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1.RESUMEN 

Existen numerosas patologías cartilaginosas cuya frecuencia ha ido en incremento 

a nivel mundial, generando un problema de salud y económico. Dentro de las 

enfermedades que afectan el cartílago esta la osteoartritis (OA), responsable del 50% 

de las patologías congénitas crónicas en la población de avanzada edad, que consiste 

en la degradación del tejido cartilaginoso, el cual, al regenerarse pierde propiedades 

biomecánicas esenciales; razón por la que se considera a la Ingeniería de tejidos como 

una de las alternativas más viables para la solución de este problema. 

El éxito de la ingeniería de tejidos depende del desarrollo de matrices en las que sea 

posible la proliferación y mantenimiento celular. En este proyecto será comparada la 

capacidad de dos matrices de Policaprolactona (PCL) y Ácido poli-láctico (PLA) con y 

sin Agrecano para reemplazo de cartílago. 

 



2. INTRODUCCIÓN 

2.1 Ingeniería de tejidos 

El daño total o parcial de tejido y la pérdida de la función de un órgano se encuentran 

entre los problemas más graves y costosos de la salud humana. Inicialmente, esos 

problemas se habían abordado mediante el trasplante de órganos y tejidos alogénicos, 

sin embargo, esta ya no es una opción por la baja disponibilidad de donantes (Estrada, 

Paz, & López, 2006; Langer & Vacanti, 1993); como alternativa de solución a estos 

problemas, surge la ingeniería de tejidos, definida como "una ciencia interdisciplinaria 

donde se aplican principios de ingeniería y las ciencias de la vida para crear sustitutos 

biológicos que restauren, mantengan o mejoren la función de un tejido u órgano que ha 

sido afectado" (Rincón, Rodríguez, Londoño, & Echevarría, 2007; Vunjak-Novakovic & 

Freshney, 2006). 

El éxito de la ingeniería de tejidos depende del desarrollo de matrices porosas 

que proporcionen el soporte necesario a las células para su proliferación y el 

mantenimiento de sus funciones diferenciadas o señales biológicas requeridas para la 

conservación de la expresión específica de los genes en el tejido (Ma & Wei, 2005, 2003; 

Rincón, Rodríguez, Londoño, & Echevarría, 2007; Salgado, Coutinho, & Reis, 2004). 

La ingeniería de tejidos o tisular puede considerarse lo más novedoso en el 

campo de la medicina y los biomateriales. Nació en 1987 (Lanza , Langer , & Vacanti, 

2007; Colorado, Agueldo, & Moncada, 2013) y es un área multidisciplinaria que para 

llevar a cabo sus objetivos involucra la participación de ingenieros químicos, ingenieros 

mecánicos, biólogos y médicos, entre otros (Narváez, 2016). 

2.1.1 Fundamento 

 La célula es la unidad mínima fisiológica, morfológica y genética. Cuando las 

células tienen funciones similares, estas se adhieren para formar un tejido. La 

responsable de esta adhesión es la matriz extracelular, además es responsable del 

transporte de las señales de desarrollo, nutrientes, productos de desecho y migración 

celular. Los componentes la matriz celular son, principalmente, colágeno, 



proteoglucanos y una variedad de glucoproteínas especializadas como fibrinectina y 

laminina (Gilbert, 2005). 

 Al entender cómo responden las células a las señales, cómo interactúan con su 

entorno y cómo se organizan en tejidos, los investigadores han podido manipular estos 

procesos para sanar los tejidos dañados o incluso crear nuevos; este proceso comienza 

con la construcción del andamio con biomateriales; a los que es posible introducir 

células y factores de crecimiento o moléculas de señalización. Si el andamio es 

dispuesto al entrorno adecuado, se desarollará un tejido nuevo capaz de reparar o sanar 

las áreas afectadas (Figura 1)  (Instituto Nacional de Bioingeniería e Imágenes 

Biomédicas, 2013; Roa Ramirez & Quintian Ayala, 2016).   

 

Figura 1: Roa, D. (2016). Proceso de elaboración de un tejido artificial a partir de Ingeniería de 

Tejidos. 



2.1.2 Elementos de la Ingeniería de Tejidos 

 Los elementos básicos para la generación de un tejido a partir de la Ingeniería 

de Tejidos son las células específicas que forman el tejido deseado, el andamio, que 

funciona como sostén para dichas células y los medios enriquecidos con factores de 

crecimiento o moléculas de señalización (Figura 2). 

 

Figura 2: Elementos básicos para la generación de un tejido nuevo a partir de Ingeniería de 

Tejidos. 

2.1.2.1 Células  

 Las células ideales para la construcción de un tejido deben ser fáciles de extraer 

y expandir, deben conservar su fenotipo, y ser multipotenciales para diferenciarse o 

transdiferenciarse a una variedad de células especializadas, específicas de tejidos u 

órganos y no deben generar respuestas inmunes (Yang, Leong, Du , & Chua, 2001; 

Estrada, Paz, & López, 2006), La edad del donante, el origen y el estado de 

diferenciación de las células son factores fundamentales, que pueden hacer variar los 

resultados obtenidos  (González Fernández, 2014; Buckwalter, Mankin, & Grodzinsky , 

2005; Vunjak-Novakovic & Freshney, Culture of cells of tissue engineering, 2006), los 

factores anteriores han despertado gran interés en las células madre (Tabla 1) 

(Pittenger, y otros, 1999). 



Tabla 1:Células madre más estudiadas para la generación de tejidos a través de la ingeniería de 

tejidos. (Estrada, Paz, & López, 2006; Lanza, Langer, & Vacanti, 2000; Pittenger, y otros, 1999; 

Mauney, Volloch, & Kaplan, 2005; Alvarez Barreto, 2009). 

Células madre 

embrionarias 
Células madre adultas 

Botón embrionario, fetales, 

amnióticas, cordón umbilical. 

Médula ósea (células madre hematopoyéticas, células progenitoras 

endoteliales, células madre mesenquimales), tejido adiposo, células 

madre pluripotentes inducidas. 

Las células interactúan con el material del andamio y responden a cualquier 

estímulo del medio en el que se encuentran, ya sea in vitro o in vivo. Por lo tanto, la 

elección del tipo y fuente celular adecuado afectará todas y cada una de las etapas de 

producción del implante (Tabla 2) (Alvarez Barreto, 2009; Colorado, Agueldo, & 

Moncada, 2013; Lanza, Langer, & Vacanti, 2007).  

Tabla 2: Clasificación de implantes según la fuente celular (Lanza , Langer , & Vacanti, 2007).  

Autólogo Sé utilizan células del paciente, por lo que no hay 

reacciones inmunológicas pero existe la posibilidad 

de que exista baja disponibilidad de células 

Alogénico Se utilizan células de otro paciente de la misma 

especie, puede generar respuestas inmunológicas, 

pero asegura la disponibilidad de la especie celular 

requerida. Requiere tratamiento inmunológico 

previo a la implantación. 

Xenogénico Se utilizan células de distintas especies, puede 

contener virus por lo que la posibilidad de generar 

respuesta imunológica es alta. Requiere 

tratamiento inmunológico previo a la implantación. 

2.1.2.2 Factores de crecimiento 

Los factores de crecimiento son polipéptidos solubles secretados para instruir la 

respuesta especifica celular en el entorno biológico, (Kangwon, Eduardo, & David, 2010; 



Cross & Dexter, 1991) estos pueden estimular la maduración celular, actuar como 

mitógenos promoviendo la proliferación de ciertos tipos de células como morfógenos 

induciendo el cambio en el fenotipo de las células blanco (Tabla 3) (Estrada, Paz, & 

López, 2006; Alvarez Barreto, 2009). 

Tabla 3: Factores de crecimiento populares en la ingeniería de tejidos (Kangwon, Eduardo, & 

David, 2010) 

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas 

Ang Angiopoyetina 

bFGF Factor básico de crecimiento de fibroblastos 

BMP Proteína morfogenética ósea 

EGF Factor de crecimiento epidermal 

FGF Factor de crecimiento de fibroblastos 

HGF Factor de crecimiento de hepatocitos 

IGF Factor de crecimiento similar a la insulina 

NGF Factor de crecimiento nervioso 

VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial 

TGF Factor de crecimiento transformante 



La respuesta celular específica generada por el factor de crecimiento resulta en 

una amplia gama de reacciones celulares, que incluyen la supervivencia celular, control 

de migración, diferenciación y proliferación de distintos subconjuntos celulares.  

(Kangwon, Eduardo, & David, 2010) 

Estudios relativamente recientes han permitido identificar un importante número 

de moléculas solubles producidas por las células madre, que una vez liberadas 

provocan autoestimulación en los sitios dañados y actúan sobre las células sanas en un 

microambiente apropiado. También se han señalado las ventajas del uso de plaquetas 

como fuente de factores regenerativos, teniendo en cuenta la cantidad de estos 

elementos solubles que ellas contienen (Hernández Ramírez, 2009; Lange, y otros, 

2007). 

Gran parte de las enfermedades que se pueden ver beneficiadas por la 

ingeniería de tejidos se deben a trastornos en que interactúan diferentes factores 

celulares y no a la falta de una sola proteína, por lo que se ha considerado la posibilidad 

de aportar moléculas activadoras y reguladoras producidas o inducidas por ellas, con 

capacidad para favorecer la diferenciación de las células implantadas y también la 

estimulación de las células propias del tejido receptor, lo que contribuiría a la fisiológica 

del tejido dañado (Hernández Ramírez, 2009; Estrada, Paz, & López, 2006; What is 

regenerative medicine? Emergence of applied stem cell and developmental biology., 

2004; Hernández, 2006).   

Actualmente, existen terapias de regeneración basadas en los factores de 

crecimiento que han tenido cierto grado de éxito. Muchos de estos tratamientos 

consisten en inyectar una solución del factor en la zona afectada. Esta forma de 

aplicación es ineficiente debido a la difusión de la solución a otras áreas del cuerpo y 

puede causar efectos secundarios indeseados, como el alcance de concentraciones 

localizadas de la sustancia superiores a la máxima segura; estos tratamientos implican 

la necesidad de repetidas inyecciones haciendo de la terapia un procedimiento 

altamente costoso. En los últimos años, se han buscado formas más eficientes de 

dosificar estos factores de crecimiento a través de técnicas de encapsulamiento, 

logrando un perfil de administración más adecuado (DeFail, Chu, Izzo, & Marra, 2006). 

