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Resumen 

En los últimos años se ha desarrollado la ingeniería de tejidos, un campo interdisciplinario, el cual 

combina conocimientos de la biología con la tecnología de los materiales y de la ingeniería; basándose en 

el estudio y aplicación de los procesos de reparación de tejidos para la creación de implantes, 

sobresaliendo tres elementos principales: las matrices porosas tridimensionales (biomateriales), las 

moléculas bioactivas que van a modular la actividad celular, y el componente celular en donde se pueden 

utilizar células diferenciadas o progenitoras, siendo el caso de las células madre. Las células madre 

mesenquimales han sido ampliamente utilizadas en la ingeniería de tejido óseo, debido a su gran 

plasticidad, y capacidad proliferativa y de diferenciación. 

En la regeneración de tejido óseo, se ha utilizado biomateriales sintéticos y de origen natural que 

permiten la adhesión, proliferación y diferenciación celular, así como el crecimiento y remodelación tisular. 

El quitosano, un polímero natural biodegradable derivado del citoesqueleto de crustáceos, ha demostrado 

ser biocompatible y aprovechable en una amplia gama de aplicaciones biomédicas. Una de las formas de 

utilización de quitosano es por medio de los hidrogeles que son cadenas poliméricas entrecruzadas que 

tienen la capacidad de absorber agua. Los hidrogeles de quitosano han demostrado un efecto beneficioso 

en la condrogénesis y osteogénesis tanto en estudios in vitro como in vivo. 

Otro material de interés en este estudio es la hidroxiapatita, la cual es el componente inorgánico 

principal de los tejidos óseos; este material ha sido utilizado en una gran gama de aplicaciones biomédicas, 

debido a su alto grado de biocompatibilidad y bioactividad. 

Por estas razones el objetivo de este estudio fue evaluar el potencial osteogénico in vitro de un 

sistema inyectable de quitosano e hidroxiapatita, utilizando células madre mesenquimales (MSC) de la 

médula ósea de ratas; cultivadas durante 21 días, sobre los hidrogeles de quitosano: hidroxiapatita (QT: 

HAP). El quitosano fue modificado químicamente, a través de reacciones de carbodiimida, con ácido 

lactobiónico y ácido azidobenzoico  para hacerlo  soluble a pH fisiológico y fotosensible, respectivamente. 

Se hicieron hidrogeles por mezcla de quitosano modificado e hidroxiapatita en diversas proporciones 

(100:0, 90:10, 70:30, 50:50 y 30:70) y exponiéndolas a luz UV. Se determinó la proliferación celular en 

medio alfa-MEM y osteogénico, la diferenciación osteogénica de las MSC a través de la determinación de 

la actividad de fosfatasa alcalina, mostrando mayor actividad de esta enzima en medio osteogénico que los 

obtenidos en medio alfa-MEM. La deposición de calcio mostro valores dentro del rango de los esperados. 
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Adicionalmente se realizó microscopia confocal para evaluar la morfología celular, así como las 

interacciones células-hidrogel. Los resultados demostraron una buena interacción célula-biomaterial, con 

un proceso de diferenciación que comienza poco después del sembrado de las células (antes de los 4 días 

de cultivo). 

En general, este trabajo demostró que los hidrogeles propuestos, permiten la proliferación celular y 

diferenciación osteogénica in vitro que depende de la composición de los mismos, destacando la 

composición 70:30 con quitosano de bajo peso molecular. Se propone futuras investigaciones de este 

sistema, en cuanto a las interacciones de los biomateriales así como estudios in vitro e in vivo; y su 

subsecuente desarrollo en la regeneración de tejido óseo. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Hueso 

1.1.1. Estructura y función 

El principal componente del tejido óseo son los huesos. El hueso es un complejo tejido 

dinámico y vascularizado que tiene diferentes funciones, como son la de proteger órganos vitales, 

brindarle movilidad y soporte al cuerpo; este se encuentra sujeto a continua remodelación y 

renovación; además sirve como un lugar de unión para músculos y tendones, protege y apoya 

órganos internos y actúa como un deposito mineral (Czekanska y col., 2012; Kon y col., 2012).  

El tejido óseo está estructurado por laminillas de matriz osteoide calcificada, y la disposición 

de las mismas es la que determina que el hueso sea cortical o esponjoso. El primero se encuentra 

compuesto por conductos de Havers, revestido de laminillas concéntricas, en donde se encuentran 

los osteocitos; mientras que el segundo lo forman laminillas óseas en forma de red que demarcan 

cavidades alveolares, en cuyo interior se encuentra la médula ósea (Fernández y col., 2006 a) 

Los componentes minerales del hueso representan aproximadamente 65 % de su peso, 

debido a que  contiene cantidades considerables de minerales y proteínas. La hidroxiapatita 

[Ca10(PO4)6(OH)2] es una de las formas más estables del fosfato de calcio que se encuentra en los 

huesos como el componente principal inorgánico (60 a 65 %), con otros materiales orgánicos 

incluyendo el colágeno, queratina, sulfato de condroitina y lípidos (Fernández y col., 2006 a; 

Venkatesan y col., 2010). 

Los huesos se pueden clasificar en huesos largos, cortos, planos e irregulares, y su 

interacción es lo que se conoce como sistema esquelético. El tejido óseo maxilofacial que se 

encuentra compuesto de varios tejidos relacionados con la cavidad oral, incluyendo el hueso y 

cartílago, mucosa oral, dentina, pulpa dental y glándulas salivares (Kaigler y col., 2001). 
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1.1.2. Formación y remodelación 

La regeneración ósea ocurre por medio de un proceso de homeostasis del metabolismo 

fosfocálcico, y a través del mismo, aproximadamente un 5 % de hueso cortical y 20 % del hueso 

esponjoso se renueva por año (Parfitt, 1982). El remodelado óseo se puede dividir en varias fases 

las cuales son: fase quiescente, de activación, de resorción, de formación y de mineralización. En la 

fase quiescente el hueso se encuentra en reposo. En la fase de activación, se produce la activación 

de la superficie del hueso antes de la resorción, por medio de la retracción de las células de 

revestimiento del hueso y la digestión de la membrana por acción de la colágenasa endosítica. La 

fase de resorción, ocurre cuando los osteoclastos comienzan a disolver la matriz mineral y 

descomponer la matriz osteoide, completando dicho proceso por la acción de los macrófagos y 

permitiendo así la liberación de factores de crecimiento. En la fase de formación en la zonas 

reabsorbidas se produce la agrupación de preosteoblastos, los cuales fueron atraídos por los 

factores de crecimiento, y unos días más tarde, los osteoblastos maduros van a sintetizar el material 

osteoide, el cual va a llenar las área perforadas, y finalmente la fase de mineralización comienza 

después de treinta días de la deposición de este (Lind y col., 1995; Fernández y col., 2006 b). 

Los mecanismos de formación de hueso son la osificación intramembranosa y la 

endocondral. La osificación intramembranosa se produce en el tejido conectivo, esta es la forma en 

que se producen los huesos planos de la bóveda del cráneo; en donde células mesenquimales se 

dividen formándose el blastema óseo, y es a partir de estas que se van a formar los osteoblastos, 

para posteriormente transformarse en osteocitos. La osificación endocondral es la formación de 

hueso a partir de formas cartilaginosas en donde la osificación se produce desde el centro hasta los 

márgenes. El mecanismo por el cual se produce la formación de hueso de manera más común es 

por osificación intramembranosa (Armstrong y col., 2002) 
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1.1.3. Tipos de células 

En el hueso existen varios tipos de células, entre ellas las óseas. Las células óseas se hallan 

dentro del estroma conjuntivo de la médula ósea, el cual es rico en células mesenquimales 

indiferenciadas (mesenchymal stem cells) (Fernández y col., 2006 a). 

Otras células que se encuentran en el hueso son los osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. 

Los osteoblastos son células grandes (20 - 30 μm), de forma poliédrica; procedente de las células 

mesenquimales multipotentes de la médula ósea. Los osteoblastos sintetizan la matriz orgánica a un 

ritmo de 2 a 3 μm por día y expresan una enzima característica, la fosfatasa alcalina (ALP). 

Actualmente se sabe que: sintetizan las proteínas colágenas y no colágenas de la matriz orgánica 

del hueso; dirigen la disposición de las fibrillas de la matriz extra-celular; contribuyen a la 

mineralización de la sustancia osteoide: mediante la reabsorción llevada a cabo por los osteoclastos 

a través de citocinas específicas y sintetizan factores de crecimiento. Una vez que se mineraliza la 

matriz, algunos osteoblastos quedan atrapados dentro de la misma, transformándose en osteocitos. 

Estas son las células más abundantes del hueso, poseen forma estrellada, son el estadio final de la 

línea osteoblástica, y por lo tanto incapaces de renovarse. Los osteocitos también participan en la 

síntesis y mineralización de la matriz osteoide, pero su función principal es la de controlar el 

remodelado óseo, en el cual también participan los osteoclastos.  

Los osteoclastos son células grandes (100 μm), multinucleadas ricas en mitocondrias y 

vacuolas, contienen fosfatasa ácida tartrato resistente (TRAP), la cual permite la desfosforilación de 

las proteínas. Estos proceden de células madre hematopoyéticas medulares denominadas 

“Unidades formadoras de colonias de granulocitos y macrófagos”, a su vez precursoras de 

macrófagos y monocitos. Los osteoclastos tienen dos especializaciones en la membrana: un borde 

en formar de cepillo, que es donde tiene lugar la reabsorción y una zona clara, rica en 

microfilamentos, con integrinas que sirven de anclaje a la matriz. (Fernández y col., 2006 a). 
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1.2. Patologías óseas 

Existen numerosas afecciones asociadas al tejido óseo, y al tejido óseo maxilofacial, bien 

sean metabólicas, congénitas o inflamatorias. Todas estas se pueden clasificar de una forma 

general:  

a) Deformaciones. Estas no son comunes, ya que son congénitas, y por lo general 

incluyen la pérdida de hueso o la formación de huesos adicionales. Como la 

acondroplasia 

b) Fracturas. Esta es una de las afecciones ósea más comunes, y pueden ocurrir en 

todos los huesos, bien sea en los huesos largos, o en el tejido óseo maxilofacial.  

Existen otras enfermedades óseas que también son comunes tales como: Osteogénesis 

Imperfecta, una enfermedad congénita, siendo su principal característica la debilidad de los huesos. 

Osteoporosis, una enfermedad degenerativa, caracterizada por una disminución en la resistencia de 

los huesos que es causada por una alteración en el remodelado óseo (Alcocer, 2009). 

Osteopetrosis, alteración ósea hereditaria, caracterizada por el aumento generalizado y simétrico de 

la densidad del hueso debido a un trastorno de la actividad de los osteoclastos. Síndrome de 

Crouzon, caracterizada por la presencia de una deformidad craneal variable, una hipoplasia maxilar 

y una alteración orbitaria (Raspell, 1997). 

Sin embargo, la necesidad de reparación del tejido óseo, no se debe solo a la presencia de 

afecciones congénitas y otras patologías. Los traumatismos o fracturas, como ya se mencionó, 

representan quizás la primera causa de daño o pérdida de masa ósea. Las lesiones debidas a 

accidentes, pueden variar desde fracturas simples hasta fracturas complejas (Wishart, 1974). El uso 

de componentes de osteo-síntesis (componentes metálicos), son capaces de restablecer 

temporalmente la funcionalidad, pero son propensos a fallar en el tiempo, requiriendo de cirugías 

posteriores. Este problema, aunado la incomodidad del paciente, y las limitaciones en la estética, 

hacen necesaria la búsqueda de terapias regenerativas alternativas; es aquí donde juega un papel 

preponderante la ingeniería de tejidos. 
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1.3. Terapias actuales para el tratamiento de lesiones óseas 

Las metodologías principales en la regeneración de tejido óseo, se basan en la sustitución 

del tejido y reconstrucción para aliviar el dolor y así restablecer la estabilidad mecánica y su función. 

Las estrategias actualmente usadas para el tratamiento de los tejidos perdidos incluyen los 

autoinjertos, aloinjertos y materiales sintéticos, tendiendo cada una de estas alternativas clínicas una 

serie de desventajas (Kaigler y col., 2001) 

Tradicionalmente los defectos óseos se han tratado implantando tejidos ya sean autólogos, 

alogénicos, xenogénicos o implantando materiales sustitutos. Los autoinjertos involucran la toma de 

un fragmento de hueso de una zona sana del paciente y posterior trasplante en la zona afectada, 

teniendo como características beneficiosas sus propiedades osteoconductivas, osteoinductivas y 

osteogénicas. Estos son osteoconductivos porque proveen una matriz en la cual las células pueden 

proliferar, osteoinductivos debido a que estimulan la proliferación de células indiferenciadas y su 

diferenciación a osteoblastos, y osteogénicos debido a que son un depósito de células que tienen la 

capacidad de formar hueso nuevo; además de estas ventajas por ser del mismo paciente este es 

histocompatible y no produce una respuesta inmunológica, lo que suprime la probabilidad de 

inmunorreacciones y transmisión de infecciones (Estrada y col., 2006). La principal desventaja de los 

autoinjertos es la necesidad de un segundo sitio quirúrgico siendo este de donde se toma el 

fragmento de uso, debido a que la cantidad tomada se encuentra limitada, además de la morbilidad 

resultante en el sitio de la extracción (Sándor y col., 2003).  

Otra alternativa son los aloinjertos que implican la toma y procesamiento del hueso de un 

cadáver o de un individuo vivo de la misma especie y, posteriormente, su trasplante al paciente. En 

cuanto a sus propiedades biológicas, estas pueden variar, pero en general poseen una 

osteoconductividad y osteoinductividad reducida. Una ventaja de los aloinjertos sobre los 

autoinjertos se encuentra en que existe una mayor disponibilidad, la ausencia de morbilidad en la 

zona dadora y menor tiempo quirúrgico. Este tipo de injerto tiene como desventaja una menor tasa 

de incorporación ya que los tiempos para que ocurra dicha incorporación son más prolongados, 

además del potencial desencadenamiento de una respuesta inmunológica y transmisión de 

patógenos del donante al hospedero (Estrada y col., 2006; Calvo y col., 2011; Dimitriou y col., 2011). 
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Afortunadamente, la correcta selección de donante, así como el desarrollo de técnicas de 

estudio microbiológico, preservación de tejidos y esterilización con distintas dosis de radiación han 

reducido la transmisión de patógenos y enfermedades. Para la selección de los donantes, es 

necesario hacer una evaluación clínica de su idoneidad, revisando su historia clínica para descartar 

causas excluyentes de donación. El objetivo de esto, es detectar enfermedades tumorales pasadas 

o actuales, infecciosas potencialmente transmisibles, tratamientos o hábitos tóxicos que pudieran 

comprometer el estado de los tejidos o poner en peligro la salud de los receptores (San Julián y col., 

2006) 

Los xenoinjertos representan una pequeña proporción en las terapias para el reemplazo 

óseo, aunque actualmente en desuso, y consiste en la utilización de fragmentos de huesos 

obtenidos de animales de diferentes especies. En este tipo de terapia se pueden generar un rechazo 

en el paciente, además de la transmisión de agentes infecciosos, quizás en procesos más agudos 

que los provocados por los aloinjertos (Estrada y col., 2006). 

Los métodos de conservación de los injertos son la crio-conservación y la liofilización. La 

crio-conservación es el método más comúnmente empleado; la temperatura a la que se conservan 

los tejidos depende del tiempo requerido de conservación; por ejemplo para conservar algunos días 

temperaturas entre -4 °C y -10 ºC son suficientes; temperaturas en -30 ºC y -40 ºC lo permiten 

almacenar por un período de 6 meses, y por más tiempo a temperaturas de -80 ºC y menores 

logradas con nitrógeno líquido (-120 °C). La preservación por liofilizado va a consistir en la 

deshidratación por enfriamiento del injerto en vacío; en esas condiciones, el tejido se puede 

mantener a temperatura ambiente una vez liofilizado; sin embargo, una desventaja de este método 

es que modifica las propiedades mecánicas. (Calvo y col., 2011) 

El procesamiento y disponibilidad de los injertos biológicos, además de las limitaciones antes 

expuestas, suponen un alto costo y, en muchos casos, largos tiempos de espera. En consecuencia, 

se han diseñado diferentes técnicas y métodos alternativos para ayudar a reconstruir o reemplazar 

los huesos fracturados, los cuales pueden ser de diferentes materiales como lo son los implantes 

sintéticos. Se define a los implantes como elementos que se ubican quirúrgicamente en una región 

donde el hueso no pudo regenerarse. Son sustitutos artificiales de una fracción del tejido óseo, y 
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proporcionan ajuste, estética y confort temporal. Existen diferentes tipos de implantes, aunque en su 

mayoría suelen estar compuestos de aleaciones de titanio y/o cerámicas, los cuales son materiales 

biocompatibles, favoreciendo su aceptación por el organismo (Falke y Atala, 2000).  

Para la elaboración de estos implantes, existen materiales que no tienen origen en seres 

vivos, tales como metales, plásticos y cerámicos, además de reportarse la fabricación de matrices 

porosas mediante diferentes técnicas, entre ellas están: gas foaming, solvent casting, 

rapidprototyping y H2O2 foaming, que permiten el procesamiento de los materiales metálicos o 

cerámicos (hidroxiapatita, fosfato tricálcico) y polímeros de origen natural (colágeno, ácido hilurónico, 

fibrinógeno, quitosano) o polímeros sintéticos (policarbonatos, polímeros de ácido poliláctico, ácido 

poliglicólico) (Estrada y col., 2006). Estos materiales van a promover la migración, proliferación y 

diferenciación de células para la regeneración ósea, además de poder ser utilizados como sustratos 

no biológicos, ofreciendo así un potencial para el control de la estructura final sin ninguna 

inmunogenicidad (Dimitriou y col., 2011). 

 

1.3.1. Implantes metálicos 

Los primeros materiales metálicos utilizados fueron de acero inoxidable y aleaciones de 

cobalto-cromo; sin embargo, la fricción que se produce por estos materiales resulta en su fallo, 

llevando a la búsqueda de otras aleaciones como las de titanio, material que tiene la ventaja de 

promover la integración del implante al hueso circundante (osteointegración). En cuanto a los 

materiales de segunda generación se puede decir que consisten en recubrir los materiales ya 

mencionados con materiales cerámicos y superficies con micro-porosidad a través de microesferas 

sinterizadas (Navarro, 2008). A pesar de estas propiedades, los implantes metálicos pueden fallar 

debido a la falta de integración y la fatiga, generando la necesidad de cirugías posteriores. 
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1.3.2. Implantes cerámicos 

Entre los materiales cerámicos de primera generación que más comúnmente son utilizados 

se tiene la alúmina, zirconia y varias cerámicas porosas, teniendo estos materiales como limitante la 

micro-estructura que presentan. Estos se utilizan ampliamente en artroplastias totales de caderas. 

La hidroxiapatita y sus derivados pertenecen a la segunda generación. La aplicación de estos 

materiales comenzó en la década de los 70, y se han utilizado principalmente como rellenos óseos, 

ya que debido a las similitudes entre la fase mineral del hueso y su estructura superficial, permiten 

fácilmente la unión al hueso con o sin la mediación de tejido conectivo (Navarro, 2008). A pesar de 

estas características, las cerámicas comparten muchas de las limitaciones que poseen los implantes 

metálicos, además de poseer una alta cristalinidad que las hace propensas a fracturas. 

A pesar del hecho de que las técnicas actualmente busquen restaurar la estabilidad y 

función en un grado razonable, todavía tienen muchas limitaciones. Esto ha conducido a un gran 

avance de la ingeniería de tejidos, ya sea guiada por la regeneración ósea través del uso de 

citocinas, por proteínas recombinantes humanas morfogenéticas o por trasplantes de células que 

ofrecen la posibilidad de formación de estructuras óseas grandes, como lo son las células madre 

mesenquimales (Kaigler y col., 2001; Infante y col., 2007). 

