiento transformante β (TGF-β), la del factor 

de crecimiento de hepatocitos (HGF), la del factor de crecimiento epidérmico (EGF), la del factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la familia de las neurotrofinas. Estas moléculas se emplean 

con frecuencia en el estudio y tratamiento de enfermedades hematológicas y oncológicas, así como 

en aplicaciones de ingeniería de tejidos (Zhang et al., 2019).  
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Figura 2. Partes esenciales para el desarrollo de cultivos 3D 

Los modelos 3D se encuentra integrada de tres componentes: 1) células 2) andamios que actúan como soporte 

y 3) nutrientes, principalmente factores de crecimiento (GF). 

1.1.3.3. Andamios Biológicos (scaffolds) 

 

En el contexto de la biomedicina e ingeniería en tejidos (IT) el andamio es el material de soporte 

tridimensional (3D), el cual proporciona señales químicas y físicas para la siembra de células que 

tienen un papel primordial en las misiones celulares. Debido a esto, se han desarrollado andamios 

biológicos debido a su papel fundamental ya que actúan como una matriz extracelular artificial (ECM) 

sirviendo de soporte para células, manteniendo la organización tridimensional y participando en la 

formación de nuevos tejidos (Krishani et al., 2023). Estas matrices deben brindar un microambiente 

especifico dependiente del tejido para mantener la función celular y regular el comportamiento (Elitok 

et al., 2018). Existen una gran variedad de materiales para elaborar andamios, los biopolímeros 

sintéticos y naturales son los más comunes por sus características biológicas y fisicoquímicas únicas 

(Abbasian et al., 2019).  

 

Según su origen, los andamios se clasifican como alogénicos, aloplasticos, xenogénicos y 

construcciones vivas (cuando se incluyen células) (Tavelli et al., 2020). Una de las características 

clave es la biocompatibilidad, debido a la capacidad de un andamio de coexistir e interactuar con 

tejidos específicos o sistemas fisiológicos sin infligir una reacción inmune o de rechazo al receptor 
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(Naahidi et al., 2017). Además, los andamios biológicos deben tener una interconectividad y tamaño 

de poro óptimo para el crecimiento del tejido ya que es esencial para el transporte de nutrientes y 

oxígeno. Otro aspecto importante es la proliferación y adhesión celular dentro de los poros como en 

la superficie, para promover la vascularización (Bharadwaz & Jayasuriya, 2020). 

1.1.4. Métodos para la elaboración de andamios biológicos  

La fabricación de una estructura porosa que posea la resistencia mecánica y las características 

fisicoquímicas necesarias para permitir el cultivo celular requiere un enfoque integral que combine 

conocimientos de ingeniería y ciencia de materiales. En este contexto, diversos campos 

interdisciplinarios han desarrollado múltiples técnicas para la elaboración de andamios que cumplen 

con este propósito (Deb et al., 2018). La técnica de fabricación elegida debe permitir obtener un 

andamio adecuado, que cuente con buenas propiedades mecánicas y una estructura porosa 

tridimensional con poros interconectados y distribuidos de manera uniforme. La arquitectura del 

andamio se analiza en tres niveles nano, micro y macro, los cuales desempeñan un papel clave en la 

interacción entre las células y la matriz. En particular, una estructura a escala nanométrica favorece 

la adecuada unión de moléculas de señalización, lo que facilita procesos fundamentales como la 

proliferación adhesión y diferenciación celular (Krishani et al., 2023).  

 

Los métodos convencionales para la fabricación de andamios en ingeniería de tejidos abarcan una 

amplia gama de técnicas, entre ellas la separación de fases inducida térmicamente (TIPS), la unión 

de fibras, el electrohilado, el moldeo con disolventes y la lixiviación de partículas, así como la 

laminación de membranas, la liofilización y la espumación con gases. En los últimos años, el campo 

ha avanzado notablemente gracias a la incorporación de tecnologías de fabricación más precisas y 

personalizables, las técnicas avanzadas integran software de diseño asistido por ordenador (CAD). 

Entre estas innovaciones se encuentran la estereolitografía, el bioplotting, el moldeo libre con 

disolventes, las técnicas de modelado combinado, la deposición fundida, la impresión 3D y la 

sinterización selectiva por láser (SLS) (Kumar & Jacob, 2022).   
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1.1.4.1. Métodos convencionales  

La técnica de lixiviación de partículas mediante fundición con disolventes (SCPL) es actualmente 

una de las más utilizadas en la fabricación de andamios poliméricos para ingeniería de tejidos óseos. 

Este método consiste en disolver un polímero en un disolvente adecuado y luego mezclar esta 

solución con una sal insoluble. Tras la evaporación del disolvente, se forma una matriz compuesta de 

sal y polímero, la cual se somete a un proceso de lavado para eliminar las partículas de sal. Como 

resultado, se obtiene una estructura porosa controlada. (Sola et al., 2019). El electrohilado es una 

técnica ampliamente utilizada para la síntesis de fibras a partir de una gran variedad de polímeros.  

Mediante fuerzas electrostáticas, se extraen fibras desde una solución polimérica, lo que permite la 

formación de estructuras con diámetros en el rango submicrométrico. Esta capacidad convierte al 

electrohilado en una herramienta valiosa para los investigadores (Zulkifli et al., 2023).  La 

espumación con gas para aplicaciones biomédicas y de investigación se ha desarrollado 

principalmente mediante espumado físico. Esta técnica se basa en la sorción de agentes de soplado, 

como CO₂ y N₂, a alta presión dentro de una matriz polimérica biocompatible. Posteriormente, al 

liberar la presión mientras se mantiene la temperatura ambiente, se induce la formación de poros en 

la matriz, generando una estructura porosa adecuada (Fanovich et al., 2023).  

1.1.4.2. Liofilización  

La liofilización es un proceso comúnmente utilizado para la elaboración de andamios a partir de 

biopolímeros. Esta técnica se considera un método suave, ya que generalmente se lleva a cabo 

utilizando agua como disolvente. La ausencia de otros solventes o productos químicos durante el 

proceso puede favorecer la obtención de andamios con una biocompatibilidad y bioactividad 

superiores (Katrilaka et al., 2023). El polímero seleccionado se disuelve en un disolvente, que puede 

ser agua o un disolvente orgánico. Luego, la solución se vierte en un molde y se congela para permitir 

su solidificación. Por último, el disolvente solidificado se elimina mediante sublimación, utilizando 

un equipo de liofilización (Koyyada & Orsu, 2021).  

La liofilización es sumamente eficiente para la fabricación de andamios con una alta porosidad, puede 

alcanzar aproximadamente el 90 %, y con tamaños de poro que varían entre 20 y 200 micrómetros. 

Estas características estructurales se controlan ajustando variables como la concentración del 
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polímero, la velocidad de congelación y las temperaturas utilizadas durante el proceso (Collins et al., 

2021).  

 

Figura 3. Andamios biológicos elaborados mediante liofilización  

Fuente: (Kuo et al., 2021). Se observan andamios elaborados con vidrios bioactivos y quitosano mediante el 

proceso de liofilización. a) andamio al 100 % de quitosano b) y c) andamios al 1 y 3 % vidrio 

bioactivo/quitosano  

 

1.1.5. Biopolímeros para la fabricación de andamios biológicos  

 

Los polímeros son macromoléculas de cadena larga formados por monómeros repetidos, los 

biomateriales que se utilizan en la elaboración de andamios se consiguen a partir de la estructura 

molecular polimérica (Biswal, 2021). Los biopolímeros se producen a partir de organismos vivos y 

son sustancias estructurales poliméricas que brindan propiedades mecánicas como fuerza, flexibilidad 

y firmeza. Estos incluyen plantas o se obtienen de varios tipos de microorganismos y animales. El 

origen de los principales biopolímeros vegetales son la celulosa, hemicelulosa, pectina y la lignina. 

Estos se han clasificado en base a su naturaleza biológica, como ceras lipídicas, carbohidratos, 

proteínas, polifenoles, ácidos nucleicos y polihidroxialcanoatos (PHA) (Aggarwal et al., 2020). 

 

Para la fabricación de andamios se utilizan dos enfoques primordiales. En primer lugar, se busca un 

andamiaje como sistema de soporte celular para sembrar células in vitro, el andamio estimula otras 

células para establecer la matriz que será la base del tejido. El desarrollo reciente de la IT demanda 

la aplicación de nuevos biomateriales que puedan asemejarse con el entorno y las indicaciones 

locales. En la actualidad las tecnologías avanzadas se enfocan en fabricar biomateriales (naturales o 

sintéticos) para el diseño de andamios que apoyan la formación de tejidos tridimensionales complejos 

(Reddy et al., 2021a). 
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1.1.5.1. Biopolimeros sintéticos  

 

Los biopolímeros sintéticos se obtienen a partir de recursos no renovables, como los hidrocarburos, 

y comprenden una amplia gama de materiales termoplásticos y termoestables. El término 

"biopolímero" hace referencia a una variedad de polímeros que pueden tener un origen biológico o 

fósil. Sin embargo, no todos los polímeros de origen biológico son biodegradables, mientras que 

algunos polímeros de origen sintético sí lo son. La biodegradabilidad de estos materiales depende, en 

gran medida, de su estructura química, peso molecular, grado de cristalinidad o amorfismo, así como 

del entorno en el que se encuentren (Mtibe et al., 2021). Varios polímeros sintéticos disponibles 

comercialmente presentan propiedades físicas, químicas y mecánicas similares a las de los tejidos 

biológicos.  

 

Los polímeros sintéticos biodegradables representan una categoría relevante, ya que pueden 

producirse bajo condiciones controladas, con características mecánicas y físicas predecibles y 

reproducibles, como la tasa de degradación, el módulo de Young y la resistencia. No obstante, una 

de las principales limitaciones de estos materiales en aplicaciones como andamios para ingeniería de 

tejidos radica en que exhiben distintos niveles de biocompatibilidad, biodegradabilidad y propiedades 

mecánicas. Hasta el momento, ningún polímero ha logrado combinar estas tres características en un 

nivel óptimo  (Reddy et al., 2021b).  

 

1.1.5.2. Biopolímeros naturales  

 

Los biopolímeros son polímeros de origen natural que se encuentran en organismos vivos, un 

biopolímero es una molécula de cadena larga formada por monómeros que se encuentran unidos 

covalentemente para dar una molécula biodegradable. Las proteínas como la fibrina, colágeno y 

elastina que se hallan en el cuerpo humano en conjunto con los polisacáridos como el quitosano, seda, 

gelatina y alginato, se encuentran dentro de la categoría de biopolímeros naturales (Das et al., 2023). 

Según el origen de los polímeros naturales, los biopolímeros se pueden clasificar en 3 grupos, 

polímeros fabricados a partir de biomasa renovable como los agropolimeros provenientes de los 

residuos agrícolas; polímeros de productos microbianos o de origen animal que suelen ser útiles en 

aplicaciones médicas y farmacéuticas; y polímeros biodegradables sintetizados químicamente o 
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modificados a partir de polímeros naturales (Kumaran et al., 2020). Las principales características de 

estos biopolímeros son su alta biocompatibilidad, no citotoxicidad y biodegradabilidad que han hecho 

que sean investigados para su uso en la elaboración de andamios biológicos (Yahya et al., 2021).  

 

1.1.5.3. Nanocelulosa como biomaterial para la elaboración de andamios biológicos  

 

La nanocelulosa es una fibra que se obtiene mediante la descomposición de la celulosa. Se caracteriza 

por tener dimensiones en nanoescala (Rajasekharan et al., 2023). La fibra de nanocelulosa 

generalmente contiene un diámetro menor a 100 nm y varios micrómetros de longitud (Phanthong et 

al., 2018). Obtenida por medio de celulosa nativa, esta se encuentra principalmente en animales, 

plantas y bacterias. Las 3 principales formas de nanocelulosa son: nanofibrillas de celulosa (CNF) y 

celulosa microfibrilida; nanocristales de celulosa (CNC); y por último nanocelulosa microbiana o 

bacteriana (BC) (Randhawa et al., 2022).  

 

Las CNF se obtienen generalmente por desintegración de las fibras de celulosa a lo largo de su eje 

longitudinal con molinos, homogeneizadores, microfluidizador, etc., manteniendo la longitud y la 

cristalinidad de las fibrillas. Los métodos tradicionales para obtener CNF son mecánicos, que 

consumen una cantidad elevada de energía debido a las interacciones de enlaces entre las 

nanofibrillas. Los CNC se producen eliminando las regiones amorfas de la celulosa mediante 

oxidación e hidrolisis alcalina manteniendo la región simétrica (cristalina). Se han reportado varios 

ácidos para la formación de CNC, los más comunes suelen ser el ácido sulfúrico, acido bromhídrico, 

ácido clorhídrico, etc. La BC se han producido tanto por bacterias gran negativas como por bacterias 

gran positivas mediante la fermentación del medio con nutrientes esenciales para dichas bacterias 

(Chu et al., 2020).   

 

Las características físicas y químicas pueden ser diferentes según el origen y los procesos de 

purificación. La nanocelulosa posee propiedades como: una óptima resistencia mecánica; gran área 

superficial; ambiente no toxico; biodegradable; biocompatible; y amigable con el medioambiente, 

esto la hace idónea para aplicaciones en la bioingeniería o biomedicina, además, se puede extraer de 

una amplia gama de biomasa Las propiedades superficiales y la compatibilidad interfacial de la 

celulosa son de suma importancia para el rendimiento de su aplicación,  (Kaur et al., 2021).  

 



13 

 

1.1.5.4. Quitosano como biomaterial para la elaboración de andamios biológicos  

 

Después de la celulosa, la quitina es el biopolímero más abundante en la naturaleza, se encuentra en 

una gran variedad de especies eucariotas como insectos, hongos y sobre todo en los crustáceos. El 

polímero conocido como quitosano se forma cuando el polímero N-acetil-D-glucosamina se somete 

a la desacetilación dando como resultado una predominancia en la ausencia de los grupos acetilo en 

los monómeros de la cadena, es decir, como β-1,4-D-glucosamina (Kou et al., 2021). El quitosano es 

el producto desacetilado de la quitina, esta se considera quitosano cuando el grado de desacetilación 

supera el 50%, es un polisacárido alcalino natural que no tiene toxicidad ni presenta efectos 

secundarios en la salud, posee buenas propiedades de adsorción e hidratación  (Budishevska et al., 

2020).  