Tanto hidrogeles, andamios prefabricados y micro y nanoesferas, se han visto 

enriquecidos con factores de crecimiento (DeFail, Chu, Izzo, & Marra, 2006; Chung, 



Tsai, Hsieh, & Tsai, 2006; Evangelista, y otros, 2007; Kempen , y otros, 2008; Lee, y 

otros, 2006; Malaekeh-Nikouei, 2006; Zolnik, 2008). No obstante, debido a su proceso 

de producción y purificación, los factores de crecimiento son altamente costosos y la 

oportunidad de obtener una terapia práctica y accesible para la población en general 

sería poco probable en términos prácticos (Alvarez Barreto, 2009). 

2.1.2.3 Andamios o scaffolds 

Son matrices tridimensionales que proporcionan a las células el apoyo necesario 

para su adhesión, proliferación, migración celular y el mantenimiento de sus funciones 

diferenciadas y las señales biológicas requeridas para la conservación de la expresión 

génica específica y, además, definen la arquitectura del tejido (Tabla 4) (Kim, E., & Atala, 

2000; Estrada, Paz, & López, 2006; Alvarez Barreto, 2009; Lanza, Langer, & Vacanti, 

2000; Saltzman, 2000).  

 Las células interactúan con estos dispositivos de manera activa en el proceso 

de regeneración del tejido, lo cual induce la liberación de factores de diferenciación y 

crecimiento, mientras que sintetizan su propia matriz extracelular, que proporciona un 

ambiente y arquitectura específicos del tejido, y sirve como reservorio de agua, 

nutrientes, citocinas y factores de crecimiento, entre otros  (Agrawal & Ray, 2001; 

Kuboki, y otros, 1993; Laurencin, Ambrosio, Borden, & Cooper, 1999; Langer & Vacanti, 

1993; Estrada, Paz, & López, 2006). 

Tabla 4: Clasificación de andamios según su estructura. Basada en Alvarez Barreto, 2009 y Gomes, 

2005 

Inyectables (hidrogeles) Son introducidos en forma líquida a la lesión, llevan 

a cabo un entrecruzamiento in situ, por lo que la 

forma del tejido a reemplazar no es un obstáculo 

para este tipo de andamio.  

Son poco invasivos y pueden resultar citotóxicos. 

Sus propiedades mecánicas son inferiores a las de 

andamios prefabricados 

Pre-fabricados Se construyen antes de ser implantados. 

Poseen mejores propiedades mecánicas, por lo 

que se usan en zonas de alta carga. 

Biomiméticos Pueden presentar características bioquímicas del 

tejido. 

Actualmente, se encuentran en desarrollo. 



 Las matrices para Ingeniería de tejidos deben satisfacer varios criterios (Falke & 

Atala, 2000; Cassinelli & Morra, 2003; Salgado, Coutinho, & Reis, 2004; Shieh & Vacanti, 

2005; Mauney, Volloch, & Kaplan, 2005; Ikada, 2006; Estrada, Paz, & López, 2006; 

Garzón, 2006; Barrère & al., 2008; Meyer, Meyer, Handschel, & Wiesmann, 2009; 

Alvarez Barreto, 2009; Velasco Peña & Garzón Alvarado, 2010; Roa Ramirez & Quintian 

Ayala, 2016; Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular., s.f.): 

 Biocompatibilidad: Permite la integración adecuada al tejido del hospedero sin 

presentar efectos citotóxicos, genotóxicos o respuesta inmune  

 Biodegradabilidad: Se refiere a la capacidad de descomposición y resorción del 

andamio mediante hidrólisis.  La masa del andamio debe disminuirse por acción 

del organismo, la meta es no tener un implante al final del proceso, sino un tejido 

nativo nuevo. 

 Bioactividad: Es la cualidad de promover interacción con los tejidos del huésped 

 Porosidad: Deben tener poros abiertos e interconectados, necesarios para la 

difusión de nutrientes y gases y para la remoción de desechos metabólicos como 

resultado de la actividad celular. El tamaño ideal del poro para la ITO varía entre 

200 y 900 μm.  

 Propiedades químicas y topográficas: Pueden afectar la adhesión celular y a la 

migración celular. 

 Propiedades mecánicas: Depende del lugar de implantación y de las fuerzas 

mecánicas a las que se verá expuesto el implante. Las propiedades mecánicas 

como el módulo de elasticidad, la resistencia a la tracción, a la fractura, a la fatiga 

y porcentaje de elongación, entre otros, deben ser lo más cercanas posibles a 

las del tejido que se reemplaza. 

 

 



2.1.2.3.1 Biomateriales 

 Un biomaterial se define como: "un material ideado para interaccionar con los 

sistemas biológicos para evaluar, tratar, aumentar o substituir cualquier tejido, órgano o 

función del cuerpo" (Second Consensus Conference on definitions in Biomaterials, 

1992). 

 La ingeniería de tejidos estudia las propiedades físicas y biológicas así como las 

aplicaciones de materiales sintéticos o naturales que son usados para estar en contacto 

con sistemas biológicos. Estos materiales, denominados biomateriales, son 

especialmente usados en aplicaciones médicas, aunque su uso se ha extendido a 

aplicaciones biológicas y de diagnóstico en laboratorio clínico  (González Fernández, 

2014; McDermott & Amis, 1990). La variedad de materiales utilizados en ingeniería de 

tejidos aumenta de día en día para mejorar la regeneración y recuperación del tejido in 

vivo y durante el cultivo in vitro. 

 La clasificación de los biomateriales depende de su comportamiento o de su 

naturaleza química, aunque en el diseño final pueden combinarse varias categorías 

(Figura 3) (Lizarbe, 2007; Binyamin, Shafi, & Mery, 2006; Williams, 1999).  

 

Figura 3: Clasificación y aplicaciones de los biomateriales, basado en Lizarbe, 2007 y  Velasco Peña 

& Garzón Alvarado, 2010. 



2.1.2.3.1.1 Orgánicos 

 Los biomateriales orgánicos son los utilizados en los autoinjertos, aloinjertos y 

xenoinjertos. Su inconveniente radica en el costo y complejidad de los procedimientos 

quirúrgicos requeridos para obtener el tejido como implante, además de las 

complicaciones postoperatorias propias de cirugías invasivas. Los aloinjertos requieren 

de tratamientos como liofilización, irradiación, lavado con ácidos, entre otros para evitar 

el rechazo por parte del receptor y eliminar posibles infecciones en el tejido a implantar. 

Los xenoinjertos, también presentan el inconveniente de enfermedades contagiosas 

(Velasco Peña & Garzón Alvarado, 2010). 

 Existen algunas proteínas procedentes del tejido conjuntivo; que en el organismo 

forma los tendones, los huesos, la piel, los ligamentos y diversas membranas; capaces 

de ser utilizadas como biomateriales (Tabla 5) (Lizarbe, 2007). 

Tabla 5: Proteínas usadas como biomateriales, basado en Colorado, Agueldo, & Moncada, 2013;  

MacNeil, 2008; Auger, y otros, 1998; Kon'kov, Pustovalova, & I., 2010 y  Boucard, y otros, 2007 

Colágeno Utilizado en diversas formas para aplicación en ingeniería de tejido ya que permiten un 

fuerte anclaje celular, tiene un excelente potencial de vascularización. Su uso se ha 

extendido a la producción de otros tejidos, como vasos sanguíneos, ligamentos y 

bronquios. 

Fibroína Seda de origen natural altamente biocompatible que se biodegrada lentamente. La seda 

fibroína se utiliza para apoyar la adhesión de las células madre, la proliferación y 

diferenciación in vitro y para promover la reparación de una amplia gama de tejidos in 

vivo como cartílagos artificiales, fragmentos de tejido óseo, vasos sanguíneos, tejido 

epitelial y tejido nervioso óseos . 

Quitosano Polisacárido lineal cuyas propiedades le permiten aplicaciones en encapsulación de 

células, transporte de principios activos a través de las superficies epiteliales, cultivo 

celular, reparación de cartílago y reconstrucción de huesos. 

2.1.2.3.1.2 Cerámicos 

 Incluye carbones, utilizados para implantes vasculares, cerámicas porosas, pero 

de baja resistencia mecánica, cerámicas de superficie bioactiva o reactiva, utilizadas 



frecuentemente para la preparación de implantes que induzcan y posibiliten la formación 

de estructuras óseas, y sus mezclas (Lizarbe, 2007). 

2.1.2.3.1.3 Poliméricos 

 Las propiedades físicas y estabilidad química de este grupo de biomateriales, 

dependen de un conjunto de variables tales como la composición química del polímero 

y de su grado de entrecruzamiento. Una de las ventajas que presentan es que se les 

puede dotar de una amplia variedad de propiedades por introducción de aditivos 

químicos, macromoléculas o segundas fases. Los biomateriales poliméricos pueden 

dividirse en tres grandes grupos, los elastómeros; altamente flexibles, los plásticos, de 

estructura es más rígida y de comportamiento térmicos variado; y los hidrogeles, una 

mezcla de los dos grupos anteriores con gran afinidad al agua (Lizarbe, 2007) 

2.1.2.3.1.4 Metálicos 

 Los metales han sido muy utilizados como biomateriales con dos propósitos: 

fabricación de prótesis para reemplazar una parte del cuerpo o implantes utilizados en 

la estabilización y ayuda al proceso normal de reparación de un tejido. Entre los metales 

más utilizados se encuentran diversas clases de aceros inoxidables, aleaciones 

metálicas de cobalto, cromo, molibdeno y níquel, titanio y distintas aleaciones a base de 

titanio, aluminio y vanadio (Lizarbe, 2007; Singh & Dahotre, 2007). 

2.1.2.3.1.5 Semiconductores 

 Es el grupo menos extendido de los biomateriales, se encuentran en desarrollo 

y son utilizados en el diseño de aquellos implantes que requieren de biosensores 

(Lizarbe, 2007). 

2.2 Articulaciones 

 Las articulaciones son aquellos puntos donde confluyen dos huesos, sin importar 

que puedan moverse o no; estos puntos hacen del sistema óseo en un todo funcional. 



Las articulaciones se clasifican de acuerdo a la manera en que los huesos se unen entre 

sí (Saladin): 

 Articulaciones óseas (sinostosis): Carecen de movimiento, se forman cuando la 

separación entre dos huesos se osifica. Pueden formarse por la osificación de 

articulaciones fibrosas o cartilaginosas.  

