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1. RESUMEN 
 

En los últimos años se han realizado estudios sobre bio-tintas que pueden ser 
utilizadas por la tecnología de impresión 3D para producir tejidos artificiales para ser 
implantados en seres humanos. Algunos tipos de tejidos, como el cartílago y el menisco 
tienen poco o ningún suministro de sangre y no pueden curarse si están dañados.  

El menisco es una pieza de tejido fibrocartilaginoso en forma de cuña que actúa como 
un "cojín" entre la espinilla y el fémur en la articulación de la rodilla. La deficiencia de 
menisco a menudo conducirá a osteoartritis (OA) avanzada debido a lesiones en las heridas 
si no se recibe un tratamiento oportuno. Un desgarro de menisco leve puede curarse mediante 
la inyección de biomateriales funcionales, suturas o reemplazo parcial de menisco, mientras 
que las lesiones graves a menudo requieren un trasplante de menisco. Sin embargo, las 
limitaciones radican en el suministro de donantes, la falta de coincidencia de formas y la 
compatibilidad de los tejidos. Un enfoque prometedor para solucionar este problema es crear 
una prótesis de hidrogel 3D para ayudar en la locomoción del paciente. Los hidrogeles se 
usan comúnmente debido a sus propiedades de ser aceptados por el cuerpo humano como 
una estructura que contiene agua, fácil transferencia de nutrientes y permeabilidad a 
sustancias biológicas.  Los nanocompuestos, como las nanopartículas de plata (NPs de Ag) 
son útiles por su espectro antibacteriano, mientras que el colágeno y el ácido hialurónico, 
aportan propiedades de resistencia mecánica, coagulación y no toxicidad para el ser humano. 

Por esta razón se llevó a cabo la síntesis de hidrogel adicionando Ag NPs, colágeno 
y ácido hialurónico. Para el proceso de síntesis del hidrogel se usaron las nanoestructuras de 
plata y los monómeros: ácido hialurónico, colágeno y quitosano. El hidrogel se sintetiza bajo 
rigurosa agitación mecánica dispersando la solución de Ag NPs en ácido acético, 
posteriormente se adiciona el ácido hialurónico, colágeno y quitosano además de PBS 
(Solución Salina Amortiguada por Fosfatos). Posteriormente se añade la bentonita. Por 
último, se agregan el crosslinker, el fotoiniciador, el monómero AMPS.  

 
Los hidrogeles se utilizaron para construir una pieza modelo de menisco con la 

impresora 3D, realizando el proceso de polimerización mediante radiación UV para 
proporcionar rigidez a la pieza. 
 

A través de microscopía electrónica de barrido de transmisión (STEM) se obtuvieron 
micrografías de las Ag NPs y se pudo obtener un histograma mediante software, en el cual 
se determinó que el valor promedio de tamaño se encuentra en el rango de 25 a 29 nm.  
 

 
Mediante la técnica de DLS se corroboró el tamaño de las nanopartículas, resultando 

un valor aproximado de 29 nm, valor que coincide con el obtenido mediante microscopía 
electrónica de barrido.  Se realizó también la caracterización de Potencial Z para medir la 
carga que presentan las nanopartículas, dando como resultado -55.3 mV. Por último, 
mediante espectroscopía UV-Vis se determinó la formación de plata metálica.   
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 Para establecer interacciones entre Colágeno, ácido hialurónico y quitosano, las 
muestras se caracterizaron por FTIR-ATR encontrando relación de ellas entre 797-3447 
	𝑐𝑚!". El Ácido hialurónico tiene interacción con el hidrogel, en especial con el quitosano 
en 1591	𝑐𝑚!"	. 

Se obtuvo un factor de hinchamiento (swelling) de 310% en los hidrogeles 
sintetizados con 1 𝜇𝑔/𝑚𝑙, se comprueba la síntesis de un hidrogel, es decir, que retiene al 
menos 10% de su peso en agua.  

En los hidrogeles sintetizados con 1 𝜇𝑔/𝑚𝑙 de Ag NPs, se obtuvo un 80% de 
inhibición para el caldo inoculado con la bacteria Staphylococcus aureus, y un 69.7% de 
inhibición para el caldo inoculado con la bacteria Escherichia coli (E. coli), teniendo así la 
capacidad de ser utilizados como biotinta para la impresión 3D de prótesis de menisco gracias 
a su actividad antimicrobiana debida a la adición de Ag NP’s.  
 

La viscosidad del material se obtuvo entre 7kPa*s que garantiza la viscosidad para 
ser extruido por impresión 3D. La adición de Colágeno y Ácido hialurónico tuvieron gran 
influencia en la mejora de las propiedades mecánicas 
 

Se caracterizaron las propiedades reológicas de viscosidad y los módulos G´ (módulo 
de elasticidad) y G´´ (módulo de viscosidad). La viscosidad obtenida se encuentra entre 10-
20 kPa, lo cual garantiza la viabilidad en impresión 3D.  
 

Se llevó a cabo la impresión de un menisco lateral con el hidrogel constituido de 
Colágeno/Ácido hialurónico/ y 1𝜇𝑔/𝑚𝑙 de Ag NPs, ya que presentó una viscosidad de 
7kPa*s, y fue la muestra que presentó mejor inhibición en las pruebas antimicrobianas.   
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2. INTRODUCCIÓN  
 

Millones de personas sufren de lesiones o daños en órganos y/o tejidos, siendo el 
trasplante la solución a dichos problemas en la actualidad, este es el caso del menisco. El 
menisco es un tejido fibrocartilaginoso biomecánico complejo y vital en la articulación de la 
rodilla. Es una estructura importante en el cuerpo humano, ya que tienen un papel 
participativo en la absorción de impactos y está diseñado para mejorar la función articular,  
tienen poco o ningún suministro de sangre y no pueden curarse si están dañados [1] [2].  Es 
por ello por lo que actualmente se implementa el uso de biomateriales con polímeros 
naturales para impresión 3D, los cuales sustituyen tejidos o articulaciones. 

 
La ciencia de los materiales está inmersa en todas las ramas del conocimiento, una de 

estas áreas es la biomedicina, que trata de desarrollar materiales que puedan interactuar con 
el cuerpo humano, conocidos como biomateriales. La característica más importante de los 
biomateriales es la interacción con los sistemas biológicos sin generar una respuesta inmune, 
denominada biocompatibilidad [3], [4]. Tomando en cuenta estas características, uno de los 
materiales más recurridos en la ingeniería de tejido son los hidrogeles al presentar 
propiedades de ser aceptados en el cuerpo humano como una estructura que contiene agua, 
ser inertes en procesos biológicos, permeabilidad a sustancias biológicas y biocompatibles 
[5]. Un hidrogel es una red tridimensional (3D) de polímeros hidrófilos que pueden hincharse 
en un medio acuoso o agua y retener una gran cantidad de esta mientras mantienen su 
estructura, debido a la reticulación química o física de cadenas de polímeros individuales [6].  

Actualmente la incorporación de nanopartículas metálicas en matrices poliméricas 
para hidrogel, está despertando un gran interés en muchos campos de la ciencia, lo que ha 
permitido el desarrollo de materiales con mejores propiedades físicas y mecánicas [5]. Las 
nanopartículas de plata presentan un amplio espectro bacteriano, actividad que los ha hecho 
extremadamente populares para uso en regeneración de tejidos, apósitos para heridas 
catéteres médicos, implantes cardiovasculares, lentes de contacto, instrumentos dentales, 
suministro de fármacos entre otros. El principal impacto de la prótesis de menisco mediante 
hidrogeles con adición de nanopartículas de plata es en la biomedicina [7].  
 

Un polímero que resulta novedoso en la síntesis de hidrogeles es el ácido hialurónico 
por ser un glucosaminoglicano natural. Se considera uno de los mejores biomateriales a base 
de polisacáridos utilizado para el tratamiento de heridas debido a su biocompatibilidad, 
biodegradabilidad y características fisicoquímicas atípicas [8]. El ácido hialurónico es uno 
de los principales componentes del fluido sinovial, el cual es un tejido que recubre el interior 
de las articulaciones móviles, con el fin de producir un líquido gelatinoso que disminuye el 
roce entre el cartílago y las otras estructuras del interior de la articulación.  Es por ello por lo 
que el ácido hialurónico es muy usado en la ingeniería de tejidos, vehiculización y liberación 
controlada de fármacos, reparación de heridas y cicatrización de la piel, además de tener un 
impacto positivo en la proliferación y migración celular [9]. 
 

   Por otro lado, los hidrogeles basados en polímeros de colágeno son redes 
tridimensionales con la capacidad de absorber agua y una alta biocompatibilidad para 
utilizarlos en la reparación de tejidos dañados por ser de origen natural. El colágeno se 
degrada fácilmente y es reabsorbido por el cuerpo permitiendo una buena adhesión celular 
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[9]. Los biomateriales a base de colágeno son de suma importancia para la ingeniería de 
tejidos y en medicina regenerativa debido a su excelente biocompatibilidad, baja 
inmunogenicidad además de favorecer a la curación de heridas cutáneas. Existen 29 tipos de 
colágeno, sin embargo el colágeno tipo 1 es el más empleado en ingeniería de tejido [10]. 
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3. MARCO TEÓRICO 
3.1. Biomateriales  
Los materiales diseñados y desarrollados para interactuar con los sistemas biológicos se 

denominan biomateriales. Son materiales bioactivos, fácilmente compactables al tejido 
humano y muestran un buen grado de biodegradabilidad. Aunque los biomateriales se utilizan 
principalmente para aplicaciones médicas comúnmente en medicamentos, ingeniería de 
tejidos, fabricación de partes del cuerpo humano y otras aplicaciones de fabricación también 
se utilizan con éxito en el tratamiento médico como la terapia del cáncer, reparación de 
ligamentos y tendones, aplicaciones ortopédicas, aplicaciones oftálmicas para el diseño de 
lentes de contacto, cicatrización de heridas, terapia de reproducción de generación de nervios, 
implantes mamarios y fabricación de diferentes dispositivos quirúrgicos. En la actualidad, es 
posible fabricar implantes para cualquier parte del cuerpo humano, ya existen diferentes 
materiales que pueden ser empleados dependiendo del tejido que se va a reemplazar. Por 
ejemplo, el desarrollo de nuevos biomateriales como los andamios para la ingeniería de tejido 
que ayudan a mantener la función durante la regeneración y como plantilla en las 
interacciones celulares necesarias para la reparación del tejido.  Hasta la fecha, se han 
diseñado y desarrollado una serie de biomateriales que se han sido aplicados con éxito en 
diferentes campos biomédicos como una alternativa potencial a los materiales tradicionales 
[10]–[12].   

Los tipos básicos de biomateriales utilizados en la ingeniería de tejidos pueden 
clasificarse ampliamente como polímeros sintéticos, que incluyen materiales relativamente 
hidrófobos como el ácido α-hidro, polianhídridos y otros; polímeros naturales, como 
azúcares complejos (hialuronato, quitosano); e inorgánicos (hidroxiapatita). También existen 
clasificaciones funcionales o estructurales, como son los hidrogeles, inyectables, 
modificados superficialmente, capaces de administrar fármacos, por aplicación específica,  
por mencionar algunos [13], [14]. 

En pocas palabras, un biomaterial es aquel que puede interactuar con el cuerpo 
humano sin generar una respuesta inmune denominada biocompatibilidad [15].  
 

La biocompatibilidad, una de las características más importantes de los biomateriales, 
se define como "la capacidad de un biomaterial para realizar su función deseada con respecto 
a una terapia médica, sin provocar efectos locales o sistémicos indeseables en el receptor o 
beneficiario de esa terapia, pero mientras tanto, genera el rendimiento clínicamente relevante 
más optimizado de esa terapia” o “la capacidad de un material para funcionar con una 
respuesta adecuada del huésped en una situación específica” [15], [16].  

 Los biomateriales deben cumplir con los criterios básicos de biocompatibilidad 
establecidos por la Organización Internacional de Normalización (ISO 10993). Deben ser no 
tóxicos, no trombogénicos, no cancerígenos, no antigénicos y no mutagénicos para exhibir 
una respuesta biológica apropiada [16].  
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3.2. Menisco  

3.2.1 Anatomía del Menisco  
 

El menisco es un tejido fibrocartilaginoso biomecánico complejo y vital en la 
articulación de la rodilla. Los meniscos son estructuras importantes, ya que tienen un papel 
participativo en la absorción de impactos, la lubricación articular y la congruencia articular 
[17], [18].  
 
  Como resultado de la gran cantidad de fuerza soportada por el menisco, con 
frecuencia está sujeto a desgarros y se desgasta con el tiempo. Los desgarros de menisco se 
han informado ampliamente como una de las lesiones de rodilla más recurrentes [19], [20].  

Los meniscos (Figura 1) son dos estructuras fibrocartilaginosas, el menisco medial 
tiene un aspecto similar a una C en comparación con el menisco lateral que presenta un 
aspecto circular, están ubicados entre el fémur y la tibia en la articulación de la rodilla. Su 
papel es crucial en la distribución de la carga de contacto sobre las superficies articulares, 
estabilización de la rodilla. Además, los meniscos intervienen en la estabilización y 
lubricación de las articulaciones. Los desgarros del menisco son comunes y pueden afectar 
las actividades físicas que involucran la rodilla, y conducirán a la aparición de osteoartritis si 
no se tratan o reparan [21] [22].  

 

 
 

Figura 1 Anatomía de la rodilla [22].   

 
   Para absorber la carga articular, los meniscos no están firmemente fijados a lo largo 
de toda su estructura sobre la tibia y pueden seguir la traslación de la rodilla durante el 
movimiento [23]. Una red de ligamentos funciona en conjunto para estabilizar el menisco y 
la articulación de la rodilla durante las condiciones de carga experimentadas durante la 
extensión o flexión de la articulación [24] [25]. 
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3.2.2 Composición del Menisco  
 

El menisco está compuesto por aproximadamente un 70% de agua y un 30% de 
materia orgánica [26]. De la materia orgánica, el 75% es colágeno. Aunque el colágeno está 
presente en todo el menisco, prevalecen diferentes tipos en diferentes regiones. En la región 
roja del menisco, el colágeno tipo I es el principal colágeno presente mientras que, en la 
región blanca, tanto el colágeno tipo I como el II están en abundancia [27]. Otros colágenos 
presentes en el menisco son los tipos III, IV, V, VI y XVIII, pero en un grado mucho menor 
que los tipos I y II [28]. La porción externa del menisco es 80% de colágeno en peso seco y 
es casi exclusivamente de tipo I, con menos del 1% de otros tipos de colágeno. Por el 
contrario, la porción interna del menisco tiene un 70 % de colágeno en peso seco. De este 
colágeno, el 60% es tipo II y el 40% es tipo I. Por lo tanto, la porción externa del menisco es 
más fibrosa y la porción interna del menisco, que contiene colágeno tipo II, tiene algunas 
propiedades similares al cartílago hialino [29]. 

 
Como la fracción más grande de la matriz extracelular, el colágeno tiene un papel 

importante en la funcionalidad del menisco. Al ser una proteína fibrilar, el colágeno tipo I es 
capaz de conferir varios tipos de integridad mecánica en función de su organización 
estructural. La alineación de las fibras de colágeno en el menisco varía desde ser en su 
mayoría aleatoria dentro de las capas superficiales y laminares, hasta estar orientadas 
circunferencialmente en la capa profunda y con fibras de "unión" orientadas radialmente 
presentes en todas partes. Esta alineación permite que el menisco resista las tensiones 
circulares generadas por la carga normal del tejido [29].  