 

El quitosano contiene grupos hidroxilo y amino, que ayudan a la formación de enlaces covalentes por 

medio de diferentes reacciones como la esterificación, la eterificación y la aminación reductora. Estos 

grupos desempeñan un papel fundamental en la solubilidad del quitosano, brinda importantes 

propiedades intrínsecas como la capacidad antimicrobiana, mucoadhesion y la mejora de la 

permeabilidad. El grado de desacetilación junto al peso molecular son las propiedades más 

importantes del quitosano (Harugade et al., 2023). 

 

 

Los derivados del quitosano pueden obtenerse en diversas formas, dependiendo del método o la 

tecnología empleada para optimizar sus funciones. Estos compuestos presentan propiedades 

fisicoquímicas favorables y destacan por sus excelentes actividades biológicas. Tanto el quitosano 

como sus derivados tienen múltiples aplicaciones en áreas como la alimentación, la química y la 

biomedicina, debido a que se consideran compuestos seguros, no tóxicos, con buena 

biocompatibilidad y biodegradabilidad. Además, se les atribuyen propiedades antioxidantes, 

hemostáticas, promotoras de la cicatrización de heridas y moduladoras del sistema inmunológico 

(Tang et al., 2023). Actualmente, los derivados del quitosano se utilizan ampliamente en el campo 

biomédico y en el desarrollo de materiales médicos. Con el avance de la nanotecnología, estos 

compuestos han sido diseñados como nanomateriales, incluyendo hidrogeles, microesferas, 

nanopartículas y micelas (W. Wang et al., 2020).    
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1.1.6. Extracción de nanocelulosa a partir de residuos de banano para su aplicación como 

biomaterial en la elaboración de andamios biológicos  

 

1.1.6.1. Residuos del banano  

 

La relevancia económica de la industria bananera tiene como eje principal los ingresos por las 

exportaciones y en la creación de empleo directo para millones de personales a nivel mundial, 

incluyendo a quienes realizan la distribución y venta en supermercados alrededor del mundo (Evans 

& Ballen, 2012). A nivel mundial, se producen cerca de 114 millones de toneladas métricas de 

banano, generando problemas ambientales siendo el principal la emisión de gases invernadero. Estos 

residuos son ricos en contenido de gran importancia industrial, como celulosa, hemicelulosa, lignina 

y fibras naturales que se pueden modificar mediante diferentes procesos para obtener bioplásticos, 

fertilizantes, biocombustibles (Acevedo et al., 2021).  

 

 

El banano es una fruta que se cultiva principalmente en países de clima tropical. Tras la cosecha, los 

bananos destinados a la exportación atraviesan rigurosos procesos para asegurar que lleguen a su 

destino en óptimas condiciones. Como resultado, alrededor del 60 % de su biomasa es desechada. En 

las plantas procesadoras, los frutos que no cumplen con ciertos estándares —como el grado de 

madurez, el tamaño adecuado, o que presentan magulladuras, golpes, manchas o presencia de 

insectos— son descartados y considerados desperdicio. Estos residuos contienen celulosa (29 %), 

hemicelulosa (25 %), lignina (10 %), fructosa (2,7 %), glucosa (3,2 %), sacarosa (7,8 %) y fibras 

naturales en base seca (Santiago et al., 2022). 

 

1.1.6.2. Métodos de extracción de nanocelulosa  

 

La extracción de nanocelulosa a partir de materiales celulósicos derivados de residuos agrícolas ha 

recibido una gran visualización debido a su sostenibilidad y a su aprovechamiento en desechos que 

afectan al medio ambiente (Samsalee et al., 2023). Los residuos agrícolas contienen grandes 

cantidades de materiales celulósicos de los cuales se obtienen nanocelulosa mediante diversos 

métodos físicos, biológicos y químicos. Estos residuos se conocen como biomasa lignocelulósica, 
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debido a que posee celulosa, lignina y hemicelulosa en grandes cantidades, que se deben pretratar 

para ser eliminados en la obtención de nanocelulosa (Padhi et al., 2023).  

 

La extracción de nanocelulosa requiere una serie de procesos de purificación intensivos, los cuales 

pueden generar subproductos no deseados. En la etapa de despulpado, cuyo objetivo es eliminar la 

hemicelulosa y la lignina, se emplean comúnmente métodos químicos, siendo la hidrólisis alcalina 

uno de los más utilizados. En este proceso, el material previamente tratado se somete a una solución 

de hidróxido de sodio, con el fin de remover estos componentes. 

 

Para asegurar la obtención de celulosa pura, se aplica posteriormente un proceso de blanqueo o 

deslignificación, que consiste en el uso de hipoclorito de sodio en bajas concentraciones o ácido 

acético. Este tratamiento permite eliminar los restos de lignina y otras impurezas, lo que se evidencia 

en el color blanco de las fibras de celulosa, indicador de una purificación efectiva. Entre los métodos 

más comunes para la obtención de nanocelulosa se encuentran la hidrólisis ácida, la hidrólisis 

enzimática y los tratamientos mecánicos (Mehanny et al., 2021).  

  

 

Figura 4. Extracción de nanocelulosa 

Procedimiento estándar para la extracción de nanocelulosa vegetal a partir de cualquier residuo o muestra 

vegetal. Adaptado de Padhi et al. (2023).  
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1.2.  Objetivos  

 

1.2.1. Objetivo General  

 

 Caracterizar andamios elaborados con nanocelulosa vegetal y quitosano mediante ensayos 

biológicos.  

 

1.2.2. Objetivos Específicos  

 

 Construir andamios biológicos de nanocelulosa vegetal y quitosano por el método de 

criodesecación. 

 

 Evaluar la hemocompatibilidad de los andamios biológicos mediante pruebas hemostáticas 

 

 Verificar la viabilidad de los andamios biológicos de nanocelulosa vegetal y quitosano para 

futuros ensayos con líneas celulares. 
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CAPÍTULO II. METODOLOGÍA 

 

2.1.  Materiales  

 

Los materiales utilizados para el desarrollo del presente trabajo de investigación (reactivos, material 

fungible y equipos de laboratorio) se detallan a continuación:  

 

2.1.1. Reactivos  

 

 Ácido sulfúrico (H2SO4) 65 %   

 Ácido acético (CH₃COOH) 0.05 M  

 Agarosa 0.5 %  

 Agua destilada  

 Caldo Müller – Hilton  

 Carbonato de sodio (Na2CO3)  

 Citrato de sodio  

 Cloruro de Calcio (CaCl2) 

 Hidróxido de sodio (NaOH) 5 %   

 Hipoclorito de sodio (NaClO) 1 %  

 Quitosano  

 Pastillas de PBS (Tampón fosfato sódico)  

 Plasma sanguíneo  

 Kit de cuantificación de LDH  

 Kit de ensayo de hemoglobina  

 Medio Agar – Agar  

 Medio Müller – Hilton  

 PBS ▪ Sangre  

 Tritón X-100 
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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 

 Embudo de vidrio  

 Paquete de fundas Ziplock  

 Paquete de papel aluminio  

 Paquete de guantes de nitrilo  

 Paquete de placas Petri 

 Pipetas volumétricas de 10 mL  

 Placas no estériles de 96 pocillos 

 Portaobjetos  

 Tubos de centrífuga  

 Tubos Falcon  

 Tela Filtro  

 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  
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 Liofilizador  

 Microscopio electrónico de barrido (SEM)  

 Plancha de calentamiento  

 Ultracongeladora 

 

2.2. Métodos  

 

2.2.1. Construir andamios biológicos de nanocelulosa vegetal y quitosano por el método de 

criodesecación. 

 

2.2.1.1. Obtención del residuo del banano (Musa paradisiaca) 

 

Para la extracción de nanocelulosa vegetal se trabajó con 500 g de residuos vegetales de banano que 

se obtuvo del Centro Comercial Simón Bolívar del Cantón Ambato, los cuales fueron seleccionados 

en base a las características de un color amarillento maduro, sin sobrepasar la madurez de la fruta. Se 

almacenó en un refrigerador con hielos para evitar la degradación hasta transportarse a los 

laboratorios de investigación (UODIDE) de la Facultad de Ciencia e Ingeniería en Alimentos y 

Biotecnología (Nuñez, 2024).   

 

2.2.1.2. Pretratamiento del residuo vegetal  

 

Se lavó el residuo vegetal con abundante agua destilada con el fin de eliminar polvo, material 

adherido, insectos muertos y otras impurezas (Romruen et al., 2022). El residuo se secó en un 

deshidratador por convección forzada a 50 º C durante 30 h (Harini et al., 2018; Nuñez, 2024). 

Posteriormente, se molió el residuo para formar un polvo. Luego, el polvo se almacenó en bolsas 

ziploc para realizar el pretratamiento que consistió en lavar el polvo del residuo del banano en agua 

destilada a 60 ºC por 4 h con una relación fibra/agua de 1:10. Al finalizar el tiempo se filtró y secó en 

una estufa hasta eliminar la humedad del residuo (De Carvalho et al., 2015).  
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2.2.1.3. Extracción de la celulosa vegetal.  

 

Se tomó 25 g del material vegetal en polvo y se trató durante 2 h con una solución de NaOH al 5% 

con una relación fibra/solución de 1:20 con agitación vigorosa (De Carvalho et al., 2015). Una vez 

finalizado el tiempo, se filtró la solución, el residuo insoluble (filtrado) se lavó con abundante agua 

destilada hasta que se alcanzó el pH neutro (Mishra et al., 2023). Posteriormente se realizó el blanqueo 

con una solución de NaClO al 1% en una relación fibra/solución de 1:10 durante 1 h a 95 °C con 

agitación vigorosa. Este tratamiento se debe repetir las veces necesarias hasta obtener el color 

blanquecino típico de la celulosa, al finalizar se filtró la celulosa y se lavó con agua destilada caliente 

hasta que se alcanzó un pH neutro del agua del lavado indicando la eliminación de la solución de 

NaClO. La celulosa se secó a temperatura ambiente, además se trituró y almacenó en un recipiente 

de vidrio (Melikoğlu et al., 2019); Sanaguano, 2021). 

 

2.2.1.4. Extracción y obtención de nanocelulosa mediante hidrolisis ácida  

 

Se tomó 5 g de la celulosa en polvo para tratarlo con una solución de H2SO4 al 60% p/p en una 

relación fibra/H2SO4 de 1:20, se controlará que la temperatura no supere los 45 °C durante 45 min 

con agitación vigorosa. Cuando terminó el tiempo de reacción se detuvo la hidrolisis con agua 

destilada fría. Se dejó precipitar y se eliminó el medio de reacción para posteriormente centrifugar la 

muestra a 4000 rpm por 10 min hasta que la suspensión alcance la neutralidad (Melikoğlu et al., 

2019).  

  

2.2.1.5. Obtención de quitosano  

 

El quitosano utilizado en este estudio fue suministrado por la marca Chemsavers y se caracterizó por 

un grado de desacetilación del 90% y un bajo peso molecular. Donado por el Dr. Irvin Tubón, 

docente-investigador de la Facultad de Ciencia e Ingeniería en Alimentos y Biotecnología de la 

Universidad Técnica de Ambato.  
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2.2.2. Elaboración de un andamio biológico a partir de nanocelulosa vegetal y quitosano 

mediante liofilización  

 

2.2.2.1. Preparación de solución de nanocelulosa con quitosano para la liofilización  

 

Se preparó 4 soluciones de nanocelulosa y quitosano con la combinación de concentraciones 1 y 1; 

1.5 y 1.5; 1 y 1.5: 1.5 y 1 % respectivamente en ácido acético 0.5 M (Yin et al., 2019a).  Se elaboró 

una solución de agarosa al 0.1 % como gelificante disuelto en 1 ml de solución PBS para cada una de 

las concentraciones de las soluciones. Después de ello, se añadió la solución de agarosa sobre la 

solución de quitosano y nanocelulosa, manteniendo una temperatura de 90 °C y agitación constante 

hasta su homogenización. 

 

 

2.2.2.2. Formación de andamios biológicos por liofilización  

 

Cuando se obtuvo las soluciones, se vertieron en placas de 96 pocillos y se refrigeraron por 24 h. 

Luego se ultracongelaron a -75 °C por 24 h. Posteriormente, las placas con la solución de 

biopolímeros se colocaron en el liofilizador a -57 °C y 127 mT durante 17 h para sublimar 

completamente los disolventes del material y obtener una estructura porosa sin contenido de agua. 

Por último, las placas se retiraron del equipo y se colocaron en el desecador hasta su posterior uso 

(Pipattanawarothai et al., 2017). 

 

2.2.3. Análisis de la hemocompatibilidad de los andamios biológicos por medio de pruebas 

hemostáticas  

 

Las pruebas de hemocompatibilidad se desarrollaron de acuerdo con el protocolo aprobado por el 

Comité de Ética de la Investigación en Seres Humanos CEISH-FCS-UTA 090-CEISH-UTA-2025, 

con código 090-CEISH-UTA-2025.  

 

Las pruebas de hemocompatibilidad son fundamentales debido a la interacción directa de los 

andamios con la sangre. En este contexto, es esencial que el entorno favorezca la proliferación celular 
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dentro del tejido, minimizando así el riesgo de coagulación y la activación de una respuesta inmune 

que podría generar el rechazo del andamio implantado. Para evaluar estos aspectos, se llevaron a cabo 

pruebas hemostáticas utilizando muestras de sangre de donantes sanos, siguiendo la metodología 

descrita por (Jimenez et al., 2022) con ciertas modificaciones implementadas por (Ramírez & 

Piñaloza, 2023).  