 Articulaciones fibrosas (sinartrosis o articulación sinartrodial): Es un punto en que 

los huesos adyacentes están unidos por fibras de colágeno que surgen de un 

hueso (Figura 4).  

 

 

Figura 4: Saladin, K. (s.f.) Articulaciones fibrosas. 

 Articulaciones cartilaginosas (anfiartrosis o articulación anfiartrodial): Los dos 

huesos están unidos por cartílago hiliano o fibrocartílago.  

 Articulaciones sinoviales (diartrosis o articulación diartrodial): Es el tipo más 

familiar de articulación, poseen una estructura compleja con mayor posibilidad 

de desarrollar disfunciones (Figura 5). 



 

Figura 5: Sladin, K. (s.f.) Estructura de una articulación sinovial simple. 

   2.2.1.1 Tejido cartilaginoso 

El tejido cartilaginoso es un tejido muy abundante en los vertebrados, se caracteriza 

por ser un tejido conjuntivo, avascular, alinfático y sin inervación. Este tejido tiene 

varias funciones fundamentales en el organismo, tales como actuar de molde para 

el crecimiento y desarrollo de huesos largos, formar parte del esqueleto fetal, está 

presente en las superficies articulares de los huesos proporcionando movimientos 

de baja fricción y actúa también como soporte en algunos órganos del cuerpo 

(González Fernández, 2014; Antunes Colaço, 2008).  

Los componentes de este tejido comprenden entre un 65-80% de agua y una serie 

de tipos celulares, en una proporción del 1-2% del volumen total (condroblastos, 

condrocitos, condroclastos y fibrocondrocitos) incluidos en una matriz, que 

representa entre el 70- 80% del peso total (Figura 6) (Stockwell, 1967) (González 

Fernández, 



2014). Los condrocitos secretan continuamente moléculas extracelulares 

incluyendo colágena, glicosaminoglicanos (GAGs) y elastina; las cuales se relacionan 

con las características biomecánicas del tejido (Raya Rivera , Esquiliano Rendón, & 

González Pérez). 

 

Figura 6: Componentes de la matriz extracelular del tejido cartilaginoso. El grupo del colágeno, esta 

principalmente formado por colágeno tipo II. Los proteoglicanos (PGs) están conformados por 

glicosaminoglicanos (GAGs), como sulfato de dermatano, sulfato de condroitina, sulfato de heparano, 

queratosulfato y ácido hialurónico, que provee viscosidad al tejido; unidos covalentemente. Entre las 

proteínas no colágenas podemos encontrar fibras elásticas y reticulares, fibronectina, laminina, 

tenascina, trombospondinas y la proteína oligomérica de la matriz cartilaginosa. Basado en Raya 

Rivera, Esquiliano Rendón, & González Pérez; González Fernández, 2014; Alberts, y otros, 1989; 

Stockwell, 1967;  Moreland, 2003 y  Buckwalter & Rosenberg, 1988. 

La fase acuosa de la matriz extracelular del cartílago permite la difusión de 

nutrientes, metabolitos y hormonas entre sangre y tejidos. Las fibras de proteína no 

colágena brindan elasticidad y resistencia a la tensión. Las largas fibras de colágeno 

refuerzan y contribuyen a organizar la matriz; estas se encuentran estructuradas en 

forma helicoidal de 3 hebras (Raya Rivera , Esquiliano Rendón, & González Pérez). 



Los proteoglicanos responsables de la resistencia a la compresión del cartílago, 

son macromoléculas compuestas que están constituidas por un filamento proteico 

central al cual se unen, por medio de los enlaces covalentes, una serie variable de 

cadenas lineales de GAGs y oligosacaridos. La molécula típica es el agrecano, en su 

forma completa, la porción proteica de la molécula posee tres dominios globulares (G1, 

G2, G3), que están separados por dos dominios lineales. El dominio globular G1, al lado 

del extremo N-terminal, posee una fuerte afinidad por el ácido hialurónico y ciertas 

glicoproteínas. El dominio G2 no posee afinidad con el ácido hialurónico y las proteínas 

de unión, aunque su estructura se asemeja a la del dominio G1. En su posición C-

terminal se encuentra el dominio globular G3 (Figura 7) (Raya Rivera , Esquiliano 

Rendón, & González Pérez). 

 

Figura 7: Lamoreux (2007). Esquema del agrecano. 

Los proteoglicanos (PGs), debido a su carga negativa, atraen cationes de sodio 

(Na+) y moléculas de agua, hidratando la matriz del cartílago hasta un 80%, confiriendo 

la resistencia característica frente a las fuerzas de compresión. Además, las cadenas 

laterales de GAGs forman enlaces electrostáticos con el colágeno, de esta forma, la 

sustancia básica y las fibras de la matriz forman una estructura molecular cruzada 

resistente a las fuerzas de tensión. Los GAGs son largas cadenas de polisacáridos no 

ramificadas, compuestas por unidades repetidas de disacáridos, estos tienen una 

intensa carga negativa debido a la presencia en muchos de los residuos de azúcar de 

grupos carboxilo (Figura 8) (Raya Rivera , Esquiliano Rendón, & González Pérez) 



 

Figura 8: Buckwalter, J. A. (1995) El colágeno y los PGs interactúan conformando la matriz 

extracelular del cartílago, capaz de retener grandes cantidades de agua. 

La matriz extracelular del cartílago presenta variaciones de composición en los estratos 

de cartílago articular: en el superficial hay escasos PGs debido a que sufren una 

degradación más rápida y se sintetizan en menor cantidad, poco colágeno y la mayor 

concentración de fibronectina y agua; en el de transición hay una concentración superior 

de PGs y menor de agua; en el medio o radial se encuentran las fibras de colágeno de 

mayor diámetro, la concentración de PG es la más elevada y la de agua la menor; 

finalmente, en el estrato de cartílago calcificado la matriz extracelular se encuentra 

calcificada  (Poole, y otros, 2001; Buckwalter & Mankin, 1998; Vega Álavarez, García-

Suárez, Fernández Monjil, & Del Valle Soto, 2016). Por otro lado, la zona pericelular 

está constituida fundamentalmente por PG sulfatados, biglicanos, hialuronato, 

glicoproteínas y moléculas de adhesión tales como fibronectina y laminina; así como 

colágeno de tipo VI. La matriz territorial posee una alta concentración de PG ricos en 

sulfato de condroitina. Por último, la matriz interterritorial se caracteriza por su alta 

concentración en PG ricos en queratosulfato (Figura 9) (Vega Álavarez, García-Suárez, 

Fernández Monjil, & Del Valle Soto, 2016) 



 

Figura 9: Vega, Á. et al (2016) Esquema de los estratos y zonas del tejido cartilaginoso. 

Según su histología, el cartilago se clasifica en tres grandes grupos (Tabla 6). 

Tabla 6: Clasificación de los tejidos cartilaginosos. Basado en H. Ross & Pawlina, 2008 y Raya 

Rivera , Esquiliano Rendón, & González Pérez. 

 Cartílago hiliano Cartílago elástico Cartílago fibroso 

Ubicación Recubre la superficie 

articular de los huesos 

largos y la extremidad 

ventral de las costillas 

Pabellón de la oreja, el 

conducto auditivo 

externo, la trompa de 

Eustaquio y la laringe 

Hace parte de los 

discos intervertebrales 

y de la inserción de 

tendones o ligamentos 

en los huesos 

Capacidades Resistente a la 

compresión, provee 

amortiguación y permite 

movimiento por su baja 

fricción 

Provee sostén elástico Resiste fuerzas de 

deformación externa 

Tipos celulares Condroblastos, 

condrocitos 

Condroblastos, 

condrocitos 

Condrocitos, 

fibroblastos 

Componentes de la 

matriz extracelular 

Colágeno tipo II, 

agrecano 

Colágeno tipo II, fibras 

elásticas, agrecano 

Colágeno I y II, 

versicano 



2.2.1.1.1. Las células del tejido cartilaginoso 

Durante el periodo de desarrollo embrionario el esqueleto es sobretodo 

cartilaginoso, siendo gradualmente sustituido por tejido óseo. La histogénesis del 

cartílago es un proceso complejo, que se inicia mediante interacciones epitelio-

mesenquimatosas. Existen dos tipos fundamentales de tejidos embrionarios: el epitelial 

y el mesenquimatoso. Durante los estadios iniciales del proceso de diferenciación del 

embrión, el tejido epitelial puede transformarse en mesenquimatoso y viceversa, 

además de esta transformación, estos tejidos interaccionan entre ellos, influenciando 

mutuamente su diferenciación (Antunes Colaço, 2008; Collins, 1995; Hickok, Hass, & 

Tuan, 1998). El tejido mesenquimatoso es la forma joven de tejido conjuntivo, que se 

caracteriza por estar constituido por células mesenquimatosas de forma estrellada, 

distribuidas en una matriz abundante (Figura 10) (Noden & Delahunta, 1990). 

 

Figura 10: Safonts, C. (2015) Histogénesis del cartílago 

    2.2.1.1.1.1 Condroblastos 

 Los condroblastos son células precusoras presentes en los lugares de formación 

inicial del cartílago, o centros condrogénicos del embrión y se mantienen en el adulto en 

el pericondrio, una capa de tejido conjuntivo que cubre el cartílago hiliano  (Murillo 

García, 2015). Los condroblastos forman a su alrededor un halo de matriz basófila 

adyacente, compuesta por una red de fibras de colágeno de los tipos II, IX y de 



proteoglicanos. Estas células tienen un aspecto ovalado con un núcleo esférico, un 

citoplasma basófilo (debido a la presencia en gran cantidad de retículo endoplasmático 

rugoso (RER)) y un complejo aparato de Golgi, teniendo un papel fundamental en el 

crecimiento cartilaginoso (Figura 11) (Antunes Colaço, 2008; Eurell & Sickle, 1998; 

Junqueira, Carneiro, & Kelley, 1998). 

 

Figura 11: Caseres, C. (2011). Pericondrio, condroblastos y condrocitos. 

2.2.1.1.1.2 Condrocitos 

 El condrocito es la célula por excelencia del cartílago (Figura 12). Los condrocitos 

tienen las mismas funciones que los condroblastos, pero con un nivel de actividad más 

reducido. Los condrocitos son consideradas células menos activas que los 

condroblastos, siendo estos últimos responsables del mantenimiento de la matriz que 

los rodea, sintetizando colágeno, principalmente del tipo II, glicoproteinas, 

proteoglicanos y ácido hialurónico, quedando incluidos en cavidades de la matriz 

denominadas lagunas. (Antunes Colaço, 2008) 



 

Figura 12: Kühnel, W (2003). Condrocitos del cartílago hiliano de la tráquea con inclusiones 

lipídicas almacenadas en el citoplasma, el cual contiene mitocondrias pequeñas, partículas de 

glucógeno y haces de filamentos. La cápsula del condrocito está formada por matriz extracelular. 