 
 

 
Figura 2 Ubicación de las tres regiones del menisco [30].   

 
Si bien el menisco contiene vasos sanguíneos y nervios, estos solo se encuentran en 

la periferia del tejido y, por lo tanto, el menisco generalmente se considera en términos de 
dos regiones. La región vascularizada e inervada (roja) se ubica exclusivamente en la 
periferia externa, y la región no vascularizada (blanca) constituye la porción interna del tejido 
(Ver Figura 2) [22], [31]. Estas dos regiones están unidas por una región de transición 
llamada región roja-blanca, que exhibe propiedades tanto rojas como blancas. La capacidad 
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de auto reparación de una región se correlaciona directamente con la cantidad de vasculatura 
presente, dando a la región roja el mayor potencial regenerativo. Las regiones roja y blanca 
también difieren mucho en términos de contenido bioquímico, propiedades mecánicas y tipo 
de célula [29]. 

 

3.2.3 Lesiones de Menisco y tratamientos asociados  
 

La rodilla es la articulación más vulnerable en una población joven y activa. En el 15 
% de todas las lesiones de rodilla, uno de los meniscos está afectado [19]. Se estima que los 
pacientes con lesión del ligamento cruzado anterior (LCA) y desgarros de menisco tienen 2.5 
veces más probabilidades de desarrollar osteoartritis (OA) y cuatro veces más probabilidades 
de someterse a una cirugía de artroplastia total de rodilla. Estas lesiones, que afectan a 
alrededor de 50 millones de personas solo en los EE. UU., tienen un alto costo 
socioeconómico y representan una carga significativa para la calidad de vida [32]. 

 
Durante la extensión de la rodilla, se estima que entre el 40% y el 60% de la fuerza 

ejercida se transmite directamente al menisco, aumentando hasta el 90% durante la flexión 
de la rodilla. La mayor parte de este aumento de carga afecta el asta posterior, que se 
encuentra entre los sitios de desgarro más comunes que se encuentran en el menisco medial 
[33] [34].  

 
El daño meniscal afecta el equilibrio de la rodilla, contribuyendo progresivamente a 

la disrupción del cartílago hasta la osteoartritis (OA), responsable del dolor, la pérdida de la 
función articular y la morbilidad musculoesquelética [22]. 

 
Las lesiones meniscales se pueden clasificar según su causa. Los desgarros agudos o 

traumáticos resultan del movimiento forzado de la articulación de la rodilla, afectando un 
menisco sano, este tipo de lesión de rodilla se encuentran diagnosticadas con mayor 
frecuencia, con una incidencia anual de aproximadamente 61 por cada 100 000 personas. 
Ponerse en cuclillas y la flexión profunda de la rodilla es otro mecanismo común que puede 
conducir a la rotura de meniscos. Los atletas y los miembros del ejército tienen una alta 
frecuencia de desgarros de meniscos, y los miembros del servicio militar tienen diez veces 
más incidencia de desgarros en comparación con los civiles [19], [35]. De igual manera, 
existen desgarros verticales en dirección longitudinal y en dirección radial desde el borde 
medial hacia el borde lateral, o desgarros complejos que abarcan múltiples direcciones como 
se muestra en la Figura 3 [35]. 
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Figura 3 ilustración de diferentes desgarros de menisco [35].  

Sin embargo, las lesiones meniscales también pueden surgir regularmente sin la 
presencia de un traumatismo en la rodilla. Estos desgarros degenerativos o crónicos son el 
resultado del deterioro de la calidad del tejido como parte del proceso natural de 
envejecimiento [19], [36]. 
 

La investigación sobre biomateriales e implantes artificiales como sustitutos en la 
reconstrucción y regeneración se ha convertido en un foco internacional de primer orden para 
solucionar problemas clínicos como la lesión meniscal irreparable, el síndrome 
posmeniscectomía, las lesiones osteocondrales y la OA crónica generalizada. La aplicación 
de estas opciones de tratamiento debe considerarse caso por caso, dependiendo de las 
características del paciente, como el tipo y la extensión de la lesión meniscal y/o 
cartilaginosa. Por el momento, las opciones de tratamiento son muy específicas y, en cada 
caso, se debe evaluar la alineación de la extremidad y, si es necesario, se corrige con una 
osteotomía, en donde se realiza de manera controlada una “fractura” de la tibia o el fémur y 
se estabiliza en su nueva posición para aliviar la presión, la carga, disminuir el dolor sobre la 
articulación de la rodilla  o para restaurar la alineación de la extremidad, pero principalmente 
para lograr una carga equilibrada en el espacio articular tanto medial como lateral, así como 
un seguimiento rotuliano alineado [37], [38].  
 

Los síntomas de una lesión meniscal van desde sensaciones de estallido, atrapamiento 
y chasquido, hinchazón y dolor con la flexión profunda de la rodilla. También se han descrito 
roturas de menisco asintomáticas, y se correlacionan con la osteoartritis [2], [35]. 
  

La resonancia magnética, que puede proporcionar una caracterización excelente de 
los tejidos blandos, es la base para el diagnóstico de roturas de menisco. Además, el estándar 
de oro para el diagnóstico de roturas de menisco es la observación directa con artroscopía 
[36], [39]. 

 
Anualmente se realizan más de 1 millón de intervenciones meniscales en los EE. UU. 

y aproximadamente 400 000 en Europa [40]. El manejo clínico y terapéutico de las lesiones 
meniscales ha cambiado drásticamente en las últimas décadas. Durante la década de 1970 se 
realizaba la extirpación completa del menisco, con efectos perjudiciales sobre la articulación 
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de la rodilla. La extirpación completa del menisco tiene repercusiones considerables para la 
articulación, conduce a un aumento de la tensión en la superficie articular que causa el 
deterioro del cartílago a largo plazo [21], [41].  

Se estima que en México el 0.4% del PIB se destina a la atención de enfermedades 
musculoesqueléticas, y se considera a la osteoartritis como una de las causas principales de 
discapacidad a partir de los 40 años. Las enfermedades reumáticas llegan a disminuir hasta 
en siete los años saludables en hombres y en las mujeres la reducción llega a ser de hasta 13 
años [24]. Se ha estimado que la prevalencia de osteoartritis en México es de 10.5%, es más 
frecuente en las mujeres (11.7%) que en los hombres (8.7%), aunque varía enormemente en 
las diferentes regiones del país [42].   

Los aloinjertos son alternativas para sustituir el menisco de pacientes más jóvenes 
con rodilla meniscectomizada, sin embargo, se ha logrado un éxito limitado con las opciones 
disponibles debido a varias limitaciones, como que la reparación solo es posible cuando el 
desgarro ocurre en el área vascularizada, que no cicatriza bien debido a la falta de suministro 
de sangre [43], [44]. Así mismo, las indicaciones recomendadas para un trasplante de 
menisco son: pacientes jóvenes no mayores a 50 años, articulación estable, y un daño 
osteocondral donde no se presente ulceración con exposición ósea. Es importante mencionar, 
que la medición exacta del aloinjerto se considera el factor técnico más crítico para lograr el 
éxito clínico. La tolerancia de la rodilla para la incongruencia en las medidas del aloinjerto 
no se comprende totalmente, aunque se estima que existe un nivel aceptable es de 5% de 
discrepancia. Otro factor a tomar en cuenta es la poca disponibilidad de donadores, por lo 
que el trasplante se limita al número de tejidos disponibles [45].  

Aunque los aloinjertos tienen resultados clínicos aceptables, los exámenes a largo 
plazo revelaron efectos protectores discutibles para el cartílago [38], además de que precisan 
de inmunosupresión para ser viables, tienen mayor posibilidad de transmitir enfermedades 
[45],  presentan dificultades para remodelarse y carecen de la resistencia adecuada [46].  En 
consecuencia, los aloinjertos no pueden ser una cura absoluta para el dolor posmeniscectomía 
[44].  

Como alternativa a un aloinjerto meniscal, que sólo está indicado para el menisco 
severamente dañado, la mayoría de los pacientes pueden ser tratados hoy en día mediante la 
implantación de un sustituto meniscal sintético [19]. Se han estudiado diversos andamios de 
biomateriales diferentes como una forma de reparar el cartílago articular dañado debido a la 
OA. Por ejemplo, los andamios de hidrogel hechos de colágeno promueven la formación de 
cartílago al encapsular células e imitar el tejido nativo. La conservación de la estructura y la 
secuencia de colágeno entre especies ha facilitado la aplicación biomédica de colágeno de 
muchas fuentes diferentes [47], [48]. 

 

Si bien, existen prótesis de menisco, estas resultan incomodas para el paciente lo cual no 
soluciona la problemática. El implante ideal debe ser "personalizado, hecho a la medida o 
específico para el paciente" para recuperar al máximo la función de la articulación de la 
rodilla. La ingeniería de tejidos, cuyo objetivo es regenerar el tejido dañado, ofrece una 
estrategia potencial para el reemplazo de menisco usando hidrogeles con polímeros naturales 
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biocompatibles con el cuerpo humano  para impresión 3D [49]. Sin embargo, una de sus 
características negativas es que no cuentan con las propiedades mecánicas necesarias para 
reemplazar el menisco y, estudios han demostrado una rápida degeneración. Es por ello por 
lo que estos materiales siguen en estudio para poder solucionar las desventajas que 
actualmente presentan.  

3.3 Hidrogel   

 Los hidrogeles son materiales poliméricos hinchados que retienen al menos 10% de 
su peso en agua con un contenido de agua y que mantienen una estructura tridimensional 
distintiva (3D) [50], la cual tiene la capacidad de retener grandes cantidades de agua 
hinchándose y aumentando considerablemente su volumen sin perder su forma hasta alcanzar 
su máximo grado de hidratación o índice de hinchamiento,  son capaces de encapsular células 
o moléculas bioactivas y presenta facilidad para transferir nutrientes [51], [52]. El proceso 
de obtención del hidrogel determina la capacidad de hinchamiento que este tendrá, dado que 
los espacios que se establezcan entre las redes poliméricas flexibles que se formen en dicho 
proceso determinará la cantidad de agua que el hidrogel pueda albergar [53].   

En estado seco el gel es un material sólido y duro, pero cuando entra en contacto con 
una solución acuosa, esta se difunde hacia el interior y el gel se hincha hasta alcanzar un 
equilibrio fisicoquímico. La difusión incluye la migración de agua en los espacios 
preexistentes o dinámicamente formados entre las cadenas del hidrogel [52].  

Los hidrogeles obtenidos a partir de polímeros naturales presentan una mayor 
biocompatibilidad, biodegradabilidad y bioactividad y por tanto se utilizan más que los 
polímeros sintéticos y presentan muchas ventajas para distintas aplicaciones biomédicas. En 
función del polímero natural que se emplee, el hidrogel presentará propiedades características 
de resistencia mecánica, tasa de degradación y grado de hinchado. Además, estas propiedades 
se pueden variar modificando los polímeros [54].  

La clasificación de los hidrogeles puede basarse en la fuente: 
 

• Geles naturales o sintéticos, sobre la naturaleza de la reticulación 
• Geles covalentes o físicos; sobre la naturaleza de la red 
• Redes de homopolímeros, redes de copolímeros, redes interpenetrantes o redes 

dobles 
• Sobre la presencia de poros: hidrogeles homogéneos (ópticamente 

transparentes), hidrogeles microporosos y macroporosos 
•  Sobre su destino en un organismo: hidrogeles degradables y no degradables 

[50]. 

Los hidrogeles se pueden clasificar también en hidrogeles físicos y químicos en 
función de su mecanismo de reticulación [6], [55]. Los entrecruzamientos físicos incluyen 
cadenas entrelazadas, enlaces de hidrógeno, interacción hidrofóbica y formación de 
cristalitos. Si bien estos enlaces cruzados físicos pueden no ser uniones permanentes, son 
suficientes para evitar que el hidrogel se disuelva en un medio acuoso. Los enlaces cruzados 
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químicos (o covalentes), por otro lado, son uniones permanentes formadas por enlaces 
covalentes. Una forma común de crear una red entrecruzada covalentemente es polimerizar 
macrómeros funcionalizados en los extremos [56]. Las redes de hidrogel pueden incluir 
uniones permanentes y uniones semipermanentes como enredos de cadenas. El tipo y grado 
de reticulación influye en muchas de las propiedades de la red, como las propiedades de 
hinchamiento, el módulo de elasticidad y el transporte de moléculas [57].  

Los hidrogeles se asemejan a la matriz extracelular (MEC) de los tejidos biológicos, 
que se compone principalmente de agua, electrolitos (Ca2+, K+, Na+, Cl) como fase fluida 
y colágeno principalmente tipo II, ácido hialurónico, elastina y proteínas como 
glicoproteínas, proteoglicanos y glicosaminoglicanos como fase sólida [58]. Sin embargo, a 
diferencia de la MEC natural que puede soportar grandes deformaciones y cargas, los 
hidrogeles de red única covalentes clásicos (Ver Figura 4) son mecánicamente débiles, lo que 
los hace inadecuados para la mayoría de las situaciones fisiológicas de carga. Se han utilizado 
muchos enfoques para mejorar la dureza de los hidrogeles, por ejemplo, enlaces no 
covalentes (por ejemplo, enlaces de hidrógeno e interacciones iónicas), hidrogeles 
endurecidos, hidrogeles con redes altamente estirables y doble hidrogeles de red (DN) [57], 
[59].   

 
 

Figura 4 Esquema de (a) el hidrogel de red simple covalente clásico, (b) hidrogel de doble reticulación, (c) hidrogel de 
nanocompuesto intercalado con polímero, (d) hidrogel con segmentos similares a elastómeros y no (c) hidrogel de 

nanocompuesto intercalado con polímero , (d) hidrogel con segmentos similares a elastómeros y enlaces covalentes, y (e) 
hidrogel de doble red (DN) [60].  

3.3.1 Polímeros naturales (Biopolímeros)  
 

Los polímeros naturales se han utilizado para fabricar hidrogeles naturales como 
andamios para la ingeniería de tejidos debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad 
inherente y funciones biológicas críticas. Hay cuatro tipos principales de polímeros naturales, 
que incluyen: 

• Proteínas, como colágeno, gelatina, fibrina, seda, lisozima, MatrigelTM y proteínas 
modificadas genéticamente, como calmodulina (una proteína que se une al calcio), 
polipéptidos similares a la elastina y cremallera de leucina; 
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• Polisacáridos, como ácido hialurónico (HA), agarosa, dextrano y quitosano; 
• Polímeros híbridos de proteína/polisacárido, como colágeno/HA, laminina/celulosa, 
gelatina/quitosano y fibrina/alginato; 
• ADN [51], [61].  
 

3.4 Propuesta de trabajo: Materiales que componen al hidrogel  

Como ya fue mencionado, en la actualidad una de las tecnologías más utilizadas para la 
ingeniería de tejido, son las impresoras 3D, es por ello que al querer utilizar hidrogeles, los 
componentes no sólo deben tener características parecidas con el tejido a replicar, sino 
también se deben contemplar algunas propiedades para que puedan ser capaces de ser 
extruidos. Los hidrogeles basados en polímeros naturales más usados en impresión 3D son 
colágeno, agarosa, alginato y quitosano [62]. Así mismo, se busca que el material tenga 
propiedades antibacterianas para evitar o disminuir el riego de infección después de ser 
implantado en el cuerpo humano [63], así como mejorar las propiedades mecánicas del 
menisco. Algunos de estos hidrogeles se conforman de polímeros naturales como fibrina, 
gelatina (gelatin), alginato, quitosano o sulfato de condroitina [64].  