 

2.2.3.1. Capacidad máxima de hinchazón y degradación del andamio  

 

La capacidad máxima de hinchazón se determinó en base a la Ecuación 1. Para lo cual los andamios 

previamente pesados (Wo) se sumergieron en 500 µL de agua destilada, PBS y sangre por 5 s, 15 s, 

30 s, 1 min, 5 min, 15 min, 30 min, 60 min; y se volverán a pesar (Wf). 

 

𝐻𝑖𝑛𝑐ℎ𝑎𝑧ó𝑛 (%) =  
𝑊𝑓 − 𝑊𝑜

𝑊𝑜
 𝑥 100 ( 1 ) 

 

 

La degradación del andamio se determinó mediante el porcentaje de peso residual, empleando la 

Ecuación 2 donde los andamios previamente pesados (Wo) se colocaron en placas de 96 pocillos, 

posterior se añadió sangre con una capacidad máxima de hinchazón mayor al 100% y se incubaron a 

37°C. Los andamios se evaluaron en un lapso de 2, 4 y 7 días, en cada punto se lavaron las muestras 

con PBS, liofilizaron y pesaron (Wf).    

 

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 (%) =  
𝑊𝑓 − 𝑊𝑜

𝑊𝑜
 𝑥 100 

 
( 2 ) 

2.2.3.2. Coagulación de sangre entera in vitro 

 

Se utilizó el kit de ensayo de Hemoglobin liguicold HUMAN. El índice de coagulación sanguínea 

(BCI) se determinó con la Ecuación 3. Se necesitaron 4,5 mL de sangre entera con citrato. Se 

precaliento tubos eppendorf con muestras a 37 °C por 30 min, se añadió 300 µL de sangre entera con 

citrato en cada tubo eppendorf. Para coagular la sangre se agregaron 10 µL de CaCl2 (0.2 M) e 

incubaron a 37 °C por 10 min a 110 rpm. Se adicionaron 300 µL de agua desionizada y finalmente se 
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recolectó el sobrenadante para cuantificar el contenido de hemoglobina a 540nm (Is). Se realizó una 

solución de referencia (Ir) y se midió la absorbancia de la celda vacía (Io).   

 

𝐵𝐶𝐼 (%) =  
𝐼𝑠 − 𝐼𝑜

𝐼𝑟 − 𝑙𝑜
 𝑥 100 ( 3 ) 

 

 

Se evaluaron los coágulos de forma visual, para ello, se colocaron las muestras en tubos Eppendorf. 

Se añadió 125 µL de sangre entera con citrato y 125 µL de CaCl2 (10 mM) y se incubaron a 37 °C 

por 1 min y se agitaron suavemente.   

 

2.2.3.3. Ensayo de hemólisis in vitro  

 

Se determinó la tasa de hemolisis con la Ecuación 4. Se añadió 300 µL de sangre entera con citrato 

diluida en solución salina normal en una proporción 1:5 sobre las muestras previamente colocadas en 

tubos Eppendorf. A continuación, se incubaron a 37 °C por 1 h y se centrifugaron a 3000 rpm por 10 

min- Se recolectó el sobrenadante para cuantificar el contenido de hemoglobina (Is) empleando el kit 

HUMAN. El control positivo (Ir) y el control negativo (Io), se agregaron 100 µL de sangre entera en 

agua desionizada y PBS.  

 

𝐻𝑒𝑚𝑜𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 (%) =  
𝐼𝑠 − 𝐼𝑜

𝐼𝑟 − 𝑙𝑜
 𝑥 100 ( 4 ) 

 

 

2.2.3.4. Adhesión de glóbulos rojos in vitro  

 

Se empleo el kit de ensayo de hemoglobina (HUMAN). Se determinó la adhesión de glóbulos rojos 

mediante la Ecuación 5. Se añadió 300 µL de sangre entera con citrato sobre las muestras en los tubos 

Eppendorf y se incubaron a 37 °C por 5 min y se ubicó en un tubo Eppendorf, se añadió 200 µL de 

agua desionizada sobre el andamio para liberar los glóbulos rojos adheridos y se cuantificó el 

contenido de hemoglobina resultante (Is).  
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𝐻𝑒𝑚𝑜𝑔𝑙𝑜𝑏𝑖𝑛𝑎 =  𝐼𝑠 𝑥 29,4 ( 5 ) 

 

2.2.3.5. Adhesión plaquetaria in vitro  

 

Para la determinación de la liberación de LDH se utilizó la Ecuación 6. Se estudiaron mediante el uso 

del kit de ensayo deshidrogenasa láctica (LDH) (LDH SCE mod. liquidUV). Primero se centrifugó 

sangre entera con citrato de sodio a 3200 rpm por 15 min para obtener plasma rico en plaquetas. 

Seguido, se agregó 300 µL de plasma rico en plaquetas a cada muestra colocadas en tubos eppendorf 

y se incubaron a 37 °C por 30 min. Posteriormente se añadió 200 µL de solución salina normal y se 

sumergieron el material liberando las plaquetas que no se adhirieron. Los andamios se trasladaron a 

tubos Eppendorf añadiendo 300 µL Tritón X-100 al 1% disuelto en PBS, se incubaron a 37 °C por 1 

h y se cuantificó el contenido de LDH (Is). Para el control positivo (Ir) y negativo (Io) se añade 100 

µL de plasma rico en plaquetas en 200 µL Triton X-100 al 1% y PBS respectivamente, y se medió la 

absorbancia a 340 nm.    

 

 

𝐿𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝐿𝐷𝐻 (%) =  
𝐼𝑠 − 𝐼𝑜

𝐼𝑟 − 𝑙𝑜
 𝑥 100 ( 6 ) 

 

 

2.2.4. Verificar la viabilidad de los andamios biológicos de nanocelulosa vegetal y quitosano 

para futuros ensayos con líneas celulares. 

 

2.2.4.1. Preparación del medio de cultivo  

 

Se utilizó medio Agar Sangre para la evaluación de los métodos de esterilización. Para su preparación, 

se disolvieron 9 g de Agar - Agar en 500 mL de agua desmineralizada. La mezcla fue calentada hasta 

lograr una completa integración de los componentes y se autoclavó a 121 °C durante 15 minutos. Una 

vez enfriado el medio a 50 y 55 °C, se incorporó sangre en una proporción del 5% v/v, mezclando 

suavemente. Finalmente, se vertió en placas estériles y se dejó solidificar.  
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2.2.4.2. Neutralización de los andamios  

 

Para la neutralización de los andamios se basó en la metodología modificada descrita por (Azueta et 

al., 2022), estos fueron sumergidos inicialmente en agua destilada durante 30 segundos, con el fin de 

evaluar su nivel de pH. Se verificó que el pH no se encontraba dentro del rango de neutralidad, por 

lo que se preparó una solución acuosa de hidróxido de sodio (NaOH) a una concentración de 0.5 M. 

Los andamios fueron entonces inmersos en dicha solución durante 20 segundos. Posteriormente, se 

realizaron lavados sucesivos con agua destilada durante 10 segundos cada uno, repitiendo el 

procedimiento las veces necesarias hasta alcanzar un pH neutro. Una vez neutralizados, los andamios 

se conservaron en refrigeración durante 24 horas, seguidos de una etapa de ultracongelación por 24 

horas. Finalmente, se sometieron a un proceso de liofilización con una duración de 4 horas.  

 

2.2.4.3. Esterilización de los andamios  

 

Esterilización por luz UV 

  

Para la esterilización mediante luz UV, los andamios se colocaron individualmente en cajas Petri y 

se expusieron en una cámara con luz ultravioleta durante 30 minutos. Finalmente, fueron retirados de 

la cámara.  

 

2.2.4.4. Evaluación de la actividad microbiana  

 

Se determinó la inhibición celular preparando una concentración bacteriana de Staphylococcus aureus 

considerando una escala 0.5 McFarland equivalente a 1,5 x 10^8 unidades formadoras de colonias 

(UFC/mL). Se preparó el reactivo de resazurina al 0.2%, para ello se pesó 0.2 g de resazurina y se 

aforó a 100 mL en agua destilada. En una placa de 96 pocillos, se colocaron andamios esterilizados 

y sin esterilizar, después se colocaron 200 µL de caldo Müller-Hilton (MH) en cada pocillo con 100 

µL de solución bacteriana, se dejó incubar por 24h. Posteriormente al tiempo, se añadió 50 µL de 

resazurina en cada pocillo y se incubaron a temperatura ambiente durante 1h en la oscuridad. Para el 

control negativo (C-) se colocó caldo, gentamicina (40mg) y solución bacteriana; para el control 
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positivo (C +) no se colocó antibiótico, los controles se incubaron por 1h a temperatura en oscuridad, 

finalmente se midió la absorbancia 540 nm.   
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CAPITULO III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

3.1. Análisis de resultados   

 

3.1.1. Obtención de nanocelulosa  

 

3.1.1.1. Obtención de nanocelulosa   

 

Para la obtención de los andamios biológicos se realizó un procedimiento previo para obtener la 

nanocelulosa empleada en la elaboración de estos. Se observa en la Tabla 1, después del proceso de 

deshidratación de la cascara de plátano, los 500,30 g de muestra vegetal inicial disminuyeron a 51,27 

g, dando como resultado un porcentaje de humedad del 89 %. La considerable reducción en el peso 

del material vegetal inicial se explica por su alto contenido de agua. Estudios previos han reportado 

un porcentaje de humedad que varía entre el 72% y el 87% en los residuos del banano (Kabenge et 

al., 2018). 

 

Tabla 1. Cantidades obtenidos de los diversos procesos para la obtención de nanocelulosa a partir de residuo 

vegetal  

 Fase 1. Secado de material vegetal   

Residuo de banano 

Peso húmedo del 

residuo (g) 

Peso final después de la 

deshidratación (g) 

% Humedad 

500,30 51,27 

 

89,75 

 Fase 2. Tratamiento alcalino   

Tratamiento alcalino y 

blanquimiento 

Peso inicial del 

material vegetal (g) 

Peso final en seco (g)  

25 7,03  

 Fase 3. Obtención de nanocelulosa   

Hidrolisis ácida 

Peso inicial del 

material vegetal (g) 

Peso final en seco (g)  

5 4.15  
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Al someter el material vegetal a un tratamiento alcalino con NaOH al 5 % a temperatura ambiente, se 

observó una reducción de hasta un 28 % en su peso inicial. Este descenso se debe a los efectos del 

hidróxido de sodio sobre la estructura de la biomasa. Al entrar en contacto con la solución alcalina, 

la pared celular del material se hincha, lo que provoca la ruptura de los enlaces que unen la lignina y 

la hemicelulosa con la celulosa en las capas externas (Banvillet et al., 2021). Como resultado, durante 

el proceso de filtrado, los residuos solubilizados de lignina y hemicelulosa tiñen la solución resultante 

de un color negro característico (licor negro). Se realizó de seguido un proceso de blanqueo con 

NaOCl al 1 %, donde se observa una disminución en el peso del material debido a la eliminación de 

lignina aun presente en la muestra tratada alcalinamente (Noremylia et al., 2022).   

 

Tras el proceso de hidrólisis ácida, se observó una disminución en la masa total del material vegetal, 

como se muestra en la Tabla 1. Esta reducción se debe a la eliminación de compuestos celulósicos no 

fibrilados, impurezas residuales de los tratamientos previos y a la pérdida de material durante los 

lavados realizados para neutralizar el pH de la suspensión. La hidrólisis ácida provoca la ruptura de 

los enlaces glucosídicos presentes en las regiones amorfas de la celulosa, degradándolas y dejando 

intactas las regiones cristalinas. Estas últimas, al ser más ordenadas y compactas, presentan una mayor 

resistencia al ataque del ácido y permanecen como el residuo principal del proceso (Bacha, 2022).  

 

Tabla 2. Rendimiento de la extracción de nanocelulosa vegetal  

Peso inicial del material 

vegetal pretratada (g) 

Peso final de nanocelulosa 

(g) 

% 

Rendimiento  

25 5.12 20.48  

 

 

De acuerdo con la Tabla 2 el rendimiento de nanocelulosa por cada 25 gramos de materia seca 

pretratada fue del 20.48 %. El resultado varía por la materia vegetal empleada, el uso del material de 

filtrado, los métodos mecánicos combinados, el tiempo y la concentración de cada reactivo utilizado 

en la extracción de nanocelulosa. Este resultado se compara con el obtenido por Y. Guo et al. (2020) 

en donde el rendimiento de nanocelulosa fue del 32% teniendo en cuenta que la concentración del 

ácido fue la misma que se utilizó en este estudio con la diferencia en el tiempo de reacción, de igual 

manera resultados obtenidos por Mohd et al. (2022) reporta un rendimiento del 28,1% tomando en 

cuenta que la concentración del ácido fue inferior al 30%.    
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3.1.2. Construcción andamios biológicos de nanocelulosa vegetal y quitosano por el método de 

criodesecación.  

 

Por medio de la liofilización se obtuvo ABs híbridos de nanocelulosa y quitosano. Éstos se elaboraron 

con la finalidad de evaluar las características biológicas. Para la construcción de los andamios se 

utilizó las concentraciones que se muestran en la Tabla 3.  

 

Tabla 3. Composición de los andamios biológicos elaborados por liofilización.  

 Tipo de AB Polímeros Concentración 

(%) 

AB hibrido 1 

Quitosano  

Nanocelulosa  

Agarosa  

1 

1 

0.5 

AB hibrido 2 

Quitosano  

Nanocelulosa  

Agarosa 

1.5 

1.5 

0.5 

AB hibrido 3 

Quitosano  

Nanocelulosa  

Agarosa 

1 

1.5 

0.5 

AB hibrido 4 

Quitosano  

Nanocelulosa  

Agarosa 

1.5 

1 

0.5 

 

 

Con el fin de optimizar el proceso de la formación de redes poliméricas de ambos polímeros se 

incorporó agarosa, debido a que este polímero posee la capacidad de penetrar otros andamios 

formando redes interconectadas en el proceso de reticulación térmica (Samrot et al., 2023). Además, 

los polímeros naturales, como la agarosa en combinación con el quitosano, han demostrado una mayor 

adhesión y proliferación celular en comparación con los polímeros sintéticos, convirtiéndolos en una 

excelente opción para la fabricación de andamios Felfel et al. (2019a). La nanocelulosa ha emergido 

como un material de gran interés en el ámbito biomédico, principalmente debido a su 

biocompatibilidad, su elevada área superficial específica y la abundancia de grupos funcionales en su 

superficie química.  