Los condrocitos son células redondas o poligonales de alrededor de 5 a 15 µm 

de diámetro (Errington, Fricker, Wood, Hall, & White, 1997; Sánchez Naranjo, 2008), 

con un núcleo esférico y con uno o más nucléolos. Debido a su gran función anabólica 

poseen un retículo endoplasmático rugoso muy desarrollado, mitocondrias poco 

abundantes y un aparato de Golgi complejo y prominente (Eurell & Sickle, 1998; 

Goldring, 2006). 

Su morfología varía dependiendo de la zona del cartílago de la cual se aíslen: en 

las capas más superficiales tienden a ser elípticos, mientras que en las capas más 

profundas van adquiriendo una forma más esférica. Tienen capacidad de deformación 

adaptativa en respuesta a fuerzas mecánicas (Ghadially, Lalonde, & Wedge, 1983). 

Están usualmente agrupados en las denominadas lagunas, pero no se han demostrado 

conexiones entre ellos; es decir, cada célula está completamente rodeada de matriz 

extracelular, en íntima relación con ésta (Figura 13) (Schmal, y otros, 2006). Este hecho 

facilita la suplencia de oxígeno y nutrientes, la cual debe realizarse por difusión a través 

de la matriz, puesto que el cartílago es un tejido avascular (Wilkins, Browning, & Ellory, 

2000). Esto también significa que los condrocitos están expuestos a una baja presión 

parcial de oxígeno constante (10% en la superficie y 1 % en lascapas más profundas) 

(Archer & Francis-West, 2003).  



 

Figura 13: Serrano, A (2015). Condrocitos en lagunas, condroblastos y pericondrio. 

La carga mecánica tiene efectos de tipo dinámico y de tipo estático (Browning, 

Saunders, Urban, & Wilkins, 2004) (Urban, 1994). Los de tipo dinámico incluyen los 

cambios en la presión hidrostática, generados por la disminución de la cantidad de agua 

presente en el tejido inducida por la carga, y la deformación del cartílago consecuencia 

directa de los cambios de presión mecánica, los cuales pueden inducir cambios en la 

tensión de la membrana del condrocito, que a su vez puede afectar una multitud de 

mecanismos de transporte, los cuales pueden afectar el metabolismo de la matriz (Elder 

SH, 2006). Desde el punto de vista estático, el movimiento de agua genera cambios en 

la osmolaridad local, lo cual afecta el equilibrio osmótico entre el condrocito y su medio 

extracelular, efecto que induce cambios en los mecanismos de transporte de membrana 

para poder compensar los flujos de agua que en otro caso alterarían significativamente 

el volumen intracelular (Sánchez Naranjo, 2008). 

Los condrocitos son células altamente glicolíticas, metabolizan la glucosa 

principalmente por glicólisis anaeróbica, lo que presenta efectos Pasteur negativos; 

requiriendo un aporte regular de glucosa para una óptima producción de ATP en la 

homeostasis celular (Lee & Urban, 1997). De esta forma, la glucosa es un importante 

metabolito y un importante precusor estructural fundamental para el cartílago, de modo 



que su transporte tiene consecuencias significativas en el desarrollo cartilaginoso y su 

integridad funcional (Antunes Colaço, 2008). 

Los condrocitos maduros y diferenciados son la primera elección para la 

regeneración cartilaginosa por ser la población celular nativa del cartílago y sintetizar 

los componentes propios de la matriz (Freed, y otros, 1998). Los condrocitos se aíslan 

fácilmente, pero es complicado obtener un número apropiado de células con capacidad 

para regenerar el cartílago completo (Huckle, Dootson, & Medcalf, 2003) y cuando se 

cultivan sobre superficies plásticas, pueden desdiferenciarse en células de tipo 

fibroblástico (González Fernández, 2014).  

2.2.1.1.1.3 Condroclastos 

 Los condroclastos están presentes especialmente durante los estadios de 

desarrollo. Esta célula gigante multinucleada, que resulta de la fusión de macrófagos, 

es responsable de la renovación de la matriz cartilaginosa y de las células  (Nordahl, 

Andersson, & Reinholt, 1998). Estas células se reconocen fácilmente por sus numerosas 

mitocondrias y vacuolas (Figura 14) (Takuma, 1962; Banks, 1992)  

 

Figura 14: Zapata, J. (2014) Condroclasto. 

2.2.1.1.1.4 Fibrocondrocitos 

Son considerados como una combinación entre los condrocitos y los fibroblastos 

(Sweigart, AufderHeide, & Athanasiou, 2003). Estas células presentan una morfología 



redonda y están protegidos por una matriz territorial, como los condrocitos, pero 

producen colágeno tipo I como los fibroblastos (Benjamin & J.R., 2004). Existen dos 

poblaciones morfológicamente distintas de fibrocondrocitos: una de células ovales o 

fusiformes con pocas prolongaciones celulares situada en la capa más superficial, y otra 

con células redondas o poligonales, con más prolongaciones y localizada en las capas 

más profundas (Figura 15) (Ghadially, Lalonde, & Wedge, 1983). 

 

Figura 15: Martínez, C. (2007) Fibrocondrocito. 

2.3 Generación del andamio para reemplazo de cartílago 

2.3.1 Técnica de electrohilado o electrospinning para la síntesis de los 

andamios de PCL-PLA 

 La técnica de electrohilado o electrospinning consiste en generar micro y 

nanofibras empleando fuerzas eléctricas variables (Doshi, 1995; Gamboa, Mantilla, & 

V., 2007) (Figura 16). Estas fibras transfieren al andamio características únicas, entre 

las que se encuentra: un área superficial muy grande en relación al volumen (Tong, 

Zhang, & Wang, 2012) (en el caso de las nanofibras, esta relación puede ser un 

aproximado de 103 veces más que una microfibra)  (Huang, Zhang, Kotaki, & 

Ramakrishna, 2003), flexibilidad en la superficie, alta porosidad  (Li, Caterson, Tuan, & 

Ko, 2002; Li, Vepari, Jin, Kim, & Kaplan, 2006), poros interconectados  (Jiang, y otros, 

2005) y un alto rendimiento mecánico (Duque Sámchez, Rodriguez, & Marcos, 2013). 



La técnica de electrohilado permite encapsular o atrapar materiales en las fibras 

matrices; puede encapsular proteínas y células.  (Gamboa, Mantilla, & V., 2007). 

 

Figura 16: Equipo de electrohilado en el "Instituto de Investigaciones en Materiales" de la 

"Universidad Nacional Autónoma de México" 

El electrohilado consiste en hacer girar soluciones de polímero a través de altos 

campos eléctricos, se basa en aplicar suficientes fuerzas eléctricas que superen las 

fuerzas de la tensión superficial en la solución de polímero cargado, de esta forma a un 

voltaje determinado, finos chorros de solución son expulsados desde el capilar hasta el 

plato colector. Posteriormente el chorro se mueve en la dirección del campo eléctrico, el 

disolvente se evapora y los segmentos de fibras son depositados al azar en un plato 

colector. (Chew, Wen, Dzenis, & Leong, 2006).  

El típico montaje para la ejecución de la técnica de electrospinning consta de un 

capilar a través del cual debe ser expulsada la solución polimérica; una fuente de alto 

voltaje que posee dos electrodos los cuales deben conectarse uno al lugar de salida de 

la solución (capilar) y otro directamente al plato colector (pantalla metálica)  (Figura 17) 

(Huang, Zhang, Kotaki, & Ramakrishna, 2003; Sill & Von Recum, 2008; Fang, Niu, Lin, 

& Wang, 2008). El producto obtenido es una manta de fibra no-tejida compuesta de 

fibras con diámetros entre 50nm y 10 µm. 



 
Figura 17: Gamboa, W. (2016) Esquema básico de la técnica de electrohilado. 

La técnica puede ser desarrollada de forma horizontal o vertical según se desee (Figura 

18), el principal inconveniente al trabajar en posición vertical es la posible salida de gotas 

de solución desde el capilar hacia el plato colector las cuales pueden caer sobre las 

fibras depositadas haciendo defectuosa la superficie de las mismas e interrumpiendo el 

proceso (Duque Sámchez, Rodriguez, & Marcos, 2013; Gamboa, Mantilla, & V., 2007).  

 
Figura 18: Duque, L. (2013) A) Configuración horizontal para un sistema de electrohilado B) 

Configuración vertical para la técnica de electrohilado 

Para el inicio del proceso, el polímero debe estar diluido completamente con el 

fin de evitar taponamiento del capilar y para promover la obtención de fibras 

homogéneas (sin beads) (Figura 19). La solución debe ser dielectrica para cambiar su 

posición ligeramente en respuesta al campo eléctrico externo, lo que explica por qué 

ocurre el estiramiento de la solución en el proceso. Una vez que se tiene la solución 

dentro del capilar y se inicia la aplicación de alto voltaje, las cargas se acumulan 

promoviendo la formación de una gota en la punta del capilar, a medida que la intensidad 

del campo eléctrico se incrementa, la gota se alarga para crear una forma cónica 

conocida como cono de Taylor (Taylor, 1969; Ramakrishna, Fujihara, Teo, Lim, & Ma, 

2005). La fuerza del campo eléctrico supera las fuerzas de cohesión de la solución, 

generando un chorro de solución de polímero desde la punta del capilar hasta el plato 

colector; en su viaje, el disolvente se evapora y finalmente, las fibras se solidifican a su 



llegada al plato colector (Lannutti, Reneker, Ma, Tomasko, & Farson, 504). Luego de ser 

extraídas del plato colector algunos autores sugieren mantener las fibras en vacío para 

eliminar el disolvente remanente (Jiang, y otros, 2005; Zhao P, 2007; Ravichandran, y 

otros, 2012; Duque Sámchez, Rodriguez, & Marcos, 2013) 

 

Figura 19: Sugimoto Lab (2013). A) Polímero con beads, estos se forman por la presencia de 

solvente en las fibras del polímero y por el taponamiento del capilar. 

B) Polímero con fibras regulares. 