 La propuesta de trabajo de este proyecto consta en adicionar Ag NPs, colágeno, ácido 
hialurónico y quitosano para conferir propiedades viscoelásticas y antibacterianas al 
hidrogel. Actualmente, pocos son los estudios que consideran la adición de los 4 materiales 
mencionados para síntesis te hidrogel para impresión 3D de prótesis de menisco.  

 

3.4.1  Nanopartículas de Plata (Ag NPs)  
 

Las propiedades de las nanopartículas de plata constituyen también un campo de 
investigación de gran relevancia. Principalmente se basan en sus propiedades 
antimicrobianas, aunque existen también estudios sobre propiedades antivirales, fungicidas 
o de cicatrización [65]. Así mismo, las  Ag NPs han mostrado una amplia gama de 
aplicaciones en medicina, energías renovables y remediación ambiental debido a sus 
propiedades ópticas, eléctricas, térmicas y biológicas únicas [7], [66].  

En la escala nanométrica, la plata presenta inusuales propiedades físicas, químicas y 
biológicas [67]. Sin duda, una de las características más notables de las Ag NPs es su 
propiedad antimicrobiana. La plata es bien conocida por su efecto inhibitorio sobre muchos 
microorganismos comúnmente presentes en procesos médicos e industriales. La propiedad 
antimicrobiana de la plata mejora enormemente si la plata se transforma en una nanopartícula 
[68].  

La síntesis de nanopartículas metálicas en disolución, requiere de un precursor metálico, 
un agente reductor y un agente estabilizante; sin embargo, no se requiere agregar un agente 
estabilizante cuando es usado ácido ascórbico como agente reductor, citrato o NaBH4  [69]. 
La oxidación de las Ag NPs formadas no es termodinámicamente favorable debido al alto 
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potencial de reducción de la plata.  El mecanismo de formación de las disoluciones coloidales 
a partir de la reducción de iones plata consta de dos etapas: Nucleación y crecimiento, como 
se muestra en la Figura 5 [69].   

 
Figura 5 Mecanismo de formación de nanopartículas de plata a partir de la reducción de nitrato de plata [69]. 

 

3.4.2 Colágeno 
 

Hay cualidades importantes que deben tenerse en cuenta al elegir un material 
adecuado para aplicaciones de regeneración de la piel apósitos para heridas. Los 
biomateriales que se emplean originalmente en el campo de la biomedicina incluyen 
cerámica y metales debido a su efecto no inmunogénico, pero se ha informado que materiales 
como los polímeros son apropiados debido a sus interesantes propiedades [70]. Los 
biopolímeros pueden interactuar con las células, estimulando la formación de nuevos tejidos 
y promoviendo la regeneración [71].  

El colágeno es uno de los biopolímeros que a menudo se emplea en la regeneración 
de la piel y la cicatrización de heridas debido a sus diversas características atractivas, su 
estructura molecular del colágeno se presenta en la Figura 6 [72]. El colágeno es una 
macromolécula simple compuesta principalmente de glicina, prolina e hidroxiprolina, siendo 
su fórmula química C2H5NOC5H9NOC5H10NO2.  

 
 

 
Figura 6 Estructura química del colágeno [72].  

 
El colágeno es la proteína más abundante en el cuerpo humano (representa el 25% de 

la proteína corporal total) y es más abundante en los tejidos conectivos fuertes y resistentes 
(Figura 7).  
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Figura 7 Contenido aproximado de colágeno en diferentes tejidos (Porcentaje de peso seco) [73]. 

El ser humano tiene 28 colágenos diferentes (Tabla 1) y 42 genes que codifican 
cadenas de colágeno. Algunos de los colágenos más abundantes forman fibrillas; otros 
forman extensas redes o tienen funciones más especializadas [73].  

El colágeno tipo II es uno de los principales tejidos conectivos del cuerpo, 
proporcionando flexibilidad y apoyo a las articulaciones de los huesos, también es uno de los 
principales componentes de la matriz extracelular del cartílago articular y constituye del 90% 
al 95% del contenido total de proteínas en el cartílago [74]. 

Está bien establecido que el colágeno tipo II es el principal componente de colágeno 
del cartílago hialino, que se destruye en la OA [75][76]. Se ha demostrado que el colágeno 
tipo II glicosilado no desnaturalizado (en lo sucesivo, colágeno tipo II) es eficaz para aliviar 
el dolor asociado con la artritis en humanos. En la OA, el colágeno tipo II puede promover 
una reducción de la inflamación porque reacciona con el sistema inmunitario del cuerpo para 
mejorar los signos y síntomas incapacitantes de la artritis. [62]. 

En particular, los materiales a base de colágeno son una alternativa en el diseño de 
sistemas para favorecer la curación de heridas cutáneas. Esto, en parte debido a que es un 
biopolímero biocompatible y biodegradable [77], [78]. 
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Tabla 1 Composición, características y distribución en tejidos del colágeno[77] 

 
 

3.4.3 Ácido Hialurónico 
 

El ácido hialurónico es un biopolímero alternado de carga lineal cuya estructura molecular 
se basa en una unidad de repetición de disacáridos de β(1 → 4) D- glucurónico (GlcA) y β-
(1 → 3)  N - acetil – D - glucosamina ( GlcNAc), la estructura se muestra en la Figura 8. 
 

 

 
Figura 8 Estructura química del ácido hialurónico [79]. 

 
El ácido hialurónico es un glucosaminoglicano natural y un componente importante 

de la matriz extracelular.  Se encuentra dentro del tejido cerebral, el cartílago hialino y el 
líquido articular sinovial [79], [80]. Es considerado uno de los mejores polisacáridos basados 
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en biomateriales utilizados para el tratamiento de heridas en particular, debido a sus 
propiedades viscoelásticas, biocompatibilidad, biodegradabilidad y características 
fisicoquímicas atípicas. Debido a que es de origen natural, se puede distribuir ampliamente 
a través de los tejidos conectivos, epitelios, tejidos neurales y líquidos sinoviales. También 
es altamente soluble en agua y más hidrofílico que cualquier otro polímero natural, por lo 
tanto, tiene un papel importante en la eliminación de muchos exudados de heridas, mejorando 
también la posibilidad de cicatrización de heridas [81]. Todas estas propiedades de los 
hidrogeles derivados de ácido hialurónico los convierten en biomateriales ideales para 
ingeniería de tejido [82].  

Estudios sugirieren que agregar ácido hialurónico al hidrogel a base de biopolímeros 
puede aumentar su contenido de humedad y mejorar la capacidad de absorción de líquidos 
[9],  debido al fuerte carácter hidrofílico y su alto peso molecular en las células biológicas 
que podrían absorber una gran cantidad de agua hasta 1000 veces su volumen, el ácido 
hialurónico desempeña importantes funciones estructurales y funcionales en el cuerpo [82]. 

Los derivados de ácido hialurónico se han utilizado en andamios para ingeniería de 
tejido, en cirugía de tejidos blandos como el aumento de las cuerdas vocales, administración 
de fármacos, administración intracelular de ARN de interferencia pequeño, cicatrización de 
heridas y como dispositivo en muchos procedimientos quirúrgicos [83]. 

 

3.4.4 Quitosano 

El quitosano es un copolímero obtenido a través de la desacetilación de los grupos 
acetamida de la quitina, que se origina a partir del exoesqueleto de los crustáceos [84], donde 
los grupos D-glucosamina (GlcN) y N-acetil-D-Glicosamina (GlcNAC) de la quitina dan 
como resultado la formación de este copolímero de unidades de β-(1,4)-D-glucosamina y β-
(1,4)-N-acetil-D-glucosamina  (Ver Figura 9) [85]. Este copolímero destaca por tener 
potencial bactericida, fungicida y de bioactividad, que, junto con sus interacciones 
específicas con los componentes de la matriz extracelular y los factores de crecimiento 
celular, le confieren una alta empleabilidad en una amplia gama de áreas científicas [86]. 

 

Figura 9 Estructura química del quitosano [86]. 

Este polímero es soluble en soluciones diluidas de ácidos orgánicos, por ejemplo: 
ácido acético, ácido fórmico, alcoholes y glicerol. Puede disolverse también en algunas 
soluciones diluidas de inorgánicos, por ejemplo: ácido clorhídrico. El quitosano no se 
disuelve en una solución de soluciones alcalinas y neutras [87]. 
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La ventaja de este biomaterial son tales que pueden procesarse fácilmente en 
diferentes formas, como membranas, esponjas, geles, andamios, micropartículas, 
nanopartículas y nanofibras para una variedad de aplicaciones biomédicas, como 
administración de fármacos, terapia génica, ingeniería de tejidos y cicatrización de heridas 
[85].  

3.4.5 Colágeno, ácido hialurónico y quitosano  
 

El colágeno, ácido hialurónico y quitosano al interactuar juntos, tiene propiedades de 
coagulación y compatibilidad celular. Esta mezcla permite obtener nuevos materiales, en las 
que las interacciones intermoleculares  entre los componentes se producen principalmente 
por puentes de hidrógeno e interacciones electrostáticas [81]. 

En 2016, un estudio de Sionkowska et al. [79] utilizando mezclas de quitosano y 
colágeno con la adición de ácido hialurónico, un polisacárido glucosaminoglicano presente 
en la matriz extracelular de la piel, el tejido conectivo obtuvo resultados prometedores ya que 
la adición de ácido hialurónico al biomaterial formado por quitosano y colágeno aumentó la 
estabilidad térmica, la elasticidad, facilitó proliferación y sirvió como base para la 
regeneración de tejidos, principalmente tejidos cartilaginosos [85], [87]. 
 

3.5 Ingeniería de tejido 

El concepto de ingeniería de tejido fue descrita por primera vez en los años 90 por 
Langer y Vacanti (1993) como la aplicación de los principios y métodos de la ingeniería y 
de las ciencias de la vida para comprender la relación entre la estructura y la función de los 
tejidos mamíferos normales y patológicos y el desarrollo de sustitutos biológicos que 
permitan restaurar, mantener o mejorar las funciones de los tejidos [61] . Las estrategias 
basadas en ingeniería tisular implican el uso de estructuras tridimensionales en las que se 
encapsulan un gran número de células para proporcionar un soporte mecánico biocompatible 
con el crecimiento celular y el desarrollo del tejido sano [54], [88], [89].  Por ello,  la ingeniería 
de tejidos es un campo importante de la medicina regenerativa ya que combina andamios y 
trasplante de células para desarrollar tejidos sustitutos y/o promover la regeneración de 
tejidos [90]. 

Otras aplicaciones en la ingeniería de tejidos incluyen la generación de sustratos 
biocompatibles y biodegradables para cultivos celulares in vitro, la producción de matrices 
de hidrogel para la cicatrización de heridas y aplicaciones hemostáticas [8][91]. 

 

3.5.1 Ingeniería de tejidos de cartílago  

       El cartílago articular, un tejido avascular y linfático, se compone principalmente de 
condrocitos y matriz extracelular. Proporciona una superficie lubricante que puede soportar 
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cargas elevadas durante mucho tiempo. Esto permite transferir la mínima presión a los huesos 
subcondrales subyacentes, y absorber las vibraciones, reduce la fricción articular y favorece 
el movimiento articular durante el movimiento de nuestro cuerpo [92]. En la actualidad, con 
el aumento del número de traumatismos deportivos y el envejecimiento acelerado de la 
población, la degeneración del cartílago se ha convertido en un problema común en la clínica 
de ortopedia. Sin embargo, la auto reparación del tejido cartilaginoso está limitada debido a 
su baja actividad de condrocitos y falta de vascularización [93]. Además, el proceso de 
regeneración del cartílago fabrica un tejido fibrocartílago, que no es lo mismo que el tejido 
nativo en cuanto a propiedades mecánicas y biológicas [92]. Por lo tanto, la reparación del 
cartílago articular sigue siendo un gran desafío para los médicos e investigadores.  

La ingeniería de tejidos de cartílago puede ser un enfoque aceptable para el 
tratamiento del cartílago. El principal problema que debe resolverse en la ingeniería de 
tejidos de cartílago es que las propiedades mecánicas del andamio no coinciden con las del 
cartílago natural, por lo tanto, es necesario diseñar un andamio apropiado para que coincida 
con la caracterización mecánica y de biocompatibilidad con los tejidos nativos [94]. 

La combinación de nanomateriales rígidos y cadenas poliméricas blandas puede 
mejorar en gran medida las propiedades mecánicas de los hidrogeles híbridos, como la 
resistencia a la compresión, el módulo elástico y el módulo de almacenamiento, etc. Por lo 
tanto, los hidrogeles nanocompuestos se han estudiado ampliamente en la ingeniería de 
tejidos de cartílago. Los andamios de polímeros naturales como el ácido hialurónico, el 
colágeno y la gelatina como sustitutos de tejidos se desarrollan rápidamente en el campo de 
la reparación del cartílago [93], [95].  

En la ingeniería tisular del cartílago, se debe prestar atención a la caracterización del andamio 
para cumplir con estándares tales como biocompatibilidad, propiedades mecánicas similares 
a las del tejido nativo, tasas de degradación controlables, capacidad de encapsulación celular, 
administración de fármacos y genes, fácil manejo, el potencial osteoconductivo y una buena 
flexibilidad [92], [96]. 

 

3.6 Bioimpresión 3D  
 

La impresión 3D hace referencia a todas aquellas tecnologías que utilizan un proceso de 
unión de materiales, generalmente mediante el proceso capa tras capa, con la finalidad de 
hacer objetos a partir de datos descritos en un modelo 3D digital. Básicamente lo que se hace 
es adaptar los procesos de impresión, empleando un tipo de boquillas especiales y una 
biotinta realizada con material biológico en lugar de los filamentos plásticos típicos [97]. 

El objetivo principal de la bioimpresión es replicar el tejido y el material exactos, para su 
posterior trasplante en seres humanos. Una de las principales ventajas es el empleo de las 
células del paciente para llevar a cabo todo el proceso. Gracias a estas células se puede 
imprimir tejidos y órganos personalizados a las necesidades de cada paciente [98], [99]. 
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Los desafíos de diseñar un menisco artificial incluyen imitar la estructura compleja del 
menisco con características individualizadas y lograr un rendimiento mecánico superior para 
imitar el menisco natural (p. ej., alta resistencia a la compresión, resistencia a la tracción, 
tenacidad, absorción de impactos y baja fricción). La tecnología de bioimpresión 3D 
emergente puede construir una estructura de forma libre [15][100].  

 
La bioimpresión 3D tiene el potencial de transformar el campo de la medicina regenerativa, 
ya que permite la creación de patrones espaciales precisos de biomateriales, células y 
biomoléculas para producir tejidos de ingeniería mediante la adición de capas sucesivas de 
materiales, lo que ofrece una alta fidelidad geométrica, complejidad estructural y flexibilidad 
de diseño. Por lo tanto, permite la fabricación de menisco específico del paciente. Aunque se 
han desarrollado numerosas estrategias de ingeniería de tejidos para la reparación de 
meniscos, el campo aún tiene que realizar un implante capaz de regenerar completamente el 
tejido [101].  
 

4 HIPOTESIS  
 

¡ La adición de colágeno, ácido hialurónico y quitosano favorecerá las propiedades 
reológicas, mecánicas, viscoelásticas y swelling del hidrogel, mientras que al añadir 
Ag NPs se presentará una mejoría en las propiedades antibacterianas. Siendo un 
hidrogel apto para impresión 3D.  
 