 

No obstante, su naturaleza bioinerte y la limitada posibilidad de modificar sus propiedades mecánicas 

restringen su capacidad intrínseca para favorecer la adhesión celular, lo cual es esencial para 

promover directamente el crecimiento y la proliferación celular (Felfel et al., 2019a). Con el propósito 



30 

 

de superar estas limitaciones, se ha explorado su combinación con otros biopolímeros, destacando el 

quitosano como un material complementario ideal (Wei et al., 2021).  

 

 

Figura 5. Andamios biológicos de nanocelulosa/quitosanos obtenidos mediante liofilización.  

Nota: La concentración de polímeros (nanocelulosa/quitosano) respectivamente son; A) 1 y 1 % B) 1.5 y 1.5 

% C) 1 y 1.5 % y D) 1.5 y 1%   

 

En la Figura 5 se presentan los andamios con sus diferentes concentraciones. Para su elaboración, los 

ABs se prepararon en placas de 96 pocillos y fueron retirados cuidadosamente para su posterior 

análisis y uso. Visualmente, todos los ABs presentaron una coloración blanca. En cuanto a sus 

propiedades físicas, se observó que los andamios con menor concentración de quitosano eran más 

frágiles y mostraban una estructura porosa, lo que los hacía propensos a deformaciones. En contraste, 

los andamios con mayor concentración de quitosano presentaron una mayor rigidez estructural 

facilitando su manipulación para las posteriores pruebas biológicas.  

 

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  

 

Las propiedades mecánicas de la matriz extracelular influyen significativamente en diversos 

comportamientos celulares, desde la proliferación hasta la transducción de señales. En este contexto, 

la capacidad de hinchamiento de un andamio está intrínsecamente relacionada con su porosidad, 

siendo ideal que el material no se deforme ni pierda masa durante este proceso. Además, la rigidez 
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del andamio al hincharse en soluciones que simulan el entorno de la matriz extracelular también 

desempeña un papel fundamental, especialmente en el estudio de patologías donde estas condiciones 

físicas resultan determinantes (Baruffaldi et al., 2021).  

 

 

Figura 6. Perfiles de capacidad máxima de hinchazón de los ABs (PBS). 

 

Con el objetivo de evaluar la capacidad máxima de hinchamiento de los andamios biológicos, se 

realizaron mediciones tras su inmersión en agua destilada y en solución salina tamponada (PBS) 

durante un periodo de 60 minutos. Para determinar el momento en que los andamios alcanzan su 

máxima absorción de líquido y como este puede aumentar o disminuir con el transcurso del tiempo, 

para ello se registró su peso a intervalos regulares (Felfel et al., 2019a).   

La Figura 6 muestra los resultados del hinchamiento en PBS. El andamio con una concentración de 

1.5 % de nanocelulosa y 1.5 % de quitosano presentó la mayor capacidad de absorción, alcanzando 

un valor máximo promedio de 2512 % a los 30 segundos. Le siguieron los andamios con 

concentraciones de 1 % de nanocelulosa y 1.5 % de quitosano, que alcanzaron un pico de 

hinchamiento del 2206 %, también a los 30 segundos. En contraste, los andamios con menor 

capacidad de hinchamiento fueron los que contenían 1 % de nanocelulosa y 1 % de quitosano, y 

aquellos con 1.5 % de nanocelulosa y 1 % de quitosano, alcanzando valores máximos de 2138 % y 

1940 %, respectivamente, ambos a los 15 segundos. El uso de PBS permite simular las condiciones 
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fisiológicas de la matriz extracelular (ECM) nativa, gracias a su concentración de sales similar a la 

del cuerpo humano y su pH controlado. Esto facilita la evaluación de la capacidad de hinchamiento 

de los andamios en un entorno más realista.  

 

 

Figura 7. Perfiles de capacidad máxima de hinchazón de los ABs (Agua destilada). 

 

La Figura 7 presenta los perfiles de hinchamiento de los andamios con diferentes proporciones de 

nanocelulosa/quitosano, evidenciando comportamientos similares en la absorción de agua destilada. 

Los andamios con una concentración de 1.5 %: 1.5 % registraron la mayor capacidad de 

hinchamiento, alcanzando un valor máximo de 3012 % a los 15 minutos. De manera comparable, los 

andamios con concentración 1 %: 1.5 % alcanzaron su valor pico de 2854 % también a los 15 minutos. 

Estos resultados sugieren que ambas formulaciones, debido a su estructura porosa y resistencia 

mecánica, presentan una elevada capacidad de retención de agua sin comprometer su integridad 

estructural ni experimentar pérdida significativa de masa.  

 

En contraste, los andamios con concentraciones de 1 y 1 % mostraron una capacidad máxima de 

hinchamiento de 2452 % a los 5 segundos, mientras que los andamios con proporción 1.5 %: 1 % 

presentaron el menor valor registrado, con un pico de 2451 % a los 15 segundos. El agua destilada se 
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utilizó como una solución neutra, sin sales ni tampones, lo que evita interferencias iónicas durante el 

proceso de absorción (Souness et al., 2018). Por esta razón, los porcentajes de hinchamiento obtenidos 

fueron más elevados en comparación con los registrados en PBS.   

 

Estos datos indican que una menor proporción de quitosano en la formulación reduce la capacidad de 

hinchamiento, probablemente debido a una menor cohesión estructural. Se observó que, desde los 

primeros segundos de exposición a medios acuosos (PBS y agua destilada), los andamios con 

concentraciones de 1 %: 1 % y 1.5 %: 1 % presentaron signos visibles de degradación estructural, lo 

que dificultó su manipulación y evidenció una pérdida parcial de masa atribuible a su baja estabilidad 

mecánica. 

 

Si bien no se detectaron diferencias estadísticamente significativas en la capacidad de absorción entre 

los andamios con concentraciones de 1.5: 1.5 % y 1 %: 1.5 % en ambos medios, el primero alcanzó 

una mayor capacidad de retención máxima. No obstante, todos los andamios evaluados mostraron 

una disminución progresiva en su hinchamiento a lo largo del tiempo, fenómeno asociado a la pérdida 

de integridad de su red porosa, lo que sugiere un límite en su estabilidad estructural bajo condiciones 

de hidratación prolongada.  

 

Todos los andamios evaluados presentaron inicialmente una elevada capacidad de hinchamiento al 

ser expuestos a la solución empleada, lo que refleja una alta afinidad por el medio acuoso. Estos 

resultados son consistentes con los reportados por Felfel et al. (2019b), quienes observaron 

porcentajes de hinchamiento superiores al 1500 % en andamios formulados con polímeros como 

quitosano y agarosa. Esta elevada capacidad de absorción puede atribuirse a la naturaleza hidrofílica 

de ambos biopolímeros, la cual se debe a la presencia de grupos funcionales hidroxilo y amino en sus 

estructuras químicas.  

 

Los andamios con concentraciones de 1.5: 1.5 % y 1 %: 1.5 % de nanocelulosa/quitosano superaron 

ampliamente el umbral del 1500 % de hinchamiento sin presentar deformaciones estructurales 

significativas. Este comportamiento se atribuye a que una mayor proporción de quitosano favorece el 

autoensamblaje de la nanocelulosa sobre su estructura, lo cual mejora la cohesión del andamio y 

permite una distribución más homogénea de las cargas mecánicas. Como consecuencia, se observan 
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módulos de elasticidad, límites de deformación y tenacidad considerablemente superiores en las 

mezclas de nanocelulosa/quitosano en comparación con los andamios compuestos únicamente por 

quitosano (Yin et al., 2019b).  

 

Si bien no existe un valor definido para la capacidad máxima de hinchamiento ni una norma específica 

según el tipo de tejido, esta propiedad está estrechamente vinculada con parámetros como el tamaño 

de los poros, su interconectividad y el volumen general del andamio. Al producirse el hinchamiento, 

se incrementan tanto el tamaño de los poros como la porosidad total, lo cual amplía la superficie 

interna disponible. Este fenómeno resulta beneficioso durante el cultivo celular, ya que favorece la 

migración de células al interior del andamio y mejora su adherencia a la superficie. No obstante, este 

aumento en la capacidad de absorción también puede comprometer las propiedades mecánicas del 

AB.   

 

3.1.2.2. Biodegradabilidad de los andamios biológicos  

 

Para su adecuada funcionalidad, estos biomateriales deben estar compuestos por sustancias que 

presenten propiedades mecánicas apropiadas y sean biodegradables. Es importante que los materiales 

utilizados en los modelos 3D no provoquen la muerte celular, por lo que deben ser biocompatibles y 

biodegradables (Sztankovics et al., 2023).  En el estudio de modelos tumorales y células cancerígenas, 

se emplean biomateriales conformados por mezclas de hidrogeles, andamios biológicos y células 

tanto tumorales como normales asociadas al cáncer. 

 

Con el objetivo de evaluar el porcentaje de degradación de los andamios, se empleó sangre completa, 

lo que permitió analizar su biodegradación y estabilidad en un entorno biológico que imita las 

condiciones fisiológicas del ECM. Este fluido biológico está compuesto principalmente por 

coagulantes, proteínas plasmáticas, enzimas, electrolitos, células inmunológicas y minerales, los 

cuales no solo contribuyen a mantener el equilibrio del pH sanguíneo, sino que también interactúan 

directamente con el andamio, influyendo en su proceso de degradación (Jimenez-Martin et al., 2022). 
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Los resultados correspondientes a la degradación de los distintos tipos de andamios se presentan en 

la Figura 8. Se observó que los andamios con menor concentración de quitosano, específicamente las 

formulaciones 1 %: 1 % y 1.5 %: 1 % nanocelulosa/quitosano, se degradaron completamente al cuarto 

día con una tasa de biodegradabilidad del 6 % y 10 % respectivamente. Por otro lado, en el séptimo 

día se evidenció, una degradación de los andamios con concentraciones de 1.5 %: 1.5 % y 1 % 1.5 % 

nanocelulosa/quitosano del 44 % y 23 % respectivamente.  

 

 

Figura 8. Porcentaje de peso residual de los ABs. 

 

La degradación de los andamios con menor concentración con quitosano demostró tener mayor 

biodegradabilidad, según Abbasi et al. (2020) esto puede atribuirse al tamaño de los poros que influye 

directamente en el proceso de degradación de los andamios; una mayor porosidad incrementa la 

permeabilidad del material y disminuye su resistencia a la compresión, lo que favorece su degradación 

progresiva.  En el caso de la nanocelulosa, aunque las células de mamíferos carecen de enzimas 

específicas como la celulasa para degradar la celulosa, la sangre al estar compuesta en gran parte por 

agua puede facilitar la degradación de la nanocelulosa.  

 

Esto se debe a que, al ser un material hidrofílico, la nanocelulosa se dispersa fácilmente en medios 

acuosos mediante la formación de puentes de hidrógeno, generando una suspensión que favorece su 
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desintegración. Además, la ausencia de una alta concentración de cristales de celulosa en 

combinación con el quitosano da lugar a una estructura altamente porosa, como se evidenció en la 

prueba de hinchamiento, lo que acelera aún más el proceso de degradación del andamio (Abdul et al., 

2020).  

 

En los andamios con mayor concentración de polímeros, la incorporación de nanocelulosa ha 

demostrado mejorar las propiedades biológicas de los modelos tridimensionales, especialmente 

cuando se combina con otros biomateriales. De acuerdo con lo reportado por Revati et al. (2022) los 

andamios elaborados a partir de nanofibras de celulosa presentaron una biodegradabilidad prolongada 

sin afectar negativamente el crecimiento de células epiteliales. En consonancia con estos hallazgos, 

los resultados obtenidos en este estudio indican que las formulaciones con concentraciones de 1.5:1.5 

% y 1:1.5 % de nanocelulosa/quitosano evidenciaron una tasa de degradación moderada al estar en 

contacto con sangre, lo cual sugiere una buena estabilidad estructural sin comprometer la viabilidad 

del modelo. 

 

Aunque la nanocelulosa presenta una baja tasa de degradación in vivo debido a la ausencia de enzimas 

específicas en el organismo, su degradación controlada es una característica altamente deseable para 

su aplicación como modelo en cultivos celulares tridimensionales. Para superar la limitada 

biodegradabilidad de la nanocelulosa, se ha optado por combinarla con otros biopolímeros con mayor 

tasa de degradación, como el quitosano, en bajas concentraciones, lo que mejora su desempeño como 

soporte temporal en modelos 3D. La biodegradabilidad es un aspecto fundamental, ya que durante el 

crecimiento celular las células deben reemplazar progresivamente el andamio a medida que proliferan 

y secretan su propia matriz extracelular. Este proceso permite que el material se degrade de forma 

gradual y sea sustituido por nuevo tejido, lo cual favorece un desarrollo celular más representativo 

del entorno fisiológico in vivo, como ocurre en modelos tumorales. (Santillán-Mercado et al., 2017).  

 

3.1.2.3. Evaluación coagulación de sangre entera in vitro 

 

La formación del coágulo es un proceso biológico que se activa en respuesta a una herida o lesión en 

los vasos sanguíneos. Este mecanismo implica la activación de las plaquetas y culmina con la 

generación de una masa compacta denominada coágulo, la cual desempeña un papel fundamental en 
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la promoción de la cicatrización. Sin embargo, una formación excesiva o acelerada de coágulos puede 

desencadenar eventos patológicos, como la trombosis (Braune et al., 2019).  