2.3.2 Características de los polímeros 

2.3.2.1 Policaprolactona 

La policaprolactona resulta de la incorporación de segmentos largos de unidades 

de caprolactona (ε-caprolactona). La caprolactona es un polímero de alto peso 

molecular que presenta una temperatura de fusión de 61°C y por su baja temperatura 

de transición vítrea, -60°C, posee una gran capacidad para preparar polímeros y co-

polímero con propiedades muy diferentes, desde sistemas rígidos a muy flexibles tipo 

elastómeros. En su forma como co-polímero con ácido láctico o ácido glicólico 

proporcionan un sensible aumento de la flexibilidad y de su capacidad para formar fibras 

de adhesión y proliferación celular (Raya Rivera , Esquiliano Rendón, & González 

Pérez). 

2.3.2.2 Ácido poli-láctico 

La láctida es el dímero cíclico del ácido láctico, que existe en forma de dos 

isómeros ópticos, el D y el L. El monómero cíclico tiene dos carbonos asimétricos por lo 

que es factible preparar polímeros con diferentes tacticidades. La L-láctida es la que 

contiene el estereoisómero natural, mientras el D-lactida está formado por los dos 

estereoisómeros. El homopolímero derivado del monómero natural, L-láctico (L-PLA), 

tiene alta resistencia a la tensión y baja elongación, lo que hace al polímero muy 

adecuado para aplicaciones que tienen que soportar una carga como son las suturas y 

fijaciones ortopédicas. Térmicamente, se caracteriza por tener un punto de ebullición 



elevado (175-178ºC) y una temperatura de transición vítrea comprendida entre 60-65ºC 

(Raya Rivera , Esquiliano Rendón, & González Pérez). 

2.4 Procedimientos a utilizar para la evaluación de viabilidad del polímero 

2.4.1 Viabilidad por MTT 

La medicion de la viabilidad y proliferación celular es la base de numerosos 

ensayos in vitro. La reducción de sales de tetrazolio es un método común para la 

medición de la proliferacion celular (American Type Culture Collection). 

El tetrazolio amarillo MTT Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol es un colorante amarillo pálido, soluble en agua (Escobar M., Rivera, & 

Aristizábal G., 2010) que se reduce por la actividad metabólica de la enzima mitocondrial 

succinato deshidrogenasa (Figura 20). El resultado de este ensayo es la generación de 

cristales de formazán púrpura insolubles en agua dentro de la célula (Figura 21) 

(Pontino, y otros, 2006). La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de 

formazán producido (American Type Culture Collection; de Castro de Pardo, 2006).  

 

Figura 20: Teijon, J. (2006) Reacciones del Ciclo de Krebs. (1) Citrato sintasa. (2) Aconitasa.  

(3) Aconitasa. (4) Isocitrato deshidrogenasa. (5) Complejo α-cetoglutarato deshidrogenasa.  

(6) α-cetoglutarato deshidrogenasa. (7) Succinil CoA sintetasa. (8) Succinato deshidrogenasa.  

(9) Fumarasa. (10) Malato deshidrogenasa. Los átomos del acetil-CoA aparecen en color naranja. 

 



 

Figura 21: Riss, T. (2016) Estructura del MTT y de formazán. El mecanismo exacto de la reducción 

del MTT a formazán incluye la reacción de NADH o moléculas reductoras similares que transfieren 

electrones al MTT. 

El reactivo de MTT es preparado en solución fisiológica y es agregado al medio 

de cultivo, usualmente a una concentración de 0.2 - 0.5 mg/mL y es incubado entre 1 y 

4 horas. El formazán presumiblemente proporcional al número de células viables es 

leído a una absorbancia de 540 nm. Una longitud de onda de 630 nm puede ser usada 

como referencia, pero su uso no es indispensable para la mayoría de ensayos, pues la 

lectura obtenida generalmente es despreciable (Figura 22) (Riss, y otros, 2013).  Para 

poder llevar a cabo la lectura del formazán se utilizan diversos solventes que ayudan a 

estabilizar en color, evitar la evaporación y reducen la interferencia de rojo fenol y otros 

colorantes en los medios de cultivo (Tada, Shiho, Kuroshima, & al., 1986; Hansen, 

Nielsen, & Berg, 1989; Denizot & R., 1986). Algunos de estos solventes con alcohol 

ácido (isopropanol ácido), DMSO, dimetilformamida, SDS y combinaciones de 

detergentes y solventes orgánicos (Mosmann, 1983; Tada, Shiho, Kuroshima, & al., 

1986; Hansen, Nielsen, & Berg, 1989; Denizot & R., 1986). La señal generada para la 

lectura depende de la concentración del MTT y el tiempo de incubación por lo que estos 

parámetros deben ser estandarizados (Riss, y otros, 2013). 



 

Figura 22: Riss, T. (2016) Correlación directa entre el formazán y la absorbancia en un 

experimento de adaptación celular con hibridomas. Gracias numerosos estudios como este se ha 

concluido que a mayor tiempo de incubación mayor será la intensidad del color, lo que aumenta la 

sensibilidad del método, sin embargo, el tiempo de incubación está limitado por la naturaleza 

citotóxica del reactivo de detección. 

 2.4.2 Inmunohístoquímica 

La Inmunohistoquímica es de vital importancia para el marcaje selectivo de proteínas y 

otros elementos que pueden estar presentes, tanto en las membranas celulares, 

citoplasma, y demás compartimientos citoplásmicos, así como también en la matriz 

extracelular. Es de gran utilidad en la identificación de las estirpes celulares de los 

tejidos básicos, de receptores de membranas, proteínas citosólicas, y de cualquier otra 

estructura para la cual se halla desarrollado un anticuerpo específico. Su aplicación es 

de indiscutible valor en anatomía patológica en el diagnóstico de lesiones tumorales y 

su pronóstico y en la investigavión en general, sobre todo en la definición del 

inmunofenotipo de las células de los tejidos. 

La técnica de Inmunohistoquímica se fundamenta en la reacción Antígeno – 

Anticuerpo (Lacave & Caballero, 2014). La reacción antígeno - anticuerpo en la técnica 

inmunohistoquímica es incolora y para hacerla evidente, se utilizan algunos métodos 

como la fluorescencia, las reacciones enzima-sustrato que convierte al cromógeno sin 

color en un compuesto coloreado que permite identificar el lugar donde se depositaron 

los anticuerpos utilizados (Universidad de los Andes, 2014). 



Una inmunohistoquímica consiste en aplicar un anticuerpo fabricado para 

reconocer la proteína que buscamos. Enseguida se añade un segundo anticuerpo que 

reconoce al anticuerpo previamente colocado, este contiene un complejo de Avidina-

Biotina. Finalmente, se emplea una reacción química que transforma una sustancia 

soluble e incolora en otra insoluble y de color marrón. Dicha sustancia es la 

diaminobencidina (DAB), que se añade como último paso. Allí donde encuentre 

complejo Avidina-Biotina, precipitará y dará color (Figura 23) (Borras Murcia, 2012). 

 

Figura 23: Borras, M (2012). Esquema de la técnica de inmunohistoquímica. 

 El anticuerpo primario (2) se adhiere al antígeno buscado (1). Sobre él se añade un anticuerpo 

secundario (3) y, para agrandar toda la estructura, se añade un complejo Avidina-Biotina (4). 

Finalmente se induce un viraje cromático mediante una reacción química catalizada por 

peroxidasa. 

2.4.2.1 Kit DAKO 

 Para la preparación de muestras se utilizó el kit DAKO EnVision Systems+HRP 

para anticuerpos primarios de ratón que contiene reactivo para bloqueo de peroxidasa 

(Peroxidase block), polímero marcado-HRP- anti- ratón (Labelled polymer-HRP- anti-

mouse), DAB+ Buffer Substrato (DAB+ Substrate buffer) y DAB+ Cromógeno (DAB+ 

Chromogen) (Figura 24). 

 



 
Figura 24: Kit DAKO EnVision+ System-HRP (DAB) para uso con anticuerpos primarios de ratón 

El kit DAKO EnVision+ System, HRP es usado para la identificación cualitativa de 

antígenos mediante microscopía de tejidos embebidos en parafina, tejidos criostáticos 

o preparaciones celulares (Dadabayev R., 2004). 

Los reactivos de este kit se basan en lo siguiente (DAKO´S LAB, 1998; Dadabayev R., 

2004; Agilent Technologies, 2016): 

 Peroxidase block: Suprime la fosfatasa alcalina y la peroxidasa endógena. No 

bloquear estas enzimas puede dar lugar a falsos positivos. 

  Labelled polymer-HRP- anti-mouse: Este sistema se basa en un polímero 

marcado con peroxidasa que se encuentra conjugado con anticuerpos 

secundarios.  

 DAB+ Substrate buffer y DAB+ Chromogen: La tinción se completa con 3,3'-

diaminobencidina (DAB) + cromógeno de sustrato. La DAB al oxidarse da como 

resultado un precipitado de color marrón en el sitio del antígeno. 

3. JUSTIFICACIÓN 

La frecuencia de patologías cartilaginosas ha ido en incremento a nivel mundial, 

generando un problema de salud y económico. Dentro de las enfermedades que afectan 

el cartílago encontramos patologías congénitas, traumáticas, de origen reumatoide, 

neoplasias y degenerativas. Entre las patologías degenerativas podemos encontrar la 



osteoartritis, responsable del 50% de las patologías congénitas crónicas en la población 

de avanzada edad (González Fernández, 2014). 

La osteoartritis (OA), también llamada artrosis u osteoartrosis, caracterizada por 

cambios en el metabolismo del condrocito que culmina en la degradación de la 

matriz.  En 1998, La National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) 

encontró que la prevalencia de osteoartritis de rodilla se incrementa desde 0,1% en 

personas de 25-34 años hasta 10-20% en personas de 65-74 años. Estudios de 

Frammighan encontraron porcentajes más elevados, de 30% para personas de 65-74 

años (Chávez C., 1998). En México, existen pocas evidencias acerca de la prevalencia 

e incidencia global de la enfermedad. La encuesta nacional de salud (ENSA II) de 1998 

la ubica como la segunda causa de morbilidad con 14% en personas mayores de 60 

años de edad. La incidencia de OA de cadera es 88/ 100,000 personas por año, la de 

rodillas 240/100,000 personas por año. La incidencia de OA de rodillas es 1% por año 

en mujeres entre 70 a 89 años de edad (Lavalle Montalvo, 2010). Estudios en 

poblaciones específicas de México han reportado una frecuencia de OA que va desde 

2,3 % hasta 17,3 %(Arellano Pérez Vertti, Argüello Astorga, Hernández Terán, & García 

Salcedo, 2013). Según la OMS, afecta a un 9,6% de los hombres y al 18% de las 

mujeres con edades superiores a los 60 años. 