La ingeniería de tejidos, representa una alternativa, en la que se crean implantes con 

capacidades inductivas y conductivas de regeneración ósea, basándose en biomateriales 

biodegradables. De esta manera, una vez finalizado el proceso regenerativo, el implante habrá sido 

reabsorbido, dejando a su paso un tejido óseo con características similares al nativo (Álvarez-

Barreto, 2009). 

 

1.4. Ingeniería de tejido óseo 

La ingeniería de tejido óseo es un campo interdisciplinario en donde se combinan 

conocimientos y tecnología de los materiales de ingeniería y los biológicos, teniendo como estrategia 

la regeneración de los tejidos óseos dañados, ya que combina la células progenitoras (células madre 

mesenquimales) sembradas en andamios biocompatibles e idealmente tridimensionales como las 
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estructuras del tejido, utilizando factores de crecimiento adecuados, para así propiciar la 

regeneración del tejido dañado. Otros métodos de regeneración ósea incluyen terapias basadas en 

citocinas, siendo esta ventajosa en términos de seguridad, viabilidad y potencial de práctica clínica, 

pero que resultan en costos muy elevados (Lui y col., 2010; Dimitriou y col., 2011). 

En el paradigma de la ingeniería de tejidos sobresalen tres elementos fundamentales: las 

matrices tridimensionales, las moléculas de señalización y un componente celular, en un ambiente 

físico-químico apropiado que permita la regeneración del tejido u órgano. Uno de los principales 

retos de la ingeniería de tejido óseo, es diseñar matrices tridimensionales capaces de imitar las 

propiedades naturales del hueso (Hutmacher, 2000). 

 

1.5. Células madre mesenquimales (MSC). 

Las células madre han sido ampliamente utilizadas para el desarrollo de la ingeniería de 

tejido óseo. Se define como célula madre a aquella célula que tiene la capacidad de dividirse por 

períodos indefinidos durante toda la vida de un individuo, que bajo las condiciones apropiadas y 

señales correctas del micro-ambiente pueden diferenciarse a diferentes linajes celulares con 

características y funciones especializadas (Donovan, 2001). Debido a la necesidad de 

autoperpetuación de las células madre, estas necesitan ser capaces de mantener los telómeros con 

una longitud adecuada para que no se produzcan daños en el ADN (Watt y col., 2000). 

Existen varias formas de clasificar a las células madre, de acuerdo al tejido que originan: 

totipotentes, pluripotentes, multipotentes y unipotentes. Las células totipotentes, las cuales son 

capaces de producir todos los tipos celulares que darán origen a un individuo completo, también al 

linaje germinal y a los tejidos que darán lugar a las membranas extraembrionarias; estas solo se 

pueden obtener durante los primeros días después de la fertilización. Las células pluripotentes se 

encuentran en el blastocito, las cuales pueden dar origen a células diferenciadas a cualquier linaje 

celular de las tres capas embrionarias (mesodermo, endodermo y ectodermo), así como el saco 

vitelino. Las células multipotentes se encuentran generalmente en los tejidos adultos; estas poseen 

una capacidad limitada de diferenciación, ya que dan origen a distintos tipos celulares procedentes 
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de la misma capa embtaafrionario de la cual se derivó el tejido en que se encuentran. Y las células 

unipotentes, pueden dar origen únicamente a un tipo de célula particular (Weissman y col., 2001; 

Winslow, 2001; Raff, 2003).  

Otra clasificación de las células madre es de acuerdo al tejido de donde se pueden obtener, 

si proceden del embrión son llamadas células madre embrionarias, obteniéndose partir de las 

primeras etapas de formación del embrión cuando el óvulo fecundado es una esfera compacta o 

mórula (Verfaillie y col., 2002), siendo precursores totipotenciales con capacidad de proliferar 

indefinidamente in vitro. El otro tipo de células madre pueden provenir de un organismo adulto, 

denominadas células madre adultas, capaces de diferenciarse funcionalmente a células 

especializadas procedentes de las mismas de capas embrionarias que dieron su origen; en 

diferentes estudios realizados se ha podido comprobar la multipotencialidad de células madre 

adultas procedentes de la médula ósea o de sistema nervioso central (Herzog y col., 2003). Esta 

característica se denomina fenómeno de plasticidad y se fundamenta en la capacidad que tienen las 

células de alterar su fenotipo en respuesta a los cambios del entorno celular donde se encuentran 

(Wagers, 2004). 

Existe un grupo de células multipotentes, sin diferenciar, conocidas como células madre 

mesenquimales (Mesenchymal stem cells) las cuales pueden dirigirse hacía líneas celulares muy 

distintas (Lanza, 2000). Desde 1976 se conoce que estas células pueden dar origen a distintos 

linajes celulares como: fibroblastos, osteoblastos, condroblastos, adipocitos y mioblastos, entre 

otros, en respuesta a diferentes señales moleculares que inician la cascada de activación de 

diferentes genes (Fernández y col., 2006). 

Las células madre mesenquimales (MSC) son una fuente de células auto-renovables con 

una alta capacidad proliferativa, y una gran capacidad de diferenciación; se ha comprobado que la 

médula ósea es la fuente más abundante de MSC (Garcia y col., 2008). Sin embargo, también 

pueden ser aisladas del hueso trabecular, tejido adiposo muscular, membrana sinovial, en ligamento 

periodontal y dientes molares permanentes, entre otras. Estas células también han sido encontradas 

en el cordón umbilical humano, y se ha demostrado que son capaces de sobrellevar una 

diferenciación osteogénica que conduce a la formación del hueso in vivo, e in vitro; adicionalmente 
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pueden diferenciarse hacia los linajes adipogénico y condrogénico como se muestra en la figura 

1(Kolf, 2007; Steinhoff, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Diferenciación de células madre mesenquimales en múltiples linajes mesodérmicos. Tomado y modificado de: 

Caplan y Bruder, 2001. 

 

La morfología de las MSC son de tipo fusiformes, como fibroblastos, difíciles de distinguir de 

las otras células obtenidas del aspirado medular (Kolf, 2007). Para identificar las MSC in vitro, los 

investigadores se basan en dos características principales de estas células, en su capacidad de 

adherirse al plástico de cultivo, y en que son positivas para un número específico de marcadores de 

superficie, tales como CD29, CD44 y CD271 y negativos para los marcadores hematopoyéticos 

(generalmente, CD34 y CD45) (Rodríguez, 2005; Kuci, 2010). 

Las MSC, en el organismo adulto, representan reservorios de células reparadoras sin 

ninguna característica específica para ningún tejido. Las señales que disparan el proceso podrían 

ser la propia lesión, la inflamación o la necrosis (Tuan, 2003). 
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Existen diferentes modelos de osteodiferenciación de las células madre, en donde se define 

a dicho proceso completo en una serie de etapas, las cuales describen la maduración progresiva de 

la célula desde que son células madre mesenquimales indiferenciadas hasta transformarse en 

osteoblastos. En la diferenciación in vitro de las MSC, se pueden observar cambios tanto a nivel 

celular como molecular, obteniendo al cabo de 14 días aproximadamente una matriz extra-celular 

mineralizada, que es considerado el marcador fenotípico terminal de la vía de diferenciación 

osteogénica (Jaiswal, 1997). La diferenciación de las células madre mesenquimales obtenidas a 

partir de médula ósea se caracteriza por un aumento de la expresión de la enzima fosfatasa alcalina 

y la formación de depósitos de calcio, luego de ser expuestas a dexametasona, β-Glicerolfosfato (β-

GP) y ácido ascórbico en presencia de suero fetal bovino al 10 % (Pittenger, 1999).  

La dexametasona es un adenocorticoide sintético que posee propiedades antiinflamatorias, 

inmunosupresoras y reguladoras del calcio sanguíneo, la cual es capaz de fluir pasivamente a través 

de la membrana celular debido a su alta liposolubilidad, para ligarse a su receptor específico en el 

citoplasma dando origen a un complejo esteroide – receptor, capaz de entrar en el núcleo donde ha 

de regular la expresión de los genes, modulando la transcripción y modificación de la función celular 

hasta inducir la diferenciación hacia un fenotipo específico, aumentando así la actividad de la 

fosfatasa alcalina y acumulación mineral en las células produciendo la diferenciación osteoblástica 

de las mismas (Fuentes, 2008; Flores, 2010; Meyer, 2012). β-GP, el cual es un fosfato orgánico, 

tiene la capacidad de proveer los grupos fosfatos y estimular la calcificación de la matriz extracelular 

secretadas por las células madre in vitro. Siendo este un sustrato para la fosfatasa alcalina, en cuya 

reacción enzimática se produce un incremento de los fosfatos inorgánicos en el medio (Hamade y 

col., 2003). El ácido ascórbico (vitamina C) puede actuar como antioxidante, agente donador de 

electrones, cofactor para el óptimo crecimiento de enzimas así como sustrato enzimático (Mathews y 

col., 2003). En estudios in vitro estimula la hidroxilación de aminoácidos y procesamiento del 

procolágeno a colágeno. Debido a que la síntesis de colágeno depende de la hidroxilación de los 

residuos de prolina y lisina en el retículo endoplásmatico de las células, en donde se va a formar 

hidroxiprolina e hidroxilisina; y las enzimas hidrolasas, que catalizan esta reacción, estas requieren 

del ácido ascórbico para funcionar correctamente (Fuentes, 2008; Flores, 2010) 
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De esta manera, las MSC que tienen una apariencia fibroblástica, cambiarán su morfología a 

forma cuboidal y comenzarán a crecer en colonias. Existen tres etapas marcadas en el proceso de la 

diferenciación osteoblástica de las MSC in vitro, la primera en donde la principal función celular es la 

expansión mitótica y la producción de colágeno tipo I, llamada etapa de proliferación. En la segunda 

etapa, o etapa de diferenciación temprana, tanto la proliferación como la producción de colágeno 

disminuyen y se sobre regula la expresión de la enzima fosfatasa alcalina; y en la tercera etapa 

(etapa de maduración) disminuye la actividad de fosfatasa alcalina y se observa el depósito de 

cristales de calcio entre las fibras de colágeno de la matriz extra-celular secretada (Álvarez-Barreto, 

2010). Las células madre mesenquimales (MSC) presentan un alto potencial de diferenciación 

osteogénica y por lo tanto tienen un gran potencial en terapias regenerativas. Sin embargo, por ser 

anclaje-dependientes, estas necesitan de un biomaterial para su implantación, en el que puedan 

adherirse, proliferar y llevar a cabo el proceso de diferenciación. 

 

1.6. Biomateriales 

La investigación sistemática sobre los materiales tolerables por el organismo para la 

fabricación de prótesis e implantes se impulsó después de la segunda Guerra Mundial. Durante los 

años 60 se publicaron los primeros estudios sobre las lesiones provocadas por la presencia de un 

implante, siendo en este momento que se menciona la biocompatibilidad, que define el grado de 

tolerancia del biomaterial por parte del organismo (Lizarbe, 2007). Se define a los biomateriales, 

desde el punto de vista de la reparación y regeneración de tejidos humanos, como aquellos 

productos que son empleados para suplir o reforzar la función de los tejidos vivos, de una forma 

segura y aceptable fisiológicamente, pudiendo ser temporales o permanentes (Williams, 1999). Una 

característica fundamental de los biomateriales es que al encontrase en contacto con los tejidos 

vivos no debe producir ningún tipo de alteraciones; los biomateriales deben ser biocompatibles, es 

decir ser aceptados por el paciente y no provocar rechazos (Lizarbe, 2007). 

La biocompatibilidad de un material es determinada realizando diferentes tipos de ensayos 

que orienten sobre su comportamiento en entornos que simulan al fisiológico (Marques, 2002); para 

ello se realizan técnicas básicas como los cultivos celulares, que permiten determinar la respuesta 
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de las células a la presencia de diferentes materiales, mediante la evaluación de cómo se produce la 

adhesión celular, extensión, crecimiento en presencia del material, o determinando las actividades 

enzimáticas y metabólicas que pueden alterarse por la presencia del material objeto de estudio 

(Pearce, 2007). Los requisitos básicos de un biomaterial para ser utilizado en la regeneración del 

tejido dañado son: que sea biocompatible, no puede ser tóxico, ni carcinógeno, ser biodegradable 

durante el tiempo programado, adecuada resistencia mecánica en el entorno, permitiendo así la 

durabilidad y eficacia del material. Además se debe tomar en cuenta el tamaño y la forma de la 

lesión que determinará la elección del material, sin olvidar que su fabricación sea reproducible 

(Lizarbe, 2007). 

Entre los productos utilizados como biomateriales se encuentran cerámicas, vidrios, acero y 

otras aleaciones metálicas, polímeros sintéticos de múltiples clases, polímeros naturales, tejidos 

biológicos modificados, etc. (Hench, 1982). 

Sin embargo, al ver la evolución de los biomateriales en la investigación, se pueden 

distinguir tres generaciones las cuales son materiales bioinertes (primera generación), materiales 

bioactivos y biodegradables (segunda generación) y materiales diseñados para estimular respuestas 

celulares específicas (tercera generación);  aunque los materiales de cada una de estas 

generaciones se utilizan con éxito actualmente, y los materiales de la tercera generación abre 

nuevas posibilidades de tratamientos, pero no la sustitución de los materiales ya existentes (Navarro, 

2008) 

 

1.6.1. Polímeros 

Los polímeros son los principales biomateriales utilizados en la ingeniería de tejidos, y otras 

aplicaciones biomédicas como la liberación controlada de fármacos. Una de las ventajas es que se 

les puede otorgar una variedad de propiedades por la integración de grupos químicos funcionales, o 

macromoléculas. La forma, estructura, textura, rigidez y flexibilidad son propiedades que determinan 

su utilización (Lizarbe, 2007). 
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Existen dos grandes grupos de polímeros, los elastómeros y los plásticos. Los elastómeros 

pueden ser sometidos a grandes deformaciones, y tienen la capacidad de readquirir sus 

dimensiones y formas originales. Los plásticos, son materiales cuya estructura es más rígida y 

pueden subdividirse en función de su comportamiento térmico (Hoffman, 2002).  

Los hidrogeles son estructuras tridimensionales de cadenas poliméricas entrecruzadas, que 

debido a su naturaleza hidrofilica pueden absorber grandes cantidades de agua. Su estructura 

puede ser diseñada de acuerdo a su aplicación mediante la selección de los materiales de partida, 

así como los procesamientos y técnicas que van a ser empleadas (Ottenbrite y col., 2010). 

Los hidrogeles tanto elastómeros como plásticos pueden incorporar a la matriz hidratada 

diversas moléculas de otros materiales. En la mayoría de los hidrogeles se han utilizado polímeros 

naturales ya sean polímeros aniónicos (ácido hialurónico, condroitín sulfato y ácido algínico), 

polímeros catiónicos (polilisina y quitosano), polímeros anfipáticos (colágeno, fibrina) o polímeros 

neutros (dextrano), así como una gran número de polímeros sintéticos o mezclas de los mismos  

como PGA (ácido poliglicólico) y PLA (Poliláctido) (Hahn y col., 2004). 

Frecuentemente para la preparación de hidrogeles se utiliza polimerización por radicales 

libres, utilizando una reacción redox o foto-polimerización con luz ultravioleta (UV), teniendo como 

ventaja la foto-polimerización que su tasa de entrecruzamiento es rápida; una desventaja de esta 

técnica es la intensidad de la luz UV y el calor producido, ya que esto puede tener efectos negativos 

en la actividad metabólica celular y llegar a provocar necrosis. Es por ello, que la intensidad de la luz 

UV es limitada, aproximadamente de 5-10 mW/cm2, con el fin de prevenir el daño celular (Ottenbrite 

y col., 2010). 
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Figura 2. Estructuras químicas de macrómeros utilizados para la preparación de hidrogeles por polimerización de 

radicales. Tomado  y modificado de Ottenbrite y col., 2010. 

 

Los hidrogeles han sido ampliamente utilizados en aplicaciones biomédicas, tales como 

liberación controlada de drogas e  ingeniería de tejidos, debido a que presentan muchas 

características favorables, como son: biofuncionales, biocompatibles, mantienen la bioactividad del 

tejido, no tóxicos, y biodegradables, siendo esta fundamental para la ingeniería de tejidos, ya que así 

controlan la migración celular. El hecho de presentar un alto contenido de agua favorece su 

biocompatibilidad con los tejidos vivos. Cabe resaltar que sus propiedades mecánicas son paralelas 

a las exhibidas por los tejidos blandos. La biofuncionalidad de los hidrogeles es esencial para guiar 

el comportamiento celular tales como la proliferación, diferenciación y producción de matriz 

extracelular (Ottenbrite y col., 2010). Esta biofuncionalidad de los hidrogeles dependerá de la fuente 

de los polímeros utilizados, los cuales pueden ser polímeros sintéticos o naturales, tales como el 

alginato, colágeno y quitosano, entre otros. 
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1.6.2. Quitosano (QT). 

La quitina es el segundo polímero más abundante en la naturaleza después de la celulosa, 

siendo el quitosano producido a partir de la quitina por una serie de procesos. El quitosano (QT) es 

un polisacárido natural que se encuentra en cangrejos, corales y hongos, producido principalmente a 

partir de crustáceos marinos, el cual consiste de β-(1→4)-2-acetamido-D-glucosa y β-(1→4)-2-

amino-D-glucosa las cuales se encuentran unidas (figura 3) (Venkatesan y col., 2010).  

 

Figura 3. Estructura del quitosano. Tomado de Venkatesam y colaboradores., 2010. 

 

Existen varios métodos para extraer el QT, resaltando el método enzimático, una gran 

alternativa que se ha desarrollo recientemente (Venkatesan y col., 2010). Para la obtención del QT a 

partir de la quitina se requiere de un tratamiento con el fin de remover los pigmentos, las sales tales 

como el carbonato de calcio y las proteínas que se encuentran asociadas (Parada y col., 2004). En 

donde el grado de desacetilación y el peso molecular depende de la fuente y el método de 

preparación (rangos de peso molecular van desde 300 hasta 1000 KDa y el grado desacetilación 

desde 30 hasta 95 %) (Venkatesan y col., 2010). 

En las últimas dos décadas, el QT se ha venido desarrollando considerablemente en las 

aplicaciones biomédicas debido a su alta biocompatibilidad, biodegradabilidad, la porosidad de la 

estructura que puede adquirir por medio de procesos mecánicos, la idoneidad para el crecimiento 

celular, osteoconducción y su naturaleza antibacterial intrínseca. Este ofrece un rango amplio de 

aplicaciones que incluyen ingeniería tejidos del cartílago, cicatrización de heridas, y aplicaciones 

ortopédicas. Este puede ser modificado en varias formas como son: películas, fibras, bandas, 

esponjas y más complejas formas para los tratamientos ortopédicos, y puede ser combinado con 
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una variedad de materiales tales como la hidroxiapatita, aligonato, ácido hialurónico, fosfato de 

calcio y factores de crecimiento con potencial en aplicaciones ortopédicas (Venkatesan y col., 2010).  

El porcentaje de grupos amino que quedan libres en la molécula de QT es lo que se 

denomina grado de desacetilación, y se encuentra estrechamente vinculado con su solubilidad, ya 

que este es insoluble normalmente en soluciones acuosas por encima de pH 7. Como consecuencia 

de la hidrólisis del grupo N-acetilo, se aumenta la capacidad hidrofílica del QT, y este pasa a ser 

soluble en soluciones ácidas diluidas (acético, fórmico, clorhídrico, entre otros), debido a que el pKa 

del grupo amino del quitosano es de 6,5. La protonación de los grupos amino del QT en medio ácido 

le confiere un carácter altamente reactivo (Acosta y col., 1993). 