 

En el contexto del cáncer de próstata (CaP), la correlación observada entre el índice de coagulación 

sanguínea de los andamios biológicos (ABs) empleados como un modelo de cultivo celular 

tridimensional (3D) se relaciona con la activación de mecanismos compartidos que regulan la 

hemostasia, la angiogénesis, la cascada de factores de crecimiento, las citoquinas y diversas señales 

bioquímicas. Estos procesos son comunes tanto en la coagulación sanguínea como en la progresión 

tumoral (Olgasi et al., 2024).   

 

Para la evaluación del índice de coagulación se utilizó sangre completa, estandarizando el tiempo de 

coagulación en 30 minutos bajo condiciones de oscuridad, de acuerdo con lo reportado en estudios 

previos (X. Guo et al., 2018). Posteriormente, se cuantificó el contenido de hemoglobina mediante 

espectrofotometría a una longitud de onda de 540 nm. En este análisis, un valor de absorbancia 

elevado se interpretó como indicativo de un proceso de coagulación más lento, lo que refleja una 

mayor presencia de glóbulos rojos libres o adheridos al andamio.  

 

En la Figura 9 se observa que el índice de coagulación biológica (BCI) fue más elevado en los 

andamios con una concentración de 1.5 % y 1.5 % de nanocelulosa/quitosano, alcanzando un valor 

del 45.91%. Le siguieron los andamios con concentraciones de 1 % y 1.5 % (45.67 %), 1.5 % y 1 % 

(45.20 %) nanocelulosa/quitosano y, finalmente, los de 1% y 1 % con un 42.40 %. Con base en estos 

datos, se puede inferir que no existe una variación significativa entre las distintas formulaciones, lo 

que indica que ninguno de los andamios presenta un proceso de coagulación acelerado. Esta 

característica resulta favorable para su aplicación como modelos tridimensionales (3D) en cultivos 

celulares de cáncer de próstata, ya que permite estudiar no solo el crecimiento tumoral, sino también 

los procesos de transducción de señales involucrados en la formación de tumores (Xu et al., 2020).   
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Figura 9. Resultados evaluación coagulación de sangre entera in vitro. 

 

Se implementó un diseño factorial 2² para determinar si la concentración de nanocelulosa (factor A) 

y la concentración de quitosano (factor B) empleadas en la formulación de los andamios biológicos 

(ABs) influyen significativamente en los resultados obtenidos en las pruebas hemostáticas (variable 

de respuesta). Un diseño factorial completo 2² es un enfoque estadístico que permite evaluar de forma 

simultánea los efectos de dos factores, cada uno con dos niveles, sobre una variable de respuesta 

cuantitativa. Este tipo de diseño no solo analiza los efectos principales de cada factor por separado, 

sino también la interacción entre ellos, es decir, si el efecto de un factor depende del nivel del otro. 

 

Con base en los datos obtenidos del diseño factorial 22, según el análisis de varianza (ANOVA) 

presentado en el Anexo H (Tabla 15), se obtuvieron valores de p inferiores a 0.005 para todos los 

factores principales. Esto permite rechazar la hipótesis nula y aceptar la hipótesis alternativa, 

evidenciando que los factores evaluados tienen un efecto estadísticamente significativo sobre la 

variable de respuesta. Entre ellos, el quitosano presentó el mayor efecto, mientras que la interacción 

entre factores mostró el menor efecto significativo sobre el índice de coagulación del andamio. 
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3.1.2.4. Evaluación de hemólisis in vitro  

 

La evaluación in vitro de la hemólisis permite cuantificar la liberación de hemoglobina resultante de 

la ruptura de las membranas de los eritrocitos tras su exposición a un material extraño. En este 

contexto, una mayor cantidad de destrucción de glóbulos rojos se traduce en un porcentaje más 

elevado de hemólisis, lo que refleja una menor compatibilidad hemática del material evaluado (Sæbø 

et al., 2023). 

 

Este parámetro está regulado por las normas ISO 10993-4, las cuales establecen que los biomateriales 

exógenos empleados en aplicaciones médicas deben presentar un porcentaje de hemólisis igual o 

inferior al 5 %. Bajo este umbral, el material se considera de bajo riesgo biológico y, por tanto, 

adecuado en términos de biocompatibilidad (Chi Perera et al., 2020). Las normativas definen rangos 

específicos para la interpretación del porcentaje de hemólisis, clasificando a los biomateriales con 

valores superiores al 5 % como hemolíticos, entre 2 % y 5 % como ligeramente hemolíticos, y por 

debajo del 2 % como no hemolíticos.  

 

En la Figura 11 se muestra el índice de hemólisis obtenido para cada andamio en sus respectivas 

concentraciones. El andamio con una combinación de 1.5% y 1 % de nanocelulosa/quitosano presentó 

un valor de hemólisis del 5.67 %, el andamio con concentración 1 %: 1 % obtuvo un valor de 

hemolisis del 6.18 %. En cambio, los andamios con concentraciones de 1.5 %: 1.5 % y 1 %: 1.5 % 

mostraron valores considerablemente menores, con índices de hemólisis de 1.69 % y 1.43 %, 

respectivamente. En base a los resultados, los ABs con concentraciones de 1.5 %: 1.5% y 1%: 1.5% 

de celulosa/quitosano presentan condiciones no hemolíticas (inferiores al 2%) mientras que, los 

andamios con concentraciones del 1% y 1.5%: 1% se consideran como hemolíticos.  
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Figura 10. Capacidad hemolítica (%) de los andamios biológicos in vitro. 

 

La evaluación del porcentaje de hemólisis constituye un parámetro crítico en la validación de modelos 

tridimensionales (3D) para cultivo celular, ya que estos sistemas deben emular, en la mayor medida 

posible, las condiciones de la matriz extracelular nativa. El daño a las células sanguíneas indica que 

cualquier célula mamífera en contacto con un material hemolítico se ve comprometida en su 

capacidad para adherirse, crecer y desarrollarse adecuadamente.  

 

Además, la ruptura de eritrocitos puede generar consecuencias fisiológicas adversas, como una 

disminución en el transporte de oxígeno hacia los tejidos, la inducción de toxicidad y la alteración de 

funciones celulares esenciales (Weber et al., 2018). Los andamios que presentan mayor concentración 

de quitosano fueron los que no generan lisis celular, este resultado en contraste con los obtenidos por 

Ul-Islam et al. (2019) la penetración del quitosano en la estructura de la nanocelulosa mejoró 

considerablemente la biocompatibilidad de líneas celulares del cáncer.  

 

Con base en los resultados obtenidos del diseño experimental descrito en el ensayo anterior, se 

analizaron los efectos de los factores mediante un análisis de varianza (ANOVA), cuyos datos se 

presentan en el Anexo H (Tablas 18 y 19). Los resultados indican que no existe una interacción 

estadísticamente significativa entre los factores A y B, ya que el efecto del factor A no varía en 

función del nivel del factor B. Esto se confirma por los valores de p mayores a 0.05 tanto para el 
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efecto principal de A como para la interacción AB, lo cual lleva a aceptar las respectivas hipótesis 

nulas y concluir que dichos efectos no influyen significativamente sobre la variable de respuesta. 

 

En contraste, el factor B presentó un p-valor inferior a 0.05, lo que indica que su efecto sobre la 

hemólisis en los andamios biológicos evaluados es altamente significativo desde el punto de vista 

estadístico. Esto sugiere que las variaciones en la concentración de quitosano tienen un impacto claro 

sobre el comportamiento hemostático 

 

3.1.2.5. Evaluación de adhesión glóbulos rojos in vitro  

 

Para determinar la adhesión de glóbulos rojos al andamio, se utilizó un kit de cuantificación de 

hemoglobina. Los andamios fueron sumergidos en sangre completa anticoagulada con citrato y, 

posteriormente, se retiraron para liberar las células sanguíneas adheridas mediante lisis osmótica 

utilizando agua desionizada (solución hipotónica). La cantidad de hemoglobina liberada como 

resultado de la lisis celular fue proporcional al número de glóbulos rojos adheridos a la superficie del 

andamio.  

 

En la Figura 13 se muestra la concentración de hemoglobina obtenida en cada uno de los andamios 

fabricados con diferentes proporciones de los polímeros empleados. Los valores más altos de 

adhesión de glóbulos rojos se observaron en los andamios con concentraciones de 1.5 %: 1.5 %, 1%: 

1.5 % y 1.5 %: 1 % de nanocelulosa/quitosano, con valores de 3838, 3546 y 5333 mg de eritrocitos/dL 

de sangre, respectivamente. En contraste, el valor más alto que fue de 5436 mg/dL en el andamio con 

una concentración de 1:1 %. Estos resultados, en relación con la cantidad total de eritrocitos en sangre, 

corresponden aproximadamente al 21 %, 19 %, 29 % y 30 %, respectivamente.   

 

En base con estos resultados, según Ullah et al. (2023) validan los andamios biológicos que presentan 

una menor cantidad de adhesión de eritrocitos, no inducen adhesión indeseada de celulas sanguíneas, 

lo cual es importante para evitar interferencias en el cultivo de celulas epiteliales, endoteliales o 

tumorales. En comparación con la prueba de hemolisis realizada, los andamios con una mayor 
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concentración de quitosano presentan una mejor biocompatibilidad hemática, volviéndolos 

compatibles para aplicaciones en modelos 3D de cultivo celular vascularizado.  

 

 

Figura 11. Resultados evaluación de adhesión glóbulos rojos in vitro. 

 

La adhesión de los glóbulos rojos se relaciona con la idoneidad del andamio desarrollado para su 

aplicación como modelo 3D en cultivos celulares de líneas cancerígenas. Una baja adhesión de 

eritrocitos sugiere que el material no es altamente trombogénico, es decir, no induce daño celular, lo 

cual resulta favorable para el crecimiento y mantenimiento de células mamíferas. En cambio, una alta 

adhesión de glóbulos rojos indica que la superficie del andamio promueve interacciones no deseadas, 

lo que podría comprometer la viabilidad celular en cultivos in vitro (Shefa et al., 2019).  

 

A pesar que la adhesión de eritrocitos se considera un punto de partida para evaluar la capacidad de 

la superficie de un andamio en la adherencia de células mamíferas, los resultados obtenidos por 

Hatakeyama & Kitaoka (2022) demuestran que el tratamiento aplicado durante la elaboración de 

andamios a base de nanocelulosa, en combinación con proteínas adhesivas como la fibronectina y 

factores que promueven la adhesión celular, tiene un impacto significativo en la adhesión y 

proliferación de células cancerígenas. 
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Para evaluar el efecto de los polímeros empleados en esta prueba, se calcularon los efectos principales 

e interacción sobre la variable de respuesta, según se detalla en el Anexo H (Tabla 22). Los resultados 

muestran que tanto el factor A (nanocelulosa) como la interacción AB ejercen un efecto directamente 

proporcional sobre la adhesión de glóbulos rojos, siendo ambos estadísticamente significativos. Cabe 

destacar que el efecto combinado de A y B (interacción AB) fue el que mostró mayor magnitud, lo 

que sugiere que la sinergia entre los dos polímeros es el principal determinante del comportamiento 

observado. 

 

De acuerdo con el análisis de varianza (ANOVA) presentado en el Anexo H (Tabla 23), todos los 

factores evaluados arrojaron valores de p inferiores a 0.05, lo cual permite rechazar las hipótesis nulas 

correspondientes y confirmar que los factores A, B y su interacción AB influyen significativamente 

en la variable de respuesta. Entre ellos, el factor B (quitosano) resultó ser el más influyente, ya que 

su valor de F calculado fue considerablemente superior al valor crítico de F, lo que evidencia su alta 

significancia dentro del modelo estadístico.  

 

3.1.2.6. Evaluación plaquetaria in vitro  

 

Para que un andamio sea viable como modelo tridimensional (3D) en el cultivo de células 

cancerígenas de próstata, debe presentar una alta biocompatibilidad y favorecer la adhesión celular; 

en este sentido, la liberación de lactato deshidrogenasa (LDH) se emplea como un parámetro 

indicativo de lisis celular, especialmente en materiales que buscan imitar las funciones de la matriz 

extracelular nativa. Esta enzima se libera al medio extracelular únicamente cuando se ve 

comprometida la integridad de la membrana plasmática. Por consiguiente, dependiendo del enfoque 

experimental, niveles elevados de LDH en los andamios pueden utilizarse como un indicador de 

citotoxicidad o, de manera complementaria, como una herramienta para evaluar la viabilidad celular 

(Nazarkina et al., 2025). 

 

En este estudio, la cuantificación de LDH se utilizó con el último propósito anteriormente nombrado, 

evaluar la adhesión plaquetaria. Para ello, se incorporó Tritón X-100 como agente surfactante, el cual 

induce la lisis de las plaquetas adheridas a la superficie del andamio. De esta forma, la cantidad de 

LDH liberada estima exclusivamente el número de plaquetas adheridas, sin representar un indicador 
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del daño celular general.  La adhesión plaquetaria de los cuatro tipos de andamios se evaluó de forma 

indirecta mediante la cuantificación del porcentaje de liberación de LDH, lo cual refleja la cantidad 

de plaquetas adheridas a la superficie de cada muestra.  

 

Los andamios con concentraciones de 1.5 %: 1.5%, 1 %: 1.5 % y 1.5 %: 1 % de 

nanocelulosa/quitosano presentaron niveles de adhesión plaquetaria de 74.18 %, 70.29 % y 77.70 %, 

respectivamente. En contraste, los andamios con la menor concentración de los polímeros evaluados 

(1 %: 1 %) mostraron un valor significativamente inferior, con un 30.94 % de adhesión, lo que indica 

una baja afinidad de la superficie del andamio para la interacción con plaquetas.  

 

 

Figura 12. Resultados evaluación de adhesión plaquetaria in vitro. 