Con las estadísticas existentes, se considera a la Ingeniería de tejidos como una 

de las alternativas más viables para la solución de estos problemas.  

4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general 

 Comparar la viabilidad de una matriz polimérica de PCL-PLA y una matriz 

polimérica de PCL-PLA-Ag para reemplazo de tejido cartilaginoso 

4.2 Objetivos paticulares 

 Extraer una muestra de cartílago de Oryctolagus cuniculus (conejo Nueva 

Zelanda). 



 Cultivar el tejido cartilaginoso. 

 Evaluar la especie celular cultivada por medio de una inmuhistoquímica.  

 Sembrar el cultivo en los polímeros. 

 Valorar la viabilidad de los polímeros a través del método de MTT. 

5. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1 Obtención del tejido cartilaginoso 

 La cirugía para la toma de muestra de tejido cartilaginoso fue llevada a cabo por 

la Dra. Raya Rivera Atlántida Margarita y el Dr. Esquiliano Rendón Diego Ricardo, 

investigadores del “Departamento de Urología y Ginecología” y jefes del “Laboratorio de 

Ingeniería de tejidos” con apoyo del M.V.Z. Raúl Castro Luna y Marco Antonio Ochoa 

Arias, encargados del “Laboratorio A de Bioterio” en el “Hospital Infantil de México 

Federico Gómez”, (Figura 25).  

Se tomaron biopsias de cartílago articular de 3 conejos machos raza Nueva 

Zelanda. Los conejos se tranquilizaron con una inyección intramuscular de 

Acepromacina (1-3 mg/Kg) y Ketamina (44-50 mg/Kg), posteriormente se anestesiaron 

con una inyección intramuscular de Ketamina/Acepromacina (75 mg/Kg y 5 mg/Kg) y 

una inyección intravenosa de Pentobarbital (28 mg/Kg). Bajo condiciones asépticas se 

tomaron las biopsias de ambas rodillas de los conejos de aproximadamente 1 cm2, las 

cuales fueron transportadas al laboratorio de Ingeniería de Tejidos con PBS frio para 

ser procesadas (Figura 26 y Figura 27).  



 

 

 

Figura 25: La cirugía para la toma de biopsias fue llevada a cabo en el “Bioterio” del “Hospital 

Infantil de México Federico Gómez”. 

 

 

Figura 26: Área de la cual fueron obtenidas las muestras de cartílago articular. 



 

Figura 27: Extracción de cartílago articular. 

5.2 Cultivo celular de tejido cartilaginoso 

En una campana de flujo laminar bajo condiciones estériles, las biopsias de 

cartílago fueron lavadas con PBS para retirar el exceso de sangre y se colocaron por 

separado en cajas petri de 100mm x 20mm para disgregarlas mecánicamente en trozos 

de aproximadamente 2 mm los cuales se colocaron en 10 ml de Tripsina 0.05% - EDTA 

(0.53 mM) durante 30 minutos en agitación continua a 37 °C. Posteriormente se dejó 

sedimentar y se reservó el tejido; los sobrenadantes se centrifugaron a 2000 r.p.m. 

durante 10 minutos para obtener los  botones celulares los cuales se lavaron 1 vez con 

PBS y se sembraron en una caja petri de 10 mL en medio de cultivo F12 suplementado 

con SFB al 10%, antibiótico-antimicótico. A los sedimentos tisulares se les agregaron 10 

ml de la solución de Colagenasa tipo II y se mantuvieron en agitación continua a 37 °C, 



las siembras celulares se recogieron cada 15 minutos hasta la disgregación total del 

tejido de la siguiente manera: cada 15 minutos el tejido se dejó sedimentar y los 

sobrenadantes obtenidos se resuspendieron con 5 ml de medio suplementado durante 

30 segundos y posteriormente se centrifugaron para obtener el botón. Las células 

obtenidas (Figura 28) se sembraron en cajas petri de 10 mL en medio de cultivo F12 

suplementado con SFB al 10%, antibiótico-antimicótico y se mantuvieron en incubación 

a 37°C, en una atmosfera de CO2 al 5 % y humedad saturada (condiciones de cultivo 

estándar). 

 

Figura 28: Condrocitos de conejo a 40X. 

5.3 Cambio de medio de cultivo 

En campana de flujo laminar bajo condiciones estériles se llevó a cabo el cambio 

de medio de cultivo F12 suplementado con SFB al 10%, antibiótico-antimicótico una vez 

por semana. El medio fue succionado con micropipeta y expulsado suavemente sobre 

la superficie del plato para ayudar a desprender sustancias excretadas y adheridas en 

el fondo. Posteriormente, el medio fue retirado y desechado para ser reemplazado con 

medio fresco a 37°C. Las muestras continuaron bajo condiciones de cultivo estándar. 



5.4 Pase celular 

Cuando una placa llega al 80% de su capacidad es necesario llevar a cabo este 

procedimiento, el cual consiste en despegar las células de una placa y resembrarlas en 

dos o más para disminuir la cantidad de las mismas y promover su proliferación en 

monocapa. 

En campana de flujo laminar bajo condiciones estériles se realizaron los pases 

necesarios en una relación 1:2 hasta obtener la cantidad necesaria de células para los 

ensayos experimentales. El medio de cultivo contenido en la placa fue retirado y 

desechado. El cultivo fue lavado con PBS antibiótico-antimicótico 1X, succionándolo y 

expulsándolo suavemente sobre la superficie del plato para finalmente ser desechado. 

Posteriormente fueron añadidos 10mL de PBS-EDTA, las placas fueron incubadas con 

esta solución durante 5 minutos a 37°C, bajo condiciones de cultivo estándar. 

Al terminar la incubación, se observó la placa en el microscopio invertido para 

asegurar que el EDTA reaccionó con el cultivo, esto es apreciable cuando las células 

cambian su morfología inicial a una más voluminosa o esférica. Subsiguiente a la 

observación, se desechó la solución. 

Como se menciona anteriormente, uno de los objetivos de este procedimiento, 

es despegar las células del fondo de la placa, para lograr esto, se adicionaron 7 mL de 

tripsina a 37°C, las placas fueron incubadas con este reactivo durante 3 minutos bajo 

condiciones de cultivo estándar. Al termino del tiempo de incubación, nuevamente fue 

observado el cultivo en el microscopio invertido para verificar que las células no se 

encontraran adheridas a la placa; en caso contrario, las placas fueron golpeadas 

suavemente contra una superficie firme. Al lograr la separación de las células, estas 

fueron succionadas y colocadas dentro de un tubo estéril para llevar a centrifugar con 

10 mL de F12 suplementado con SFB al 10%, antibiótico-antimicótico. 

Para la resiembra se agregó 1mL de F12 suplementado con SFB al 10%, 

antibiótico-antimicótico al tubo con el sedimento por cada placa trabajada y se 

resuspendió, para llevar a cabo un segundo lavado. Finalmente se agregó 1 mL por 

cada placa nueva a sembrar, se homogenizó el contenido del tubo y se colocó 1mL de 

la suspensión en cada placa nueva. Se agregaron 9 mL de F12 suplementado con SFB 

al 10%, antibiótico-antimicótico y las placas fueron incubadas bajo condiciones de cultivo 

estándar. 



5.5 Siembra y fijación en laminillas LabTech para Inmunihistoquimica 

La siembra de laminillas consistió en adicionar 8µL de la suspensión concentrada 

obtenida durante el pasaje celular y 500µL de medio por pozo, esta laminilla fue 

incubada durante dos días en las condiciones ya conocidas. 

Posterior al tiempo de incubación, el medio fue retirado y la laminilla se lavó con 

200µL de PBS 1X atemperado; la lámina se agitó con suavidad y se permitió reposar 

durante 5 minutos con el PBS 1X para después ser retirado. Este procedimiento se llevó 

a cabo una vez más. 

La fijación celular se llevó a cabo con 100µL de Metanol-Acetona 1:1 frio, sin 

dejar caer a chorro, esta se dejó reposar durante 3 minutos. Finalmente, se llevaron a 

cabodos lavados más con PBS 1X. 

Para almacenar la laminilla se adicionaron 400µL de PBS 1X y se selló con 

parafilm para refrigerar a 4°C (Figura 29). 

 

Figura 29: Laminillas LabTech fijadas y selladas con Parafilm. El tamaño de las cámaras puede 

generar microturbulencias capaces de desprender las células en la base, por lo que es importante 

que los líquidos resbalen por las paredes de la cámara antes de la fijación. 

5.6 Inmunohistoquímica 

5.6.1 Preparación del Anticuerpo 

  Se seleccionaron los anticuerpos a utilizar con base a la bibliografía, cuidando 

que estos fueran anti-ratón con la finalidad de asegurar su compatibilidad con el kit 

Dako. Se prepararon en una dilución 1:100 con albumina por las recomendaciones del 

fabricante (Anexo 3 y 4).  



5.6.2 Preparación de muestras 

Antes de comenzar el procedimiento, la laminilla fijada fue lavada dos veces con 

500 μL de PBS 1X. Cuando aseguramos la limpieza de la laminilla se agregaron 2 gotas 

de Peroxidase block y se permitió su reacción durante 10 minutos para posteriormente 

retirar el reactivo. La laminilla fue lavada con detergente Tritón X-100 al 1%, para facilitar 

el acceso de los anticuerpos al interior del tejido, por duplicado y le fue retirado el exceso 

de líquido. Se agregaron las diluciones de los anticuerpos primarios cuidando cubrir en 

su totalidad la monocapa fijada en la lámina, estos se dejaron incubar durante 30 

minutos, consecutivamente fueron retirados y la laminilla nuevamente se sometió a 

lavado y secado. A continuación, se adicionó Labelled polymier-HRP-anti-mouse hasta 

cubrir la monocapa y la laminilla fue incubada, lavada y secada nuevamente bajo las 

mismas condiciones para poder colocar la mezcla de DAB-sustrato+ DAB cromógeno 

(1000 μL-50μL) hasta cubrir la monocapa, dicha mezcla se dejó incubar durante 7 

minutos y fue lavada dos veces con agua inyectable. 