5 OBJETIVO GENERAL  
Sintetizar bio-tinta basada en hidrogel con Ag NPs, colágeno y ácido hialurónico, caracterizar 
y comparar sus propiedades estructurales, viscoelásticas y antibacterianas optimizadas, para 
utilizarse en impresión 3D de prótesis de menisco.  

6.1  Objetivos específicos  
 

§ Sintetizar las Ag NPs   
§ Caracterizar las Ag NPs mediante las técnicas de espectroscopía de UV-Vis, DLS, 

Potencial Z y SEM. 
§ Sintetizar el hidrogel incorporando las Ag NPs, ácido hialurónico y colágeno.  
§ Sintetizar el hidrogel sin Ag NPs  
§ Caracterizar el hidrogel por medio de Swelling (hinchamiento), FTIR-ATR, reología 

y realizar pruebas antimicrobianas. 
§ Realizar impresión 3D (utilizando hidrogel sintetizado como bio-tinta). 
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6 METODOLOGÍA  
 

La metodología está compuesta de 4 etapas: síntesis de Ag NPs, síntesis de hidrogel, 
caracterización de Ag NPs y polimerización de hidrogel.   

 

6.1  Síntesis de Ag NPs  
 

El proceso de síntesis de las Ag NPs fue basada en el método seguido por Yaqiong 
Qinse et al para Ag NPs de 20nm [102],  el cual es  descrito en la Figura 10.  

 

 
 

Figura 10 a-c) Preparación de agente reductor y estabilizador, d) Preparación de precursor metálico, e-f) Reducción, 
nucleación y crecimiento de Ag NPs [102] (Creado con BioRender.com)  

 
a) Se preparó una disolución de citrato de sodio (estabilizador) y ácido ascórbico 

(reductor) en 15 ml de agua desionizada, obteniendo la solución 1 (Sol. 1).  
b)  La Sol. 1 se llevó a agitación en vortex durante 1 minuto.  
c) Se ajustó el pH de la Sol. 1 a 10.5 con hidróxido de sodio (NaOH) a 1 molar 

para obtener Ag NPs de 20nm [102].  
d) Posteriormente se preparó el precursor metálico a 0.1 molar, utilizando nitrato 

de plata (AgNO3) en 5 ml agua desionizada, generando la solución 2 (Sol 2).  
e) La Sol 1 se llevó a proceso de agitación magnética (900 RPM) y temperatura 

gradual hasta llegar a 35 °C.  
f) Al llegar la Sol. 1 a 35 °C se adicionó la solución de AgNO3. Al instante que 

se agregó la Sol 2.  Se notó un cambio de coloración a amarillo turbio, lo que 
indica la formación de plata metálica [102].  
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6.2 Síntesis de Hidrogel   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La síntesis del hidrogel fue basada en el método seguido por Feichen Yang et al [103].  
Los pasos seguidos para la síntesis se muestran en la Figura 11. Bajo agitación mecánica se 
dispersó la solución de Ag NPs en 11𝜇𝑙 de ácido acético, posteriormente se adicionaron 0.5 
ml de ácido hialurónico (Hyaluronic acid Sodium salt from streptococcus equi), 0.1ml de 
colágeno (collagen type I solution from rat tail), 500mg de quitosano y 1.5ml de PBS 
(Solución Salina Amortiguada por Fosfatos). Después de 5 minutos de agitación mecánica 
se agregan 100 mg de bentonita y 3.0 ml de PBS. Por último, se añaden 0.66mg de crosslinker 
MBA(N,N´methylenbus(acrylamide)), 0.66mg de  fotoiniciador I2959 (2- Hydroxy- 4′- (2- 
hydroxyethoxy)-  2- methylpropiophenone) en forma de hilo,  0.665 ml de monómero AMPS 
(Sodium 2-acrylamide-2-methypropanesulfonate) gota a gota y 1.5ml de PBS. La solución 
se dejó en agitación mecánica durante 30 minutos.  

 
 

6.3 Polimerización del hidrogel  

Una vez preparado el hidrogel, se elaboró la pieza deseada utilizando moldes de 1cm 
de diámetro. Posteriormente fue polimerizada por medio de luz ultravioleta a diferentes 
tiempos (24 y 48 horas) como se muestra en la Figura 12. Debido a la naturaleza de los 
monómeros y crosslinker utilizados la polimerización que se lleva a cabo es por medio de 
radicales libres. Por lo que las cadenas poliméricas se forman al romperse los enlaces dobles 
del carbono para ir uniendo los monómeros.  

 
 

Figura 11 Proceso de síntesis de Hidrogel (Creado con BioRender.com) 
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 Figura 12 Procedimiento de elaboración y polimerización de pieza. (Creado con BioRender.com) 

 
Los hidrogeles preparados para ser caracterizados presentaron variaciones 

exclusivamente en las cantidades adicionadas de Ag NPs como se puede ver en la Tabla 2, 
las cuales fueron 1	 𝜇𝑔/𝑚𝑙, 10	 𝜇𝑔/𝑚𝑙, 20 𝜇𝑔/𝑚𝑙 y 40 𝜇𝑔/𝑚𝑙, mientras que las 
concentraciones de ácido hialurónico y colágeno se mantienen.  El rango de Ag NPs utilizado 
ayudará a ver los beneficios antibacterianos al contener una menor o mayor concentración de 
Ag NPs en los hidrogeles sintetizados.  

 
 
Tabla 2 Cantidades utilizadas en hidrogeles sintetizados   

Síntesis Ácido 
Hialurónico [ml] 

Colágeno 
[ml] 

Quitosano 
[mg] 

Ag NPs  
[𝝁𝒈/𝒎𝒍] 

1 (Control) 0.5  0.1  500 0 
2 0.5  0.1  500    1			 
3 0.5  0.1  500 10 
4 0.5  0.1  500 20 
5 0.5  0.1  500 40 

 
La síntesis control sirve para comparar las propiedades antimicrobianas de las Ag NPs.  

 

7 CARACTERIZACIONES Ag NPs  

7.1 Espectroscopía UV-Vis  

Las Ag NPs tienen un plasmón característico con un máximo entre los 400-430 nm, 
en el espectro de la luz. Estas fueron caracterizadas utilizando el equipo AVASpec ULS4096 
de Avantes, con fuente de luz Avaligth DHS el que cuenta con una cámara de reacción con 
agitación y temperatura controlada, (ver Figura 13). Se utilizó un sonicador para redispersar 
la muestra de Ag NPs antes de realizar la disolución y posteriormente, en un rango de 
longitud de onda de 180-1100 nm se hicieron mediciones de absorción. 
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Figura 13 Espectrómetro UV-Vis AVASpec ULS4096 de Avantes. 

7.2  Microscopía electrónica de barrido de transmisión   

La caracterización de las Ag NPs se realizó en un Microscopio Electrónico de barrido 
de Trasmisión JEM-JEOL-2100, con un vacío de 1-6 Pa, las mediciones se llevaron a cabo 
con una aceleración de haz de electrones entre 30 y 40 kV, corriente de 0.17 nA. Para la 
preparación de la muestra, las Ag NPs se sonicaron durante 30 minutos y se depositó 
posteriormente una gota de 10 𝜇𝑙 en una rejilla de cobre con recubrimiento de carbón 300 
mesh, se dejó secar durante un día previo a su caracterización. 

 

7.3 DLS y Potencial Z 

Las mediciones se realizaron utilizando el equipo de dispersión dinámica de luz de 
marca Malvern, modelo Zetasizer Nano ZS que se puede observar en la Figura 14, mediante 
el cual se realizó el análisis para conocer el diámetro hidrodinámico y la medición de la carga 
superficial de las nanopartículas obtenidas. Previo a la medición se  hizó uso de un sonicador 
para redispersar las nanopartículas y obtener óptimos resultados.  

 
Figura 14 Equipo Malvern modelo Zetasizer Nano ZS 
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8 CARACTERIZACIONES HIDROGEL 

8.1 Polimerización y Swelling  

Una vez sintetizado el hidrogel, por medio de impresión 3D, se elaboró́ la pieza 
deseada para luego ser polimerizada por medio de luz ultravioleta. Una lámpara UV (de 
longitud de onda de 365nm) de 8 W de potencia se ubicó́ a una distancia de 4 cm de la 
muestra. (Figura 15).   

 
Figura 15 Proceso del material para realizar swelling creado con BioRender.com 

 

Para las pruebas de Swelling o hinchamiento las muestras se polimerizaron en moldes 
cilíndricos de 1 cm de diámetro   y 0.5 cm de altura. Se llevaron a cabo procesos de 
polimerización del material de 24, 48 y 72 horas. Para cada hidrogel se polimerizaron 3 
muestras cada una correspondiente a un periodo de tiempo distinto, además cada muestra se 
pesó en su estado seco y luego se introdujeron en recipientes separados, los cuales contenían 
20 ml de PBS a una temperatura controlada dentro de un horno a 37°C. Cada muestra se 
mantuvo un tiempo diferente en PBS (en un rango desde 30 minutos hasta 264 horas) al 
culminar los tiempos establecidos se volvieron a pesar. 

 

8.2  Espectroscopía FTIR  

Se secaron hidrogeles en moldes en forma de discos durante diferentes tiempos (0, 24 
y 48 horas). La muestra de tiempo 0 no se polimerizó, se dejó durante 48 horas a temperatura 
ambiente para secarlo por completo, obteniendo así́ muestras sin polimerizar. Por otra parte, 
hidrogeles fueron expuestos a luz UV durante 24 horas con el fin de realizar caracterizaciones 
de espectroscopía FTRI-ATR a distintos tiempos de polimerización (0 y 24 horas). Para el 
análisis estructural de los hidrogeles se situaron las muestras en el cristal del equipo para 
realizar las mediciones.  se utilizó́ un ATR-FTIT Nicolet-1800 (THERMO, EUA). Se midió́ 
en un rango de 400-3800 	𝑐𝑚!"  , en la zona del mediano infrarrojo (MIR), con una 
resolución de 4 	𝑐𝑚!" , haciendo 64 barridos.  
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8.3  Reología 

La caracterización reológica de los hidrogeles se llevó́ a cabo haciendo uso de un 
reómetro Anton-Paar MCR 300.  

 

8.3.1  Viscosidad  

Las mediciones de viscosidad de los hidrogeles se tomaron antes de polimerizarse. 
Los hidrogeles se colocaron en moldes de 10 mm de altura y 2 cm de diámetro (Figura 16). 
Las mediciones se llevaron en geometría plato-plato utilizando el peltier PP25 con  altura de 
plato de 5 mm aproximadamente a una temperatura ambiente (25 °C). Se corrieron a una 
frecuencia de 1 Hz en un intervalo de tazas de corte entre 0.1 y 100 1/s.  

 

Figura 16 Muestra sobre plato de reómetro Anton-Paar MCR 300 

 

8.3.2 Módulo de almacenamiento y pérdida  

Las mediciones correspondientes al módulo de almacenamiento, módulo de pérdida 
y factor de amortiguación “damping factor” se llevaron a cabo haciendo uso del peltier PP25, 
a una temperatura constante de 37 °C (temperatura corporal), con una amplitud gamma de 
0.001%, se tomaron 300 puntos en un intervalo de frecuencia de 0.1-100 Hz. Los hidrogeles 
fueron previamente sintetizados a 24 y 48 horas, y puestos a swelling durante 24 horas previas 
a la medición.  
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8.4 Pruebas Antimicrobianas  
 

Mediante esta técnica fue posible conocer las propiedades antimicrobianas de los 
hidrogeles sintetizados se usó un espectrofotómetro GENESYS 10S UV-Vis (Figura 17) para 
estudiar la inhibición de las bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia coli (E. coli). Para 
conocer la capacidad de las Ag NPs para inhibir el crecimiento de las bacterias, se tomaron 
los aislados bacterianos conservados en agar nutriente, para lo cual, previamente las bacterias 
fueron cultivadas en caldo nutriente para bacterias durante 48 horas. [104] 

 
El primer paso del experimento fue preparar las bacterias Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli (E. coli) en caldo nutriente para bacterias para obtener el caldo inoculado. 
En 3 celdas para UV-Vis se adicionaron:  75𝜇𝑙 de bacteria E. coli con 925	 𝜇𝑙 de caldo 
nutriente, 50	𝜇𝑙	de bacteria Staphylococcus aureus con 950 ml de caldo nutriente y 1	𝑚𝑙	de 
caldo nutriente.  Posteriormente se midieron las muestras en el espectrofotómetro GENESYS 
10S UV-Vis (Figura 27), en donde la celda que contenía solo caldo nutriente fue colocada en 
el blanco para ser tomada como referencia, mientras que la celda con bacteria E. coli 
inoculada fue puesta en el orificio contiguo al blanco, se realizó el mismo procedimiento para 
la celda con bacteria Staphylococcus aureus inoculada.  

 

 

Figura 17 espectrofotómetro GENESYS 10S UV-Vis 

 
 

Posteriormente en 15 tubos de ensayo se adicionaron las muestras de hidrogeles con 
Ag NPs (previamente polimerizadas a 48 horas), y se agregaron 3	𝑚𝑙 de cada caldo inoculado 
y caldo nutriente a cada tubo, como se muestra en la Tabla 3. 
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Tabla 3 Configuración de concentraciones de hidrogel en caldo nutriente e inoculados. 

Caldo nutriente 𝝁𝒈/𝒎𝒍 Bacteria Staphylococcus 
aureus inoculada 

Bacteria E. coli inoculada 

Sin Ag NPs Sin Ag NPs Sin Ag NPs 
𝟏		 1	 1 
10 	 10  10  
𝟐𝟎		 20 20	 
𝟒𝟎 40	 40	 

 
Una vez que se tuvieron las muestras con caldo e hidrogeles, se llevaron a incubar 

durante 48 horas a 35° (Figura 18). 
 

 
Figura 18 Incubadora a 35°. 

Pasadas las 48 horas se llevaron las muestras a vortex y se procedieron a medir en el 
espectrofotómetro UV-Vis, siendo el caldo nutriente la muestra blanco en cada caso. 
 

8.5 Impresión 3D  

 La elaboración de objetos mediante impresión 3D se realiza a partir de un archivo 
cuya base estructural es un modelo tridimensional virtual viable, en el caso de su aplicación 
en medicina, son requeridos los estudios de imagen de un paciente para crear un molde a la 
medida. Para llevar a cabo la impresión 3D de piezas de menisco con los hidrogeles 
previamente sintetizados, se hizo una adaptación a una impresora Prusa i3, obteniendo un 
extrusor mecánico, dicho aditamento se maneja por medio del programa Repetier-Host 
(Figura 19) el cual además controla la impresora 3D ANET 8, permite controlar aspectos de 
la impresión como son: velocidad, ancho de filamento, temperatura de la cama, relleno de la 
pieza, etc.  
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Figura 19 Archivo .STL de prótesis de menisco, previo a proceder a ser impresa 

 
Así mismo, a la impresora se le adaptó un motor a pasos (Figura 20) el cual ayuda a la 

extrusión del material, ya que los hidrogeles sintetizados presentan una consistencia diferente 
a la de los filamentos comúnmente utilizados en impresoras 3D. Para ello fue necesario 
adaptar una manguera en una jeringa donde el material fue depositado. La manguera se 
coloca en un orificio que fue adaptado cerca del extrusor original, para que pueda seguir los 
movimientos que se le ordenan a la impresora 3D mediante el programa Repetier-Host, sin 
verse afectado por el calor que el extrusor emana. 