 

En la Figura 15 se identifica una alta tasa de adhesión plaquetaria en los andamios con mayor 

concentración de quitosano. Este comportamiento se atribuye a las propiedades de la nanocelulosa y 

quitosano como biopolímeros altamente biocompatibles, según Kulkarni et al. (2021) el quitosano a 

pesar de sus características idóneas que se asemejan a la matriz extracelular, presenta adhesión celular 

limitada y carece de bioseñalización, es por ello que en conjunto con la nanocelulosa, este factor 

puede aumentar ya que resultados reportados por Rosendahl et al. (2021) han conseguido andamios 

3D de nanocelulosa con un índice de adhesión celular elevado de celulas de cáncer en los primeros 

días del cultivo.    
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Según los resultados presentados en el Anexo H (Tabla 26), el factor A (concentración de 

nanocelulosa) mostró un efecto positivo sobre la variable de respuesta, lo que indica una relación 

directamente proporcional: a mayor concentración de nanocelulosa, mayor es la adhesión plaquetaria 

observada. Por otro lado, el factor B (concentración de quitosano) presentó un efecto de mayor 

magnitud en comparación con A, lo que sugiere que su influencia sobre la variable de respuesta es 

ligeramente más significativa.  

 

De acuerdo con el análisis de varianza (ANOVA) mostrado en el Anexo H (Tabla 27), todos los 

factores evaluados arrojaron valores de p menores a 0.05, lo cual permite rechazar las hipótesis nulas 

y concluir que tanto los efectos principales como la posible interacción entre A y B son 

estadísticamente significativos sobre la adhesión plaquetaria. Entre los factores, B fue el más 

determinante, como se evidencia por su valor de F calculado considerablemente mayor que el F 

crítico, lo que confirma su alta significancia estadística dentro del modelo. Este resultado sugiere que 

el quitosano podría estar modulando de forma más eficiente la interacción entre las plaquetas y la 

superficie del andamio, desempeñando un papel clave en el comportamiento hemostático del material. 

 

3.1.2. Verificación si los andamios biológicos de nanocelulosa vegetal y quitosano poseen 

condiciones óptimas para futuros ensayos con líneas celulares 

 

3.1.2.1. Neutralización de los andamios  

 

Durante el proceso de neutralización de las distintas concentraciones de los andamios, se midió el pH 

de cada uno mediante su inmersión en agua destilada, obteniéndose un valor promedio de pH de 5.4 

en los andamios biológicos ABs. Para corregir este valor, los andamios fueron sumergidos en una 

solución de NaOH al 0.5 M durante 30 segundos. Posteriormente, tras realizar los lavados con agua 

destilada, los andamios neutralizados alcanzaron un pH promedio de 7.3. Se observaron cambios 

evidentes en las características físicas y estructurales de los andamios tras el proceso de liofilización.  
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Como se muestra en la Figura 17, el tamaño de los andamios después de la inmersión es 

considerablemente menor en comparación con los andamios sin neutralizar. Asimismo, se evidencian 

modificaciones en el aspecto superficial, de igual manera el color de los andamios neutralizados se 

tornó más blanquecinos. La neutralización de los andamios constituye un paso fundamental, ya que 

el entorno de la matriz extracelular presenta un pH cercano a la neutralidad. Por ello, lograr que los 

andamios se asemejen lo más posible a este entorno es crucial para garantizar su efectividad como 

modelo tridimensional (3D) en cultivos celulares, especialmente en estudios relacionados con células 

cancerígenas.  

 

Mantener un pH neutro, sin sobrepasar un valor de 7.4, ha demostrado favorecer la viabilidad celular 

y reducir la citotoxicidad de los andamios, como se evidenció en el estudio de (Moldero et al., 2020). 

Además, se destaca la importancia de evitar fluctuaciones significativas en el pH del entorno 

extracelular, ya que estas podrían comprometer el desarrollo y comportamiento celular en el sistema 

de cultivo.  

 

Figura 13. Neutralizacion de andamios de nanocelulosa/quitosano 

Nota: A) andamios neutralizados después del proceso de liofilización B) andamios sin neutralizar después del 

proceso de liofilización.  

 

3.1.2.2. Esterilización de los andamios biológicos  
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En el diseño de andamios para aplicaciones biomédicas en el cultivo celular, la selección del método 

de esterilización es un aspecto fundamental, ya que este procedimiento modificarse 

significativamente las propiedades estructurales y químicas del material. Para andamios fabricados a 

partir de biopolímeros, los métodos de esterilización más utilizados incluyen tratamientos térmicos, 

el uso de agentes químicos como etanol, óxido de etileno, yodo y dióxido de carbono (CO₂), así como 

técnicas basadas en radiación, entre ellas radiación gamma, haz de electrones y luz ultravioleta (Dai 

et al., 2016).   

 

En el presente estudio, se empleó radiación ultravioleta (UV) como método de esterilización para 

todos los andamios, elaborados con diferentes concentraciones de nanocelulosa y quitosano. Con el 

fin de evaluar la eficacia del proceso de esterilización, se procedió a la inoculación de los andamios 

previamente esterilizados en placas con medio Agar Sangre. Este medio de cultivo, altamente 

enriquecido, es ampliamente utilizado para el crecimiento de microorganismos y la identificación de 

bacterias hemolíticas. A diferencia de otros medios nutritivos, el Agar Sangre proporciona un entorno 

fisiológicamente adecuado para el desarrollo de microorganismos asociados a humanos, lo que lo 

convierte en un sistema sensible y eficaz para la detección de contaminación microbiana residual en 

andamios biológicos esterilizados (Francisco et al., 2021).  

 

 

Figura 14. Evaluación del método de esterilidad UV en Agar Sangre    
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Nota: A) Andamios con concentracion 1 % y 1 % nanocelulosa/quitosano B) Andamios con concentracion 1.5 

% y 1.5 % nanocelulosa/quitosano C) Andamios con concentracion 1 % y 1.5 % nanocelulosa/quitosano D) 

Andamios con concentracion 1.5 % y 1 % nanocelulosa quitosano  

 

La esterilización de andamios destinados al uso como modelos tridimensionales (3D) en estudios de 

cáncer de próstata (CaP) es un requisito fundamental, ya que garantiza un entorno libre de 

interferencias biológicas que puedan afectar el desarrollo y comportamiento celular. En el estudio 

sobre la transición epitelial-mesenquimal en células de CaP realizado por Xu et al. (2020b), los 

andamios utilizados fueron previamente esterilizados, lo que permitió un análisis adecuado de todas 

las fases del proceso celular. De manera similar, en investigaciones centradas en la influencia del 

fenotipo tumoral en CaP, los andamios empleados también fueron esterilizados antes del cultivo 

celular, asegurando así condiciones óptimas para el estudio de las interacciones celulares y la 

progresión del modelo in vitro (Molla et al., 2020).  

 

3.1.2.3. Evaluación del ensayo de resazurina  

 

 

El ensayo de resazurina es una herramienta útil para realizar mediciones rápidas y confiables de la 

viabilidad celular en cultivos de células de mamífero y bacterias. Las células metabólicamente activas 

reducen la resazurina, un compuesto azul y no fluorescente, a resorufina, un compuesto rosado y 

fluorescente. Esta conversión es proporcional al nivel de actividad metabólica, por lo que actúa como 

un indicador indirecto de viabilidad celular. Además, la resazurina presenta baja citotoxicidad y 

permite realizar un análisis no destructivo, lo que la hace especialmente adecuada para monitorear de 

forma continua la proliferación celular en andamios u otros biomateriales durante el cultivo en 

modelos tridimensionales (3D). La intensidad del cambio de color o fluorescencia puede 

correlacionarse directamente con la cantidad de células viables presentes en el sistema (Gong et al., 

2020).  

 

En este estudio, se aplicó el ensayo de resazurina para evaluar la proliferación bacteriana en distintos 

tipos de andamios biológicos (ABs) expuestos a S. aureus en agar nutritivo. Se realizaron cuatro 

tratamientos experimentales, que incluyeron andamios esterilizados y no esterilizados. Cada grupo 

fue sembrado en 2300 µL de agar nutritivo, y posteriormente inoculado con S. aureus. Este enfoque 
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permitió no solo evaluar la efectividad del proceso de esterilización por radiación UV, sino también 

determinar la actividad antimicrobiana inherente de los andamios, atribuible a los polímeros 

utilizados en su formulación.  

 

 

Figura 15. Evaluación de inhibición celular (Resazurina). 

Nota: a) Andamios esterilizados en presencia de Agar nutritivo b) Andamios esterilizados en presencia de agar 

nutritivo S. aureus y antibiótico. La numeración en cada columna de pocillos corresponde a una diferente 

concentración de andamios. 1) 1 % y 1 % nanocelulosa/quitosano 2) 1.5 % y 1.5 % nanocelulosa/quitosano 3) 

1 % y 1.5 % nanocelulosa/quitosano 4) 1.5 % y 1 % nanocelulosa/quitosano 

 

En la Figura 19 se observa que, tras la adición de resazurina, los andamios expuestos únicamente a 

agar nutritivo no presentaron cambio de color hacia el tono rosado característico de la resorufina, lo 

que indica ausencia de actividad metabólica bacteriana y, por tanto, confirma la efectividad del 

proceso de esterilización. La esterilidad del andamio como modelo 3D en presencia de medios 

nutritivos es de suma importancia  

 

Sin embargo, en los andamios inoculados con Staphylococcus aureus, se evidenció una leve 

coloración rosada, particularmente en aquellos elaborados con una concentración de 1:1 % de 

nanocelulosa/quitosano. Esta tinción sugiere una posible proliferación bacteriana residual. Una 

explicación probable es que la mayor porosidad de estos andamios facilita la retención de bacterias 
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en zonas más profundas, lo que podría reducir la eficacia de la esterilización y permitir el crecimiento 

bacteriano en espacios no totalmente expuestos al agente esterilizante (Lee et al., 2020).   

 

 

Figura 16. Evaluación de inhibición celular (Resazurina). 

Nota: a) Andamios sin esterilizar en presencia de Agar nutritivo b) Andamios sin esterilizar en presencia de 

agar nutritivo S. aureus y antibiótico. La numeración en cada columna de pocillos corresponde a una diferente 

concentración de andamios. 1) 1 % y 1 % nanocelulosa/quitosano 2) 1.5 % y 1.5 % nanocelulosa/quitosano 3) 

1 % y 1.5 % nanocelulosa/quitosano 4) 1.5 % y 1 % nanocelulosa/quitosano 

 

En el caso de los andamios no esterilizados, se observa en la Figura 20 que aquellos que fueron 

sumergidos únicamente en agar nutritivo presentaron crecimiento microbiano visible. Este resultado 

podría atribuirse a varios factores, como la exposición prolongada de los andamios al ambiente, la 

manipulación previa al ensayo, o el tiempo transcurrido desde su fabricación. Además, considerando 

que los polímeros empleados no presentan propiedades citotóxicas, es posible que las estructuras 

porosas de los andamios favorezcan la colonización microbiana. 

 

En contraste, los andamios tratados con antibiótico no mostraron señales de proliferación microbiana, 

lo que se evidencia por la ausencia de tinción, excepto en los andamios con concentraciones de 1:1 

% y 1.5:1 % de nanocelulosa/quitosano. En estos casos, la leve tinción observada sugiere una posible 
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persistencia de microorganismos, lo que podría relacionarse con una mayor porosidad o una menor 

eficacia de difusión del antibiótico en dichas formulaciones. 

 

En el contexto de la viabilidad celular, se puede establecer una correlación preliminar entre el 

crecimiento de S. aureus y la capacidad de proliferación celular en un modelo 3D, ya que ambos 

procesos requieren una estructura que no sea citotóxica para las células. En este sentido, los andamios 

evaluados demostraron ser biocompatibles, lo cual es esencial para su aplicación como soporte en 

cultivos celulares tridimensionales. 

 

Los andamios elaborados con nanocelulosa han mostrado, en estudios de cultivo con líneas celulares, 

no inducir citotoxicidad, lo que representa un aspecto clave para el desarrollo de modelos 3D 

funcionales en investigaciones relacionadas con el cáncer de próstata. Las células cultivadas sobre 

estos andamios no evidenciaron daño en la membrana plasmática ni alteraciones en la densidad 

celular, lo que sugiere condiciones favorables para su viabilidad y proliferación (Landberg et al., 

2020).  

.  
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

4.1. Conclusiones  

 

 Los andamios elaborados a partir de nanocelulosa vegetal y quitosano en proporciones 1:1, 

1.5:1.5, 1:1.5 y 1.5:1 presentaron una coloración blanquecina sin diferencias perceptibles 

entre las concentraciones evaluadas, además de encontrarse completamente secos debido al 

proceso de liofilización. Se evidenció que los andamios con menor concentración de 

quitosano mostraron mayor fragilidad y fueron más susceptibles a daños durante las 

diferentes pruebas realizadas, presentando también características visuales menos favorables, 

como una mayor porosidad. El procedimiento previo para la obtención de la nanocelulosa 

influye significativamente en su calidad, ya que, al tratarse de un material insoluble en 

cualquier medio, la reticulación dentro de la solución polimérica afecta los resultados finales 

en términos de las propiedades físicas de los andamios. Asimismo, la nanocelulosa obtenida 

mostró un mayor tiempo de dispersión en la solución durante la fabricación de los andamios.  

 

 Los andamios formulados con concentraciones de 1.5:1.5 % y 1:1.5 % de 

nanocelulosa:quitosano mostraron las condiciones más favorables para este propósito. Estos 

presentaron una tasa de coagulación inferior al 50 %, lo que representa un tiempo adecuado 

que evita la formación de agregados celulares, permitiendo así el estudio eficiente de las 

interacciones célula-célula. Asimismo, exhibieron bajas tasas de hemólisis (1.64 % y 1.23 %, 

respectivamente), lo que indica que la superficie del andamio no induce lisis eritrocitaria. En 

cuanto a la adhesión eritrocitaria y plaquetaria, estos andamios presentaron una adhesión 

adecuada, favoreciendo fenómenos clave como la vascularización, señalización celular y 

transducción de señales. Estos aspectos son fundamentales para comprender los procesos 

genéticos asociados a la progresión tumoral y a la metástasis en el contexto del CaP. 