El QT es un agente viscosizante en medio ácido, el cual se comporta como un material 

pseudo-plástico, cuya viscosidad aumentará el incrementar su concentración, y si se incrementa la 

temperatura y el grado de desacetilación, la viscosidad disminuirá (Sinha, 2004). Cuando se 

encuentra en una forma de bajo grado de desacetilación, llega a ser soluble hasta pH de 9, mientras 

que con un grado de desacetilación alto es soluble hasta pH de 6,5. Al agregar sales a la solución de 

quitosano, se ha observado que disminuye la solubilidad, ya que aumenta la fuerza iónica del medio 

(Errington y col., 1993). Este efecto se produce debido a que el quitosano en solución, tiene una 

conformación extendida al repelerse las cargas positivas desacetiladas de cada unidad.  

Los hidrogeles basados en QT se desarrollaron a partir de soluciones acidificadas del 

mismo, seguido de un proceso de neutralización. También se han desarrollado modificaciones 

químicas de quitosano con diferentes restos hidrofílicos a fin de hacerlo soluble en agua, a pH 

fisiológico, demostrando en estudios que dichos hidrogeles pueden utilizarse en procesos de 

inducción de la condrogénesis y osteogénesis tanto in vitro como in vivo (Ottenbrite y col., 2010). 

 

1.6.3. Hidroxiapatita (HAP) 

La hidroxiapatita (HAP) es el componente principal de los tejidos calcificados (huesos y 

dientes). Su forma sintética es Ca10(PO4)6(OH)2, la cual ha sido ampliamente utilizada como un 

implante del material óseo, debido a sus excelentes propiedades osteoconductivas. La HAP ha sido 



 

19 

 

utilizada en una gran variedad de aplicaciones biomédicas como en matrices para la liberación 

controlada de fármacos, cementos óseos, aditivos de dentífricos, implantes dentales etc. (Venugopal 

y col., 2010). 

La HAP es considerada como una plantilla estructural para la fase mineral del hueso; dado 

que es el mayor componente inorgánico del mismo, es utilizado comúnmente como biomaterial en 

sustituciones óseas debido a su alta bioactividad y biocompatibilidad (Venugopal y col., 2010). Su 

carácter iónico la hace una cerámica dura, refractaria, con un punto de fusión mayor que 1500 °C, 

además de la capacidad de sustitución parcial o completa iones de la red por otros de tamaño similar 

(PO4
-3 por HPO4

-2, Ca+2 por K+ o Mg+2, OH- por F-, Cl-, Br-) (Londoño y col., 2006). 

En los últimos años la HAP ha sido sometida a numerosas investigaciones, ya que se 

plantea su uso como material cerámico de fosfato de calcio, el cual es totalmente compatible y poco 

tóxico, que puede presentarse como un compuesto policristalino, denso o poroso que se convierte 

en parte integral del tejido vivo. La biocompatibilidad de la hidroxiapatita sintética ha sido sugerida no 

solamente por su composición, sino por los resultados obtenidos en su implantación in vivo, los 

cuales han demostrado la ausencia de toxicidad local o sistémica. Se ha demostrado la aposición 

directa de hueso nuevo a este material, sin la intervención de tejido fibroso, es por ello que ha sido 

ampliamente aceptado en cirugía maxilofacial, para rellenar fallas óseas, crestas por quistes o 

tumores, traumas enfermedades congénitas y otras intervenciones quirúrgicas (Quintana, 1998; 

Kong, 2010). 
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2. ANTECEDENTES 

Los materiales que se han propuesto para este estudio son el quitosano y la hidroxiapatita; 

ambos ya han sido estudiados en diferentes trabajos que se encuentran en la literatura, aunque en 

la mayoría de esos estudios se han empleado por separados, o incorporando la unión de otros 

materiales, y entrecruzamiento de ambos materiales con agentes entrecruzantes tóxicos. 

Una modificación importante del quitosano es la propuesta en 1999 por Ono y 

colaboradores, en donde se introducen restos de lactosa y azida, para hacerlo soluble a pH 

fisiológico y foto-entrecruzable, realizando un hidrogel biocompatible para los tejidos blandos.  Se 

demostró que el hidrogel de quitosano posee una actividad citotóxica mínima, la cual fue evaluada 

con fibroblastos de la piel, las células endoteliales humanas, y células humanas de la musculatura 

lisa. Esta referencia es importante ya que es a partir de esta, que se hace la modificación de 

quitosano en el presente trabajo. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estructura química foto-entrecruzable de AZ-QT-LA. Tomado y modificado: de Ono y col., 1999. 

 

Entre los estudios que tienen mezclas de QT e HAP se encuentra el realizado por Yubao y 

colaboradores en el 2005, donde por medio de distintas técnicas, se caracterizaron estos materiales, 

además de realizar pruebas in vitro para investigar la biodegradabilidad y bioactividad del hidrogel. 

Otro trabajo realizado por Teng y colaboradores en el 2007, en donde por medio FTRI se mostró que 

el QT y la HAP tienen una buena miscibilidad, también por medio de la microscopia electrónica de 
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barrido se revelo que las partículas de hidroxiapatita se distribuyeron uniformemente en la matriz de 

QT. En cuanto al cultivo celular, se observó una sobre regulación de la enzima fosfatasa alcalina con 

una concentración máxima de hidroxiapatita de 30 %. 

En el 2009, Liuyun y colaboradores estudiaron las propiedades de los andamios compuestos 

por nano-hidroxiapatita/quitosano/carboximetil celulosa para ingeniería de tejido óseo, en donde 

probaron las propiedades físico-químicas de este por espectroscopia de infrarrojo (FTRI), 

microscopia electrónica de transmisión (TEM) y microscopía electrónica de barrido (SEM). Además 

evaluaron sus  propiedades biológicas utilizando células madre mesenquimales (MSC) y MG63 

(Osteosarcoma Humano), tanto en cultivo in vitro como en un corto periodo in vivo. Se obtuvo que el 

material presentó buenas propiedades físico-químicas, puesto que interactúan a través de  cargas 

iónicas y la hidroxiapatita queda embebida dentro de la matriz de manera uniforme. En cuanto a las 

propiedades biológicas encontraron que no es un andamio tóxico, tiene buena biocompatibilidad 

celular, y con las pruebas in vivo que tiene buena biocompatibilidad tisular. 

García y colaboradores en el 2010, mostraron un trabajo en donde se tiene un hidrogel 

formado por QT, gelatina y  dextrano; en este estudio por medio de FTRI y calorimetría diferencial de 

barrido confirmaron la presencia de una red híbrida de polímeros, debido a las reacciones de 

entrecruzamiento entre las cadenas de los polímeros, gelatina-QT. 

Peniche y colaboradores en el 2010 muestran un resumen de las principales formulaciones 

entre el QT y un material cerámico (hidroxiapatita y cemento de fosfato de calcio) en donde a través 

de estas mezclas se obtienen membranas, películas, andamios y material inyectable como se 

muestra en la tabla 1. 
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Tabla 1.Métodos de obtención de quitosano/hidroxiapatita, y sus formulaciones. Tomado y modificado de: Peniche y col., 

2010.  

Métodos Formulaciones 

Mezcla de ambos componentes, quitosano- 

hidroxiapatita 

Membranas, películas y andamios 

Incorporación de quitosano con cementos de 

fosfatos de calcio (CPCs) 

Soportes macro-porosos y material inyectable 

Revestimiento de hidroxiapatita con 

quitosano 

Películas multicapas, placas, andamios porosos 

y otros 

Preparación in situ y co-precipitación del 

componente inorgánico bioactivo dentro de 

la matriz polimérica 

Películas, partículas, soportes porosos y otros 

 

En general, el método consiste mezclar la hidroxiapatita con una solución previamente 

preparada de QT para generar una suspensión lo más homogénea posible, los andamios que son 

generados a partir de esta mezcla poseen estructuras porosas como esponjosas por medio de 

congelación y liofilización, o mezclando una pasta compuesta por aluminio, hidroxiapatita y 

quitosano en diferentes proporciones. 

Por otra parte Hernández y colaboradores en el 2011, se plantearon el cultivo de MSC 

provenientes de tejido conjuntivo gingivial sobre una matriz de QT, pudiendo obtener a partir de 

dicho tejido un cultivo de MSC que cumplieron con los criterios tanto morfológicos como fenotípicos, 

pero a pesar de tener una proliferación celular encontraron que la utilidad del quitosano como 

andamio y medio de transporte de MSC es deficiente, ya que se ven alteradas sus propiedades 

químicas, disolviéndose, y que este requiere de la combinación con otro material. 

Mi Zo y colaboradores en el 2012, en donde realizaron andamios de QT: HAP utilizando la 

técnica de liofilización, en donde por microscopia electrónica de transmisión y por FTRI se 
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caracterizaron dichos andamios, y en estudios in vitro utilizando osteoblastos humanos obtuvieron 

una mayor proliferación celular y viabilidad por mayor tiempo, demostrando que este sistema es 

ideal para ser utilizado en aplicaciones de ingeniería de tejido óseo. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo General 

 Evaluar el potencial osteogénico de un sistema inyectable de quitosano fotosensible con 

hidroxiapatita, utilizando cultivos de células madre mesenquimales, para la regeneración del 

tejido óseo maxilofacial. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 Modificar el quitosano con la lactosa y azida a fin de hacerlo soluble a pH fisiológico y 

fotosensible respectivamente. 

 Establecer las diferentes composiciones de trabajo del sistema inyectable en cuanto al 

contenido de quitosano e hidroxiapatita. 

 Cultivar células madre mesenquimales sobre el sistema quitosano-hidroxiapatita. 

 Evaluar la diferenciación osteogénica de las células madre mesenquimales cultivadas sobre 

el sistema establecido. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. Elaboración de los hidrogeles de quitosano 

4.1.1. Solubilización del quitosano (QT) 

Se preparó una solución de quitosano de peso molecular medio (4,3x105 g/mol y un grado 

de desacetilación del 80 %, Sigma)  al 1,5 % p/v  utilizando quitosano en polvo, diluido en HCl al 0,2 

M bajo agitación magnética. Y las mismas condiciones para el de peso molecular bajo. 

 

4.1.2. Modificación química con ácido lactobiónico (LA) (QT-LA) 

Para la modificación, se utilizó el protocolo propuesto por Ono y colaboradores (1999). Bajo 

agitación magnética y baño de maría, se adicionó N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) marca 

Sigma - Aldrich  (50 mM) a la solución anterior, se le ajustó el pH a 5 con la adición de pequeñas 

alícuotas de HCL y se agregó N-(3-Dimetilaminopropil)-N’-clohidrato de etilcardimida (EDC, Sigma- 

Aldrich) (4 mg/ml) y ácido lactobiónico (LA, Sigma - Aldrich) (0,03 mg/ml). La solución obtenida se 

mantuvo con agitación magnética a temperatura ambiente durante 24 horas. 

Para purificar el quitosano y eliminar el LA sin reaccionar, se realizó una diálisis de la 

solución durante 72 horas, utilizando membranas con un corte de 3500 (en este proceso, las 

partículas más grandes que el tamaño del poro de las membranas,como el quitosano, quedarán 

retenidas dentro de la misma). El agua destilada que se utilizó para realizar la diálisis se cambió dos 

veces al día. Una vez realizada la diálisis, la solución dializada fue congelada a -80ºC y liofilizada, 

para extraer toda el agua de las muestras y tener el quitosano deshidratado, en forma esponjosa. 

 

4.1.3. Modificación química con ácido  4- azidobenzoico (AZ) (AZ-QT-LA) 

El producto liofilizado de LA-QT se disolvió en agua destilada a una concentración del 1 % 

p/v. Este proceso requirió agitación vigorosa en vortex alternado con calentamientos en baño de 

maría a 50 ºC durante 5 minutos cada ciclo, hasta que se observó la completa disolución. 
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A esta solución se adicionó TEMED (50mM) y se procedió a ajustar el pH a 5. Se agregó 

EDC (3,5 mg/ml) y ácido  4- azidobenzoico (AZ) marca TCI, a una concentración de 2 mg/ml. La 

reacción se llevó a cabo durante 72 horas bajo agitación magnética protegida de la luz. El sistema 

resultante se dializó, en ausencia de luz, tal como se explicó anteriormente. Posteriormente se 

liofilizó en las mismas condiciones. 

 

4.2. Construcción de los Hidrogeles de Quitosano-Hidroxiapatita (QT-HAP) 

Para la construcción de los hidrogeles se utilizó una solución de QT a una concentración 

final del  2 % p/v. A partir de esta solución, se tomaron alícuotas que fueron mezcladas con 

cantidades determinadas de hidroxiapatita (HAP, nanopartículas de hidroxiapatita, Sigma- Aldrich) 

(Ca5HO13P3). Estas mezclas fueron colocadas bajo luz UV (5000 μJ/cm2) por 3 min a fin de inducir el 

entrecruzamiento de las cadenas de QT modificado, para finalmente obtener un hidrogel en el cual 

se encuentra atrapada la HAP. En este proceso, los grupos azida (N3) van a liberar nitrógeno (N2), 

así los grupos nitreno del quitosano van a interactuar rápidamente causando así la gelificación. Para 

establecer las composiciones de los hidrogeles, se determinó, primeramente, la cantidad máxima de 

HAP que permitía la gelificación de la solución del quitosano. Para efectos de este estudio, se 

establecieron cuatro composiciones de HAP, un alta (con la cantidad máxima de HAP previamente 

determinada), dos intermedias y una baja, utilizando concentraciones de QT al 2 % P/V, resultando 

en proporciones QT: HAP de 90:10, 70:30, 50:50 y 30:70. Se utilizaron hidrogeles de QT solo (sin 

HAP) como controles. Para el uso de los hidrogeles en cultivos de las células madre, las mezclas de 

QT-HAP fueron esterilizadas en el autoclave por un tiempo de 10 min y se dejaron enfriar, para 

posteriormente colocarlas en placas de 24 pozos en alícuotas de 250 µl por pozo, y se indujo la 

gelificación bajo luz UV, en las condiciones mencionadas. Los hidrogeles resultantes se mantuvieron 

hidratados en una solución buffer fosfato salina (PBS) hasta el momento de sembrado de las células.  
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4.3. Aislamiento y cultivo de las células madre mesenquimales de médula ósea de rata (MSC) 

Fémures provenientes de ratas Wistar (machos de aproximadamente 9 semanas) fueron 

colocados en medio α-MEM [(bajo en glucosa con L-glutamina, 110 mg/L piruvato de sodio, 

ribonucleótidos, deoxiribonucleotidos y bicarbonato de sodio, GIBCO, con rojo fenol como indicador 

de pH), con 20 % de antibiótico y antimicótico Anti-Anti (antibiotic- antimycotic 100X, GIBCO)] 

durante 30 minutos a 4 ˚C. 

Transcurrido este tiempo, se trabajó en condiciones de asepsia bajo la campana de flujo 

laminar. Se eliminaron los restos de tejido conectivo con gasa; una vez limpios todos los fémur; para 

esterilizarlos se colocaron en etanol al 70 % durante 5 min, transcurrido este tiempo se pasaron por 

agua destilada estéril y se hicieron tres lavados con PBS estéril suplementado con 20 % de anti-anti, 

durante 10 min. Seguidamente se procedió a cortar la epífisis del hueso en la parte inferior del fémur 

y por el extremo cerrado del fémur (metáfesis) se perforo y penetro con una jeringa cargada con 

medio α-MEM  suplementado con 10 % de SFB (Suero fetal bovino). Luego la médula ósea fue 

desprendida, descargando el contenido de la jeringa a presión. Esto último se realizó sujetando el 

hueso sobre la boca de un tubo cónico de 50 ml en el que caerá la médula ósea evitando que caigan 

restos de hueso en el medio. Luego se homogeneizó el medio con la médula empleando una pipeta, 

para obtener un pool de células. La suspensión resultante se distribuyó en placas de cultivo de 75 

cm2 y se completó hasta 12 ml de medio con α-MEM suplementado con 10 % SFB. Las placas 

fueron almacenadas en una incubadora a 37 °C y 5 % de CO2, 95 % de humedad relativa. 

Transcurridos 4 días del sembrado de las células, se descartó todo el medio y se lavaron las placas 

con PBS estéril para eliminar los restos de la médula y las células no adherentes, las cuales son la 

población de células no mesenquimales. A cada placa se le agregó 12 ml de α-MEM suplementado y 

el medio fue cambiado cada dos días, hasta que se observó una confluencia de aproximadamente 

80 %. 
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4.4. Cultivo de células madre mesenquimales de médula ósea de rata  

Una vez que las células madre mesenquimales alcanzaron un 80 % de confluencia en las 

placas T-75, estas fueron desprendidas enzimáticamente del fondo de la placa, utilizando una 

tripsina comercial estéril (Trypsin 1X Gama Irradiated, 0.25 % Trypsin [1:250+] en HBSS con 0.1% 

EDTA-2Na con Ca y Mg, SAFC BiosciencesTM). Para esto, se descartó el medio de cultivo y se 

lavaron las placas con PBS estéril, debido a que el SFB inactiva a la tripsina. 

Luego se agregó a cada placa 2 ml de tripsina y se dejó actuar durante 2 minutos en la 

incubadora a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo, se agregó 4 ml de medio α-MEM suplementado 

a cada placa, para inactivar la tripsina y lavar la superficie para terminar de desprender las células. 

Se recolectó todo el volumen de cada placa y se colocó en un tubo cónico de 15 ml. 

Una vez concluido este procedimiento, se centrifugaron las células, durante 10 minutos a 

500 g a una temperatura de 4 °C. Se descartó el sobrenadante y el taco celular se resuspendió en α-

MEM, para luego ser sembradas nuevamente en otras placas de igual volumen. 

Cada vez que se realizó este procedimiento se definió un pase de proliferación. Para el 

desarrollo de todos los ensayos de  diferenciación, se utilizaron células madre mesenquimales de 

médula ósea de pase 3, esto con el objetivo de tener un número suficiente de células y garantizar 

una población más homogénea. Una vez que las células madre mesenquimales del pase 3 se 

desprendieron de las placas y fueron resuspendidas en medio α-MEM suplementado, se comprobó 

la viabilidad celular, por la prueba del azul tripano, (método de tinción histológica que diferencia las 

células viables de las células muertas, basado en la diferencia de permeabilidad del colorante a 

través de la membrana celular). 

Para realizar el contaje de células se utilizó la cámara de Neubauer, el número de células en 

suspensión se determinará mediante la siguiente fórmula: 

Número de células = [promedios de células contadas por cuadrante central] x [104] x [factor de 

dilución] x [ml de cultivo], previa dilución 1:1 de células con azul de tripano. 
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A partir del conteo se realizaron las diluciones necesarias para obtener aproximadamente 

5x104 células sembradas en cada hidrogel. 

 

4.5. Sembrado de las MSC en los hidrogeles de quitosano e hidroxiapatita 

Para los cultivos celulares sobre los andamios (hidrogeles), se utilizaron placas de 24 pozos, 

donde se tenía una placa por cada tiempo definido en días. Cada placa tuvo un hidrogel por pozo, y 

se colocaron hidrogeles con cada una de las composiciones establecidas para el sembrado celular, 

además de dejar pozos control (Pc) en donde contenían solo células. Se realizaron otros hidrogeles 

que sirvieron como blanco para cada una de las concentraciones establecidas (sin sembrado de 

células), además se colocó un pozo control (Pc) el cual no contenía células ni hidrogel. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema de placa de 24 pozos para los ensayos, de los diferentes días de cultivo tanto en las muestras con 

células como las sin células. 