Finalizando el uso del kit Dako, se añadieron 100 μL de hematoxilina de Mayer, 

como contracolorante nuclear para el DAB+ cromógeno, a cada pozo y se permitio 

reaccionar durante 1 minuto, esta fue lavada con agua inyectable y se procedio a la 

deshidratación de la muestra usando alcohol al 50, 70, 80 y 96%. Finalmente se agregó 

alcohol-xilol durante 5 minutos y se montó de forma permanente (Figura 30) la muestra 

para ser llevada al microscopio para su observación. 



 

Figura 30: Procedimiento para la fijación de inmunohistoquímica en laminilla Labtech.  

A) Para montar permanentemente la muestra, se separó la base de la laminilla utilizando el 

dispositivo otorgado por el fabricante. 

B) Se colocó una gota de resina y con ayuda del alcohol-xilol esta fue repartida de manera 

homogénea en toda la laminilla. 

C) Se colocó el cubreobjetos y se dejó secar para sellar el perímetro con esmalte de secado rápido. 

5.7 Siembra en polímero 

Los andamios de PCL-PLA y PCL-PLA-Ag se esterilizaron y se hidrataron 

durante 2 horas a 37°C en 13 mL de F12 suplementado con SFB al 10%, antibiótico-

antimicótico (Figura 31). Posteriormente se colocaron por separado en cajas de 6 pozos. 

Se obtuvieron suspensiones celulares a una concentración de 20x106 cel/mL (Anexo 2) 

de los 6 cultivos celulares de condrocitos correspondientes a cada rodilla de conejo. Los 

andamios hidratados se impregnaron con dichas soluciones y se mantuvieron durante 

3 horas en incubación bajo condiciones de cultivo estándar. Posteriormente se 

agregaron 2 ml de medio de cultivo F12 suplementado con SFB al 10%, antibiótico-



antimicótico. Los andamios se mantuvieron en incubación durante 24 horas bajo 

condiciones de cultivo estándar y se cambió el medio de cultivo agotado por medio 

fresco, se mantuvieron durante 7 días más en incubación hasta lograr la conformación 

de los neo-cartílagos.  

 

Figura 31: Andamios de PCL-PLA y PCL-PLA-Ag sumergidos en medio de cultivo F12 

suplementado con SFB al 10%, antibiótico-antimicótico para su hidratación 



 5.7 Proliferación / Viabilidad De Células Cartilaginosas en el polímero 

Transcurridos los 7 días de la incubación para la formación de los de los neo-

cartílagos, se llevó a cabo el ensayo de MTT para viabilidad celular dentro de campana 

de flujo laminar y en ausencia de luz (Figura 32). Se retiraron 200 μL de medio de cultivo 

contenido en cada pozo, se reemplazó el volumen extraído por 200 μL de reactivo de 

MTT. La placa de 6 pozos fue forrada con aluminio y se llevó a incubación durante 4 

horas en condiciones de cultivo estándar. Al terminar el tiempo de incubación se retiró 

el contenido líquido de los pozos. Para evidenciar la reacción del MTT se adicionaron 

200 μL de ácido isopropanol 0.4%. Las placas forradas de aluminio fueron llevadas a 

agitación suave durante 10 minutos. Terminada la agitación, el ácido isopropanol 0.4% 

fue colocado en placas de 96 pozos para la lectura de las muestras. 

 

Figura 32: Preparación de muestras para el protocolo de "Viabilidad celular por medio del reactivo 

de MTT" 

La lectura de muestras fue llevada a cabo en el departamento de “Patología 

experimental” dentro del “Hospital Infantil de México Federico Gómez”, se utilizó 

un equipo para lectura de pruebas de ELISA Multiskan Ascent Labsystem y el 

software Multiskan Ascent V1.24 con longitud de onda ajustada a 540 nm. 



6. RESULTADOS 

6.1 Inmunohistoquímica 

Se colocaron los anticuerpos COL2A1 y COL-1 conforme la Figura 33. Las fotografías 

obtenidas se muestran a continuación (Figura 34Figura 35). 

 

Figura 33: Diagrama de laminilla LabTech con los anticuerpos correspondientes a cada pozo

 

 
Figura 34: Células tratadas con Anticuerpo COL2A1. Los núcleos se han teñido en color azul, el 

colágeno tipo II es visible en tonos pardos.  

A) y B) Muestras con un aumento de 40X.  

C) y D) Muestras con un aumento de 63X. 



 
Figura 35: Células tratadas con COL-1. Los núcleos se han coloreado de azul, la ausencia de 

colágeno tipo I es notable.  

A), B), C) y D) Muestras con un aumento de 40X. 

 

6.2 Viabilidad por MTT 

Los datos obtenidos de la lectura de viabilidad por medio del método de MTT fueron 

tratados como se indica en el Anexo 5, obteniendo los siguientes resultados (Figura 36): 



 
Figura 36: Resultados de la lectura de MTT a 540nm. El control negativo del polímero con 

agrecano obtuvo una absorbancia promedio de 0.124 con una desviación estándar de ±0.024, 

mientras que el control negativo del polímero sin agrecano obtuvo una absorbancia promedio de 

0.173 con una desviación estándar de ±0.035. La absorbancia promedio del polímero con agrecano 

con muestra celular logró un valor de 1.305 con una desviación estándar de ±0.046. El polímero sin 

agrecano con muestra celular obtuvo una absorbancia promedio 0.233 puntos por debajo del 

polímero con muestra y agrecano, sin embargo, logró una desviación estándar menor, con un valor 

de ±0.038. 

7. ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

7.1 Inmunohistoquímica 

La toma de muestras de tejido articular para la obtención de condrocitos puede 

implicar algunas dificultades. La contaminación por fibroblastos de la superficie o fondo 

de la articulación es una de ellas; este problema es resuelto gracias la digestión con 

tripsina, sin embargo, el cultivo de condrocitos presenta dificultades durante la 

propagación in vitro, puesto que tienden a desdiferenciarse (Monfort-Faure, 2016), 

cambiando su fenotipo redondeado o poligonal al de los fibroblastos, por lo que es 

importante asegurar mediante la inmunohistoquímica la especie celular que se sembró 

en el andamio. 

En la Figura 34 A) y B) podemos notar la presencia de células que han dado 

positivo al anticuerpo COL2A1. En la Figura 34 D) y C) podemos apreciar mejor la 

expresión de la colageno tipo II gracias al aumento utilizado y a la baja densidad celular. 

En la Figura 35 podemos observar la presencia de células, pero no expresan actividad 
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para COL-1. Sabemos que los fibroblastos tienen gran cantidad de fibras de colágeno 

tipo I (Universidad Central de Venezuela, 2013), a diferencia de los condrocitos. 

7.2 Viabilidad por MTT 

Gracias a la Figura 36 podemos confirmar que es posible la propagación de 

condrocitos en ambos polímeros, ya que estos presentan una absorbancia mayor a la 

generada por los andamios que fungieron como controles negativos. 

Los resultados obtenidos entre los polímeros sembrados con condrocitos fueron 

los pronosticados. Se esperaba que el proteoglicano liofilizado en las fibras del polímero 

de PCL-PLA fuera reactivado con el agua contenida en el medio de cultivo F12 y 

promoviera la proliferación celular de los condrocitos por la naturaleza de los mismos, 

ya que como se mencionó con anterioridad, la matriz extracelular del tejido cartilaginoso 

contiene alto porcentaje de agrecano.  

Los datos obtenidos tienen una dispersión muy baja, los coeficientes de variación 

de los polímeros que contenían células fueron del 3.5%, lo que hace confiables los 

resultados. 

8. CONCLUSIONES 

 Se logró un cultivo puro de condrocitos.  

 Los polímeros elaborados a base de PCL-PLA son adecuados para el 

reemplazo de tejido cartilaginoso, siendo más efectivos cuando estos contienen 

agrecano. 

9. PERSPECTIVAS PARA LA INVESTIGACIONES 

 Considerando la desdiferenciación de los condrocitos durante su cultivo, 

resulta conveniente realizar una inminhistoquímica del polímero después 

de haber sido inoculado. 

 Por su alta especificidad como marcadores para el perfil fenotípico 

diferencial entre fibroblastos y condrocitos se propone hacer uso de los 

siguientes anticuerpos (Tabla 7). 



 Se recomienda comenzar con los estudios in vivo, estos consisten en la 

implementación del polímero con cultivo celular en los conejos Nueva 

Zelanda. 

Tabla 7: Anticuerpos recomendados para la diferenciación de condrocitos y fibroblastos. Basado en  

(Battaglia, Lucero, Morhac, & Koziner; Dang, Torimoto, Schlossman, & al., 1990) 

Anticuerpo Condrocitos Fibroblasto 

CD26 

Dipeptidil peptidasa IV presente en la membrana de los fibroblastos 
- + 

Agrecano + - 
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ANEXOS 



Anexo 1: Reactivos utilizados en el laboratorio de ingeniería de tejidos 

PBS 

El PBS es una solución tampón en la investigación biológica. Se encuentra como 

solución acuosa y salina que contiene cloruro sódico, fosfato sódico, cloruro de potasio 

y fosfato de potasio. Mientras que los grupos fosfato mantienen el pH estable, la 

osmolaridad coincide con la del cuerpo humano (Fernández Díaz, 2013).  

La adición de Anti-Anti (Antibióticos penicilina y estriptomicina) al PBS para 

lavados tiene como finalidad evitar la contaminación bacteriana de los cultivos. La 

importancia del uso de EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) durante el pasaje reside 

en su capacidad quelante, que secuestra al ión calcio, del cual depende la adherencia 

celular (Segretín). 

Dispasa 

La dispasa es una metaloproteasa neutral utilizada para recuperar células sin 

digerir uniones entre queratinocitos y de desprender células de forma grupal y no 

individual (Rendal Vázquez, y otros, 2013; López Obregón, 2013). La dispasa es más 

suave y efectiva que la tripsina, el colágeno u otras enzimas proteolíticas; no daña las 

células recolectadas y se puede usar para la disociación de tejido (Instrumentación 

Científico Técnica, 2015).  

Tripsina 

La tripsina es una proteasa, es decir, es capaz de los enlaces entre aminoácidos 

de las proteínas (The National Academies of Sciences, 2003). Durante un pasaje celular, 

la tripsina digiere a las proteínas que median la adhesión de las células al plato y entre 

ellas. Al final de su uso durante el procedimiento de pasaje celular, la tripsina es 

inactivada con medio de cultivo para evitar que esta dañe a las células (Segretín). 