 

 Las concentraciones de nanocelulosa y quitosano mostraron efectos estadísticamente 

significativos en la prueba de coagulación sanguínea, lo que indica que ambos polímeros 

influyen en la formación del coágulo. En la prueba de hemólisis, únicamente el quitosano 

presentó un efecto significativo, reduciendo el daño eritrocitario gracias a sus propiedades no 
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citotóxicas. En cambio, la nanocelulosa no tuvo un impacto relevante sobre la hemólisis, por 

lo que su combinación con quitosano tampoco generó un efecto significativo en este 

parámetro. En las pruebas de adhesión eritrocitaria y plaquetaria, las concentraciones de 

ambos polímeros influyeron significativamente en la variable de respuesta, evidenciando que 

la composición del andamio afecta directamente la interacción con células sanguíneas. Los 

gráficos de interacción revelaron que los factores actúan de manera independiente, sin 

interacción significativa entre ellos, lo que implica que cada polímero ejerce su efecto de 

forma aislada. Entre los factores evaluados, el quitosano fue el más relevante en términos 

biológicos, ya que demostró efectos estadísticamente significativos en la mayoría de las 

pruebas, posicionándolo como un componente clave en la formulación de andamios con 

propiedades biofuncionales adecuadas para aplicaciones en modelos celulares 

tridimensionales.  

 

 Los andamios utilizados como modelos tridimensionales (3D) para el estudio de líneas 

celulares del cáncer de próstata (CaP) deben presentar una viabilidad celular óptima, ya que 

esta es esencial para asegurar la proliferación adecuada de las células. En este sentido, 

garantizar un entorno neutro es un paso fundamental para replicar las condiciones de la matriz 

extracelular (ECM), dado que el microambiente nativo de esta patología se caracteriza por 

un pH ligeramente alcalino, sin sobrepasar un valor de 7.5. Asimismo, la esterilidad de los 

andamios constituye un aspecto crítico, ya que la presencia de microorganismos o células no 

deseadas compromete la funcionalidad del modelo 3D como sistema de cultivo celular. Por 

otro lado, la evaluación de la viabilidad bacteriana ofrece una aproximación preliminar para 

determinar si los andamios generan un entorno compatible con la proliferación celular. No 

obstante, dado que las bacterias requieren menos condiciones para su crecimiento, su 

presencia únicamente brinda una referencia superficial sobre la biocompatibilidad del 

entorno. Por lo tanto, este ensayo permite identificar si la combinación de 

nanocelulosa/quitosano junto con los medios nutritivos altera el microambiente líquido, 

volviéndolo potencialmente tóxico.  

 

4.2. Recomendaciones  
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 Implementar una diferente metodología en la extracción de nanocelulosa para evaluar el 

efecto de este en la elaboración de los andamios  

 

 Modificar las cantidades de sangre empleadas para evaluar el comportamiento de los 

andamios. 

 

 Aplicar otras técnicas de esterilización sobre los andamios biológicos.  

 

 Explorar la combinación de nanocelulosa con otros biopolímeros con el fin de evaluar cómo 

estas mezclas influyen en el desempeño como modelos 3D. 
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ANEXOS 

Anexo A. Pretratamiento del material vegetal.  

 

Figura . Pretratamiento de la cascara de banano.  

Anexo B. Hidrolisis del material vegetal  

 

Figura . Hidrolisis alcalina y blanqueamiento de la muestra vegetal   

A) Hidrolisis acida B) Blanqueamiento  
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Anexo C. Extracción de nanocelulosa  

 

Figura . Hidrolisis acida del material vegetal  

A)  Extracción de nanocelulosa B) obtención del hidrogel de nanocelulosa 

Anexo D. Elaboración de andamios biológicos   

 

Figura . Elaboración de los andamios biológicos de nanocelulosa y quitosano  

A)  Solución polimérica de nanocelulosa/quitosano B) Liofilización de las placas de 96 micropocillos  
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Anexo E. Coagulación de sangre en andamios biológicos.  

 

Figura . Prueba de coagulación de sangre en ABs de nanocelulosa/quitosano  

Anexo F. Hemolisis in vitro en andamios bioligicos  

 

Figura . Evaluación de hemolisis en andamios de nanocelulosa/quitosano  
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Anexo G. Adhesión de glóbulos rojos   

 

Figura . Evaluación de adhesión de eritrocitos en andamios de nanocelulosa/quitosano  

Anexo H. Adhesión plaquetaria  

 

Figura . Evaluación de adhesión de plaquetas en andamios de nanocelulosa/quitosano  
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Anexo I. Tablas con datos obtenidos para las pruebas morfológicas y biológicas. 

Tabla 1. Pesos iniciales para la determinación del % de hinchamiento de los ABs  

Concentración de 

polímeros (%) 

1 : 1 1.5 : 1.5 1 : 1.5 1,5 : 1 

PBS 

Réplica 1 0.004 0.0048 0.0044 0.0049 

Réplica 2 0.005 0.0049 0.0046 0.0045 

Réplica 3 0.004 0.0052 0.0045 0.004 

Agua destilada 

Réplica 1 0.0043 0.0048 0.0048 0.0043 

Réplica 2 0.0051 0.0045 0.0041 0.0056 

Réplica 3 0.0041 0.0052 0.0045 0.0048 

 

Tabla 2. Pesos obtenidos para la determinación del % de hinchamiento en PBS de los ABs  

Concentración de 

polímeros (%) 

1 : 1 1.5 : 1.5 1 : 1.5 1.5 : 1 

5 seg 

Réplica 1 0.0901 0.112 0.0863 0.0845 

Réplica 2 0.0912 0.1213 0.1014 0.0933 

Réplica 3 0.0992 0.1164 0.1026 0.091 

15 seg 

Réplica 1 0.0932 0.1295 0.0866 0.0852 

Réplica 2 0.0926 0.1326 0.1099 0.0939 

Réplica 3 0.1013 0.1191 0.1059 0.0919 

30 seg 

Réplica 1 0.0442 0.13 0.0955 0.0761 

Réplica 2 0.0433 0.1288 0.115 0.0845 

Réplica 3 0.0498 0.1194 0.1123 0.0727 

1 min 

Réplica 1 0.0382 0.1288 0.0908 0.0498 
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Tabla 3. Pesos obtenidos para la determinación del % de hinchamiento en agua destilada de 

los ABs  

Concentración de 

polímeros (%) 

1 : 1 1.5 : 1.5 1 : 1.5 1.5 : 1 

5 seg 

Réplica 1 0.1134 0.1468 0.1253 0.1201 

Réplica 2 0.1189 0.1401 0.1287 0.1245 

Réplica 3 0.1102 0.1416 0.1156 0.1241 

15 seg 

Réplica 1 0.1143 0.1469 0.1255 0.1211 

Réplica 2 0.0381 0.129 0.1071 0.0533 

Réplica 3 0.0477 0.1184 0.1063 0.0541 

5 min 

Réplica 1 0.0414 0.1221 0.0903 0.0479 

Réplica 2 0.0353 0.1189 0.1032 0.0396 

Réplica 3 0.0452 0.1174 0.1081 0.0432 

15 min 

Réplica 1 0.0381 0.1099 0.0877 0.0471 

Réplica 2 0.0353 0.1153 0.1041 0.0354 

Réplica 3 0.0452 0.1151 0.1061 0.0425 

30 min 

Réplica 1 0.0342 0.0962 0.0868 0.0369 

Réplica 2 0.0258 0.1151 0.1013 0.0295 

Réplica 3 0.0222 0.1144 0.1032 0.0319 

60 min 

Réplica 1 0.0281 0.0955 0.0869 0.0286 

Réplica 2 0.0171 0.115 0.1014 0.0239 

Réplica 3 0.0173 0.1123 0.1034 0.0203 



76 

 

Réplica 2 0.1194 0.1439 0.1286 0.1252 

Réplica 3 0.1116 0.1417 0.1166 0.1249 

30 seg 

Réplica 1 0.0614 0.1528 0.1283 0.0703 

Réplica 2 0.0689 0.1515 0.1297 0.0743 

Réplica 3 0.0607 0.1427 0.1221 0.0737 

1 min 

Réplica 1 0.0539 0.1518 0.1316 0.0695 

Réplica 2 0.0578 0.1499 0.1353 0.0733 

Réplica 3 0.0598 0.148 0.1233 0.0731 

5 min 

Réplica 1 0.0413 0.1514 0.1318 0.0593 

Réplica 2 0.0467 0.149 0.1361 0.0525 

Réplica 3 0.0410 0.1485 0.1256 0.0523 

15 min 

Réplica 1 0.0321 0.1519 0.1315 0.0419 

Réplica 2 0.0353 0.1489 0.1353 0.0417 

Réplica 3 0.0369 0.149 0.1271 0.0425 

30 min 

Réplica 1 0.0301 0.1509 0.1302 0.0371 

Réplica 2 0.0342 0.147 0.1323 0.0301 

Réplica 3 0.0349 0.148 0.1266 0.0321 

60 min 

Réplica 1 0.0291 0.1501 0.1291 0.0362 

Réplica 2 0.0224 0.1473 0.1301 0.0383 

Réplica 3 0.0229 0.1477 0.1251 0.0392 
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Tabla 4. Porcentajes de hinchamiento en PBS obtenidos para los ABs.  

Concentración de 

polímeros (%) 

1 : 1 1.5 : 1.5 1 : 1.5 1.5 : 1 

5 seg 

Réplica 1 2152.5 2233.33333 1861.36364 1624.4898 

Réplica 2 1724 2375.5102 2104.34783 1973.33333 

Réplica 3 2380 2138.46154 2180 2175 

15 seg 

Réplica 1 2230 2597.91667 1868.18182 1638.77551 

Réplica 2 1752 2606.12245 2289.13043 1986.66667 

Réplica 3 2432.5 2190.38462 2253.33333 2197.5 

30 seg 

Réplica 1 1005 2608.33333 1984.09091 1453.06122 

Réplica 2 766 2732.65306 2347.82609 1777.77778 

Réplica 3 1145 2196.15385 2288.88889 1717.5 

1 min 

Réplica 1 855 2583.33333 1963.63636 916.326531 

Réplica 2 662 2532.65306 2228.26087 1084.44444 

Réplica 3 1092.5 2176.92308 2262.22222 1252.5 

5 min 

Réplica 1 935 2443.75 1952.27273 877.55102 

Réplica 2 606 2326.53061 2143.47826 780 

Réplica 3 1030 2157.69231 2302.22222 980 

15 min 

Réplica 1 852.5 2189.58333 1893.18182 861.22449 

Réplica 2 502 2253.06122 2163.04348 686.666667 

Réplica 3 752.5 2113.46154 2257.77778 962.5 

30 min 

Réplica 1 755 1904.16667 1872.72727 653.061224 

Réplica 2 416 2248.97959 2102.17391 555.555556 
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Réplica 3 455 2100 2193.33333 697.5 

60 min 

Réplica 1 602.5 1889.58333 1875 483.673469 

Réplica 2 242 2246.93878 2104.34783 431.111111 

Réplica 3 332.5 2059.61538 2197.77778 407.5 

 

Tabla 5. Porcentajes de hinchamiento en agua destilada obtenidos para los ABs.  

Concentración de 

polímeros (%) 

1 : 1 1.5 : 1.5 1 : 1.5 1.5 : 1 

5 seg 

Réplica 1 2537.2093 2958.33333 2510.41667 2693.02326 

Réplica 2 2231.37255 3013.33333 3039.02439 2123.21429 

Réplica 3 2587.80488 2623.07692 2468.88889 2485.41667 

15 seg 

Réplica 1 1395.34884 2960.41667 2514.58333 2716.27907 

Réplica 2 1260.78431 3097.77778 3036.58537 2135.71429 

Réplica 3 1402.43902 2625 2491.11111 2502.08333 

30 seg 

Réplica 1 1327.90698 3083.33333 2572.91667 1534.88372 

Réplica 2 1250.98039 3266.66667 3063.41463 1226.78571 

Réplica 3 1380.4878 2644.23077 2613.33333 1435.41667 

1 min 

Réplica 1 1153.48837 3062.5 2641.66667 1516.27907 

Réplica 2 1033.33333 3231.11111 3200 1208.92857 

Réplica 3 1358.53659 2746.15385 2640 1422.91667 

5 min 

Réplica 1 860.465116 3054.16667 2645.83333 1279.06977 

Réplica 2 815.686275 3211.11111 3219.5122 837.5 

Réplica 3 900 2755.76923 2691.11111 989.583333 

15 min 

Réplica 1 646.511628 3064.58333 2639.58333 874.418605 

Réplica 2 592.156863 3208.88889 3200 648.214286 

Réplica 3 800 2765.38462 2724.44444 785.416667 

30 min 

Réplica 1 600 3043.75 2612.5 762.790698 

Réplica 2 570.588235 3166.66667 3126.82927 437.5 

Réplica 3 751.219512 2746.15385 2713.33333 568.75 

60 min 

Réplica 1 576.744186 3027.08333 2589.58333 741.860465 

Réplica 2 339.215686 3173.33333 3073.17073 583.928571 
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Réplica 3 458.536585 2740.38462 2680 716.666667 

 

Tabla 6. Promedio de la capacidad de hinchazón en PBS  

Tiempo  1 ; 1  1.5 ; 1.5  1 ; 1.5  1.5 ; 1  

5 2085.5 2249.10169 2048.57049 1924.27438 

15 2138.16667 2464.80791 2136.88186 1940.98073 

30 972 2512.38008 2206.93529 1649.44633 

60 869.833333 2430.96982 2151.37315 1084.42366 

300 857 2309.32431 2132.65774 879.183673 

900 702.333333 2185.3687 2104.66769 836.797052 

1800 542 2084.38209 2056.07817 635.37226 

3600 392.333333 2065.37916 2059.04187 440.761527 

 