 

Una vez contadas, las células fueron resuspendidas en medio α-MEM, y se sembraron las 

células sobre los hidrogeles a una densidad de 5x104 células por cm2. Se permitió la adhesión 

celular por 24 h, y una vez transcurrido este tiempo se cambió el medio, esta vez utilizando medio 

osteogénico, el cual consiste en medio α-MEM suplementado con 10 % SFB, 10-8M dexametasona, 

0,05 mM Ácido ascórbico y 10 mM β-GP. La dexametasona es directamente responsable de iniciar el 

proceso de diferenciación de las células madre hacia osteoblastos, mientras que el ácido ascórbico 
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induce la secreción de colágeno tipo I, y el β-GP interviene en la formación de las sales de calcio 

que se depositarán entre las bandas del colágeno secretado. Se llevaron a cabo cultivos en medio α-

MEM suplementado con 10 % de SFB como control negativo de diferenciación osteogénica.  

Los cultivos de diferenciación y controles se realizaron durante los tiempos 4, 10, 16 y 21 

días de crecimiento de las células en los hidrogeles. Se realizó el cambio de medio de las placas 

cada dos días hasta la fecha de culminación de cada tiempo de crecimiento de las células.  

Para la evaluación de la diferenciación osteogénica de las células se midieron los 

marcadores: proliferación celular, actividad de la fosfatasa alcalina (ALP, por sus siglas en inglés) y 

la cantidad de calcio que es depositada, y se estudió la morfología celular, en cada uno de los 

tiempos estipulados. 

 

4.6. Determinación del número de células adheridas a los hidrogeles. Cuantificación del ADN  

Una vez finalizado el tiempo de cultivo, se descartó el medio y se reemplazó con agua 

bidestilada estéril. Se sometieron los hidrogeles con las células a 3 ciclos de congelado-

descongelado, y desintegraron usando un homogeneizador electrónico a 10000 rpm por 3 min y dos 

ciclos de congelado-descongelado, esto con la finalidad de lisar las células y liberar su contenido, 

además se realizó el mismo procedimiento a las placas que no contenían células sembradas, para 

tener homogeneidad en las condiciones de todos los grupos, y conocer si hay interferencia del 

hidrogel con cada uno de los ensayos realizados. 

El ensayo de cuantificación de ADN se realizó utilizando el fluoróforo Pico Green® 

(Invitrogen), el cual interactúa selectivamente con el ADN de doble cadena. Adicionalmente se 

elaboró una curva patrón de ADN utilizando soluciones de concentraciones conocidas de ADN λ 

(apéndices 10.5.1 y 10.5.2). Se tomaron 40 μl  de muestras (lisados) o de solución patrón y se 

distribuyeron en  placas negras de 96 pozos. A cada pozo se le agregó 107 μl de tampón de 

reacción (20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7,5) y 150 μl del colorante Pico Green® diluido en 

tampón. Luego de 3 min, la fluorescencia fue medida a 490 nm de excitación y 520 nm de emisión 

en un  lector de placas TECAN, Infinitie200. 
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 El número de células se calculó utilizando la cantidad total de ADN determinado en la 

muestra, dividido por la cantidad de ADN contenido en una célula, la cual fue previamente 

determinada en el laboratorio como 3 pg de ADN por célula, como se muestra en el apéndice 10.6.1; 

utilizando la curva de calibración que se realizó. Los datos fueron graficados haciendo sustracciones 

de los grupos que contenían células menos los grupos que no contenían células. 

 

4.7. Determinación de la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP) 

Este parámetro se midió mediante el uso de un ensayo espectrofotométrico, el kit empleado 

fue: “Alkaline Phosphatx Yellow (pNPP) isquel substrate system for ELISA”, (Sigma, P7998-100Ml) 

utilizando p-nitrofenol para realizar la curva patrón. Alícuotas de 40 μl de muestras y de soluciones 

patrón se agregaron en una placa trasparente de 96 pozos, junto con   100 μl de la solución sustrato 

(5 mM para-nitrofenilfosfato, en 5 mM MgCl2, 0,5 M de 2-amino-2-metil-1-propanol) El para-

nitrofenolfosfato reacciona directamente con la ALP, formando ácido fosfórico y para-nitrofenol, el 

cual puede ser detectado por absorbancia. Después de transcurridos 30 minutos, la reacción se 

detuvo mediante  la adición de 100 μl de 0,1 M NaOH. Se leyó la absorbancia a 405 nm en un lector 

de placas TECAN. Se elaboró una curva patrón utilizando soluciones patrón de concentraciones 

conocidas de para-nitrofenol (apéndice 10.5.3). La actividad de ALP se calculó con la fórmula que se 

muestra en el apéndice 10.6.2. Los datos de ALP fueron graficados haciendo sustracciones de los 

grupos que contenían células menos los grupos que no contenían células. 

 

4.8. Determinación de la deposición de calcio en los hidrogeles 

La cantidad de calcio depositada en cada hidrogel se determinó utilizando el método de o-

cresolftaleína, empleando un kit Calcium Reagent Set de Pointe Scientific, inc.  

Los lisados celulares se mezclaron con un volumen igual de ácido acético 1 N para crear 

sales de calcio que sean solubles en agua. Se preparó una solución de trabajo que tuvo volúmenes 

iguales del reactivo calcium-binding (0,024% de o-cresolftaleína complexona y 0,25% 8-

hidroxiquinolina) y de tampón cuya composición es 500 mM 2-amino-2-metil-1, 3 propanodiol y otros 
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estabilizadores no reactivos; esta solución se agregó a las muestras y a las soluciones patrones. La 

o-cresolftaleína complexona forma un complejo de color magenta con el calcio soluble, y este puede 

ser detectado mediante absorbancia, permitiendo la cuantificación del calcio en solución. 

Para realizar la curva patrón se tomaron soluciones de concentraciones conocidas de CaCl2 

(apéndice 10.5.4). Alícuotas de 20 μl de muestra o solución patrón se dispondrán  en una placa 

transparente de 96 pozos  junto con 80 μl de la solución de trabajo preparada previamente, y se 

midió a una  absorbancia de 575 nm, en un lector de placas TECAN.  

La cantidad de calcio depositada se determinó calculando la concentración de calcio en 

solución por medio de la curva patrón y se multiplicó por el volumen de muestra, (apéndice 10.6.3). 

Los datos de la cantidad de sales de calcio depositadas fueron graficados haciendo sustracciones de 

los grupos que contenían células menos los grupos que no contenían células. 

 

4.9. Evaluación de la morfología celular 

Este parámetro se hace importante para evaluar las interacciones célula-material y la 

diferenciación osteogénica, pues las células madre durante este proceso cambiarán de una 

apariencia fibroblastoide a una cuboidal típica de los osteoblastos. Culminados los tiempos de cultivo 

estipulados, las muestras de diferentes composiciones fueron lavadas con PBS y fijadas en 3,7 % 

formalina por 10 min posteriormente se realizó dos lavados con PBS. Luego fueron lavadas con 0,1 

% Triton-X 100 en PBS, y sucesivos lavados con PBS. Las células fueron marcadas por 20 min, con 

2 unidades de faloidina BODIPY FL (Invitrogen), disuelto en albumina sérica bovina (BSA 1 % en 

PBS), este es una sonda fluorescente de alta afinidad por los filamentos de F-actina del 

citoesqueleto. Luego de los lavados con PBS, las muestras fueron visualizadas en un microscopio 

confocal marca Nikon TE2000 y se tomaron micrografías representativas de los diferentes cultivos. 

La excitación y emisión de la fluorescencia fue 558 y 569 nm, respectivamente. 
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4.10. Análisis estadístico 

Para todos los experimentos, se realizaron tres  muestras de cada concentración establecida 

en los  cuatro tiempos diferentes: 4, 10, 16 y 21 días. Los valores se expresaron como el promedio 

de las muestras ± desviación estándar (DE). Los datos se analizaron por ANOVA y múltiples 

comparaciones de pares, que se realizaron por el método de Tukey-HSD el cual tiene un nivel de 

confianza del 95 %. 

 



 

34 

 

5. RESULTADOS 

En el presente estudio se analizó el potencial osteogénico in vitro de un sistema inyectable 

de quitosano fotosensible con hidroxiapatita, utilizando cultivos de células madre mesenquimales 

(MSC) provenientes de la médula ósea de ratas, para aplicaciones de ingeniería de tejido óseo. Para 

ello se realizaron modificaciones químicas al quitosano para hacerlo soluble a pH fisiológico y 

fotosensible. A partir del quitosano modificado se construyeron hidrogeles de 

quitosano/hidroxiapatita (QT: HAP) a diferentes composiciones, evaluando su capacidad de 

gelificación bajo luz UV, para luego estudiar la diferenciación osteogénica de MSC sembradas sobre 

hidrogeles con las composiciones escogidas. A continuación se presentan los resultados obtenidos 

en cada una de las etapas de este estudio, cumpliendo con los objetivos específicos planteados.  

 

5.1. Modificación química del QT 

Uno de los puntos de partida para el cumplimiento de los objetivos de este trabajo fue la 

elaboración de los hidrogeles de QT: HAP. Para ello primeramente se realizó una modificación 

química al QT, la cual consistió en una serie de pasos que comprendió dos etapas. La primera etapa 

comenzó con la disolución del QT a una concentración de 1,5 % p/v, en un medio ácido, la cual tenía 

un aspecto transparente y viscoso; posterior a ello, se realizó una modificación química al mismo, en 

donde se le adicionó LA al QT, a través de una reacción de carbodiimida, y la solución obtenida tuvo 

un aspecto transparente y menos viscoso; al liofilizar la solución, se obtuvo una especie de esponja 

de color blanco. La segunda etapa consistió en la adición de AZ, utilizando nuevamente una 

reacción de carbodiimida, la cual, al ser agregada, confirió a la solución que se tenía un color blanco, 
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ya que inicialmente era transparente. Posteriormente al liofilizar la solución se observó la formación 

de una esponja menos compacta a la obtenida luego de la modificación con LA. Una vez conseguido 

el liofilizado, se realizaron tres lavados con etanol absoluto, con la finalidad de descartar la AZ que 

no se incorporó a las cadenas de QT. 

A partir de esta sección se referirá como QT al quitosano modificado con LA y AZ. 

 

5.2. Construcción de los hidrogeles QT: HAP 

Una vez que se modificó el QT, se procedió a establecer sus concentraciones de trabajo. El 

polímero fue disuelto a dos concentraciones (1 % p/v y 2 % p/v) en dos disolventes diferentes (agua 

destilada y PBS). En la tabla 2 se muestran las características de las soluciones formadas con QT a 

cada una de las concentraciones y los disolventes utilizados para su disolución. 

Tabla 2. Características de las soluciones de quitosano a concentraciones de 1 %  p/v y 2 %  p/v en agua destilada y 

PBS. 

Disolvente QT al 1 % p/v QT al 2 % p/v 

Agua Destilada 

 Rápida disolución (aprox. 15 
min) 

 Color transparente 

 Viscosa 

 Disolución rápida (aprox. 15 
min) 

 Color transparente, 
amarillento 

 Altamente viscosa 

PBS 

 Disolución lenta (aprox. 1h) 

 Color transparente 

 Viscosa 

 Disolución lenta (aprox. 3h) 

 Color transparente 

 Altamente viscosa. 
 

Luego de disolver el QT se pasó a realizar los hidrogeles con ambas concentraciones del 

mismo (1 % p/v y 2 % p/v); se hicieron pruebas de gelificación con las soluciones que se tenían a 
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dos intensidades diferentes de luz UV (5000 µJ/cm2 y 9900 µJ/cm2), durante 3 minutos. Se observó 

que a una menor intensidad de luz UV, se obtuvieron hidrogeles más consistentes, por lo que se 

decidió utilizar la intensidad de 5000 µJ/cm2, así como también se observó que los hidrogeles de QT 

con una concentración de 2 % p/v, tenían una mayor consistencia. 

Una vez conocida la intensidad óptima de luz UV (5000 µJ/cm2) para la formación de los 

hidrogeles, se realizaron pruebas con diferentes tiempos de exposición a la luz UV, mostrando las 

características de cada hidrogel formado en la tabla 3. Una característica común de los hidrogeles 

de quitosano es que estos fueron de aspecto transparente. 

Tabla 3. Características de los hidrogeles de QT formados, tanto con agua destilada como con PBS, a diferentes 

tiempos de exposición de luz UV, con una intensidad 5000 µJ/cm2. 

Tiempo de exposición a luz 

UV (5000 µJ/cm2) 
Agua destilada (AD) PBS 

1 min Se observó gelificación. 
Se observó un hidrogel con 
poca gelificación. 

1,5 min 
Se observó gelificación del 
hidrogel, y fue más consistente 
que el anterior. 

Se observó un hidrogel con 
poca gelificación. 

2 min 
Se observó un hidrogel de una 
consistencia bastante fuerte 
(manipulable). 

Se observó un hidrogel de 
mayor consistencia que el 
anterior, pero menos 
manipulable que con AD. 

2,5 min 

La consistencia del hidrogel es 
bastante fuerte, se parece a la 
obtenida a los 2 min de 
exposición. 

Se observó que el hidrogel 
formado iba tomando una 
consistencia dura, todavía 
menor que en AD. 

3 min 

La consistencia del hidrogel es 
bastante fuerte, similar a la 
obtenida a los 2 min. Pero 
parece más resistente. 

Se observó que el hidrogel 
formado había gelificado bien y 
que era de una consistencia 
fuerte, sin llegar a parecerse a 
la consistencia obtenida con el 
hidrogel formado con AD. 
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Basados en estos ensayo, se decidió fabricar los hidrogeles en agua destilada, con un 

tiempo de exposición de 3 min. Posterior a estas pruebas, se procedió a formar hidrogeles de QT: 

HAP a diferentes composiciones. Se establecieron, basándose en literatura previa, cinco (5) 

relaciones de las mismas, las cuales fueron 90:10, 70:30, 50:50, 30:70, 10:90 (QT: HAP); con cada 

una de estas mezclas se formaron hidrogeles bajo las condiciones de luz UV previamente 

mencionadas. A estos hidrogeles se les hicieron observaciones diarias durante cuatro días continuos 

y posteriormente se revisaron luego de 24 días de incubación en PBS a 37oC; las características de 

dichos hidrogeles se muestran en la tabla 4 
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Tabla 4. Hidrogeles formados con las distintas composiciones de QT: HAP, disueltos en agua destilada, a 5000 µJ/cm2, 

durante 3 min de exposición, incubados en PBS a 37 °C. 

 

Día 
QT 

100:0 

Mezclas QT:HAP 

90:10 70:30 50:50 30:70 10: 90 

0 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 

Color blanco 
Consistencia 
fuerte 

Color blanco 
Consistencia 
fuerte 

1 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 

Color blanco 
Consistencia 
fuerte 

Color blanco, 
Consistencia 
fuerte 

2 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 

Color blanco 
Consistencia 
fuerte 

Color blanco 
Consistencia 
fuerte 

3 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 
Comienza a 
ver burbujas 

Color blanco 
Consistencia 
fuerte 

Color blanco 
Consistencia 
fuerte 
Comienza a 
ver burbujas 

4 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 
Comienza a 
ver burbujas 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 
Comienza a 
ver burbujas 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 
Pocas 
burbujas 

Color blanco 
Consistencia 
fuerte 
Comienza a 
ver burbujas 

Color blanco 
Consistencia 
fuerte 
Grandes 
burbujas 
Comienzo a 
despegarse 
de placa 

24 

Color 
transparente 
Consistencia 
regular. 
Grandes 
burbujas 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 
Pocas 
burbujas 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 
Pocas 
burbujas 

Color 
transparente 
Consistencia 
fuerte 
Pocas 
burbujas 

Color blanco 
Consistencia 
fuerte 
Pocas 
burbujas 

Color blanco 
Consistencia 
frágil  
Despegado 
de la placa 
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En la figura 6, se muestran hidrogeles con 2 y 24 días de incubación (en PBS a 37 °C), en 

donde se puede observar las características de cada uno de ellos en cuanto a su coloración, 

apreciándose poca variación de esta característica en el tiempo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Hidrogeles de QT: HAP (100:0, 90:10, 70:30, 50:50, 30:70, 10:90), en PBS a 37 °C (A) Hidrogeles con dos 

días de incubación, (B) hidrogeles a los veinticuatro días de incubación. 
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5.3. Cultivo de Células Madre Mesenquimales de Médula Ósea de Ratas 

El establecimiento de los cultivos de células madre mesenquimales (MSC) fue otro de los 

puntos de partida para el cumplimiento del presente trabajo. Las células fueron obtenidas como se 

explicó en la sección de materiales y métodos (sección 4.3.), en donde el aspirado medular se 

observó como un coagulo de sangre que fue fácil de disgregar, y al tener el pase 3, se obtuvo una 

población celular uniforme, repartida en placas de cultivo de 75 cm2, la cual fue suficiente para el 

desarrollo de los experimentos (aproximadamente 12 millones).  

Las MSC, en cada pase de proliferación, presentaron una morfología fibroblastoide 

característica (Heikey col, 2006), con un núcleo redondo bien diferenciado, y a algunas se les pudo 

observar los nucléolos; estas células mantuvieron la morfología fusiforme, fibroblastoide durante los 

tres pases de proliferación. Como se muestra en la figura 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Células madre mesenquimales de médula ósea de rata. Vista directa por uso del microscopio invertido. 
Aumento 100X. (A) Cultivo primario de células madre. (B) Segundo pase de proliferación de las MSC, 80 % de 
confluencia.  
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5.4. Proliferación Celular 

En el proceso de sembrado de las MSC, sobre los andamios, se colocaron estas sobre cada 

una de las diferentes composiciones de QT: HAP, dejando que las células se adhirieran a la 

superficie, esto durante media hora para luego agregar el medio de cultivo, teniendo este su color 

rojo característico; transcurrido 24 h, a unas placas se les retiro el medio y se les coloco el medio 

osteogénico, teniendo la misma coloración, y se realizaron cambios del mismo de forma interdiaria.  

La coloración del medio se mantuvo igual durante todos los días de experimentación en la 

mayoría de las composiciones (100:0, 90:10, 70:30 y Pc), y en las composiciones 50:50 y 30:70 a 

partir del día 14 de cultivo la coloración del medio se comenzó a tornar anaranjada; hay que destacar 

que los hidrogeles con mayor contenido de HAP se degradaron rápidamente, al igual que los 

hidrogeles de composición 100:0, ya que a partir del día 14 de cultivo estos se desprendieron de las 

placas y comenzaron a fraccionarse. 

 Esto se pudo apreciar más claramente en los hidrogeles sin células, ya que su degradación 

fue mayor. Al igual que los andamios que se encontraban en medio α-MEM en dónde, sin importar la 

composición de los mismos, a partir del día 12 comenzaron a desprenderse de las placas de cultivo 

y en el día 21 en las composiciones 50:50 y 30:70, el andamio se encontraba fraccionado. Durante el 

procesamiento de las muestras con el homogenizador, se observó que tanto los hidrogeles en medio 

α-MEM, como los que no tenían células, se disgregaban en partículas finas; mientras que los 

hidrogeles en medio osteogénico de QT BPM y MPM no se rompieron completamente (quedaron 

trozos relativamente grandes). Una diferencia observada en los hidrogeles de BPM y MPM en medio 

osteogénico es la aparición de poros, que se observaron durante el desarrollo de la microscopía 
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confocal. En el grupo realizado con MPM, estos se observaron en el día 10 en las composiciones 

con mayor contenido de HAP (50:50; 30:70) y a partir del día 16 en el resto de las condiciones. En 

los hidrogeles de BPM, los poros estuvieron presentes desde el primer día de observaciones, 

resultando estos hidrogeles menos manipulables que los obtenidos con MPM. 