 

 
Figura 20 Motor a pasos adaptado a impresora 3D 
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9 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
9.1  Potencial Zeta y DLS  

         Es importante garantizar la estabilidad coloidal de nuestras nanopartículas, por lo que 
procedimos a medir su potencial zeta. Para las Ag NPs sintetizadas por reducción química en 
medio acuoso y con pH cercano a 10.5 se obtuvo un potencial Z negativo de -55.3 mV (Figura 
21) atribuido a los aniones del citrato de sodio que rodean la partícula. La medición indicó 
que las Ag NPs  sintetizadas son estables de acuerdo a lo reportado previamente para este 
tipo de nanopartículas, donde usualmente los valores >+25 mV y <-25 mV tienen alto grado 
de estabilidad [105]. 

 

Figura 21 Distribución de Potencial Z 

 
 En la Tabla 4 se muestra una comparación entre valores de potencial Z para Ag NPS 
con distintos agentes estabilizantes. Se puede ver que es común encontrar valores en el rango 
de inestabilidad debido a un estabilizador insuficiente como el polivinilpirrolidona (PVP). 
Es por ello por lo que el método de síntesis con citrato de sodio propicia la estabilidad 
electrostática.  

Para determinar la distribución de tamaños de las Ag NPs se midió́ el diámetro 
hidrodinámico inicialmente. Primero se midieron las Ag NPs para determinar su tamaño 
promedio como se muestra la Figura 22, donde se encontró́ una distribución trimodal, la 
primera distribución parcial se ubica alrededor de los 5-12 nm con una desviación estándar 
de 3.226nm, la segunda alrededor de los 15-30 nm con una desviación estándar de 74.81nm 
y la tercera cerca de los 80nm con una desviación estándar de 0.3709nm. La media se 
mantiene en 29nm. Así mismo, se obtuvo un valor de Pdl (Polidispersidad) de 0.543, lo cual 
nos indica que hay diferentes tamaños de Ag NPs formados. 

De acuerdo a la literatura, una desviación estándar baja indica que la mayor parte de 
los datos de una muestra tienden a estar agrupados cerca de su media, como es el caso de la 
primera y tercera distribución encontrada, mientras que una desviación estándar alta indica 
que los datos se extienden sobre un rango de valores más amplio, como es el caso de la 
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distribución encontrada entre 15 y 30nm [106]. Por lo tanto, los altos valores de desviación 
estándar confirman la polidispersidad de tamaños en la dispersión.  

 

Figura 22 Distribución de tamaño de Ag NPs por intensidad 

 

        Tabla 4 Comparación del potencial Z en Ag NPs [107], [108], [109], [110].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9.2  UV-Vis de Ag NPs  
 

Mediante espectroscopía UV-Vis se confirmó la formación de plata metálica. De 
acuerdo con la literatura, el plasmón característico de las Ag NPs   se observa un máximo de 
absorbancia a alrededor de los de los 400-450 nm dependiendo de su forma, tamaño, método 
de síntesis, entorno y su grado de dispersión de tamaño [66], [67], es por ello que sus 
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espectros de absorción se estudiaron en un rango de longitud de onda de 300 nm a 480 nm 
como se observa en la Figura 23. 

 
Figura 23 Plasmón característico UV- Vis obtenido mediante la medición de Ag NPs usando ácido ascórbico como 

agente reductor y citrato de sodio como agente estabilizante.  

En nuestro caso, se puede observar en la Figura 23 que el pico del espectro se 
encuentra ubicado alrededor de los 400nm, lo que permite inferir que se ha obtenido la 
formación de plata metálica. La forma e intensidad obtenida se explica ya que a medida que 
aumenta el diámetro promedio de las partículas, la banda de resonancia de plasmón se 
desplaza hacia longitudes de onda más largas, además de tornarse más ancho. En nuestro 
caso se mantiene cerca de los 400 nm lo cual nos indica tamaños relativamente pequeños de 
Ag NPs [111]. Si bien, estos valores difieren de los obtenidos mediante Potencial Z y STEM 
considerando que las mediciones de UV-Vis fueron realizadas inmediatamente después de 
realizada la síntesis de Ag NPs, lo cual sugiere que para las mediciones antes mencionadas 
hubo un crecimiento y aglomeración en la semana posterior.  

Así mismo, el plasmón obtenido es el esperado de acuerdo al proceso de síntesis 
seguido para la obtención de Ag NPs, para el cual se tomó como referencia los estudios 
realizados por Yaqiong Qin y colaboradores [102],  donde se demostró que la variación en el 
pH afecta el ancho y alto del plasmón, esto debido al tamaño de las Ag NPs sintetizadas,  lo 
cual se puede observar en la Figura 24.  
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Figura 24 Espectros UV-Vis de las nanopartículas de plata obtenidas de las partículas de plata preparadas a pH 6,0, 7,0, 
8,0, 9,0, 10,0, 10,5 horas.[102] . 

9.3  STEM de Ag NPs  

Con el objetivo de estudiar la morfología y distribución de tamaños de las Ag NPs 
se examinaron las imágenes obtenidas por la técnica de STEM.  

De acuerdo a la síntesis seguida mediante la técnica estudiada por Yaqiong Qin y 
colaboradores [102], los cambios en el pH no afectan la forma de las Ag NPs solo su tamaño. 
Para el caso de las Ag NPs sintetizadas con pH de 10.5, se puede observar en la Figura 25 
que estas presentan forma cuasiesféricas así como tamaños promedio de 20nm.  

 

 
Figura 25 Imágenes TEM de las Ag NPs preparadas a pH 6,0, 7,0, 8,0, 9,0, 10,0 y 10,5 después de 15 min de las 

reacciones a 30 ◦ C. [[102] 

 
En nuestro caso, mediante las micrografías mostradas en la Figura 26 se puede 

confirmar la formación de Ag NPs debido al contraste que presentan. Así mismo, no se 
identificó un cambio en la morfología ni una alteración en el tamaño. Se observa que se 
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obtienen valores de tamaño entre 23-35 nm y morfología cuasi-esférica, lo cual corresponde 
con los resultados obtenidos mediante la técnica de DLS.  

 
 

 
 

 

 
Figura 23 Imágenes STEM de Ag NPs reducidas con ácido ascórbico y estabilizadas con citrato de sodio. 

 
 Así mismo, podemos ver en la Figura 25 como afecta el pH a las Ag NPs sintetizadas 
con ácido ascórbico como agente reductor y citrato de sodio como estabilizador. En nuestro 
caso, se escogió un pH de 10.5 para lograr la formación de Ag NPs de 20nm. Las Ag NPs 
sintetizadas presentan valores en un rango de 23-35 nm, la diferencia con lo reportado por Y. 
Qin y colaboradores [102] es que sus mediciones se llevaron a cabo mediante microscopía 
TEM 15 minutos después de ser realizada la reducción, mientras que en nuestro caso fueron 
tomadas por microscopía STEM después de 3 semanas de haber sido sintetizadas, lo cual 
puede ocasionar un crecimiento de los coloides en suspensión acuosa.   
 

Derivado de las micrografías correspondiente a nuestra síntesis de Ag NPs con pH de 
10.5,  se pudo obtener un histograma mediante el software ImageJ analysis, en el cual se 
determinó que el valor promedio de tamaño de nanopartículas se encuentra en el rango de 20 
a 30nm ya que existe una mayor concentración de estas, pero también existe la formación de 
Ag NPs más pequeñas y grandes (Figura 24), esto se comprueba mediante la técnica de DLS 
donde los valores de desviación estándar calculados confirman la polidispersidad de las Ag 
NPs sintetizadas.  
 

a) b) 

c) d) 
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               Figura 24 Histograma de tamaños de Ag NPs a 1ug/ml 

 
El tamaño de Ag NPs es óptimo para ser añadido al hidrogel, debido a que se buscaba 

sintetizar Ag NPs no menores a 15 nm, ya que, de acuerdo con lo reportado por diversos 
autores, el tener Ag NPs de diámetros pequeños puede ser perjudicial en hidrogeles para bio-
tintas 3D, considerando que tamaños pequeños pueden atravesar la membrana celular y ser 
tóxicos para el cuerpo humano debido a que producen mayores niveles de especies reactivas 
de oxígeno (EROs) [109], [112], [113].  

 
 

9.4  FTIR-ATR de Hidrogel sin Ag NPs  
 
 El entrecruzamiento del ácido hialurónico, colágeno y quitosano se confirmó 
utilizando espectros infrarrojos transformados de Fourier (FTIR).  
 
En la Figura 25 podemos ver la banda en 1589  𝑐𝑚!" , la cual es la más característica del 
quitosano  [114]. Dicha banda podemos notar que se encuentra en nuestro espectro obtenido 
desplazada hacia 1591𝑐𝑚!", lo cual nos indica una interacción química con el material. La 
banda en 1645 𝑐𝑚!"  tiene relación directa con las interacciones entre el quitosano y el ácido 
hialurónico, la cual será descrita más adelante.  
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Figura 25 Espectro FTIR de quitosano con signo característico como evidencia [114]. 

 
 
  Con base a lo reportado por Ramasamy Sripriya y Ramadhar Kumar, las 
interacciónes de las amidas I, II y III del colágeno están presentes en 1636, 1549, 1237 𝑐𝑚!"  
respectivamente [115], como se muestra en la Figura 26.  Los espectros FTIR de los 
hidrogeles sintetizados, mostraron que los picos de absorción aparecen a 1634𝑐𝑚!" (amida 
I), 1539 𝑐𝑚!" (amida II) y 1232 𝑐𝑚!" (amida III), que fueron los picos de absorción 
característicos de C=O, N–H y C-N respectivamente, presentes en el colágeno, los 
corrimientos en las bandas nos indican que en efecto hay una interacción con los polímeros 
que conforman el hidrogel. 
 

 
Figura 26 Los espectros FT-IR muestran la estructura secundaria de las proteínas de colágeno tipo 1, como banda amida 

I, amida II y amida III [115]. 
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 En la Figura 27 se presenta el espectro del ácido hialurónico estándar [116]. La banda 
característica de este material se encuentra en 1637 𝑐𝑚!"	que señala la amida I presente en 
el material. En nuestro material, la banda en 1646 𝑐𝑚!" estan relacionadas al grupo amida I, 
y son observadas cuando se tiene una solución quitosano-ácido hialurónico, que indican la 
formación de un vínculo entre éstos. 

 

Figura 27 Espectros infrarrojos (FT-IR) del ácido hialurónico estándar [116]. 

 La bentonita tiene tres bandas características presentes en su espectro FTIR como 
se muestran en la Figura 28, una de ellas se encuentra en 783 	𝑐𝑚!" que está relacionado con 
el enlace Si-O-Al, mientras que la segunda banda se muestra en 1034 	𝑐𝑚!" se la banda 
característica del grupo SO el cual coincide con las vibraciones de la bentonita (Si-O). Por 
último, la banda característica de los grupos OH, se encuentra en 3442  𝑐𝑚!". Los resultados 
obtenidos en nuestro análisis, se  ubicaron  797	𝑐𝑚!" , 1040 𝑐𝑚!" y  3447 𝑐𝑚!", los 
corrimientos nos indican una vez más la interacción de los distintos polímeros presentes en 
el hidrogel [117][118].  
 

 
Figura 28 Espectro FTIR de la bentonita [117] 
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 De acuerdo con los resultados obtenidos (Figura 29, Tabla 5), se considera que el 
hidrogel tiene las interacciones de sus polímeros presentes, lo que asegura que las 
propiedades por las cuales se escogieron cada uno de ellos, conferirán características 
viscoelásticas al material.  

 
Figura 29 Espectro FTIR-ATR de hidrogeles sin Ag NPs  

  
 

Tabla 5  Asignación de bandas relacionadas a materiales existentes en hidrogeles sintetizados con colágeno, ácido 
hialurónico,  quitosano y bentonita [114]–[118].   

Longitud de onda (𝒄𝒎!𝟏) Asignación 
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1634 Amida I 
1591 Quitosano 
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9.5  Swelling  

La capacidad de hinchamiento o swelling de los hidrogeles, es un equilibrio entre las 
fuerzas de hinchamiento y elásticas. El diseño adecuado de los parámetros de hinchamiento 
permite que los andamios de hidrogel controlen la difusión de moléculas bioactivas y la 
migración de células a través de la compleja estructura de red. 

De acuerdo con lo estudiado por el grupo de N.	Davidenko	para	hidrogeles	sintetizados	
con	colágeno	y	ácido	hialurónico,	el	grado	de	hinchamiento	mejora	conforme	se	agrega	mayor	
cantidad	del	polímero	[51].	Así	mismo,	se	puede	ver	en	la	Figura	30,	que	hay	mayor	porcentaje	
de	swelling	el	ácido	hialurónico	agregado	en	15%,	mientras	que	disminuye	cuando	se	agrega	
solo	 un	 7.5%	 de	 este.	 Así	 mismo,	 el	 valor	 mas	 bajo	 reportado	 es	 para	 los	 hidrogeles	 con	
colágeno.	Esto	nos	permite	deducir	que	el	agregar	mayor	cantidad	de	ácido	hialurónico	que	de	
colágeno	al	hidrogel,	nos	ayudara	a	aumentar	los	porcentajes	de	swelling.	 

 
Figura 30 El efecto de la composición del andamio en la absorción total de agua en diferentes tiempos de remojo. 

En nuestro caso, los experimentos de swelling se llevaron a cabo en solución buffer de 
PBS a 37°C.  

  

Figura 31 Swelling de hidrogel sintetizado con Ag NPs, colágeno, ácido hialurónico y quitosano                       
polimerizado a: a) 24 horas, b) 48 horas  
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En la Figura 31 se muestra el porcentaje de hinchamiento con respecto al tiempo de lo 
hidrogeles sintetizados con colágeno, ácido hialurónico, quitosano a diferentes 
concentraciones de Ag NPs (1, 10,20 y 40 𝜇𝑔/𝑚𝑙) y polimerizados a 24 horas. Tomando 
como referencia lo estudiado por el grupo de N.	Davidenko,	se	añadio	mayor	cantidad	de	ácido	
hialurónico	que	de	colagéno	al	hidrogel,	en	relación	5:1,	para	garantizar	porcentajes	mas	altos	
de	swelling. 

En el hidrogel sintetizado con 1 𝜇𝑔/𝑚𝑙 de Ag NPs se puede notar que una vez 
alcanzando su límite de swelling (3 horas) la curva se mantiene constante en 310% con 24 
horas de polimerización y 194% con 48 horas de polimerización.  Podemos observar que el 
mayor porcentaje de swelling se presenta cuando las muestras cuentan con 24 horas de 
polimerización, lo cual puede ser debido a que, en 48 horas de polimerización, el grado de 
reticulación es mucho mayor y por tanto su swelling es menor. Para el caso de la muestra con 
10 𝜇𝑔/𝑚𝑙 de Ag NPs (Figura 31 a) se puede observar el decaimiento en la gráfica debido a 
que el material se rompió. Los resultados obtenidos en todos los hidrogeles son óptimos, ya 
que para considerarse hidrogel debe al menos retener 10% de agua [50] y en nuestro caso los 
valores rondan el 300%. 

 

9.6  Pruebas Reológicas  

9.6.1 Viscosidad   

La viscosidad es un parámetro de interés debido a que la aplicación final de estos 
hidrogeles es de usarse como bio-tinta en impresoras 3D, y deben tener baja viscosidad al 
momento de la extrusión y alta viscosidad al formar el objeto tridimensional.  

En la Figura 32, podemos ver las pruebas de viscosidad realizadas para ácido 
hialurónico y colágeno. Se puede notar que los rangos de ambos materiales rondan de los 0.5 
a los 50 Pa·s. Por lo que el adicionarlos juntos mejorará sus capacidades de viscosidad.  