Tabla 7. Promedio de la capacidad de hinchazón en agua destilada  

Tiempo  1 ; 1  1.5 ; 1.5  1 ; 1.5  1.5 ; 1  

5 2452.12891 2864.91453 2672.77665 2433.88474 

15 1352.85739 2894.39815 2680.75994 2451.3589 

30 1319.79172 2998.07692 2749.88821 1399.0287 

60 1181.7861 3013.25499 2827.22222 1382.7081 

300 858.71713 3007.01567 2852.15221 1035.38437 

900 679.556164 3012.95228 2854.67593 769.349852 

1800 695.121951 2985.5235 2817.5542 589.680233 

3600 458.165486 2980.26709 2780.91802 680.818568 

 

Tabla 8. Peso inicial para la evaluación de degradación de los ABs  

Concentración de 

polímeros (%) 

1 : 1 1.5 : 1.5 1 : 1.5 1.5 : 1 

2 día 

Réplica 1 0.0052 0.0056 0.0049 0.004 

Réplica 2 0.0043 0.0048 0.0048 0.0045 

Réplica 3 0.0036 0.0069 0.0054 0.0048 
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4 día 

Réplica 1 0.0059 0.0055 0.0055 0.005 

Réplica 2 0.004 0.0058 0.0049 0.0052 

Réplica 3 0.0039 0.0054 0.0048 0.0049 

7 día 

Réplica 1 0.0053 0.0071 0.005 0.0051 

Réplica 2 0.004 0.0071 0.0048 0.0038 

Réplica 3 0.0054 0.0049 0.0043 0.0047 

 

Tabla 9. Pesos obtenidos en la evaluación de degradación de los ABs  

Concentración de 

polímeros (%) 

1 : 1 1.5 : 1.5 1 : 1.5 1.5 : 1 

2 día 

Réplica 1 0.0017 0.004 0.0035 0.0012 

Réplica 2 0.0014 0.0035 0.0033 0.0015 

Réplica 3 0.0011 0.0052 0.0041 0.0015 

4 día 

Réplica 1 0.0004 0.0032 0.0031 0.0005 

Réplica 2 0.0002 0.0034 0.0028 0.0006 

Réplica 3 0.0002 0.0031 0.0027 0.0005 

7 día 

Réplica 1 Degradado 0.0031 0.0011 Degradado 

Réplica 2 Degradado 0.003 0.0012 Degradado 

Réplica 3 Degradado 0.0023 0.0009 Degradado 

 

Tabla 10. Porcentaje del peso residual de los ABs.  

Concentración de 

polímeros (%) 

1 : 1 1.5 : 1.5 1 : 1.5 1.5 : 1 

2 día 

Réplica 1 32.69231 71.42857 71.42857 30 
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Réplica 2 32.55814 72.91667 68.75 33.33333 

Réplica 3 30.55556 75.36232 75.92593 31.25 

4 día 

Réplica 1 6.779661 58.18182 56.36364 10 

Réplica 2 5 58.62069 57.14286 11.53846 

Réplica 3 5.128205 57.40741 56.25 10.20408 

7 día 

Réplica 1 Degradado 43.66197 22 Degradado 

Réplica 2 Degradado 42.25352 25 Degradado 

Réplica 3 Degradado 46.93878 20.93023 Degradado 

 

Tabla 10. Porcentaje de biodegradabilidad de los ABs  

Concentración de 

polímeros (%) 

Porcentaje de biodegradabilidad 

1 ; 1 100% 31% 6% 0% 

1.5 ; 1.5 100% 73.23% 58.06% 44% 

1 ; 1.5 100% 72.03% 56.50% 23% 

1.5 ; 1. 100% 31.52% 10% 0% 

 

Tabla 11. Absorbancia de la prueba de coagulación en ABs  

 Concentración de polímeros (%) 
 

1 ; 1 1.5 ; 1.5 1 ; 1.5 1.5 ; 1 

Replica 1 0.1788 0.1895 0.1885 0.1857 

Replica 2 0.1781 0.1891 0.1883 0.1876 

Replica 3 0.1752 0.189 0.1883 0.1871 

 

Tabla 12. Absorbancia de celdas vacías para la prueba de coagulación en ABs  

 
Abs Celda Vacia (Io) 

Concentración de polímeros (%) 

 1 ; 1 1.5 ; 1.5 1 ; 1.5 1.5 ; 1 
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Replica 1 0.0312 0.0313 0.0312 0.0313 

Replica 2 0.0312 0.0312 0.0312 0.0313 

Replica 3 0.0321 0.0312 0.0312 0.0312 

 

Tabla 13. Porcentaje del índice de coagulación en ABs  

 
Porcentaje de Coagulacion 

 
1 ; 1 1.5 ; 1.5 1 ; 1.5 1.5 ; 1 

Replica 1 42.8945074 45.9883721 45.7134554 44.8837209 

Replica 2 42.6910782 45.8878233 45.6553328 45.4360465 

Replica 3 41.6958042 45.858762 45.6553328 45.3065969 

Promedio 42.4271299 45.9116525 45.674707 45.2087881 

 

Tabla 14. Efectos de los factores A y B (nanocelulosa y quitosano) sobre la coagulación.  

Fuente Efecto 

A 1.506 

B 1.97 

AB -1.27 

 

Tabla 15. ANOVA del diseño factorial 22 para la coagulación de sangre  

Fuente SS GL MS Fcal Fcri p-value 

A 6.81 1 6.81 82 5.32 1.7 x 10-6 

B 11.68 1 11.68 141 5.32 2.2 x 10-7 

AB 4.86 1 4.86 58 5.32 5.3 x 10-6 

Error 0.66 8 0.0085    

Total 48.02 11     

 

Tabla 16. Absorbancias de la prueba de hemolisis en ABs  

 
Concentración de polímeros (%) 

 1 ; 1 1.5 ; 1.5 1 ; 1.5 1.5 ; 1 

Replica 1 0.0774 0.0654 0.0625 0.0812 
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Replica 2 0.08 0.0667 0.0646 0.0786 

Replica 3 0.0762 0.0633 0.0643 0.0799 

 

Tabla 17. Porcentaje del índice de hemolisis de la prueba de hemolisis en ABs  

 
Concentración de polímeros (%) 

 1 ; 1 1.5 ; 1.5 1 ; 1.5 1.5 ; 1 

Replica 1 5.42372881 1.7257319 0.83204931 6.59476117 

Replica 2 6.22496148 2.12634823 1.47919877 5.79352851 

Replica 3 5.05392912 1.07858243 1.38674884 6.19414484 

Promedio 5.5675398 1.64355419 1.23266564 6.19414484 

 

Tabla 18. Efectos de los factores A y B (nanocelulosa y quitosano) sobre la hemolisis  

Fuente Efecto 

A 0.473 

B -4.445 

AB -0.108 

 

Tabla 19. ANOVA del diseño factorial 22 para la hemolisis 

Fuente SS GL MS Fcal Fcri p-value 

A 0.806 1 0.806 2.05 5.32 0.187 

B 57.94 1 57.94 147 5.32 0.000000 

AB 0.036 1 0.036 0.091 5.32 0.77 

Error 3.1502 8 0.393    

Total 61.93 11     

 

Tabla 20. Absorbancias de la prueba de adhesión de glóbulos rojos en ABs 

 
Concentración de polímeros (%) 

 1 ; 1 1.5 ; 1.5 1 ; 1.5 1.5 ; 1 

Replica 1 0.1828 0.1303 0.1201 0.1822 
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Replica 2 0.1827 0.1309 0.121 0.1807 

Replica 3 0.1892 0.1301 0.1208 0.1813 

 

Tabla 21. Cantidad de adhesión de glóbulos rojos en ABs  

 
Concentración de polímeros (%) 

 1 ; 1 1.5 ; 1.5 1 ; 1.5 1.5 ; 1 

Replica 1 5374.32 3830.82 3530.94 5356.68 

Replica 2 5371.38 3848.46 3557.4 5312.58 

Replica 3 5562.48 3824.94 3551.52 5330.22 

Promedio 5436.06 3834.74 3546.62 5333.16 

 

Tabla 22. Efectos de los factores A y B (nanocelulosa y quitosano) sobre la adhesión de glóbulos 

rojos  

Fuente Efecto 

A 92.5 

B -1694 

AB 195.5  

 

Tabla 23. ANOVA del diseño factorial 22 para la adhesión de glóbulos rojos  

Fuente SS GL MS Fcal Fcri p-value 

A 25668 1 25668 8 5.32 0.0259 

B 8610602 1 8610602 2687 5.32 0.000000 

AB 114660 1 114660 35 5.32 0.000029 

Error 25639 8 3204    

Total  11     

 

Tabla 24. Absorbancias normalizadas de la prueba de adhesión de plaquetas en ABs  

 Concentración de polímeros (%) 
 

1 ; 1 1.5 ; 1.5 1 ; 1.5 1.5 ; 1 
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Replica 1 0.008291 0.0089173 0.008895 0.0087715 

Replica 2 0.008287 0.0089468 0.0088828 0.008781 

Replica 3 0.0082883 0.0089678 0.0088773 0.008779 

 

Tabla 25. Porcentaje de adhesión plaquetaria en ABs  

 
Concentración de polímeros (%) 

 1 ; 1 1.5 ; 1.5 1 ; 1.5 1.5 ; 1 

Replica 1 31.08910891 72.4290429 70.95709571 62.80528053 

Replica 2 30.82508251 74.37623762 70.15181518 63.43234323 

Replica 3 30.91089109 75.76237624 69.78877888 63.30033003 

Promedio 30.94169417 74.18921892 70.29922992 63.17931793 

  

Tabla 26. Efectos de los factores A y B (nanocelulosa y quitosano) sobre la adhesión de glóbulos 

rojos  

Fuente Efecto 

A 18.06 

B 25.18 

AB -14.17  

 

Tabla 27. ANOVA del diseño factorial 22 para la adhesión de glóbulos rojos  

Fuente SS GL MS Fcal Fcri p-value 

A 979.03 1 979.03 1398 5.32 0.000000 

B 1902.34 1 1902.34 2717 5.32 0.000000 

AB 602.79 1 602.79 861 5.32 0.000000 

Error 5.62 8 0.70    

Total  11     

 

ANEXO J. Carta de aprobación de protocolo de investigación del comité de ética COD. 090-

CEISH-UTA-2025  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ambato, 12 de junio de 2025  
COD. 090-CEISH-UTA-2025

Sra.  PhD. 

Lorena de los Ángeles Núñez Villacis  
INVESTIGADORA PRINCIPAL, 
UNIVERSIDAD TÉCNICA DE AMBATO (UTA) 
 
ASUNTO: CARTA DE APROBACIÓN DE PROTOCOLO DE INVESTIGACIÓN 
 
De nuestra consideración  
 
Por medio del presente y una vez revisado el protocolo de investigación con el Tema “Desarrollo de modelos celulares 
tridimensionales para investigación biomédica y medicina regenerativa” presentado por usted en calidad de 
Investigadora del mismo, que fuera ingresado al Comité de Ética para la Investigación en Seres Humanos – UTA, se 
comunica que fue APROBADO para su ejecución, en los laboratorios de la Facultad de Ciencia e Ingeniería en 
Alimentos y Biotecnología de la Universidad Técnica de Ambato, con la participación de investigadores de la UTA,  
de la Universidad San Francisco de Quito y la Universidad Técnica Particular de Loja, con fecha 29 de mayo de 2025,  
por cuanto cumple con los requisitos y normas establecidas por el reglamento de este Comité, en lo metodológico, 
ético y legal. El código asignado es 090-CEISH-UTA-2025 

Como respaldo de lo indicado, reposan en los archivos del CEISH-UTA, tanto los requisitos presentados por la 
investigadora, así como también los formularios empleados por el comité para la evaluación del mencionado 
proyecto. 

En tal virtud, los documentos aprobados por el CEISH-UTA que se adjuntan en físico a la presente carta de aprobación 
son los siguientes: copia del protocolo de investigación tema “Desarrollo de modelos celulares tridimensionales 
para investigación biomédica y medicina regenerativa”, Versión 1, con 26 páginas, incluido el formulario de 
Consentimiento informado, Carta de interés, carta de no conflicto de intereses, carta de responsabilidad del 
investigador e informe de evaluación aprobado el 29 de mayo de 2025. 

Cabe indicar que la información presentada es de responsabilidad exclusiva de la Investigadora del proyecto, Lorena 
de los Ángeles Núñez Villacis, quien asume la veracidad, originalidad y autoría de estos. 

Así, también, se recuerda las obligaciones que Lorena de los Ángeles Núñez Villacis, Investigadora del proyecto debe 
cumplir durante y después de la ejecución del proyecto con el tema “Desarrollo de modelos celulares 
tridimensionales para investigación biomédica y medicina regenerativa” a realizarse en los laboratorios de la 
Facultad de Ciencia e Ingeniería en Alimentos y Biotecnología, ubicados en la UTA, con la participación de 
investigadores de la UTA,  de la Universidad San Francisco de Quito y la Universidad Técnica Particular de Loja. 

• Informar al CEISH- UTA la fecha de inicio y culminación de la investigación. 

• Cumplir todas las actividades que le corresponden como investigador, así como las descritas en el protocolo 
con sus tiempos de ejecución, según el cronograma establecido en dicho proyecto, vigilando y respetando 
siempre los aspectos éticos, metodológicos y jurídicos aprobados en el mismo. 

• Aplicar el consentimiento informado a todos los participantes, respetando el proceso definido en el 
protocolo y el formato aprobado. 

• Al finalizar la investigación, entregar al CEISH-UTA el informe final del proyecto y el enlace de la(s) 
publicación(es) en caso de que se realicen. 

 
Atentamente,
 
 
 
 

Dra. Aida Fabiola Aguilar Salazar Cristina Alexandra Arteaga, PhD 
PRESIDENTE CEISH – UTA                                                                              SECRETARIA - CEISH - UTA 
Av. Colombia y Chile 

www.uta.edu.ec 
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