El ensayo de proliferación celular se llevó a cabo con la finalidad de apreciar el crecimiento 

de las células en los hidrogeles, y obtener información que se pueda relacionar con el proceso de 

diferenciación osteogénica. Este ensayo permitió determinar el número de células presentes en un 

hidrogel en cada tiempo de evaluación. Una vez finalizados los períodos de cultivo establecidos, se 

realizó el proceso de lisis celular en un medio hipotónico, sometiendo las muestras a ciclos de 

congelado-.descongelado, y usando un homogeneizador eléctrico, con la finalidad no solo de lisar 

las células que se encontraban en la superficie, sino también aquellas que pudieron haber migrado 

al interior del hidrogel. 

Para ello se realizó un primer ensayo, en donde las células, una vez tripsinizadas y 

resuspendidas en medio, fueron contadas, y se determinó el volumen en el cual estaría contenido el 

número de células a sembrar (5x104 células). Alícuotas del volumen calculado fueron depositadas 

sobre las superficies de los hidrogeles. Se observó que en el día 4, en los hidrogeles de 100:0 y 

50:50, en medio osteogénico, aproximadamente la misma cantidad de células que se sembraron 

inicialmente, mientras que la desviación en PC no permite establecer con precisión la cantidad de 

células presente. En el resto de las condiciones, en medio osteogénico, no se logró detectar células 

y la desviación estándar de los valores es grande, mientras que en el día 10 no se apreciaron 

células.  
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Con el medio α-MEM, no se detectaron células en el día 4 para la mayoría de las 

composiciones. En los hidrogeles 30:70, aparece una señal de proliferación; sin embargo, la 

magnitud de la desviación estándar hace que esta sea inconclusa. Y en el día 10, se observan 

números significativos para las condiciones 100:0, 90:10, 70:30 y 50:50, con 70:30 presentando el 

más alto número de células (aprox 140.000 ± 25.000). Se aprecia nuevamente una desviación 

estándar elevada para el caso de 30:70. Para ambos días, se encontraron números despreciables 

en el pozo control. Los resultados encontrados en esta primera ronda son inconclusos, y es por esta 

razón que se decidió repetir el experimento.  

Para la segunda ronda se decidió modificar el procedimiento de sembrado. En este caso, 

las células se contaron previa resuspensión, y se disolvió el taco celular a una densidad de 5x104 

células por cada 100 uL de medio. También se decidió incorporar en esta oportunidad quitosano de 

peso molecular bajo (BPM), basándose en los resultados obtenidos de las tesis de maestría de la 

Ing. Denise Zujur (2013). En esta tesis se encontró que los hidrogeles con QT BPM presentaron 

características similares a los obtenidos con el QT MPM. Una diferencia significativa entre los 

hidrogeles con QT BPM y QT MPM, es con respecto a la gelificación, en donde los hidrogeles con 

QT BPM tuvieron mayor consistencia y menos rigidez que los de MPM. Las comparaciones entre 

diferentes pesos moleculares del quitosano en sistemas QT: HAP nunca antes han sido evaluadas. 

En la figura 8, se muestra los gráficos correspondientes a la proliferación celular que se 

obtuvo sobre cada una de las diferentes composiciones para esta segunda ronda experimental. El 

eje de las ordenadas (y) se encuentra en escala logarítmica en base 10, debido a las diferencias 

entre los grupos, para poder apreciar las tendencias sobre cada sustrato. La figura 8A representa la 

proliferación celular en los diferentes días de cultivo en medio osteogénico, teniendo como base para 
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la construcción de los andamios QT de peso molecular medio (MPM). En este gráfico no se 

observan diferencias significativas entre 100:0 y 90:10 en los días en que se realizaron las 

mediciones de proliferación; en los hidrogeles 70:30 y 30:70 se encontró una disminución del 

número de células desde el día 4 hasta el día 10, con un aumento significativo posteriormente en el 

día 16 (p<0,05). En la composición 50:50 se observó una tendencia a un aumento sostenido en 

cuanto al número de células en el tiempo, tendencia inversa a la encontrada en el pozo control (Pc). 

En esta gráfica, los más altos números de células se apreciaron el día 16 para las composiciones 

50:50 y 30:70, alcanzando valores de (83.000 ± 13.400) y (91.000± 16.000) células, 

respectivamente. 

En la figura 8.B, se representa la proliferación celular, en medio osteogénico, sobre 

hidrogeles con quitosano de peso molecular bajo (BPM); en donde en la mayoría de las condiciones 

hubo una disminución del número de células del día 4 al día 10 y posteriormente un aumento de las 

mismas en el día 16. Es solo en la composición de 50:50, al igual que con el QT MPM, en donde se 

observó una tendencia de aumento de la población celular; mientras que en el pozo control se 

observó que no había una variación significativa del número de células en los diferentes días de 

cultivo; sin embargo, los valores para este grupo fueron mayores que los encontrados sobre los 

hidrogeles, a excepción del número de células sobre la mezcla 100:0 en el día 16, el cual arrojó el 

máximo número de la gráfica (70.000 ± 32.000 células). En la figura 8.C, se observa el número de 

células en medio α-MEM, con la base del QT de MPM, en donde en la composiciones de 100:0, 

90:10 y 50:50 hubo una disminución de las mismas del día 4 al día 10 y un aumento en el día 16; en 

la composición 70:30 y pozo control hubo un aumento sostenido en el número de células, mientras 

que en la composición 30:70, hubo un aumento del día 4 al día 10 y para el día 16 no existió una 
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diferencia significativa en cuanto al número de células. Bajo estas condiciones de cultivo, el pozo 

control presentó el mayor número de células para cada uno de los días de medición.  

Observando las tres figuras la única composición que presentó el mismo comportamiento 

es la de 90:10, en donde siempre hubo una disminución del número de células del día 4 al día 10 y 

un posterior aumento de las mismas en el día 16. No se realizaron las mediciones correspondientes 

al día 21 de cultivo debido a que no se observaron células en la microscopía confocal. En general, 

no se observan diferencias marcadas en los niveles de proliferación para las diferentes condiciones 

(QT BPM y QT MPM en medio osteogénico, y QT MPM en medio α-MEM), y es  importante destacar 

que él número de células obtenido en cada una de las condiciones fue mucho menor a las 

sembradas en los hidrogeles inicialmente y que solamente hubo una proliferación de estas en los 

pozos control en medio α-MEM, en donde los valores obtenidos fueron aproximadamente el triple del 

inicial. 
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Figura 8. Gráfico de proliferación celular, segundo ensayo. Número de células en los hidrogeles a diferentes composiciones de QT: 
HAP a los 4, 10 y 16 días (A) Medio osteogénico (MPM). (B) Medio osteogénico (BPM). (C) Medio Alfa-MEM (MPM). Con n= 3 de 
cada una de las réplicas. (*) Representa una sola medición de número de células. (+) y (&) Representan los días en los cuales se 
encontró el mayor y menor número de células para una misma composición, respectivamente. (#) p<0,05. Realizado por medio de la 
sustracción de los grupos con célula menos los grupos s/cél. Utilizando las ecuaciones que se muestran en el apéndice 10.6.1. 
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5.5. Actividad de la Fosfatasa Alcalina (ALP) 

La actividad de la fosfatasa alcalina (ALP, por sus siglas en inglés) es utilizada como un 

marcador de diferenciación osteogénica temprana. En la figura 9 se muestra la actividad de ALP 

para las diferentes condiciones experimentales de cultivo de células madre sobre los hidrogeles. 

Esta medición se realizó a partir de las mismas muestras utilizadas para evaluar la proliferación 

celular. En esta sección solo se muestran los resultados obtenidos en el segundo ensayo. El eje de 

las ordenadas (y) se encuentra en escala logarítmica en base 10, debido a las diferencias entre los 

grupos, para poder apreciar las tendencias sobre cada sustrato. 

En la figura 9.A, se muestra los valores obtenidos de actividad de la fosfatasa alcalina (ALP), 

en medio osteogénico con base de los hidrogeles QT de MPM, en donde la mayor actividad de esta 

enzima se presentó en la mezcla 50:50,  siendo esta alrededor de (540 ± 240) nM/cel.h, en el día 4 

de cultivo, y no se observó actividad apreciable de dicha enzima para esta mezcla los restantes días 

de cultivo. Para las otras composiciones, en donde la ALP se encontró muy por debajo de este valor, 

para los hidrogeles correspondientes a 100:0, 90:10, 30:70 y el pozo control se tiene que el mayor 

valor de ALP fue en el día 4, la diferencia entre estos es que en el de 100:0, el valor de ALP se 

mantuvo invariable los días 4 y 10, mientras que en las otras mezclas disminuyó en los otros días de 

cultivo, en la mezcla 70:30, la actividad de esta enzima disminuyó el día 10 y repuntó al mismo valor 

del día 4 para el día 16 

En la figura 9. B, se observa una tendencia muy parecida que en la figura 9. A.; la diferencia 

entre ambas es que el valor máximo de esta enzima, a pesar de seguir siendo en 50:50, se encontró 

en (322± 127) nM/cel.h En la composición 90:10, la actividad ALP presentó su máximo valor (102 ± 
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89) nM/cel.h el día 10, con una disminución de dicha actividad en el tiempo. En el pozo control hubo 

una tendencia a la disminución de la actividad con el tiempo, presentando valores, en el día 4, 

generalmente menores a los obtenidos sobre los hidrogeles con mayores concentraciones de HAP 

(50:50 y 30:70). En la figura 10. C (α-MEM), solo se observó un valor significativo en la actividad 

ALP para el día 4, correspondiente a las composiciones 90:10 y 30:70, encontrándose en esta última 

el mayor valor para este grupo de hidrogeles la cual fue de (142± 64) nM/ce.h. Para el resto de los 

grupos de hidrogeles, se observó una actividad significativa a los 10 días para el caso de 100:0 y 

90:10, y a los 16 días en el caso de 70:30 y 50:50. En el pozo control se obtuvieron valores de 

actividad de ALP bajos en comparación con los máximos encontrados sobre los andamios; sin 

embargo, hubo una señal apreciable en el día 4. Como no se realizaron mediciones de ADN en el 

día 21, tampoco se realizaron para la actividad de la fosfatasa alcalina. 
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Figura 9: Actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) en el tiempo. (A) Medio osteogénico (MPM). (B) Medio osteogénico (BPM). (C) 
Medio Alfa-MEM (MPM). Con n= 3 de cada una de las réplicas. (+) y (&) Representan los días en los cuales se encontró la mayor y 
menor ALP  para una misma composición, respectivamente. (#) p<0,05. Realizado por medio de la sustracción de los grupos con 
célula menos los grupos s/cél. Utilizando las ecuaciones que se muestran en el apéndice 10.6.2. 
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La figura 10 muestra la concentración p-nitrofenol en cada uno de los días de cultivo para las 

diferentes condiciones de peso molecular del quitosano y medio de cultivo utilizado; este parámetro 

es importante ya que es el que se obtiene directamente de la reacción del ensayo y permite hacer la 

medición de absorbancia en cada uno de los pozos. Estas gráficas, son elementales debido a que se 

muestra la concentración p-nitrofenol de los andamios sin células los cuales fueron mantenidos en 

medio osteogénico y en las mismas condiciones, y permiten determinar las posibles interacciones 

entre los componentes de los hidrogeles y los reactivos del ensayo. La figura 10. A, corresponde a 

las concentraciones encontradas en el día 4 de cultivo; a pesar de que los valores obtenidos en el 

medio osteogénico sin células para cada uno de los hidrogeles fueron menores que los encontrados 

sobre los hidrogeles que tenían células sembradas, la señal encontrada para este grupo fue 

significativa; este patrón se mantuvo para los días 10 y 16. En el día 4 hubo una tendencia a 

encontrase mayores concentraciones en los cultivos en medio osteogénico, haciéndose significativa 

para 100:0 (BPM), 90:10 (BPM y MPM) y 50:50 (BPM y MPM). En general, los cultivos en alfa-MEM 

presentaron las menores concentraciones de p-nitrofenol.  

Para el día 10 (Figura 10B), se observan patrones similares resaltando el hecho de que la 

mayor concentración se encontró en quitosano BPM, medio osteogénico, para todas las 

composiciones de hidrogel ensayadas. En el día 16 (Figura 10C) se mantiene este comportamiento 

para 100:0, 50:50 y 30:70. Para el QT-BPM en medio osteogénico se observó una disminución en la 

concentración con respecto al día 10 para 100:0 y 90:10, las condiciones con menor cantidad de 

hidroxiapatita. Es importante señalar un aumento en la concentración de p-nitrofenol para los cultivos 

en alfa-MEM del día 10 al día 16 para 100:0, 90:10 y 70:30, mientras que para 50:50 y 30:70 se 
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mantuvieron estadísticamente iguales. Estas dos últimas habían mostrado un aumento en 

concentración del día 4 al día 10.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Concentración de p-Nitrofenol para cada una de las composiciones bajo las diferentes condiciones de cultivo (A) Día 4. (B) 

Día 10. (C) Día 16. Con n=3 de cada una de las réplicas. Estos valores se obtuvieron a partir de la primera ecuación del apéndice 

10.6.2, que es para obtener [p-nitrofenol] por medio de la curva de calibración realizada. 
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5.6. Deposición de Calcio 

La deposición de calcio es un marcador de diferenciación osteogénica madura. En la figura 

11, se muestra la deposición de calcio en las distintas composiciones de los hidrogeles y medios 

utilizados. El eje de las ordenadas (y) se encuentra en escala logarítmica en base 10 debido a las 

diferencias entre los grupos, para poder apreciar las tendencias para cada sustrato. Los valores 

representados son producto de la substracción del valor de los blancos (sin células) a la medición de 

cada uno de los sustratos con células.  

En los hidrogeles de QT-MPM en medio osteogénico (Figura 11. A) se observa una 

deposición de calcio en el pozo control en todos los días de cultivo, mientras que en los diferentes 

hidrogeles se observó la deposición de calcio en 100:0 solo en día 16, y en la mezcla 70:30 en 

donde se obtuvo el mayor valor el día 10, manteniéndose para el día 16. Los niveles de calcio 

encontrados para esta composición fueron mayores que los encontrados en 100:0 y Pc. En la figura 

11. B., en medio osteogénico con QT de BPM, se observa al igual que en la gráfica anterior una 

deposición de calcio en el pozo control en los tres días, sin diferencias significativas entre estas, 

mientras que los andamios correspondientes a las mezclas de 100:0, 90:10, 30:70 no se encontró 

deposición de calcio en ningún día de experimentación. En la composición 70:30, la cantidad de 

mineral depositado fue apreciable en los días de cultivo 10 y 16, en donde el valor obtenido es 

estadísticamente igual para ambos días (460 ± 73 µg; 469 ± 99 µg respectivamente). En los 

hidrogeles correspondientes a la mezcla 50:50, sin embargo,  solo se observó la deposición de 

calcio el día 4, con desaparición de la señal para los días subsecuentes.  
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En la figura 11. C, la cual corresponde al medio α-MEM con QT de MPM, en el hidrogel de 

100:0, no se observó deposición de calcio en ninguno de los días de cultivo, en las composiciones 

90:10, 50:50 y 30:70, solo se observa deposición de calcio el día 16, teniendo esta última el mayor 

valor de deposición de calcio el cual fue de (3737 ± 5)μg, En la mezcla 70:30 se observó deposición 

de calcio los días 10 y 16, sin diferencias significativas entre ambos días,  y en el pozo control al 

contrario de las figuras anteriores, la deposición de calcio, solo se observó los días 4 y 10, con 

valores de 28 ± 5μg y 42 ± 21μg, respectivamente. 
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Figura 11: Gráficas de deposición de calcio en el tiempo. (A) Medio osteogénico (MPM). (B) Medio osteogénico (BPM). 
(C) Medio Alfa-MEM (MPM). (#) p<0,05. Con n=3 de cada una de las réplicas. Realizado por medio de la sustracción de los 

grupos con célula menos los grupos s/cél. Utilizando las ecuaciones que se muestran en el apéndice 10.6.3. 
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En la figura 12, se comparan los valores teóricos de calcio que contiene cada una de las 

diferentes composiciones de los hidrogeles (como se muestra un ejemplo en el apéndice 10.6.4), 

con los obtenidos por medición utilizando el método colorimétrico antes expuesto (hidrogeles sin 

células). En el caso de los andamios de quitosano MPM incubados en medio osteogénico (Figura 12 

A), se pudo observar que para las concentraciones más bajas de hidroxiapatita (100:0, 90:10 y 

70:30), los valores obtenidos fueron similares al esperado (teórico), y no hubo diferencias 

significativas entre los diferentes días de medición. Sin embargo, en los hidrogeles con un mayor 

contenido de hidroxiapatita se encontraron valores menores al teórico, con una gran variabilidad en 

el tiempo y desviaciones estándar significativas.  

En la figura 12. B. correspondiente a medio osteogénico con QT de BPM, se observa un 

comportamiento más uniforme, con los niveles de calcio determinados, en todos los días de 

medición, similares al valor teórico estimado. Esto sucedió para todas las condiciones a excepción 

de la composición 50:50 en el día 10 en el cual se obtuvo un valor significativamente menor.  

 En esta gráfica se observa también mayor dispersión en los resultados obtenidos para la 

composición 30:70 (con el mayor contenido de HAP); aun así, los valores estuvieron dentro del 

rango esperado (parecido a los valores calculados teóricamente). En la figura 12. C, se muestran los 

valores obtenidos de la deposición de calcio en medio α-MEM con QT de MPM, donde los valores de 

deposición de calcio que se tienen en los hidrogeles teóricos son mayores a los registrados solo en 

día 4 para todas las composiciones, aumentando la deposición de este mineral a partir del décimo 

día de cultivo todas las composiciones. Es notable la alta variabilidad en los valores obtenidos y la 

gran dispersión de los datos experimentales. Bajo estas condiciones, los hidrogeles obtenidos el día 

10 son los que mejor se aproximan al valor  teórico calculado.  
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Figura 12: Gráficas de cantidad de calcio en el tiempo comparando con el valor teórico de calcio presente en cada una 
de las composiciones. (A) Medio osteogénico (MPM). (B) Medio osteogénico (BPM). (C) Medio Alfa-MEM (MPM). Con 
n=3 de cada una de las réplicas. Realizado por medio de la sustracción de los grupos con célula menos los grupos s/cél. Utilizando 

las ecuaciones que se muestran en el apéndice 10.6.3. Valor teórico obtenido como se muestra en apéndice 10.6.4. 
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5.7. Evaluación de la Morfología Celular 

Una vez sembradas las células sobre los hidrogeles, se puede evaluar las interacciones 

célula-hidrogel y corroborar el desarrollo del proceso de diferenciación celular a través de la 

evaluación morfológica de las MSC en los diferentes días de cultivo. Este ensayo se realizó a cada 

una las composiciones de los diferentes hidrogeles, utilizando dos clases de quitosano (bajo y medio 

peso molecular). En cada una las imágenes obtenidas, se observó una morfología cuboidal y ya al 

final de los días de experimentación se observan agregados celulares Cabe destacar que en todas 

las composiciones de los hidrogeles la inducción de la diferenciación de las células se dio 

rápidamente como se muestra en las figuras 13, 14, 15 y 16, correspondientes a los días 4, 10, 16 y 

21 días de cultivo, estas células fueron sembradas sobre los hidrogeles de cada una de las 

composiciones antes mencionadas, utilizando quitosano de peso molecular medo. En el día 4 

(Figura 13), se observa que no hay diferencias en la morfología entre las diferentes composiciones, 

las cuales presentaron numerosos filopodios; sin embargo, es apreciable un aumento en la densidad 

celular superficial (número de células por superficie) a mayores concentraciones de HAP en el 

sustrato (70:30 y 30:70).  