 

 
Figura 32 comportamiento reológico de A)  ácido hialurónico y B) colágeno a varias concentraciones en soluciones 
acuosas puras [119].  

B 
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Se puede observar en la Figura 33 que las síntesis presentan el mismo comportamiento, a 
bajas tasas de corte <1, su viscosidad es alta. Sin embargo, al aumentar su tasa de corte >1, 
su viscosidad se ve disminuida, mismo caso se presenta en lo reportado por Raluca Vulpe e 
investigadores  [119] .  

 

      

     
Figura 33 Viscocidad de hidrogeles con ácido hialuronico y  colágeno. Variación de Ag NPs de a) 1𝜇𝑔/𝑚𝑙, b) 10𝜇𝑔/𝑚𝑙,         

c) 20	𝜇𝑔/𝑚𝑙 y d) 40	𝜇𝑔/𝑚𝑙.  

Las síntesis con concentraciones de 1	𝜇𝑔/𝑚𝑙 y  10	𝜇𝑔/𝑚𝑙, tienden a tener valores de 
viscosidad más elevados llegando a rebasar 6.5 KPa*s en comparación con las síntesis con 
concentraciones 20	𝜇𝑔/𝑚𝑙 y 40	𝜇𝑔/𝑚𝑙 en donde el valor más alto fue de 5.9 KPa*s, además 
de que estas últimas presentan un salto en la medición que las otras concentraciones no 
generan,  esto podría deberse al contenido de Ag NPs y que durante la medición estos 
hidrogeles se rompieron antes de terminar la medición.  

Datos reportados indican que para hidrogeles con quitosano y ácido hialurónico  la 
viscosidad  puede variar desde 25 Pa a 4740 Pa [14], en nuestra caso los hidrogeles 
sintetizados con Ag NPs, colágeno, ácido hialurónico y quitosano presentaron una viscosidad 
que oscila entre 6800 y 7800 Pa, atribuyendo la mejora de la viscosidad a la mezcla de los 
tres polímeros [87]. Recordemos que la viscosidad adecuada para impresión 3D oscila entre 
10%	 y 10&	 Pa·s para evitar la alta presión de extrusión [15], por lo cual la viscosidad obtenida 
durante las mediciones,  garantiza una buena extrusión del material en la impresora 3D. 
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9.6.2 Módulo de almacenamiento y pérdida G’  
 

Se observa en la Figura 34 el comportamiento de Módulo de almacenamiento y 
perdida para hidrogeles con A) ácido hialurónico y B) colágeno en diferentes 
concentraciones. Se puede notar que los valores de G’ son mayores que los de G’’, lo cual 
indica la formación de un gel. Así mismo, para el caso de los hidrogeles con ácido hialurónico 
hay un entre cruzamiento de los módulos. Los valores de estas muestras estudiadas rondan 
los valores de 0.1 a 10 Pa, considerando que los resultados fueron obtenidos en hidrogeles 
independientes, por lo cual en las síntesis elaboradas con ambos materiales se esperan valores 
de G’ y G’ más altos.  
 

 
Figura 34 comportamiento reológico de A)  ácido hialurónico y B) colágeno a varias concentraciones en soluciones 
acuosas puras [119] 

Las propiedades viscoelásticas de los hidrogeles fueron caracterizadas por medio de 
Reología obteniendo los módulos G’ (módulo de almacenamiento) y G” (módulo de pérdida) 
lo cual nos indica que el material es un gel. Las mediciones se llevaron a cabo en hidrogeles 
en estado de swelling en solución PBS a temperatura corporal constante (37°C). 

En la Figura 35 podemos observar la gráfica de los módulos G’ y G’’ 
(almacenamiento y pérdida) así como el factor de amortiguamiento. Se puede notar que los 
hidrogeles sintetizados con 1𝜇𝑔/𝑚𝑙 y 10𝜇𝑔/𝑚𝑙 de Ag NPs, presentan un comportamiento 
relativamente lineal, esto está relacionado con el entrecruzado o entrelazado de las cadenas 
poliméricas [120].  Por otro lado, en los hidrogeles sintetizados con 20𝜇𝑔/𝑚𝑙 y 40𝜇𝑔/𝑚𝑙 de 
Ag NPs, se puede observar que existen frecuencias en las que los módulos G’ y G’’ se 
interceptan, debido a que el hidrogel tiene una transición a un comportamiento de fluido 
[120].  

 

A 
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       Figura 35 Módulos G’ (negro),  G” (azul) y factor de amortiguamiento (rojo)  de hidrogel sintetizado con colágeno,    
ácido hialurónico, quitosano y Ag NPs a diferentes concentraciones a) 1𝜇𝑔/𝑚𝑙, b) 10𝜇𝑔/𝑚𝑙,  c) 20	𝜇𝑔/𝑚𝑙 y                

  d) 40	𝜇𝑔/𝑚𝑙, hinchados en PBS. 

En la Figura 36 se muestra un promedio de las mediciones realizadas. De manera 
general, en todas las muestras G ́ es mayor a G ́ ́, lo cual indica que las muestras medidas 
tienen comportamiento de hidrogel. A pesar de que los mejores promedios fueron los del 
hidrogel sintetizado con 20𝜇𝑔/𝑚𝑙 de Ag NPs, este no tuvo un comportamiento lineal, como 
se mostró en la Figura 35, por lo cual se descartó como opción para impresión 3D ya que no 
tiene un comportamiento predecible.  
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Figura 36 Módulo de pérdida, módulo de almacenamiento y factor de amortiguamiento correspondiente a hidrogeles 
polimerizados a) 24 horas, b) 48 horas.  

De acuerdo con los resultados obtenidos en reología y swelling, se considera que los 
hidrogeles ideales para ser impresos de manera 3D son aquellos con las concentraciones de 
1	𝜇𝑔/𝑚𝑙 y 10	𝜇𝑔/𝑚𝑙 de Ag NPs. Este hecho también fue coincidente con las muestras que 
tuvieron mejor comportamiento en las pruebas antimicrobianas como se describe a 
continuación. 

 

9.7  Pruebas antibacterianas  
Los resultados obtenidos mediante las pruebas antibacterianas se muestran en la tabla 

6 y su representación gráfica en la Figura 37.  
 

Tabla 6 Porcentajes de inhibición de los hidrogeles con y sin Ag NPs en caldo inoculado. 

Porcentaje de 
inhibición.                   
            Ag NPs        
														𝝁𝒈/𝒎𝒍 

Bacteria 
Staphylococcus 

aureus inoculada 

Bacteria E. coli 
inoculada 

Sin Ag NPs -80% 42.5% 
𝟏	 80% 69.7% 
10  61.56% 89.19% 
𝟐𝟎	 52.15% 48.09% 
𝟒𝟎	 49.6% 58.5% 

 
Podemos observar que la muestra control (hidrogeles sin Ag NPs) presenta los valores 

más bajos de inhibición, y en el caso de la bacteria Staphylococcus aureus se aprecia un valor 
negativo, lo que indica que contrario a una inhibición de bacterias hay un crecimiento de 
éstas. Este valor es muy significativo, ya que demuestra que los hidrogeles preparados con 
Ag NPs ayudan a inhibir el crecimiento de las bacterias desde un 50 a 80%. 
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Los mecanismos exactos de la toxicidad de las nanopartículas contra varias bacterias 
no se conocen por completo. Las Ag NPs pueden adherirse a la membrana de las bacterias 
por interacción electrostática y alterar la integridad de la membrana bacteriana. La 
nanotoxicidad generalmente se desencadena por la inducción de estrés oxidativo por la 
formación de radicales libres [121].  

 

    
Figura 37 Porcentajes de inhibición de los hidrogeles con y sin Ag NPs en caldo inoculado. 

Las muestras que presentan un mayor porcentaje de inhibición son las que se 
sintetizaron a bajas concentraciones de Ag NPs 1	𝜇𝑔/𝑚𝑙 y 10	𝜇𝑔/𝑚𝑙, coincidiendo estos 
valores con las caracterizaciones anteriores (swelling, viscosidad, modulo G’ y G’’). Así 
mismo, se obtuvieron valores comparables con otros hidrogeles que se utilizan para 
ingeniería de tejido articular ya que presentan un valor entre 50 y 80 %de inhibición 
bacteriana lo que deriva en una favorable actividad antimicrobiana contra bacterias 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli (E. coli).   

 

9.8  Impresión 3D 

Como se muestra en la Figura 38, se llevó a cabo la impresión 3D de un menisco lateral 
meniscos lateral y medial obtenidos por medio de segmentación de imágenes, mediante el 
uso de un archivo de resonancia magnética con extensión STL.  

La impresión 3D se realizó utilizando el hidrogel constituido de colágeno, ácido 
hialurónico, quitosano y 1	𝜇𝑔/𝑚𝑙	de Ag NPs, ya que fue el hidrogel que mejores resultados 
obtuvo en swelling, viscosidad, módulos G’ y G’’ además de que presentó un 80% de 
inhibición para el caldo inoculado con la bacteria Staphylococcus aureus, y un 69.7% de 
inhibición para el caldo inoculado con la bacteria Escherichia coli (E. coli).  
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         Figura 38 Impresión 3D de menisco 

Las piezas obtenidas mediante impresión 3D fueron polimerizadas durante 48 horas, 
debido a los resultados obtenidos mediante FTIR y swelling que mostraron ser el mejor 
intervalo de tiempo a usar (Figura 39), así mismo se puede observar que presentan su forma 
circular y de “c” a pesar de haber sido polimerizadas.  

 
Figura 39 Meniscos medial y laterales obtenidos mediante impresión 3D y con proceso de polimerización de 48 horas. 

 
Finalmente, las piezas fueron sumergidas en PBS a una temperatura controlada de 37 °C, 

la Figura 40 fue tomada 72 horas posterior a introducirlas en PBS, tomando en cuenta que el 
punto más alto de swelling se alcanza después de las 3 horas. Se puede observar que las piezas 
cambian no su forma después de ser polimerizadas, y que presentan un crecimiento al ser 
hinchadas.  

 
Figura 40 Meniscos obtenidos por impresión 3D, después de  72 horas de ser sumergidos en PBS.  
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10 CONCLUSIONES 
Se sintetizaron cuatro configuraciones de hidrogeles: Colágeno, ácido hialurónico  y 

quitosano, en presencia de Ag NPs a 1, 10, 20 y 40 𝜇𝑔/𝑚𝑙, donde se formaron redes 
poliméricas interpenetradas (IPN ́s). 

Se obtuvieron Ag NPs cuasiesféricas con tamaño de 25-29 nm y carga negativa de -55.3 
mV. El plasmón de resonancia superficial se encuentra ubicado alrededor de 400nm.  
 

La funcionalización del hidrogel fue estudiada por espectroscopía FTIR encontrando 
interacciones entre colágeno, ácido hialurónico y quitosano entre 797-3447 	𝑐𝑚!".  
 

La incorporación de 1𝜇𝑔/𝑚𝑙 Ag NPs, colágeno y ácido hialurónico mejoraron las 
propiedades viscoelásticas del hidrogel sintetizado en este trabajo, se obtienen valores de 7 
kPa*s, siendo un valor adecuado para la impresión 3D. Además de conducir a una alta 
absorción de agua alcanzando su valor más alto de swelling a 310% a las 3 horas de iniciar 
la medición. Las propiedades mecánicas se midieron por medio de los módulos G’ y G”, 
demostrando que G’>G’’ lo cual garantiza que se tiene un hidrogel.  

 
Se obtuvo un 80% de inhibición para el caldo inoculado con la bacteria 

Staphylococcus aureus, y un 69.7% de inhibición para el caldo inoculado con la bacteria 
Escherichia coli (E. coli) demostrando su actividad antimicrobiana debido a la adición de Ag 
NP’s.  

La adición de colágeno y ácido hialurónico tuvieron gran influencia en la mejora de 
las propiedades reológicas y mecánicas en el hidrogel sintetizado, mientras que las Ag NPs 
aportan propiedades antibacterianas, por ello pueden ser utilizados como biotinta para 
impresión 3D de prótesis de menisco. 
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11 TRABAJO A FUTURO  
 
 

Como propuestas y mejoras a futuro del trabajo realizado se plantean las siguientes 
propuestas:  

 

• Realizar pruebas de citotoxicidad en células que se asemejen mejor al ambiente en el 
que se encontraría la prótesis de menisco, es decir, células de osteoblastos o 
fibroblastos. 

• Mejorar las condiciones de la impresora 3D, añadiendo un aditamento para realizar 
el proceso de polimerización mientras se realiza la impresión 3D.  

• Aumentar las cantidades de colágeno y ácido hialurónico para ver si mejoran las 
propiedades viscoelásticas y los módulos de almacenamiento y pérdida.  

• Optimizar el proceso de síntesis, utilizando agitación mecánica con algún aparato que 
mantenga las revoluciones constantes.  
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12 ANEXO 1 
 

12.1 TÉCNICAS DE CARACTERIZACIÓN  

12.1.1  Espectroscopía de absorción ultravioleta visible UV-Vis 
 

La espectroscopía UV o espectrofotometría UV-visible (UV-Vis o UV/Vis) se refiere 
a la espectroscopia de absorción o espectroscopia de reflectancia en parte del ultravioleta y 
las regiones visibles adyacentes completas del espectro electromagnético (radiación con 
longitud de onda comprendida entre los 160 y 780 nm) [122].  El principio básico de la 
técnica de UV-Vis es la absorción de radiación de una frecuencia determinada en el rango de 
longitudes de onda de UV-Vis, realizada por una molécula para producir una transición de 
un nivel de baja energía a un nivel de mayor energía, el único requisito es que la muestra 
absorba en la región UV-Vis, es decir, que sea un cromóforo.  

Siendo relativamente económica y fácil de implementar, esta metodología es 
ampliamente utilizada para la detección de grupos funcionales, detección de impurezas, 
análisis cualitativo y cuantitativo de analitos, medicamentos con grupos cromóforos entre 
otras aplicaciones [122] [123]. 

Metales como Oro (Au), Plata (Ag), Cobre (Cu), y los metales alcalinos que poseen 
electrones libres muestran plasmón de resonancia en el espectro visible, dando lugar a colores 
no observados en los mismos materiales a escala micrométrica. Por ejemplo, las 
nanopartículas de plata muestran una intensa resonancia del plasmón de superficie (RPS) 
principalmente en los intervalos de longitud de onda de 400-420 nm (Figura 41) [124].  

 
Figura 41 Espectro de absorción UV/Vis de Ag NPs [66]. 

La RPS y, por lo tanto, algunas propiedades ópticas de nanopartículas dependen en 
gran medida de tamaño, forma, composición, índices de refracción del metal, el medio 
circundante, la presencia de especies adsorbidas y la distancia media entre nanopartículas 
vecinas. Se puede encontrar una diversidad de espectros de resonancia del plasmón de 
superficie de nanopartículas de plata en la región visible y las coloraciones que van del 
amarillo al azul [33].  

La espectroscopia de absorción es complementaria a la espectroscopia de 
fluorescencia. Los parámetros de interés, además de la longitud de onda de medición, son la 
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absorbancia (A) o la transmitancia (%T) o la reflectancia (%R), y su cambio con el tiempo 
[125]. 

En la Figura 42, se puede observar el principio de funcionamiento de un 
espectrómetro UV-Vis.  

 

 
Figura 42 Principio de 3.2.1 Espectrofotometría de absorción ultravioleta visible UV-Vis [126]. 