Colagenasas 

Las colagenasas son proteínas que hidrolizan colágeno en condiciones 

fisiológicas, generando la rotura enzimática de las cuerdas de Dupuytren, compuestas 

principalmente de colágeno intersticial de tipos I y III, Las colagenasas dividen 

eficazmente el colágeno intersticial, pero en diferentes lugares de la molécula. Los 

estudios sugieren que tras la inyección las colagenasas actúan de forma sinérgica 

provocando la hidrólisis del colágeno, con lo que se debilita la cuerda contracturada y 

mejora la elasticidad y la movilidad (Figura 37). 



Dentro del laboratorio de Ingeniería de Tejidos del Hospital Infantil de México, 

Federico Gómez; se utiliza solo colagenasa clase I y II. 

 

Figura 37: Acción de la colagenasa clase I y II sobre la triple hélice de colágeno. Editada de 

“Colagenasa de Clostridium hitolyticum”, (Xiapex Pfizer, 2011) 

F12 suplementado con SFB al 10%, antibiótico-antimicótico 

Este medio se ha utilizado en diversos ensayos de mantenimiento celular para 

hepatocitos y epitelio de próstata de rata (Laboratorio Microvet, s.f.).  Para este protocolo 

se utilizó medio F-12 nutrient mixure (HAM) que contiene 531.3 g/pkg de L-glutamina, 

no contiene bicarbonato de sodio, se maneja en un pH de 7.2, este es ajustado con HCl 

y se esteriliza por filtración (filtro de 0.2μm) (Alberts, y otros, 1989; Sigma-Aldrich, 2016). 

Finalmente se le adiciona el suero fetal bovino (SFB) y el antibiótico-antimicótico 

La adición de Anti-Anti (Antibióticos penicilina y estreptomicina) tiene como 

finalidad evitar la contaminación bacteriana de los cultivos. 

El SFB es un subproducto derivado del faenamiento de vacas preñadas. El SFB 

es el único medio universal aplicable para el cultivo y proliferación in vitro y en la 

producción biológica de células animales (Probiotek, 2014). Aunque la composición, los 

efectos y las interacciones exactas de todos los componentes de SFB tienen todavía 

que ser esclarecidas, los componentes principales pueden ser resumidos como sigue 

(QuimiNet, 2016): 

 Proteínas necesarias para la adherencia de las células a la matriz de soporte 



 Enzimas y Hormonas proteicas 

 Factores específicos de promoción del desarrollo celular 

 Factores de inhibición del desarrollo celular 

 Hormonas no proteicas 

 Lípidos esenciales para el desarrollo, diferenciación y multiplicación celular 

 Minerales 

 Metabolitos y nutrientes 

 Substancias con capacidad de tampón (buffer) 

 Inhibidores de proteasas 

 Ligantes 

 Inactivantes de materiales tóxicos 



Anexo 2: Conteo celular con cámara de Neubauer 

El conteo celular comienza con la preparación de 1mL de una suspensión 

homogénea de células 1:10 con medio de cultivo, consecutivamente, esta preparación 

es mezclada con azul de tripán 1:2, con esta mezcla se carga la cámara de Neubauer 

(Figura 38). 

 

Figura 38: L cuenta se lleva a cabo en microscopio, enfocando la cuadricula central.  

A) Las áreas marcadas en azul son aquellas que se utilizarán para llevar a cabo la cuenta. 

B) Sólo se contabilizan las células claras turgentes. 

C) Orden que debe llevar el recuento celular, en forma de greca.  

Para el cálculo de células se aplica la siguiente ecuación: 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 [𝑚𝑙]
 

Donde el número de células son todas las contadas en los cuadros, el volumen 

se refiere al volumen total de los cuadros donde se hizo el recuento. 

Como el volumen de 1 cuadro grande es: 

0.1 𝑐𝑚 ∗ 0.1 𝑐𝑚 = 0.01𝑐𝑚2 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒 

0.01𝑐𝑚2 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒 ∗ 0.01𝑐𝑚 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑓𝑢𝑛𝑑𝑖𝑑𝑎𝑑 = 0.0001𝑐𝑚3 = 0.0001𝑚𝐿 

La fórmula para recuento con cuadros grandes en cámara de Neubauer es: 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 ∗ 10,000

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑜𝑠
 

En el caso de que hayamos aplicado una dilución, deberemos trasformar la 

concentración obtenida durante el recuento celular en la concentración de la muestra 

original. 



𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 ∗ 10,000

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑜𝑠 ∗ 𝐷𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛
 

Con este método, existen un porcentaje de error del 20 al 30% debido al pipeteo, 

errores estadísticos por ser una muestra poco representativa entre otros (celeromics).  

  



Anexo 3: Memoria de cálculo “Preparación de disolución de anticuerpos” 

Anticuerpo COL2A1 (M2139) 

1. Se definió la concentración de la dilución a utilizar y el volumen final de la 

misma, considerando que por cada pozo se agregarían 100 μL de dilución y se 

utilizaría para 4 de los 8 pozos (Figura 33), por lo que el volumen final de cada 

dilución sería de 400 μL 

Entonces: 

𝑃𝑟𝑒𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙: 100
𝜇𝑔

𝑚𝐿
 

𝐷𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑎 𝑢𝑡𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑟: 1: 100 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 =
𝑃𝑟𝑒𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

𝐷𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖𝑜𝑛 𝑎 𝑢𝑡𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑟
 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 =
100

𝜇𝑔
𝑚𝐿

100
= 1

𝜇𝑔

𝑚𝐿
 

 

La concentración final de la dilución fue 1 μg/mL 

 

2. Para obtener el volumen del vial con anticuerpo a utilizar: 

𝐶1𝑉1 = 𝐶2𝑉2 

Donde: 

𝐶1 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑣𝑖𝑎𝑙 

𝑉1 = 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑎 𝑡𝑜𝑚𝑎𝑟 𝑑𝑒𝑙 𝑣𝑖𝑎𝑙 

𝐶2 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒𝑠𝑒𝑎𝑑𝑎 

𝑉2 = 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑑𝑖𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

Entonces:  

𝐶1 = 100 
𝜇𝑔

𝑚𝐿
 

𝐶2 = 1 
𝜇𝑔

𝑚𝐿
 

𝑉2 = 400 𝜇𝐿 = 0.4 𝑚𝐿 

𝑉1 =
𝐶2𝑉2

𝐶1
 

𝑉2 =
(1 

𝜇𝑔
𝑚𝐿) (0.4 𝑚𝐿)

100 
𝜇𝑔
𝑚𝐿

 



𝑉2 = 0.004 𝑚𝐿 = 4𝜇𝐿

Se utilizaron 4 μL del vial de 100 μg/mL 

3. Para obtener el volumen de albúmina a utilizar: 

𝑉𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 = 𝑉𝐴𝑏 + 𝑉𝐴𝑙𝑏 

Donde:  

𝑉𝐴𝑏

= 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑣𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝐴𝑛𝑡𝑖𝑐𝑢𝑒𝑟𝑝𝑜 

𝑉𝐴𝑙𝑏 = 𝑉𝑜𝑙ú𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑎𝑙𝑏ú𝑚𝑖𝑛𝑎 

Entonces: 

𝑉𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 = 400 𝜇𝐿 

𝑉𝐴𝑏 = 4 𝜇𝐿 

𝑉𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝑉𝐴𝑏 = 𝑉𝐴𝑙𝑏 

400 𝜇𝐿 − 4𝜇𝐿 = 𝑉𝐴𝑙𝑏 

400 𝜇𝐿 − 4𝜇𝐿 = 396 𝜇𝐿 

Se adicionaron 396 μL de albúmina 



Anexo 4: Fichas técnicas 

 

 
 



 



  



Anexo 5: Memoria de cálculo “Prueba de viabilidad por el método de MTT” 

1. Se obtuvieron las lecturas a 540 nm en el siguiente orden (Tabla 8Tabla 9): 

Tabla 8: Orden de muestras en la placa “96-Wells-COSTAR-3596” para lectura. 

*Ctrl (-) = control negativo del polímero 

*M#=muestra del conejo número 

*c/a= con agrecano 

*s/a= sin agrecano 

  1 2 3 4 5 

A Blanco Ctrl (-) c/a M1 c/a Ctrl (-) s/a M1 s/a 

B Blanco Ctrl (-) c/a M2 c/a Ctrl (-) s/a M2 s/a 

C Blanco 
 

M3 c/a 
 

M3 s/a 

Tabla 9: Lecturas obtenidas con el lector de ELISA a 540nm 

  1 2 3 4 5 

A 0.097 0.237 1.452 0.294 1.157 

B 0.096 0.203 1.361 0.244 1.138 

C 0.096   1.391   1.211 

2. Se obtuvo el promedio de las lecturas de “Blanco” 

𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 =
∑ 𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜𝑛

1

𝑛
 

𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 =
0.097 + 0.096 + 0.096

3
 

𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 = 0.096 

3. A cada lectura se le restó el valor de “Blanco promedio”, obteniendo los 

resultados en la Tabla 10: 

Tabla 10: Lecturas de MTT considerando el valor de "Blanco promedio" 

  2 3 4 5 

A 0.141 1.356 0.198 1.061 

B 0.107 1.265 0.148 1.042 

C   1.295   1.115 

p.ej. para la muestra del conejo 1 en polímero con agrecano: 

𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑟𝑒𝑎𝑙 = 𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐵𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 

𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑟𝑒𝑎𝑙1
𝑐

𝑎
= 1.452 − 0.096 

𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑟𝑒𝑎𝑙1
𝑐

𝑎
= 1.356 



4. Se obtuvo el promedio de cada muestra y de cada control, estos valores fueron 

utilizados para la elaboración del gráfico. 

p.ej. para las muestras en polímero con agrecano: 

𝑀𝑐/𝑎𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 =
𝑀1

𝑐
𝑎 + 𝑀2

𝑐
𝑎 + 𝑀3

𝑐
𝑎

3
 

𝑀1 𝑐/𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 =
1.356 + 1.265 + 1.295

3
 

𝑀1 𝑐/𝑎𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 = 1.305 

5. Se obtuvo la desviación estándar de cada muestra y control estos valores 

fueron utilizados para la elaboración del gráfico.: 

p.ej. para las muestras en polímero con agrecano: 

 

6. Se obtuvo el coeficiente de variación de las muestras. 

p.ej. para las muestras en polímero con agrecano: 

𝐶𝑉% =
𝜎

𝑀
𝑐
𝑎𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜

∗ 100 

𝐶𝑉% =
0.046

1.305
∗ 100 

𝐶𝑉% = 3.5% 

 



 
 



 