Para el día 10 (Figura 14), se apreció una disminución en la densidad superficial, pero fueron 

notables diferentes planos visuales cuando se desarrolló la microscopía, indicando que muchas de 

las células lograron penetrar la matriz. En este caso, se continuó apreciando una mayor densidad 

celular a más altas concentraciones de HAP, particularmente para 30:70  
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Figura 13. Evaluación morfológica, por medio de microscopía confocal, de la diferenciación osteogénica de las MSC 
sobre los hidrogeles QT: HAP, día 4, utilizando QT de peso molecular medio, a diferentes composiciones: (A). 100:0, (B). 
90:10 (C). 70:30 (D) 30:70. Las células marcadas con el fluoroforo BODIPY FL (Invitrogen) disuelto en BSA, el cual se 
une a los filamentos de actina, de las mismas. 
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Figura 14. Evaluación morfológica, por medio de microscopía confocal, de la diferenciación osteogénica de las MSC 
sobre los hidrogeles QT: HAP, día 10, utilizando QT de peso molecular medio, a diferentes composiciones (A). 100:0, 
(B). 90:10, (C). 70:30  (D) 50:50, (E) 30:70. Las células marcadas con el fluoroforo BODIPY FL (Invitrogen) disuelto en 
BSA, el cual se une a los filamentos de actina, de las mismas 
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En el día 16 (Figura 15), se hizo notable la disminución en la densidad celular superficial, al 

igual que en el tamaño de las células, en especial para las composiciones 90:10 y 30:70. En esta 

oportunidad, la morfología fue más cuboidal y se observan agregados celulares, con mayor 

preponderancia en 30:70. Se pudo apreciar que muchos de los agregados observados se 

encontraban inmersos en poros que aparecieron después de cierto tiempo de incubación. En el día 

21 (Figura 16), para el cual ya se apreciaba una degradación significativa de las matrices, se hizo 

difícil observar células en todas las condiciones. En la figura 16 se muestran ejemplos de las 

estructuras que se pudieron apreciar bajo el microscopio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Evaluación morfológica, por medio de microscopia confocal, de la diferenciación osteogénica de las MSC, 
sobre los hidrogeles QT: HAP, día 16, utilizando QT de peso molecular medio, a diferentes composiciones. (A).  90:10, 
(B). 70:30, (C). 50:50, (D) 30:70. No se observaron células en 100:0. Las células marcadas con el fluoroforo BODIPY FL 
(Invitrogen) disuelto en BSA, el cual se une a los filamentos de actina, de las mismas 
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Figura 16. Evaluación morfológica por medio de microscopia confocal, de la diferenciación osteogénica de las MSC, 
sobre los hidrogeles QT: HAP, día 21, utilizando QT de peso molecular medio, a diferentes composiciones.  (A). 70:30, 
(B). 50:50. Las células marcadas con el fluoroforo BODIPY FL (Invitrogen) disuelto en BSA, el cual se une a los 
filamentos de actina, de las mismas 

 

En las figuras 17-19 se observan las células sembradas sobre matrices hechas con QT 

BPM, bajo las mismas condiciones a la cuales se expusieron las mostradas anteriormente. En este 

caso se observaron diferencias marcadas con respecto a los resultados obtenidos en el QT MPM. A 

pesar de que la morfología celular fue similar en el día 4 (Figura 17), en este caso las células 

parecieron presentar una mayor cantidad de filopodios. Además de esto, fue aparente una 

disminución en su tamaño, que se hizo más pronunciada a mayores concentraciones de HAP (30:70, 

50:50, y 70:30), En los hidrogeles 30:70 se observó un gran número de células dentro de la matriz, lo 

que dificultó su clara visualización. 

Para el día 10 (Figura 18), se observó una disminución en la densidad celular superficial 

significativa, al tiempo de que una mayor cantidad de células parecieron estar en diferentes campos 

visuales, indicativo de penetración en la matriz. En este punto se comenzaron a observar 

conglomerados celulares, esta vez diferentes a los encontrados en la figura 15. Ahora las células 

presentaron una morfología más cuboidal en estos conglomerados, a diferencia de una más 
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redondeada observada en el caso de QT MPM. En este punto también se hizo evidente la formación 

de poros en la matriz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Evaluación morfológica por medio de microscopia confocal, de la diferenciación osteogénica de las MSC, 
sobre los hidrogeles QT: HAP, día 4, utilizando QT de peso molecular bajo, a diferentes composiciones. (A). 100:0, (B). 
90:10, (C). 70:30, (D) 50:50, (E) 30:70. Las células marcadas con el fluoroforo BODIPY FL (Invitrogen) disuelto en BSA, 
el cual se une a los filamentos de actina, de las mismas 
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Figura 18. Evaluación morfológica por medio de microscopia confocal, de la diferenciación osteogénica de las MSC, 
sobre los hidrogeles: HAP día 10, utilizando QT de peso molecular bajo, a diferentes composiciones. (A). 90:10, (B). 
70:30, (C) 50:50, (D) 30:70 QT: HAP. No se observaron células en 100:0. Las células marcadas con el fluoroforo 
BODIPY FL (Invitrogen) disuelto en BSA, el cual se une a los filamentos de actina, de las mismas 

 

La visualización de las células se dificultó para los hidrogeles 100:0 y 90:10 para el día 16 

(Figura 19 A y B); sin embargo se siguieron observando agregados celulares similares a los 

encontrados en el día 10, particularmente para las composiciones 30:70 y 50:50. La aparición de 

poros se hizo aún más pronunciada, mostrándose poros de mayor tamaño (no mostrados). Un punto 

importante a destacar sobre la dureza de estos hidrogeles, es que estos fueron menos resistentes 

que los hidrogeles obtenidos con el quitosano de medio peso molecular, por lo que su manipulación 
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fue mucho más difícil, ya que los hidrogeles formados se rompían al levantarlos de la placa de 

cultivo, dificultando la obtención de imágenes correspondientes al día 21 de cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Evaluación morfológica por medio de microscopia confocal, de la diferenciación osteogénica de las MSC, 
sobre los hidrogeles QT: HAP, día 16 utilizando QT de peso molecular bajo, a diferentes composiciones. (A). 100:0(B). 
90:10, (C). 70:30, (D) 50:50, (E) 30:70. Las células marcadas con el fluoroforo BODIPY FL (Invitrogen) disuelto en BSA, 
el cual se une a los filamentos de actina, de las mismas 
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6. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

La ingeniería de tejido óseo en los últimos años ha tenido un gran avance ya que se propone 

como alternativa para la regeneración de tejidos dañados por traumatismos o patologías. El 

paradigma de esta área se basa en tres componentes principales: un componente celular, los 

biomateriales que se pueden encontrar en forma de hidrogeles los cuales son idealmente 

tridimensionales y factores de crecimiento los cuales modulan las respuestas celulares. El conjunto 

de estos tres componentes es el producto final para la utilización en la regeneración o sustitución del 

tejido. El uso de células madre mesenquimales se ha propuesto en aplicaciones de ingeniería de 

tejido óseo debido a su fácil obtención, y su capacidad proliferativa y de diferenciación osteogénica. 

Sin embargo, en el caso de aplicaciones prácticas, estas deben ir acompañadas de un biomaterial 

que pueda soportar su adhesión, proliferación y diferenciación, al mismo tiempo en que presenta 

características importantes como biocompatibilidad, degradación y conductor de la formación del 

tejido, entre otras.  

El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de diferenciación osteogénica de las 

células madre mesenquimales de rata, provenientes de médula ósea, sobre los hidrogeles de 

quitosano/hidroxiapatita (QT: HAP) con la finalidad de proponer esta combinación de dichos 

biomateriales para la regeneración de tejido óseo, siendo esta una propuesta novedosa, poco 

invasiva y de poca toxicidad, en comparación con algunas de las terapias utilizadas actualmente en 

la ingeniería de tejido óseo. Teniendo en cuenta que la estimación de la diferenciación osteogénica 

se basa en diferentes marcadores, los cuales pueden definir las etapas involucradas en la 

diferenciación in vitro; estos también pueden ser medidos en procesos in vivo. En este trabajo se 

midieron marcadores claves como lo son la proliferación celular, actividad fosfatasa alcalina (ALP) y 

la deposición de sales de calcio, además de evaluar la morfología celular durante el proceso de 

diferenciación. Sin embargo, por ser este un campo multidisciplinario, este trabajo va más allá de la 

evaluación biológica de los cultivos de las MSC sobre los diferentes biomateriales, involucrando la 

preparación y cierta caracterización de los hidrogeles utilizados como soporte para el cultivo de las 

células en la inducción de la diferenciación osteogénica. A continuación se discuten los resultados 

obtenidos  
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6.1. Modificación química del QT. 

Uno de los objetivos principales de este trabajo consistió en la modificación química del QT 

que conlleve a una alternativa menos tóxica a las utilizadas tradicionalmente en la producción de 

hidrogeles entrecruzados con QT, debido a que los agentes entrecruzantes más frecuentemente 

empleados son: la apiclorhidrina y los dialdehídos como el glutaraldehido y el glicosal, que a pesar 

de tener una eficiencia reticulante elevada y bajo costo, son sustancias que no son adecuadas 

biológicamente dada la citotoxicidad de sus productos finales (Berghoff. 2011). En este trabajo no se 

utiliza agente entrecruzante químico, sino que se produce un foto-entrecruzamiento en presencia de 

luz UV; además de esto, se ha modificado para hacerlo soluble a pH fisiológico puesto que el QT es 

generalmente soluble en medio ácidos. En  la modificación química del QT se utilizó el EDC, que va 

a servir como un intermediario para dicha reacción de modificación, ya que este se adiciona tanto 

con el LA así como con la AZ. El EDC es una carbodiimida reticulante de uso común en la química 

de péptidos. Este es un compuesto orgánico caracterizado por el grupo funcional RN=C=NR en el 

que puede unir químicamente dos o más moléculas a través de un enlace covalente (Andreu, y col. 

1997). El EDC se utilizó como agente activador de los ácidos carboxílicos presentes tanto en el LA 

como en el AZ, permitiendo la formación de un enlace amida entre los compuestos, tal y como se 

ilustra en la figura 20 (Usha y col. 2012). 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Esquema de la reacción química de la carbodimiida (EDC). Tomado y modificado de: 

http://www.piercenet.com.  

http://www.piercenet.com/


 

67 

 

La participación del EDC con el LA o AZ, es para producir un producto intermediario (O-

acilisourea), el cual es un éster carboxílico con un grupo saliente activado. Este va a reaccionar con 

una amina del QT para producir así una amida, y de esta manera llevar a cabo la modificación 

química respectiva (Zujur, 2013). 

Cabe destacar que al ser el EDC un reticulador de longitud cero, es decir que ninguna 

parte de su estructura química se encuentra en el producto final de reacción entre las moléculas, 

siendo esta una característica de las carbodiiminas, y es la principal diferencia de otros agentes 

reticuladores. (Park y col. 2002, Hao y col, 2011). 

Se conoce que el LA, se introduce en las cadenas de quitosano en una proporción del 40 % 

del total suministrado, siendo esta proporción de intercalado suficiente para que el QT sea soluble en 

agua, y a pH fisiológico, y alrededor de 2 - 2,5 % de los grupos aminos de la molécula de QT son 

reemplazados con el LA (Ono y col. 1999, Ishihara y col. 2002 Obara y col. 2003). 

En cuanto al mecanismo de unión del LA y la AZ al QT se conoce que ocurre a través del 

acoplamiento entre el grupo carboxilo del ácido lactobiónico o acido azidobenzoico y el grupo amino 

disponible de la cadena del QT, por medio de la presencia del EDC, tal y como se muestra en la 

figura 21 (Zhan y col. 2011). Para que esta reacción se pueda llevar a cabo es necesario que se 

encuentre en medio ácido (pH 4,75 – 5,6), ya que este pH va a favorecer la desprotonación de los 

grupos aminos, liberando así hidrogeno y promoviendo la formación de la amida. Además, ambas 

modificaciones de QT tanto para LA como AZ se produce entre QT-NH2 y el producto intermediario 

formado con el EDC, pero se conoce que este producto tiende a formar N-acilurea, un producto que 

se ve favorecido a pH neutros o ligeramente alcalinos (Zujur. 2013) 
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Figura 21.Ruta de la síntesis del quitosano modificado con azida. Tomado y modificado de Zang y col. 2011. 

 

En la figura 22 se muestra el mecanismo propuesto por Rickett y colaboradores (2011), en 

donde indica que la exposición del QT modificado bajo luz UV produce la liberación de nitrógeno lo 

cual resulta en una conversión fotolítica, para formar grupos nitreno reactivos; posteriormente, estos 

grupos nitrenos generan una expansión de anillo y reaccionan con aminas vecinas en la cadena del 

quitosano para formar redes intermoleculares e intramoleculares produciendo, de esta manera, el 

entrecruzamiento del polímero y por lo tanto el hidrogel.  

 

 

Figura 22. Esquema de la conjugación de quitosano con azida utilizando la química de carbodiimida, con EDC como 

mediador. Tomado y modificado de: Rickett y col. 2011 

 

Durante las modificaciones realizadas del QT se utilizó TEMED, siendo su principal efecto 

formar un buffer con el HCl presente en la solución, así como la promoción de la reacción de 

modificación. Para la formación de los hidrogeles se utiliza foto-entrecruzamiento que se va a 
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producir entre las cadenas poliméricas del quitosano, siendo esta una alternativa menos tóxica que 

las más comúnmente utilizadas. 

 

6.2. Construcción de los hidrogeles QT: HAP 

Para utilizar andamios en ingeniería de tejidos, estos deben cumplir una serie de 

condiciones que permitan su adecuado desempeño en aplicaciones terapéuticas, tales como permitir 

la adhesión, proliferación y diferenciación celular, además de los aspectos relacionados 

directamente con las propiedades mecánicas del hidrogel. Este debe ser capaz de sobrellevar las 

demandas mecánicas involucradas en su proceso de manipulación, incluyendo la esterilización y 

preparación previa para la siembra de las células, además de mantener su integridad durante el 

proceso de cultivo in vitro (Pal. y col. 2009). 

El hidrogel utilizado en este trabajo tiene QT como componente principal, con la 

encapsulación de nanopartículas de HAP, en distintas proporciones (90:10, 70:30, 50:50, 30:70, 

10:90), dentro de este entramado molecular. Es importante recordar que para la construcción de los 

hidrogeles no se utilizó un agente entrecruzante tóxico, sino que el entrecruzamiento se llevó a cabo 

por medio de una reacción de fotopolimerización entre las cadenas del quitosano. La interacción que 

ocurre entre las mezclas de QT: HAP han sido estudiadas por dos autores anteriormente (Zhang y 

col. 2005 y Teng y col. 2007). En donde se encuentra que existe una fuerte interacción entre los dos 

componentes, ya que las mezclas formadas no presentaron separación de fases; y que al formar la 

matriz de QT las partículas de HAP quedan dispersas en la mezcla de forma uniforme. Sin embargo, 

en ambos estudios, la HAP sintética fue combinada con QT que se encontraba en condiciones 

nativas y no modificado como se propuso en este trabajo; por lo que sus interacciones no se 

encuentran claras. Para efectos de esta discusión se asume que la HAP solo queda atrapada dentro 

de las redes poliméricas del QT, sin interactuar con dichas cadenas, pero es factible que, debido a la 

exposición a la luz UV, se generen otros mecanismos de interacción entre ambos componentes. 

El QT se disolvió más fácilmente en agua destilada, que en PBS, debido a que este último 

es un buffer que contiene una cantidad de sales, liberando electrolitos en el medio que podrían 
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interactuar con las cadenas de quitosano y por lo tanto, disminuir la solubilidad del mismo, debido a 

que aumenta la fuerza iónica del medio, pudiendo llegar a la precipitación (Errington y col., 1993).  Y 

al agregar electrolitos el medio, se ve reducida la solubilidad del QT. Cuando la concentración de 

electrolitos en el medio es elevada, hay una sobre-saturación, por lo que va a precipitar el QT en la 

solución (Skaugrud, 1991). 

La decisión de utilizar geles en una concentración del 2 % p/v se debe a que, al formar el 

hidrogel a esta concentración, este presentó una mayor consistencia, considerándose así que esta 

sería  la concentración más idónea al momento de tener una mejor resistencia y estabilidad del 

hidrogel en medio acuoso. Es importante recalcar  que se han fabricado hidrogeles de QT a una 

concentración de 30 o 40 mg/ml; la concentración propuesta en el presente trabajo utiliza una menor 

cantidad del QT y pareció, inicialmente, tener durabilidad y resistencia aceptables.  

En cuanto a la intensidad de luz UV utilizada y elegida, la de menor intensidad probada 

(5000 µJ/cm2) fue mediante la cual se obtuvieron mejores resultados, en término de la apariencia 

macromolecular de los hidrogeles, además de que dicha intensidad de luz UV no causa daños a 

nivel metabólico celular, ya que a nivel médico-odontológico se utiliza una intensidad de luz de 5 - 10 

mW/cm2 (Ottenbrite y col. 2010), lo que representa una intensidad mucho mayor a la propuesta. El  

tiempo de gelificación utilizado no afecta al nivel metabólico, debido a la baja intensidad, además 

este proporciona la seguridad que todos los grupos nitreno reactivos del QT modificado han 

reaccionado; como se demostró en Zujur (2013) por medio del uso de resonancia magnética nuclear 

(RMN). Otros investigadores han utilizado sistemas fotoentrecruzables para encapsular diferentes 

tipos de células como mesenquimales y condrocitos, exponiéndolas a condiciones de luz UV 

similares a las empleadas en este estudio, y demostrando la viabilidad de las mismas en cultivos a 

largo plazo (más de 10 días); como lo realizaron en Fedorovich y colaboradores (2009), Mazzoccoli y 

colaboradores (2010) Park y colaboradores (2013) y Coates y colaboradores (2013). Por lo tanto, se 

puede asumir con un grado de confiabilidad que el sistema propuesto no supone altos niveles de 

toxicidad y efectos secundarios mínimos al tejido circundante a la zona en la que se aplicaría. 

Para el establecimiento de las distintas combinaciones de QT: HAP que se utilizaron, se 

hicieron pruebas de gelificación a formulaciones de algunas mezclas que se habían ensayado 
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anteriormente por otros investigadores en sistemas diferentes con estos componentes (Zhang y col. 

2005; Teng y col. 2007). Es importante destacar que en ninguno de estos trabajos se utilizó 

quitosano fotosensible, ni se realizaron ensayos con duración de 21 días, por lo tanto hubo que 

prestar atención a la integridad de los hidrogeles formados, en donde se destaca que todas las 

mezclas tienen una gran durabilidad en el tiempo, ya que todos los hidrogeles se examinaron 

transcurridos 24 días y su apariencia macroscópica no pareció ser afectada. Sin embargo, se 

escogieron 4 de estas, descartando la última de las combinaciones (10:90), ya que al día 4 se 

observó que el hidrogel se desprendía de la placa de cultivo, lo que potencialmente afectaría los 

resultados que se obtengan con algún cultivo celular. Además dicha composición representa una 

mayor incorporación de HAP, el material más costoso de esta combinación, y en este estudio se 

mantuvo la visión  de aprovechar principalmente un material de desecho en el mundo, como lo es el 

exoesqueleto del camarón, y que es también de producción nacional. Y que al tener una mayor 

cantidad de HAP el hidrogel formado no es muy resistente en el tiempo, perdiendo así su 

conformación, esto es posiblemente al impedimento de las cadenas del QT para unirse, causado por 

la HAP. 

 

6.3. Cultivo de células madre. 

El aislamiento de las células madre mesenquimales a partir de médula ósea de ratas ha 

sido ampliamente estudiado y caracterizado. Debido a que este tipo de células poseen 

características, que las hacen sencillas de separar de los otros tipos celulares que se allí se 

encuentran (células hematopoyéticas, así como células ya diferenciadas en linajes condrogénicos y 

osteogénicos), como lo son la adherencia a las placas de cultivo, así como presentar antígenos de 

superficie de células mesenquimales CD105 y CD173 (Caplan y col, 1998; Arévalo, 2007; Álvarez-

Barreto y col. 2011; Álves y col. 2011). 