 

12.1.2 Espectroscopía FTIR-ATR 
 

La reflexión total atenuada (ATR) es una técnica de muestreo utilizada junto con la 
espectroscopia infrarroja tradicional, que en última instancia califica las muestras para 
observarlas directamente en estado sólido o líquido, sin preparación adicional. FTIR significa 
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier: una técnica que se puede utilizar para 
obtener un espectro infrarrojo de la emisión o absorción de una muestra líquida, sólida o 
gaseosa [127], [128].  

Un espectrómetro FTIR recopila sincrónicamente los datos de alta resolución 
espectral en un amplio rango. Esto es una ventaja sobre el espectrómetro dispersivo 
tradicional que solo mide la intensidad espectral en un rango mucho más pequeño de 
longitudes de onda en un momento dado. El término "espectroscopía infrarroja por 
transformada de Fourier" se basa en el proceso de transformada de Fourier, que se requiere 
para convertir los datos sin procesar en espectros [127]. 

El tiempo total de análisis del polímero mediante la técnica ATR es de menos de 1 
minuto. Con el muestreo ATR se dirige el haz de infrarrojos hacia un cristal de índice de 
refracción relativamente más alto. El haz de infrarrojos se refleja en la superficie interna del 
cristal y crea una onda evanescente, que se proyecta ortogonalmente en la muestra en íntimo 
contacto con el cristal ATR. Parte de la energía de la onda evanescente es absorbida por la 
muestra y la radiación reflejada (parte ahora absorbida por la muestra) se devuelve al detector 
como se muestra en la Figura 43 [128].  
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Figura 43 Representación esquematica de un sistema ATR-FTIR [129].  

 

12.1.3 Microscopía Electrónica de Barrido de trasmisión STEM 
 

La microscopía electrónica se utiliza, entre muchas otras cosas más, para el estudio 
de la morfología de muestras a escalas muy pequeña (micrómetro y nanómetros). Para la 
visualización de los objetos se utiliza un haz de electrones acelerados a un alto voltaje. 
  
La microscopía electrónica de barrido de transmisión (STEM) combina los principios de la 
microscopía electrónica de transmisión y la microscopía electrónica de barrido y se puede 
realizar en cualquier tipo de instrumento. Al igual que el TEM, el STEM requiere muestras 
muy delgadas y analiza principalmente los electrones de haz transmitidos por la muestra. 
Una de sus principales ventajas sobre TEM es que permite el uso de otras señales que no 
pueden correlacionarse espacialmente en el TEM. En el SEM / STEM se trabaja a bajas 
tensiones de aceleración pero podemos lograr resoluciones subnanométricas (0.6 nm), lo 
que lo convierte en una alternativa muy eficiente desde el punto de vista económico a un 
TEM / STEM [130].  

 
Como en SEM, la técnica de STEM desliza un haz de electrones fino y focalizado a 

lo largo de la muestra. La interacción entre este haz y los átomos de la muestra generan un 
flujo de señales que se correlacionan con la posición del haz para construir una imagen virtual 
donde la intensidad de señal en cualquier localización de la muestra es representada por la 
intensidad en la escala de gris de la correspondiente localización en la imagen. La principal 
ventaja respecto al SEM convencional es la mejora en la resolución espacial [109]. 
Como en TEM, la técnica de STEM requiere muestras muy finas y detecta principalmente 
los electrones transmitidos a través del espécimen. Su principal ventaja respecto al TEM 
convencional es que permite el uso de otras señales que no puede ser espacialmente 
correlacionados en TEM, como los electrones secundarios, electrones dispersados, rayos X 
característicos y pérdidas de energía de los electrones. 
La obtención de contraste en el TEM se puede realizar de dos modos en función de los 
electrones seleccionados en el sistema de creación de la imagen: mediante campo claro (BF, 
Bright Field), donde se recogen los electrones del haz directo, o campo oscuro (DF, Dark 
Field), donde se seleccionan los electrones dispersados. En el STEM, también se seleccionan 
estos dos tipos de electrones, pero mediante detectores en lugar de aperturas. 



 52 

Para seleccionar los electrones del haz directo, se utiliza un detector situado en el eje del haz 
(on-axis), mientras que para recoger los electrones dispersados, se utiliza un detector anular 
alrededor (off-axis) [131], [132]. 
 

En la Figura 44, se puede observar el principio básico de funcionamiento de un 
microscopio electrónico de barrido de transmisión (STEM).  
 

 
 

Figura 44 Diagrama esquemático de un microscopio STEM [107]. 

 

12.1.4  Dispersión Dinámica de Luz (DLS)  

La dispersión dinámica de luz (DLS por sus siglas en inglés) es una técnica utilizada en la 
caracterización de nano y micropartículas, ya que brinda una amplia gama de información 
como lo es la determinación del tamaño y potencial zeta de partículas en suspensión.  

 

12.1.5  Distribución de tamaño  

Esta medición se adquiere cuando una partícula es irradiada con un láser, y esta 
dispersa esa radiación en todas direcciones, y es obtenida mediante un detector que recibe 
estos fotones dispersados por parte de miles de partículas, formando así un patrón de puntos 
luminosos[133]. Las partículas viajan en todas direcciones, debido al movimiento 
browniano, en donde migran las más pequeñas a mayor velocidad y las más grandes a menor 
velocidad. Dicha relación está dada por la Ec. de Stokes-Einstein, generando así un patrón 
de difracción el cual es capturado por el detector que se modifica a través del tiempo debido 
a dichos movimientos de las partículas, lo que permite relacionar la velocidad de cambio de 
dicho patrón con el tamaño de las partículas en suspensión [133].  
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El tamaño hidrodinámico medido por el DLS se define como “el tamaño de una esfera 
rígida hipotética que se disemina del mismo modo que la partícula que se mide”. Sin 
embargo, en la práctica, las partículas o macromoléculas en solución no son esféricas, 
dinámicas (circulantes), y solvatadas. Debido a esto, el diámetro calculado a partir de las 
propiedades difusionales de la partícula indica el tamaño real de la partícula dinámica 
hidratada y solvatada, de ahí la terminología “diámetro hidrodinámico”. Por lo tanto, el 
diámetro hidrodinámico o de Stokes, es el diámetro de una esfera que posee el mismo 
coeficiente de difusión traslacional que el de la partícula que se mide, suponiendo una capa 
de hidratación que rodea la partícula o molécula [134]. 

 

12.1.6  Potencial Zeta  
 

El Potencial Z es una técnica analítica que es aplicada para la determinación de la 
carga superficial de las nanopartículas en soluciones coloidales. La superficie de la carga 
atrae una capa fina de carga opuesta y se une firmemente a ella, formando una fina capa 
llamada capa de Stern (por estrella en Alemán). Cuando la partícula se difunde en solución 
estará envuelta por una capa difusa externa que consiste en iones débilmente asociados, como 
resultado de lo cual se crea una doble capa eléctrica [135].  Los valores de potencial z se 
encuentran en el rango de +100 a -100 mV y la magnitud predice la estabilidad del coloide. 
Usualmente los valores >+25 mV y <-25 mV tienen alto grado de estabilidad [135]. 

El equipo DLS  posee una celda especial para la medición del potencial zeta, la cual 
consta de dos electrodos en sus extremos, en la que se realiza una micro electroforésis. En 
esta técnica, se aplica un potencial para que las partículas cargadas migren hacia el electrodo 
de carga opuesta, y así poder medir la velocidad de migración obteniendo la movilidad 
electroforética y mediante la aplicación de la ecuación de Henry, es posible calcular el 
potencial Z [136]. 

 

12.1.7  Hinchamiento (Swelling)  

El hinchamiento es una medida de la cantidad de fluido que puede absorber el 
hidrogel en su interior [52]. En numerosos estudios se ha demostrado que al variar la 
composición inicial y la densidad de entrecruzamiento de un hidrogel, se afecta su índice de 
hinchamiento. Al incrementar el contenido de incorporación del monómero hidrófilo en la 
reacción de copolimerización, éste aporta una mayor cantidad de grupos afines a las 
moléculas de agua, favoreciendo así la interacción del hidrogel con las soluciones acuosas. 
Sin embargo, si se incrementa la proporción de un monómero hidrófobo, este 
comportamiento se invierte. Esto se debe a que se favorece el aumento de las interacciones 
entre las cadenas de polímeros, disminuyendo en consecuencia las interacciones de la cadena 
con las moléculas de agua [137]. 
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Por otro lado, a medida que el tamaño de poro de la red decrece, los hidrogeles 
también pueden exhibir una marcada reducción en el máximo contenido de agua que pueden 
almacenar. Esta característica puede regularse al incrementar el porcentaje de agente 
entrecruzante durante la reacción de polimerización. Un aumento del grado de 
entrecruzamiento reducirá el volumen libre dentro de la estructura de la red del hidrogel, 
reduciendo el tamaño de los poros [138]. 

Debido a que el peso, el volumen y los valores dimensionales de los hidrogeles 
cambian durante el proceso de hinchamiento (Figura 45) cualquiera de estos factores puede 
ser utilizados para caracterizar su comportamiento. Los cálculos para obtener los valores de 
swelling se realizan con referencia a la siguiente expresión matemática:  

 

																																			%𝑯𝒊𝒏𝒄𝒉𝒂𝒎𝒊𝒆𝒏𝒕𝒐 = 𝑾𝒕!𝑾𝟎
𝑾𝟎

 x100 

donde, 

𝑾𝒕 es el peso del disco hinchado al tiempo t 

𝑾𝟎 es el peso del disco después de la polimerización 

 

Figura 45 Proceso de hinchamiento en medio acuoso, a) hidrogel polimerizado, b) hidrogel hinchado por solución 
acuosa (Creado con BioRender.com)  

  

12.1.8   Reología   

La reología del griego (rhéō) 'flujo', y -λoγία (-logia) 'estudio de', es el estudio del 
flujo de la materia, principalmente en estado fluido (líquido o gaseoso), pero también como 
"sólidos blandos" o sólidos en condiciones en las que responden con un flujo plástico en lugar 
de deformarse elásticamente en respuesta a una fuerza aplicada. La reología es una rama de 
la física, y es la ciencia que se ocupa de la deformación y el flujo de materiales, tanto sólidos 
como líquidos. La reología de fluidos es usada para describir la consistencia de diferentes 
fluidos, normalmente mediante dos componentes, la viscosidad y la elasticidad [139]. 
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12.1.8.1 Viscosidad   

La viscosidad se define como la resistencia a fluir de un material. Para medir y 
describir el flujo de un material es necesario confinarlo, hacer que ocurra el flujo por medios 
mecánicos y medir la fuerza requerida para ello. El recíproco de la viscosidad se llama 
fluidez, una medida de la facilidad de flujo [140]. 

Para la mayoría de los fluidos, el esfuerzo cortante causado por el flujo es 
directamente proporcional a la tasa de deformación cortante resultante (shear strain rate) o 
tasa de deformación (strain rate). En otras palabras, el esfuerzo cortante dividido por la tasa 
de deformación cortante es constante para un fluido dado a una temperatura fija. Esta 
constante se denomina viscosidad dinámica o absoluta y, a menudo, simplemente viscosidad. 
Los fluidos que se comportan de esta manera se denominan fluidos newtonianos en honor a 
Sir Isaac Newton, quien formuló por primera vez esta descripción matemática de la 
viscosidad [141]. Dicho concepto está definido por la Ley de Newton, que relaciona el 
esfuerzo cortante con la velocidad de deformación (gradiente de velocidad) como se muestra 
en la siguiente ecuación  [142]:  

𝜏 = μ · ẏ 

Donde:  

 μ, es la viscosidad dinámica (Pa·s) 

τ, es el esfuerzo cortante o de cizalla (Pa) 

ẏ es la velocidad de deformación (s-1)  

Cuando la fuerza F que actúa sobre el cuerpo es paralela a una de las caras mientras 
que la otra cara permanece fija, se presenta un tipo de deformación denominada de 
cizallamiento, en el que no hay cambio de volumen, pero sí de forma  [142]. 

En general, la viscosidad depende del estado de un fluido, como su temperatura, 
presión y tasa de deformación. Sin embargo, la dependencia de algunas de estas propiedades 
es despreciable en ciertos casos. Por ejemplo, la viscosidad de un fluido newtoniano no varía 
significativamente con la tasa de deformación. La viscosidad cero (sin resistencia al esfuerzo 
cortante) se observa solo a temperaturas muy bajas en superfluidos; de lo contrario, la 
segunda ley de la termodinámica requiere que todos los fluidos tengan una viscosidad 
positiva [143], [144]. 

La viscosidad adecuada para la extrusión de un material mediante impresión 3D oscila 
entre 10%	 y 10&	 Pa·s para evitar la alta presión de extrusión [15]. 
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12.1.8.2 Módulo de almacenamiento y pérdida    

Para lo materiales elásticos se sigue la Ley de Hooke, la cual establece que el esfuerzo 
de corte es proporcional al desplazamiento dividido entre el espesor:  

γ = 	
𝑥
𝑦 =

𝑑𝑥
𝑑𝑦 

Por lo que el esfuerzo de corte se define como:  

𝜏 = 𝐺𝛾 

Donde G es el llamado módulo de elasticidad.  

Pero los hidrogeles no son sólo materiales elásticos ni materiales viscosos, sino que 
tienen características de ambos materiales por lo que se le llaman materiales viscoelásticos, 
es decir, tienen un componente elásticos que absorbe la energía aplicada, transformándola 
durante la deformación en energía potencial, de forma que cuando esta cesa, la deformación 
vuelve a su estado inicial; y un componente viscoso que absorbe la energía aplicada 
transformándola en calor y fluyendo. Estos materiales a bajas deformaciones se comportan 
como un sólido elástico y a altas deformaciones fluyen como líquidos.  

Para obtener información de las propiedades de los hidrogeles se someten a 
experimentos oscilatorios, los cuales consisten en aplicar un esfuerzo o deformación 
sinusoidal:  

𝛾 = 𝛾0sin (𝜔𝑡) 

Y el esfuerzo resultante de la deformación es:  

𝜏 = 𝜏0sin (𝜔𝑡 + 𝛿) 

Donde 𝛿 es ángulo de fase, el cual es 0 para los solidos elásticos y 90° para los líquidos 
Newtonianos. Un fluido viscoelástico exhibe un ángulo de fase entre 0 y 90° como se explica 
a continuación [120].  

 

Las distintas funciones viscoelásticas que permiten caracterizar el comportamiento 
viscoelástico de un producto son:  

• G’: Módulo elástico o de almacenamiento. Representa la componente elástica del 
producto. Es directamente proporcional a la energía almacenada por el material 
en un ciclo de deformación. El módulo de almacenamiento da información sobre 
la cantidad de estructura presente en un material. Si es mayor que el módulo de 
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pérdida, el material puede considerarse principalmente elástico, es decir, el 
cambio de fase es inferior a 45° [145], [146]. 

• G”: Modulo viscoso o de pérdida. Representa el comportamiento viscoso o la 
cantidad de energía disipada en la muestra.. Es directamente proporcional a la 
energía disipada por el material en un ciclo de deformación [145], [146].  

• G*: Módulo complejo. Representa la resistencia total de una sustancia frente a la 
deformación aplicada. Consta de un componente real G', que está en fase, y un 
componente imaginario G", que se encuentra desfasado 90°, como se muestra en 
la Figura 46. El vector que representa el módulo complejo G*, y que, por tanto, 
lo define, es: G* = G’ + iG” [145], [146].   