Inicialmente se obtuvo un cultivo primario a partir del aspirado de médula ósea de rata, el 

cual tenía una población heterogénea de células; este tenía una gran cantidad de detrito celular y fue 

eliminando en su mayor parte al realizar un lavado con PBS estéril transcurridos unos días del 

establecimiento del cultivo y el restante con los cambios de medio interdiario realizados. Al tener una 
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monocapa que cubre entre 70 – 80 % de la placa, las células van a entrar en contacto entre ellas, 

agotándose los nutrientes y acumulándose sustancias de desecho, las cuales van a influir en el 

proceso de proliferación; siendo este el momento en que se realiza el pase de proliferación 

(subcultivo) para así asegurar las condiciones óptimas para el mantenimiento de los mismos. (Sharp, 

1980). Los subcultivos aumentan rápidamente la población celular, por lo que al ir realizando los 

subsiguientes pases de proliferación, la población celular se fue haciendo más homogénea. 

Previamente Álvarez-Barreto y col. 2011, utilizando el mismo protocolo de extracción de 

MSC, caracterizaron dichas células, por medio del uso de citometría de flujo, debido a que las 

células aisladas eran positivas para un número específico de marcadores de superficie y negativas 

para los marcadores hematopoyéticos 

En los cultivos celulares realizados se observó, después del quinto día de cultivo, la 

presencia de células de morfología fibroblastoide que se encontraban adheridas a la placa, y que 

lograron alcanzar entre 75 % y 80 % de confluencia, en pocos días. Cuando se obtuvo una población 

celular homogénea y la cantidad de células requeridas (aproximadamente 12 x 106, pase 3 de 

proliferación); las células fueron desprendidas enzimáticamente y cultivadas sobre las diferentes 

composiciones de los hidrogeles de QT: HAP elaborados previamente, siendo estas mezclas 100:0, 

90:10, 70:30,50:50 y 30:70 (QT: HAP respectivamente), para posteriormente evaluar el 

comportamiento de este biomaterial 

 

6.4. Proliferación celular 

La proliferación celular sobre los hidrogeles no solo proporciona una idea del crecimiento de 

las células sino también da información sobre el proceso de diferenciación; debido a que se ha 

demostrado en muchos estudios celulares que la proliferación disminuye  cuando se inicia la 

diferenciación; durante esta fase se observa una menor multiplicación, posiblemente porque las 

células expresan genes asociados al proceso de diferenciación, inhibiendo así los genes 

relacionados con la proliferación. In vitro, la diferenciación osteogénica de las MSC está 

caracterizada por una etapa inicial de proliferación, seguida de dos etapas, de diferenciación 
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temprana y maduración, en las cuales la tasa proliferación disminuye. (Brozka y col., 1995; Guilak y 

col., 2003). 

Debido a que en el primer ensayo de medición experimental (resultados no mostrados) se 

obtuvieron valores de proliferación celular que no arrojan una tendencia clara, esto asociado al 

hecho de que las desviaciones estándar eran muy altas, no se pudo establecer una análisis 

comparativo entre los grupos experimentales. Un posible factor causal de estas desviaciones 

estándar altas es el método de sembrado, en donde las células se resuspendieron previo al conteo, 

y en este método, el volumen a tomar para colocar el número de células estipulado sobre los 

andamios fue variable y generalmente muy pequeño, llegando a ser de 10 µl. Este resultó ser un 

volumen muy pequeño, casi despreciable con respecto al volumen total de suspensión (30 - 50 ml), y 

difícil de manipular para el sembrado de numerosas muestras, conllevando a errores de 

manipulación, como el pipeteo, al no ser esta un muestra representativa. Es por esto que para la 

segunda ronda, se decidió resuspender las células a una densidad conocida, a fin de tomar un 

volumen más representativo para sembrar sobre los andamios (100 µL) y mantener una mayor 

uniformidad. El resto de la discusión se enfocará en el análisis de los resultados obtenidos del 

segundo ensayo de experimentación. 

El proceso de interacción celular con el material es muy dinámico y va a depender de 

varios factores que van a implicar una respuesta celular; este proceso se puede dividir en diferentes 

eventos. El primer evento es el contacto de la célula con el medio de cultivo, seguido de la adsorción 

de las proteínas de superficie al material; posteriormente ocurre la fase de contacto de las células, 

produciéndose de forma rápida. La fase de adhesión celular se lleva a cabo en períodos más largos 

e involucra moléculas de adhesión y del citoesqueleto (como filamentos de actina), los cuales van a 

interactuar para producir una respuesta bien sea en proliferación o diferenciación celular (Fuentes. 

2008).  

La proliferación de las células cultivadas en los hidrogeles, arrojó resultados interesantes, ya 

que tanto las células que se expusieron al medio osteogénico como las que no, presentaron una 

baja eficiencia de sembrado (el número de células adheridas sobre las que se encontraban en 

suspensión). Esto puede deberse al hecho de que los biopolímeros son generalmente materiales 
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inertes, con pocos grupos que puedan interactuar con los receptores encargados de la adhesión, 

como lo son los de tipo integrina (Álvarez-Barreto y col. 2007). En el caso del quitosano, este 

presenta grupos amino que, por tener una carga positiva, pueden establecer este tipo de 

interacciones (Ino y col. 2013), pero, debido al proceso de entrecruzamiento, muchos de estos 

grupos fueron comprometidos en la reacción o quedaron inmersos en la matriz. Por lo tanto, es 

posible que hayan sido pocos, en comparación con la totalidad de los grupos amino, expuestos en la 

superficie, y por ende hubo menos puntos energéticamente favorables para la adhesión, a diferencia 

de la placa de cultivo, en el pozo control, la cual ha sido tratada con plasma para hacerla 

especialmente “atractiva” para la adhesión celular 

(http://www.corning.com/lifesciences/us_canada/en/technical_resources/surfaces/culture/stc_treated

_polystyrene.aspx [consultada 18/09/2013]). Este hecho se demuestra con un mayor número inicial 

de células en el pozo control en la mayoría de las condiciones de este estudio, encontrándose, en el 

día 4, valores que representan aproximadamente entre un 50 % y 75 % de las células sembradas, 

para medio osteogénico y α-MEM, respectivamente. 

En medio α-MEM, solo en el pozo control se observó el aumento en la proliferación celular 

sostenido durante los 16 días de cultivo evaluados, un comportamiento típico de las MSC en las 

cuales no se ha activado la cascada de diferenciación osteogénica. En los hidrogeles, la presencia 

de HAP, por ser esta un fosfato de calcio el cual es considerado como un material cerámico 

bioactivo, tiende a estimular la diferenciación hacia el linaje osteogénico, como lo han demostrado en 

varios estudios en donde la HAP produce la formación de hueso en procesos in Vivo (Blardoni y col. 

2003; Rivera y col. 2004). 

En las células que fueron cultivadas sobre los hidrogeles de QT de MPM en medio 

osteogénico, con o sin HAP, no se observa proliferación inicial del día 4 al día 10, incluso una 

disminución en el número de células para algunas condiciones. Esto podría deberse a dos factores; 

el primero tiene que ver con el acondicionamiento de las células a la nueva superficie de cultivo. 

Como ya se mencionó, el hidrogel posee características diferentes a las de las placas de cultivo, en 

el que existen, desde el punto de vista del biopolímero, menos sitios apropiados para la adhesión; 

además de esto se encuentra la presencia de la hidroxiapatita que confiere rugosidad a la superficie 

del material, cambiando la topografía sobre la cual las células deben adherirse y proliferar. Otro 

http://www.corning.com/lifesciences/us_canada/en/technical_resources/surfaces/culture/stc_treated_polystyrene.aspx
http://www.corning.com/lifesciences/us_canada/en/technical_resources/surfaces/culture/stc_treated_polystyrene.aspx
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posible efecto podría ser que existe un grado de citotoxicidad inicial, el cual es debido a ciertas 

propiedades intrínsecas de los materiales o del proceso de preparación de los hidrogeles. La 

citocompatibilidad del quitosano ha sido demostrada en diferentes sistemas, y en el Laboratorio de 

Ingeniería de Tejidos Humanos del IDEA ya ha sido previamente corroborada la citocompatibilidad 

del quitosano fotosensible. Pero es posible que la interacción del QT con la HAP modifique las 

propiedades citocompatibles del sistema.  

En otros sistemas de QT-HAP, la presencia de ciertas cantidades de HAP (a partir de un 

nivel de 50 %), hace que la taza de proliferación se vea retardada, como es demostrado por Kim y 

colaboradores en el 2004 y posteriormente por Teng y colaboradores en el 2007. De acuerdo con los 

autores, este retardo es debido a la rugosidad del material. Este efecto se ve especialmente 

evidenciado en las mezclas 50:50 y 30:70 en donde, la proliferación se hace significativa al día 16. 

La falta de un aumento significativo en el número de células en algunos grupos, tales como 

100:0, 90:10 y 70:30, podría también ser indicativo de un proceso de diferenciación avanzado en las 

etapas tempranas del cultivo. Es posible que el proceso de osteogénesis in vitro se haya activado 

poco después del sembrado sobre los hidrogeles, y por lo tanto las células no tuvieron oportunidad 

de proliferar suficientemente antes de entrar en la etapa de diferenciación temprana. Este efecto, 

pudo haber ocurrido de igual manera en las células cultivadas en QT BPM en medio osteogénico, en 

especial en el pozo control, en el que los efectos del biomaterial se ven descartados. 

El medio osteogénico contiene factores que inducen la diferenciación osteogénica; se 

conoce que estos van a generar cambios en la expresión genética de las células, este tratamiento se 

basó en un medio basal α-MEM el cual es bajo en glucosa suplementado con 10 % de SFB, y otros 

suplementos como la dexametasona, -glicerol fosfato (-GP) y ácido ascórbico, en donde cada uno 

tiene una función específica en el proceso de diferenciación como se mencionó anteriormente de 

ellos va a inducir la diferenciación de las MSC; ya que la dexametasona, va a estimular la 

proliferación celular, y a su vez permite la diferenciación hacia el linaje osteogénico (Fuentes, 2008). 

El -GP participa en  la formación de las sales de calcio, mediante el control de la mineralización, 

actuando como sustrato de la fosfatasa alcalina (Hamade y col., 2003; Kotobuki y col.2004), y el 

ácido ascórbico actúa en el incremento de la actividad de la fosfatasa alcalina y comienza la 
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producción de colágeno tipo I, e incrementa la síntesis de proteínas no colágenas de la matriz 

extracelular ósea (Tuan., 2003; Fuentes, 2008). Los resultados obtenidos en los pozos control 

también son indicativos de esta hipótesis, puesto que en el medio control negativo de diferenciación 

(α-MEM) se observó una proliferación sostenida típica de las MSC no diferenciadas, mientras que en 

medio osteogénico la proliferación disminuyó e incluso hubo una caída en el número de células, 

indicativo de la senescencia de osteoblastos en sus últimas etapas de diferenciación (Alvarez-

Barreto, 2011). 

El aumento de la población celular en los hidrogeles después del día 10, para las 

concentraciones de los hidrogeles100:0, 90:10 y 70:30 puede deberse a que la cantidad de células 

que se lograron adherirse a estos presentaron una adaptación lenta al microambiente, encontrando 

resultados similares a los presentados por Abarrategui (2008), en donde las células que fueron 

cultivadas sobre los hidrogeles de quitosano, presentaron un crecimiento más lento que las controles 

(pozos de cultivo sin hidrogel de QT: HAP).  

Sin embargo, se observó un aumento en proliferación celular en el día 16 de cultivo, no 

superando los valores obtenidos en el medio α-MEM, debido a que probablemente las células que 

se adhieren al sustrato los días previos a esta medición, tuvieron un proceso de proliferación por la 

adaptación al material en donde se encontraban, esto se observó en las mezclas 50:50 y 30:70 y en 

el hidrogel de QT de MPM, siendo este aumento más pronunciado que en las otras mezclas. 

Estos resultados tienen similitud con los obtenidos por Maeng y colaboradores en el 2009, 

en este trabajo se realizaron microesferas porosas con distintas concentraciones de quitosano 

utilizando la técnica de electro-spray, y donde obtuvieron que el número de células adherida 

aumentaba a medida de la concentración de QT desde 0,5% hasta 2%, con respecto al peso. 

Otra característica importante que pudo influir en los valores obtenidos de proliferación 

celular, es debida a las poros formados en los hidrogeles, o a la degradación de los mismos en 

donde muchas de las células llegaron a penetrar dentro de la matriz, y cuando se intentaron 

disgregar los geles de forma mecánica con el homogenizador, no se liberó todo el contenido celular. 

Muchos  hidrogeles no se desintegraron completamente, esto se hizo más prominente en todos los 

hidrogeles con células cultivadas en ellos. La degradación de algunos hidrogeles durante el tiempo 
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de cultivo que resultó en su fraccionamiento en partículas relativamente pequeñas también pudo 

haber tenido un efecto significativo en los valores obtenidos, en primer lugar, porque parte de los 

mismos pudieron haber sido descartados durante los cambios de medio, pero también porque la 

desintegración puedo haber dado paso a un nuevo ambiente de cultivo. En estos cultivos, las células 

deben, una vez más, adaptarse al nuevo microambiente generado, y disponer de menor superficie 

para su crecimiento. 

Del análisis de los resultados de proliferación se puede concluir que los efectos más 

significativos en los bajos números de células obtenidos, así como una baja proliferación en los días 

tempranos de cultivo (4 a 10 días) pueden ser: 

1. Un proceso de acondicionamiento de las células a la superficie, que retarda la 

proliferación. 

2. Una baja eficiencia de adhesión de las células al material, demostrada por los mayores 

números de células en los pozos control. 

3. La degradación del material que dificulta el crecimiento celular y las interacciones célula-

material 

4. La activación acelerada del proceso de diferenciación, haciendo que las células entren 

en un estado de diferenciación temprana, marcada por una disminución en la 

proliferación. 

 

 

6.5. Diferenciación osteogénica 

El proceso de diferenciación osteogénica involucra una serie de etapas, las cuales van a 

corresponder a estadios intermedios de diferenciación del linaje osteoblástico. En estas etapas, se 

van a observar cambios tanto a nivel celular como molecular. El compromiso de las MSC hacia un 

linaje especifico involucra la expresión de factores de transcripción, y el proceso de maduración 

consta de la expresión y activación de genes y proteínas que se encuentran asociadas a ese 
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fenotipo maduro, tales como la osteopontina, osteocalcina, sialo proteína ósea y el gen Runx2 

(Rosen y col. 2000). 

La actividad de la enzima fosfatasa alcalina es un marcador ampliamente utilizado para el 

estudio de la diferenciación osteogénica, ya que se ha demostrado que se encuentra involucrada  en 

el proceso de mineralización de la matriz ósea, generalmente a través de la hidroxilación de 

pirofosfatos para proveer fosfatos inorgánicos (Orimo. 2010). Por lo tanto la actividad de ALP ha sido 

utilizada en múltiples estudios como marcador intermedio de la diferenciación osteogénica (Ogura y 

col. 2004; Álvarez-Barreto. 2010). 

En los cultivos con medio osteogénico (figura 9.A y 9.B) hubo actividad de ALP desde el día 

4 en todos los hidrogeles, siendo generalmente el valor máximo de la misma este día, e indicando 

así un proceso de diferenciación temprana que probablemente comenzó poco después del día de 

siembra de las células sobre los hidrogeles, ya que en este periodo se presenta la regulación de esta 

enzima (Aubin, 2001). La disminución de dicha actividad a partir del día 10, podría indicar el 

comienzo en la etapa de maduración del fenotipo osteogénico. Estos resultados corroboran la 

hipótesis planteada en el análisis de los resultados de proliferación en donde se establece un 

período de poca proliferación que podría deberse posiblemente a una diferenciación temprana, la 

cual es confirmada por los altos valores de actividad de ALP en el día 4 de cultivo. 

Las células en medio α-MEM (figura 9. C) fueron el control negativo de diferenciación 

osteogénica, pero estas también presentaron una actividad de la ALP, a partir del día 10 del cultivo, 

aunque de una magnitud menor a las encontradas en medio osteogénico. A pesar de ser más bajos, 

estos valores indican que existe cierto grado de diferenciación. Esto puede deberse a la presencia 

de HAP en las matrices; He y colaboradores (2012) evaluaron el efecto de recubrimientos de HAP 

con colágeno sobre la diferenciación osteogénica de MSC utilizando medio de cultivo alfa-MEM (sin 

los suplementos osteoinductivos). En el mencionado estudio se determinó una diferenciación 

madura después de los seis días de cultivo en los recubrimientos de solo HAP, indicando que este 

componente mineral de la matriz extracelular ósea es capaz de disparar por si solo la cascada de 

osteodiferenciación. A pesar de esta hipótesis, esto no explica la actividad observada en los 

andamios de 100:0 solo y, aunque muy baja, en los Pc (solo con células en la placa de cultivo). 
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La actividad encontrada en estas condiciones puede deberse a que el medio α-MEM tiene 

rojo fenol, el cual se ha demostrado que produce un aumento en la actividad fosfatasa alcalina y en 

la producción de colágeno tipo I (Ernst y col. 1989; Lysdahl y col. 2013). Tanto Ernst y colaboradores  

(1989) y Lysdahl y colaboradores (2013) obtuvieron que la presencia de rojo fenol en el medio puede 

inducir la diferenciación tanto osteogénica como condrogénica de MSC; los primeros utilizaron medio 

α-MEM y probaron tanto con concentraciones menores, igual a las que trae el medio, y los segundos 

utilizaron medio DMEM, además de un medio sin colorante como control. En ambos casos, en los 

cultivos con los medios que contenían el colorante se encontraron aumentos significativos en la 

actividad enzimática, en comparación al medio sin el colorante, en donde esta fue casi imperceptible 

con el método empleado. Es importante resaltar también, que se pudo apreciar cierto grado de 

interferencia de los biomateriales en el método utilizado para la medición de la concentración de 

para-nitrofenol, punto de partida para el cálculo de la actividad de fosfatasa alcalina. Esto fue 

evidenciado en la figura 10, y podría contribuir con los valores encontrados en los cultivos con alfa-

MEM. También esto se puede atribuir a una posible “programación” de las células hacia el linaje 

osteogénico y que pudiera existir una diferenciación espontanea aunque en muy baja proporción 

como lo han demostrado otros autores, debido a la plasticidad de las mismas. 

El otro marcador bioquímico utilizado para evaluar la diferenciación osteogénica fue  la 

deposición de calcio. Como se explicó anteriormente, las sales de calcio, en forma de fosfatos 

insolubles, se depositan durante la etapa de maduración del fenotipo osteoblástico. La 

mineralización se lleva a cabo entre las bandas de colágeno tipo I previamente secretadas por las 

células durante la etapa de diferenciación temprana, tomando lugar además un descenso en la 

actividad de ALP (Bruder y Caplan. 2000; Álvarez-Barreto y col. 2011). 

Este proceso de mineralización  (figura 11) se evidenció en los Pc (con células), en algunas 

condiciones de hidrogeles tales como 100:0 y 70:30 en QT MPM en medio osteogénico y 70:30 en 

QT BPM medio osteogénico. La aparición de mineralización a partir del día 4 en los Pc (con células) 

y en el día 10 en los hidrogeles 70:30 corrobora la hipótesis planteada, basada en los resultados de 

proliferación y actividad de ALP, de que la etapa de diferenciación temprana haya comenzado poco 

después del sembrado, explicándose los bajos niveles de actividad ALP en los diferentes días de 

cultivo y la abrupta aparición de sales de calcio. Este resultado obtenido semeja  a lo demostrado 
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por García y colaboradores (2010), en donde la mineralización de la matriz extracelular se produce 

después del máximo de la actividad de la enzima fosfatasa alcalina. Sin embargo, este fenómeno no 

se observa para las condiciones de 90:10, 50:50 y 30:70; una posibilidad es que exista una 

composición óptima para la maduración del fenotipo osteogénico, en este caso 70:30. Los niveles de 

calcio en el Pc medio alfa-MEM confirman el nivel de diferenciación inducido por el rojo fenol. 