• δ: Ángulo de fase o de desfase. Índice de la viscoelasticidad. Proporciona una 
primera idea de la naturaleza reológica del material [145], [146]. 

 

Figura 46 Vector que representa el módulo complejo G*, con sus componentes G' y G'' [120] 

Si un material es elástico el esfuerzo y la deformación están en fase (δ≈0º), poseerá 
un módulo elástico elevado (G*≈G′) y un pequeño módulo viscoso (G′′≈0). Si un material es 
viscoso entonces el esfuerzo y la deformación están en desfase (δ≈90º) y el modulo viscoso 
será elevado (G′′≈G*) y el módulo elástico pequeño (G′≈0). Si un material es viscoelástico δ 
tendrá valores entre 0 y 90º [146], el cual es el valor esperando en este desarrollo de tesis. 
Un δ = 45º significa que no se da una preponderancia de la componente elástica sobre la 
viscosa ni viceversa. Un valor tan δ = 1 indica que el material responde con componentes 
viscosa y elástica del mismo valor. 

           
Figura 47 a) Comportamiento típico del módulo elástico de un polímero frente a la temperatura b) Mapa viscoelástico  

[120]. 

a) b) 
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  Como se observa en la Figura 47 a muy altas frecuencias (equivalentes a bajas 
temperaturas) el módulo elástico es mayor que el viscoso: el polímero se comporta como un 
típico polímero cristalino. Como consecuencia de una reducción en la frecuencia (equivalente 
a un aumento en la temperatura) se produce una mayor movilidad en las cadenas poliméricas 
y tiene lugar una transición hasta alcanzar un estado de comportamiento “gomoso”, en el que 
el módulo elástico sigue siendo mayor que el viscoso; la presencia de esta meseta o "plateau" 
es más notorio en polímeros de alto peso molecular, y según algunos autores está relacionada 
con el enmarañamiento o entrelazamientos entre cadenas poliméricas [142].  

A menores frecuencias (o mayores temperaturas) comienza el flujo del material y el 
módulo elástico disminuye hacia valores más próximos al viscoso. Entre la región cristalina 
y la zona gomosa hay una zona de transición en la que se observa una inversión en los valores 
de los módulos elástico y viscoso al mismo tiempo que se alcanza un máximo en el módulo 
viscoso, como consecuencia de la aportación de la energía necesaria para producir un 
aumento en la movilidad de las cadenas del polímero [120]. 

En resumen, a bajas frecuencias G’< G’’ implica que el material se comporta como un 
líquido. Al aumentar la frecuencia esta tendencia se invierte y cuando G’’< G’ el material se 
comportará como un sólido [142]. 

 

12.1.9  Pruebas Antimicrobianas  

La aplicación de la nanotecnología en ciencia de materiales es un gran paso hacia la 
producción de materiales con mejores propiedades químicas, mecánicas, ópticas y eléctricas. 
Actualmente, una potencial aplicación de la nanotecnología es el efecto antibacteriano que 
pueden exhibir algunas nanopartículas, entre estas, destacan las nanopartículas de plata (Ag 
NP’s) por su excelente efecto bactericida. Es un hecho bien conocido que los iones de plata 
y los compuestos a base de plata son altamente tóxicos para los microrganismos. Este aspecto 
de la plata lo convierte en una excelente opción para múltiples funciones en el área 
biomédica. La plata se usa generalmente en forma de nitrato para inducir el efecto 
antimicrobiano, pero cuando la plata alcanza la escala nanométrica, su efecto antimicrobiano 
aumenta. Se ha afirmado que la concentración de nanopartículas de plata que impide el 
crecimiento bacteriano es dosis-dependiente y es diferente para cada tipo de bacteria [112], 
[147].  También se ha investigado la actividad antimicrobiana de las nanopartículas de plata  
y se ha concluido que la concentración mínima inhibitoria y mínima bactericida es diferente 
en principio por el tipo de membrana de las bacterias Gram positivas o Gram negativas [112].  

Es importante señalar que la acción antibacteriana de las nanopartículas de plata es 
altamente dependiente del tamaño de la partícula, morfología y dosis. Las nanopartículas de 
plata deben de ser lo suficientemente pequeñas para penetrar la membrana celular y con ello 
afectar la homeostasis intracelular. La interacción de las partículas con la bacteria depende 
del área superficial disponible (partículas pequeñas con una mayor área superficial disponible 
para la interacción tienen más efecto bactericida que las partículas grandes). Es posible que 
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las nanopartículas de plata no solo interactúen con la superficie de la membrana, sino que 
también penetren al interior de la bacteria [112].  

Para el estudio de efectividad antimicrobiana  de los hidrogeles con diferentes 
concentraciones de nanopartículas de plata las bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia 
coli (E. coli) son altamente utilizadas [147]. 

Escherichia coli  (E. coli) es una bacteria miembro de la familia de las enterobacterias 
y forma parte de la microbiota del tracto gastrointestinal de animales homeotermos, como 
por ejemplo el ser humano [147]. Aunque la mayoría de las cepas de E. coli no son patógenas, 
algunas variantes, puede causar gastroenteritis, infecciones en el tracto urinario y meningitis 
neonatal. En casos raros, estas cepas patógenas también son responsables del síndrome 
urémico hemolítico [148]. 

 
Staphylococcus aureus es una bacteria muy resistente en el medio ambiente y está 

ampliamente distribuida en la naturaleza. Su principal reservorio son los animales y las 
personas. En determinadas condiciones, S. aureus produce toxinas estafilocócicas, 
enterotoxinas muy resistentes que una vez formadas en el alimento son extremadamente 
difíciles de eliminar. Estas toxinas son las responsables de la mayoría de las toxiinfecciones 
alimentarias estafilocócicas asociadas al consumo de alimentos contaminados. Los 
principales síntomas de esta toxiinfección son los habituales de una gastroenteritis [149]. 

 
Por estas razones, es muy importante controlar las cepas patógenas de E. coli y S. 

aureus, evitando su crecimiento microbiano mediante nuevos agentes bacteriostáticos no 
convencionales. Dentro de la gama de compuestos con actividad bactericida, las 
nanopartículas de plata representan un agente antibacteriano muy prometedor que podría ser 
útil para el tratamiento de bacterias resistentes [150].  

 
Por ello, las nanopartículas de plata se han convertido en un enfoque importante para 

las aplicaciones en nanobiotecnología en el desarrollo del tratamiento antibiótico de 
diferentes infecciones bacterianas. Una de las características más notables de las 
Nanopartículas de plata es su propiedad antimicrobiana. La plata es bien conocida por su 
efecto inhibitorio sobre muchos microorganismos comúnmente presentes en procesos 
médicos e industriales [149]. La propiedad antimicrobiana de la plata mejora enormemente 
si la plata se transforma en una nanopartícula [66] ya que estudios han demostrado que la 
disminución del tamaño de las nanopartículas de plata aumenta la actividad antimicrobiana 
de las NP, debido al aumento de la superficie de las nanopartículas de plata, lo que favorece 
una mayor interacción entre las nanopartículas y la membrana celular [107].   

 
La definición más amplia de un antibacteriano es un agente que interfiere con el 

crecimiento y la reproducción de bacterias y la actividad antibacteriana está relacionada con 
compuestos que matan bacterias localmente o ralentizan su crecimiento sin ser tóxicos en 
general para el tejido objetivo [121]. Las Ag NPs pueden producir radicales libres, lo que da 
como resultado la inducción de estrés oxidativo (es decir, especies reactivas de oxígeno; 
ROS). Las ROS producidas pueden dañar irreversiblemente a las bacterias (p. ej., su 
membrana, ADN y mitocondrias), lo que provoca la muerte bacteriana (Figura 48) [121]. 
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Figura 48 Mecanismos de toxicidad de las nanopartículas (NPs) frente a bacterias [121].  

 

12.1.9.1 Cultivo en medio líquido  

En la microbiología se debe destacar la importancia de obtener un buen cultivo de 
bacterias, ya que de esto depende que se puedan observar fácilmente las características de las 
colonias, propiedades bioquímicas morfología, reacciones de coloración, reacciones 
inmunológicas y la susceptibilidad de una especie microbiana a los agentes antimicrobianos  
[121]. En la naturaleza los microorganismos se presentan como cultivos mezclados que 
contienen una gran variedad de géneros y especies individuales,  por ello es necesario 
aislarlos en un cultivo puro, es decir un cultivo que contenga una sola especie [151]. El medio 
que requiere para obtener un crecimiento puede ser líquido o sólido [151]. Se debe tener en 
cuenta que el medio debe tener las propiedades y características apropiadas para el 
crecimiento así como también las condiciones ambientales óptimas, como son: Temperatura, 
pH, presión y oxígeno [151]. Al inocular un medio de cultivo (introducción artificial de 
microorganismos en un medio de cultivo) para hacer crecer cierto microorganismo es 
necesario tomar una muestra de este, teniendo cuidado de mantener la pureza del cultivo. A 
este procedimiento se le conoce como técnica aséptica [151].  

El cultivo en medio líquido, habitualmente se realiza en tubos, frascos o erlenmeyers. 
antes y después de realizada la siembra, se debe pasar la boca del recipiente (sin tapa) por la 
llama del mechero (flameado) para evitar la contaminación del material. 
      En los cultivos líquidos no tiene lugar la formación de colonias, por lo tanto, no sirven 
como técnica de aislamiento. La utilización de medios de cultivo líquidos permite la 
obtención de una población microbiana grande, con un elevado número de microorganismos, 
para ser utilizados posteriormente. En estos cultivos se examinará la existencia de 
enturbiamiento más o menos intenso, la formación de una película o velo sobre la superficie, 
la aparición de sedimento en el fondo del tubo, etc [152]. 
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Figura 49 Inoculación de medio de cultivo. (Creado con BioRender.com) 

 

12.1.9.2 Observación en medios de cultivo sólido (Colonias) 

  Es muy importante el estudio macroscópico de la colonia cuando se cultiva a la 
bacteria en la superficie de un medio sólido; de la multiplicación de cada germen se origina 
una colonia formando una masa de millones de gérmenes observables a simple vista como 
se observa en la Figura 49. La morfología de la colonia deriva de cada célula pero es una 
característica de la masa celular. Las características que se observan y se analizan de cada 
colonia son:  

 
• Tamaño: uniforme para cada especie o tipo, las dimensiones varían desde muy 

pequeñas o apenas visibles, hasta unos centímetros de diámetro. 
• Consistencia: blanda, seca o viscosa. 
• Forma: depende del borde y del espesor. El borde puede ser liso, entero, 

ondulado, aserrado, etc. El espesor depende de la elevación pudiendo ser chatas, 
elevadas, convexas, cónicas, crateriformes, etc. De acuerdo a las características 
antes mencionadas pueden definirse distintos tipos de colonias [152]. 

 

Figura 50 Figura representativa de un cultivo de colonias en medio sólido. (Creado con BioRender.com)  

 
 
 



 62 

12.1.9.3 Bacterias Gram Positiva (+) y Gram Negativa (-)  
 

Los fundamentos de la diferenciación entre ambos grupos se basan exclusivamente 
en las características diferentes de las paredes celulares entre ambos grupos de bacterias. La 
clave es el peptidoglucano más conocido como mureína, uno de los principales constituyentes 
de la pared celular, formando una gruesa capa en los Gram+, mientras que tienen una delgada 
capa en los Gram-. Son muchas las especies de bacterias Gram- que causan enfermedades, 
teniendo la membrana externa una gran parte de esa responsabilidad patogénica del 
microorganismo. La membrana exterior está compuesta por un complejo lipopolisacárido 
que actúan como endotoxinas, y si estas entran en el sistema circulatorio provocan una 
reacción tóxica en el animal infectado. Las endotoxinas son componentes estructurales 
exclusivamente de las bacterias Gram- [153].  

Pal et al. demostraron que las actividades también dependían de la forma de los 
AgNPs, e investigaron las propiedades antibacterianas de AgNPs de diferentes formas contra 
la bacteria Gram-negativa E. coli, siendo las nanopartículas triangulares las de mayor 
actividad, al tener mayor densidad de átomos en sus caras [154].  

Se puede concluir que las diferentes formas y tamaños de partícula, así como la aglomeración 
de éstas, su carga superficial y su concentración, influyen en la actividad biocida contra 
diferentes bacterias.   

La actividad de los AgNPs contra las bacterias Gram depende de su concentración. Se ha 
demostrado que la concentración de AgNPs que previene el crecimiento bacteriano es 
diferente para cada tipo de bacteria. Las AgNP pueden actuar como agentes antimicrobianos 
contra casi 650 especies, incluidas bacterias resistentes a antibióticos , presentan un buen 
desempeño in vitro frente a bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus, 
Streptococcuspyogenes y Bacillussubtilis y Gram negativas como Pseudomonas aeruginosa, 
Escherichia coli y Salmonella typhi [154] [155] .  

 

12.1.10  Impresión 3D    

La impresión 3D es una tecnología de manufactura inventada a principios de la década 
de 1980 [85] y se describe como la “impresión sucesiva de capas de material una encima de 
otra para crear un objeto 3D” [156]. A partir de aquí́ comenzó una evolución en el concepto 
de impresión 3D, técnicas y máquinas, creando aplicaciones en campos como la electrónica, 
la aeroespacial, campo médico y dental [79]. Las ventajas de la impresión 3D es que los 
prototipos son ilimitados, el diseño es rápido y fácil, y la producción en pequeñas cantidades 
es barato [95]. El reto en la bio-impresión de tejidos y andamios, es encontrar los materiales 
que se puedan utilizar en impresión 3D y que sea compatible con células vivas y, además, 
que tengas las propiedades mecánicas y funcionales [103].  
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Hay diferentes métodos que se usan para bio-impresión 3D. La elección del método 
depende de diferentes factores, como la resolución, la densidad y viabilidad celular, así como 
el material utilizado, el cual tendrá una influencia final en la pieza final [22].  

3D Slicer es un programa de código abierto gratuito para el análisis y visualización 
de imágenes médicas [157]. Dentro de los módulos que maneja este programa se encuentra 
el de segmentación, que son herramientas que permiten la separación de subregiones 
individuales en función de determinadas características. 

Para realizar la segmentación se utilizaron las siguientes herramientas:  

• Grown from seeds, se basa en el algoritmo de Seeded Region Growng (SRG) el cual 
es un método rápido, eficaz y robusto para la segmentación de imágenes. Comienza 
colocando un conjunto de semillas en la imagen a segmentar, donde cada semilla 
podría ser un solo pixel o un conjunto de pixeles conectados. Luego SRG cultiva estas 
semillas en regiones, agregando sucesivamente píxeles vecinos a ellos. Finaliza, 
cuando todos los píxeles de la imagen se asignan a una sola región, ya que se asume 
implícitamente que los píxeles de la misma región comparten el mismo valor de gris.  

• Level Tracing, define un contorno donde todos los píxeles tienen el mismo valor de 
fondo que el píxel actual. 

• Paint, se elige el radio del pincel a usar y al contornear una región se deja un rastro 
de círculos que se aplican cuando se suelta el botón del ratón. El área seleccionada se 
traduce como un corte en el plano.  

La impresión 3D requiere de un equipo ANET 8 y software “slicer “ donde a partir de un 
diseño o imagen se crea un modelo tridimensional que la impresora reconoce y “lee”, y a 
partir del cual el objeto se va construyendo por la adición “capa por capa” del material 
deseado, por lo cual para el diseño de menisco se descargó un archivo MRI correspondiente 
a una imagen de resonancia magnética de una rodilla. El archivo se descargó de 
old.mridata.org/fullysampled/knees.  
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