Los estudios realizados en sistemas poliméricos con HAP arrojan diferentes resultados en 

cuanto a las etapas de diferenciación. En algunos sistemas de QT: HAP se observa una 

diferenciación temprana (representada por un pico de actividad ALP) alrededor del día 14, muy 

similar a lo encontrado en otros sistemas poliméricos como ácido poli-lactico y ácido poli-glicolico 

entre otros. Debido a que la formación de la matriz extracelular comienza entre los días diez y veinte, 

para las MSC (Carretero y col. 2009).  

Otros trabajos como el de He y colaboradores (2012) encontraron la aparición de 

marcadores de maduración (osteopontina y osteocalcina) tan temprano como el día 4 cultivo; esto 

hace pensar que los resultados del presente estudio podrían encontrarse dentro de las etapas de 

diferenciación temprana y de maduración. Quizás la medición de proliferación, actividad ALP y calcio 

antes de los 4 días pueda aportar información relevante de este proceso. 

Como se expuso anteriormente la HAP tiene la capacidad por si sola de inducir la cascada 

de diferenciación osteogénica in vitro, hecho que se observa en la mineralización de los hidrogeles 

en medio alfa-MEM el día 16 (figura 11.C). Sin embargo, el hecho de encontrar sales de calcio en 

todas las condiciones de hidrogeles en medio alfa-MEM contradice la hipótesis de una composición 

óptima para la diferenciación. Existen varias explicaciones para este fenómeno; una de ellas está 

relacionada con un potencial efecto antagónico entre la HAP y los componentes osteoinductivos del 

medio osteogénico. Sería interesante estudiar las interacciones que existen entre estos 

componentes y evaluar si intervienen en diferentes tiempos de la osteogénesis in vitro. 

Otra explicación para las señales de calcio encontradas en medio α-MEM el día 16 para 

todos los hidrogeles, a diferencia de lo observado en medio osteogénico. podría estar relacionada 

con el método utilizado para la cuantificación del calcio depositado. Los hidrogeles originalmente 

poseen un alto contenido de calcio que sobrepasan el rango detectable del método de la O-
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cresolftaleina; por lo tanto hubo que hacer diluciones con altos factores de dilución (1:100 y 1:1000) 

para poder detectar las diferencias entre los hidrogeles sin células y con células. Este hecho aunado 

a la degradación observada en muchas de las condiciones podría arrojar errores sustanciales en el 

cálculo de la cantidad de calcio depositado. La figura 12 muestra la alta variabilidad en consistencia 

con los valores obtenidos para los hidrogeles de MPM, particularmente en los incubados en medio 

alfa-MEM, mientras que para QT BPM las mediciones fueron menos dispersas y más similares al 

valor esperado, esto es una demostración de la degradación de los hidrogeles, que fue más 

prominente en medio alfa-MEM, y en hidrogeles sin células.  

Por lo tanto, debido a que los resultados de deposición de calcio son producto de la 

substracción de los valores obtenidos para los hidrogeles con células menos los hidrogeles sin 

células, se puede decir que lo resultados de calcio en medio alfa-MEM no son confiables, y no se 

puede establecer una conclusión clara con esta condición. Sin embargo, comparativamente, los 

resultados obtenidos para los hidrogeles con QT de BPM, y a concentraciones menores de HAP, en 

medio osteogénico, son más confiables. Esto es corroborado también en la figura 10 en donde se 

observa una menor dispersión de los datos de concentración de para-nitrofenol para QT BPM. Sin 

embargo, la mejor manera de superar estos problemas con mediciones del calcio seria evaluar otros 

marcadores de diferenciación madura como la osteopontina, osteocalcina y sialo proteína ósea. 

Es evidente, a partir de los resultados de proliferación, actividad de ALP y deposición de 

calcio, que existe una diferenciación osteogénica temprana, pero es claro, de igual manera, que la 

degradación del material juega un papel preponderante. No obstante, el hecho de que los hidrogeles 

con células presentaran más dificultad para disgregarse mecánicamente puede ser un indicativo de 

la segregación de una matriz extracelular por parte de las células, probablemente rica en colágeno 

tipo I, que pudiese mejorar las propiedades mecánicas de los hidrogeles. 

 

6.6. Evaluación de la Morfología Celular 

Durante el proceso de osteodiferenciación, las células madre mesenquimales van perdiendo 

su morfología fibroblastoide para convertirse en osteoblastos de morfología  cuboidal, formando 
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agregados o nódulos y aumentando la expresión de la ALP y la posterior mineralización de la matriz 

extracelular (Pittenger y col., 1999; Meyer. 2011). Inicialmente en el día 4, las células ya presentaron 

una morfología diferente a la fibroblastica con tendencia a una morfología cuboidal, indicando un 

posible proceso de diferenciación temprana y corroborando la hipótesis basada en los resultados de 

proliferación, ALP y calcio de que el proceso de diferenciación temprana ocurre poco después del 

sembrado. Esto se puede comprobar con las imágenes mostradas en el apéndice 10.7, en donde se 

muestran MSC sin diferenciar y osteoblastos; estos últimos con una morfología similar a las células 

observadas en el día 4.  

En la etapa inicial del cultivo las células se ven extendidas sobre las superficies de los 

hidrogeles con un arreglo claro de los filamentos actina, generalmente en paralelo, hasta formar 

filopodios, una señal clara de fuertes interacciones célula-biomaterial. En el caso del QT BPM se 

observan mayor cantidad de filopodios lo que hace inferir interacciones célula-andamio aún mayores 

que las observadas en QT MPM. Estas fuertes interacciones restan validez a la hipótisis planteada 

en el análisis de los resultados de proliferación, de que este proceso se retardó debido a un proceso 

de acondicionamiento de las células a la superficie del material, puesto que estas interacciones son 

una muestra no solo de que las células ya están acondicionadas sino que posiblemente ya estén 

cumpliendo sus funciones de proliferación y, potencialmente, diferenciación. Al mismo tiempo la 

disminución en tamaño en QT BPMP en comparación con QT MPM podría indicar un estado de 

diferenciación aún más avanzado. Para el día 10 se observa penetración celular en la matriz de QT: 

HAP quizás como consecuencia de las interacciones iniciales célula-biomaterial. No obstante y en 

QT BPM ya se observan colonias celulares que podrían indicar puntos de nucleación de las sales de 

calcio. 

La menor densidad observada el día 16 en QT MPM podría ser indicativo de una mayor 

penetración de la matriz por parte de las células o bien muerte celular de osteoblastos en la 

superficie, que ya se encuentran en un estado avanzado de maduración. Este efecto se hace aún 

más pronunciado el día 21 en donde además la degradación de los hidrogeles se dificulta la 

visualización de las muestras. En el caso de QT BPMP se siguen observando los agregados 

celulares para las composiciones 70:30 y 50:50, en todos los tiempos de cultivo estudiados; mientras 

que a mayores concentraciones la degradación se hace una vez más evidente y se observan 
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agregados celulares con mucha dificultad. Estos resultados de microscopia confocal son un 

indicativo de que los hidrogeles de QT BPM podrían proveer un microambiente más apropiado para 

la adhesión y diferenciación celular y por ende para guiar la formación de nuevo tejido óseo. 

Los resultados encontrados en el presente trabajo tanto de proliferación como de 

diferenciación (actividad ALP y deposición de calcio) y microscopia confocal se compaginan para 

indicar un proceso acelerado de diferenciación osteogénica, en donde no se logró apreciar la etapa 

inicial de proliferación. A pesar de lo interesante de este fenómeno, que indica un claro potencial 

osteogénico  in vitro del sistema QT: HAP  propuesto, es indudable que la degradación de los 

hidrogeles tuvo un efecto significativo sobre el comportamiento celular, mermando dicho potencial en 

aplicaciones prolongadas. Cuando las células son inicialmente sembradas sobre una superficie, 

primero ocurre un proceso de adaptación de las mismas después del cual comienza la proliferación; 

si ocurre una degradación, en este caso evidente por un fraccionamiento de la matriz, las células 

deben adaptarse nuevamente a las nuevas condiciones que, en realidad, desde el punto de vista 

topográfico, ellas censarían como otro biomaterial. En este estudio como se observó una rápida 

degradación de las matrices, es posible que las células no hayan tenido oportunidad de proliferar 

antes de entrar en la diferenciación puesto que tuvieron que pasar de un sistema de hidrogel a un 

sistema de cultivo en suspensión.  

Esta degradación fue más evidente en presencia de medio de cultivo en comparación con la 

incubación en PBS en la que los hidrogeles fueron estables por 24 días, indicando que puede haber 

componentes (minerales u orgánicos) que afecten la integridad de las estructuras poliméricas. La 

degradación también estuvo posiblemente relacionada a un problema de eficiencia de 

entrecruzamiento de las cadenas del QT debido a la alta cantidad de HAP que podría ejercer un 

efecto estérico en el acercamiento de las cadenas, o también a que no se haya llevado a cabo 

satisfactoriamente el proceso de modificación con la AZ, logrando niveles menores de incorporación 

de los grupos nitrene en la cadena del QT a los encontrados previamente en la literatura (Ono y col, 

1999).  

La combinación de la mezcla de QT y HAP que parece tener mayor potencialidad como un 

andamio para la regeneración de tejido óseo fue la proporción 70:30 con QT BPM, ya que esta 
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combinación permitió una buena adhesión celular y un proceso de diferenciación marcado, 

evidenciado por los altos niveles de deposición de calcio a partir del día 10 y la formación de 

colonias celulares típicas del proceso de diferenciación osteogénica, al mismo tiempo que presentó 

una de las menores tasas de degradación. Sin embargo, es importante llevar a cabo un estudio más 

exhaustivo de la modificación del QT y la formación y caracterización de los hidrogeles desde el 

punto de vista físico y químico a fin de proponer un sistema más eficiente que permita elaborar 

conclusiones más contundentes. 
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7. CONCLUSIONES 

1. El sistema quitosano: hidroxiapatita planteado en el presente trabajo presentó un claro 

potencial osteogénico a corto plazo, evidenciado por una diferenciación osteogénica de las 

células madre mesenquimales poco después de su sembrado. Esto es corroborado por una 

retardada proliferación, acompañada de altos niveles de actividad de ALP en el día 4, y 

evidenciado por una morfología osteoblástica temprana.  

2. La escogencia del disolvente para la preparación de las soluciones de quitosano modificado 

con LA y AZ resultó ser de vital importancia en la elaboración de los hidrogeles. 

3. Se establecieron las mejores condiciones y proporciones de las mezclas 

quitosano/hidroxiapatita, en cuanto a su estabilidad, para la realización de los hidrogeles, 

resultando ser las composiciones 100:0, 90:10, 70:30, 50:50 y 30:70. 

4. La resistencia mecánica de los hidrogeles se encuentra relacionada con la proporción 

QT/HAP que se encuentre en ellos, siendo más resistente los hidrogeles 90:10 y 70:30. 

5. Los cultivos celulares de las células madre mesenquimales permitieron la obtención de una 

población homogénea y con gran capacidad de proliferación. 

6. Al medir la actividad fosfatasa alcalina, los resultados obtenidos muestran una diferenciación 

temprana de las células, con resultados más consistentes en las condiciones de quitosano 

de bajo peso molecular, en donde se encontró una menor dispersión en la concentración de 

para-nitrofenol. 

7. Los resultados obtenidos en la deposición de calcio muestran que los hidrogeles están 

interviniendo en el proceso de diferenciación de las células, con una aparición de matriz 

mineralizada en el día 10 para la composición 70:30 en quitosano de bajo peso molecular. 

8. Al evaluar la morfología celular se observan células ya diferenciadas con una morfología 

celular similar a la de los osteoblastos. También se observó penetración celular en la matriz, 

indicando la capacidad de formación de tejido óseo dentro de la misma. Por esto se puede 
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concluir que los hidrogeles, en especial 70:30 y 50:50, tienen un potencial osteoinductivo y 

osteoconductivo. 

9. Los resultados obtenidos en este trabajo de investigación, en general indican que la 

metodología usada para la elaboración de los hidrogeles quitosano/hidroxiapatita permitió la 

obtención de sistemas aptos para cultivos de corta duración (hasta 10 dias)  de las células 

madre mesenquimales y su diferenciación hacia el linaje osteogénico; sin embargo, debido a 

la degradación pronunciada después de los 10 días, estos sistemas podrían resultar 

inadecuados para aplicaciones a largo plazo.  
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8. RECOMENDACIONES 

1. Realizar estudios que permitan determinar el grado de sustitución de los grupos amino del 

quitosano, en ambas fases de la modificación química realizada, para ello se recomienda el 

uso de espectrometría de infrarrojo (FTRI). De igual manera se propone variar los niveles de 

modificación a fin de obtener hidrogeles menos propensos a la desintegración en medio de 

cultivo. 

2. Determinar la interacción que se produce entre el quitosano e hidroxiapatita a través de 

microscopía electrónica de barrido y otras técnicas físico-químicas. 

3. Determinar las características físicas de los hidrogeles quitosano/hidroxiapatita, tales como 

grado de hinchamiento, así como las propiedades mecánicas de los mismos. 

4. Realizar estudios comparativos del potencial de diferenciación osteogénica de células 

provenientes de médula ósea otros roedores y de humanos, con el objetivo de evaluar 

posibles modificaciones epigénicas. 

5. Realizar ensayos de viabilidad celular, por medio de distintos métodos como el uso de 3-

(4,5-dimetil tiazol–2-yl)-2,5-difeniltetrazolium deshidrogenasa (MTT). 

6. Utilizar una metodología diferente para el estudio de la etapa de maduración de las células 

diferenciadas basándose en técnicas de biología molecular. En este caso se podrían evaluar 

otros marcadores como la osteopontina y la osteocalcina. 

7. Realizar un estudio más profundo sobre las posibles propiedades de la hidroxiapatita, sobre 

la inducción de deposición de calcio. 

8. Llevar a cabo un estudio preliminar del potencial osteogénico de las matrices in vivo 

utilizando un defecto craneal de tamaño crítico en ratas. 
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10. APENDICES 

 

10.1. Medios y soluciones preparadas en el laboratorio para el cultivo celular 

 

10.1.1. Medio Nutritivo Alfa-MEM (α-MEM) (Cantidades necesarias para preparar 1000 ml) 

Sobre de MinimumEssential Medium Alpha Medium (GIBCO) 1 (Cantidad) 

Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) 3,7 g 

Antibiótico y Antimicótico Anti-Anti (antibiotic- antimycotic 100X) (GIBCO) 10 ml 

Suero fetal bovino (SFB) 100 ml 

Agua bidestiladadesionizada 1000  ml 

 

10.1.2. Solución Buffer de Fosfato (PBS). Cantidades necesarias para preparar 1000 ml)  

 

Cloruro de calcio (NaCl) 8 g 

Cloruro de potasio (KCl) 0,20 g 

Fosfato de sodio monobásico Heptahidratado(Na2HPO4 - 7H2O) 2,68 g 

Fosfato ácido de potasio (KH2PO4) 0,27 g 

Agua bidestiladadesionizada 1000  ml 
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10.1.3. Dexametosona (1 * 10-8) 

Se realizaron diluciones, a partir de un stock que se preparó  

Stock 1* 10-3, para 10 ml 

Dexametasona 3,9 mg 

Etanol 10 ml 

 

Stock 1* 10-5, para 10 ml 

Stock de dexametosano 1* 10-3 100 µl 

Etanol 9,9 ml 

 

Stock 1* 10-8, para 10 ml 

Stock de dexametasona 1*10-5 10 µl 

Etanol 9,99 ml 

 

10.1.4. Medio Osteogénico (Cantidades necesarias para 1000 ml) 

Medio Alfa-MEM (suplementado con SFB 10%) 1000 ml 

Dexametasona (1 * 10-8) 1 ml 

β-Glicerolfosfato 2,16 g 

Ácido Ascórbico 8,81 g 
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10.2. Soluciones utilizadas para preparar los andamios 

 

10.2.1. Ácido Clorhídrico (HCl) (2M), cantidades necesarias para preparar 40 ml 

Ácido clorhídrico 37 % v/v (HCl) 2,16 ml 

Agua destilada 37,8 ml 

 

10.2.2. Solución de quitosano (QT) 1,5 % p/v, cantidades necesarias para preparar 400 ml 

Quitosano en polvo (4,277x105 g/mol, grado de desacetilación 80%) 
6 g 

Ácido clorhídrico (HCl) (2M) 
40 ml 

Agua destilada 
360  ml 

 

10.3. Soluciones de laboratorio para llevar a cabo, los ensayos para determinar la 

diferenciación osteogénica 

 

10.3.1. Ácido Acético (1N), cantidades necesarias para preparar 200 ml 

Ácido acético (60,05 M) 3,33 ml 

Agua destilada 196,67 ml 
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10.4. Soluciones para el marcado celular 

 

10.4.1. Solución de Albumina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS, cantidad necesaria para 

preparar 10 ml 

 

Albumina sérica bovina (BSA) 
1 mg 

PBS 
10 ml 

 

 

10.4.2. Triton X-100 al 0,1%, cantidades necesarias para preparar 50 ml 

 

Triton X-100 
50 µl 

PBS 
45 ml 

  

10.4.3. Falotoxina Fluorescente (BODIPY FL), cantidad necesarias para 600 µl 

 

Stock falotoxina fluorescente (BODIPY FL) 15 µl 

Solución de BSA al 1 % 
600 µl 
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10.5.  Curvas patrón de los ensayos realizados 

 

10.5.1. Curvas patrón para la cuantificación de la cantidad de ADN en los andamios. Ensayo 

de proliferación. Primer ensayo 

 

 

 

 

 

 

 

10.5.2. Curvas patrón para la cuantificación de la cantidad de ADN en los andamios. Ensayo 

de proliferación. Segundo ensayo 
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10.5.3. Curvas patrón para la determinación de la actividad de la enzima ALP. Diferenciación 

osteogénica 

 

 

 

 

 

 

 

 

10.5.4. Curvas patrón para la determinación de la deposición de Calcio.  Diferenciación 

osteogénica. 
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10.6. Formulaciones para cálculos realizados para los distintos ensayos 

10.6.1. Ensayos de proliferación de ADN 

                      (
       

 
)                    

 

                  
                     

                                     (   )
 

 

10.6.2. Determinación de la Actividad Fosfatasa Alcalina 
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)                   

 

                 
[            ]

(                      )
 

 

10.6.3. Determinación de la deposición de calcio 

 

                   (
     

 
)                   
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10.6.4. Determinación de cantidad de calcio presente en los hidrogeles QT: HAP. 

Ejemplo para la composición 30:70 QT: HAP respectivamente 

 
          

                        
            

 

                                   

 

 

10.7. Imágenes de MSC sin diferenciar y de células osteoblásticas  

 

10.7.1. Células Madre Mesenquimales sin diferenciar 

  

 

 

 

 

 

Figura a. MSC sobre andamio de QT: HAP, día 1 de cultivo. Tomado de Qu y colaboradores (2010) 

Figura B. MSC sin diferenciar. Tomado de Álvarez-Barreto y colaboradores (2007) 
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10.7.2  Células Osteoblásticas maduros en cultivo 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A. Células osteoblásticas de humano. Tomado de Kim y colaboradores (2012) 

Figura B. Células osteoblásticas humanas. Tomado de Bello y colaboradores (2010) 

 


