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Resumen
En el presente trabajo se muestra una actualización en el desarrollo de colágenos para la fabricación de 
matrices o andamios (scaffolds), empleados en la restauración de tejidos. Los pasos para obtener scaffolds 
de colágeno entre los que se encuentran, la separación, solubilización en ácido, purificación, precipitación, 
liofilización y fibrilogénesis son descritos. Se mencionan además las fuentes de obtención de colágenos 
Tipo I, entre las que se encuentran la piel y tendones de mamíferos, peces y aves. Los métodos de 
caracterización físico-química como, la electroforesis, la microscopía electrónica de barrido, la microscopía 
de fuerza atómica, la espectroscopía infrarroja por transformadas de Fourier (FT-IR), la termogravimetría 
y los ensayos mecánicos también son descritos. Estas pruebas permiten conocer el comportamiento de 
los scaffolds. La aplicación de enlaces cruzados para estabilizar el colágeno fue objeto de atención en el 
presente trabajo. Se hace hincapié en las limitaciones que se presentan durante las terapias celulares y en 
la restauración del tejido del miocardio utilizando andamios, cuestiones que constituyen un reto a superar 
por la ingeniería de tejidos.
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  Artículo de Reflexión

INTRODUCCIÓN
La ingeniería de tejidos y la medicina regenerativa 

tienen un carácter interdisciplinario, que permite dar 
solución a la reparación de tejidos basado en el uso de 
andamios con células madres [1, 2, 3, 4]. El andamio no 
puede actuar solamente como un soporte, el mismo debe 
permitir el crecimiento y la proliferación celular facilitando 
el proceso de regeneración [5, 6]. En la actualidad los 
científicos todavía enfrentan desafíos para obtener 
andamios multifuncionales y resolver problemas de 

vascularización, regeneración de nervios, acoplamiento 
electromecánico, propiedades estructurales, mecánicas 
y electrofisiológicas que permitan una mejor función 
contráctil de los cardiomiocitos y del corazón [7, 8, 9, 10].  

Un andamio ideal debe ser biocompatible, biodegradable, 
promover interacción celular, desarrollar los tejidos y 
mostrar propiedades físicas y mecánicas compatibles 
con los requerimientos del tejido que será regenerado. 
Los andamios deben tener una estructura con una 
porosidad, interconectividad y distribución de tamaño de 
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poro adecuada, además de propiedades mecánicas que 
permitan el funcionamiento de los mismos [11, 12].

Los polímeros de origen natural han sido ampliamente 
utilizados en la fabricación de andamios, tal es el caso de 
los colágenos, los cuales tienen una naturaleza proteica. 
Estas estructuras moleculares pueden simular la matriz 
extracelular y dirigir el crecimiento, migración y orientación 
de las células durante los procesos de regeneración, 
constituyendo el colágeno una fuente importante para 
la restauración del tejido del miocardio, sobre todo 
porque este polímero tiene baja inmunogenesidad y es 
biodegradable [13, 14].

 El presente trabajo tiene como objetivos fundamentales 
mostrar los procedimientos utilizados por diferentes autores 
en la obtención de andamios de colágenos, las técnicas 
que son empleadas para caracterizarlos y destacar las 
deficiencias que aparecen en la aplicación de terapias para 
la regeneración del tejido del miocardio [15,16]. 

UTILIZACIÓN DE COLÁGENOS PARA LA 
FABRICACIÓN DE MATRICES (ANDAMIOS) 
Y SU APLICACIÓN EN LA REGENERACIÓN 
DE TEJIDOS

Los andamios para la restauración del miocardio deben 
estar constituidos de una matriz extracelular basada en 
colágeno u otro polímero de origen sintético [17], los cuales 
pueden garantizar las propiedades físicas y biológicas 
para replicar exactamente el microambiente requerido 
para restablecer las funciones originales del tejido.

La idea fundamental sobre la cual se prepara dicha matriz 
consiste en la relación biológica que existe entre función, 
estructura y propiedades del andamio. Tanto la macro como 
la microestructura necesitan ser controladas. La geometría 
y los factores topológicos que son modificados por la 
macro y la microestructura pueden afectar la adhesión y 
el movimiento celular. Por eso la matriz de colágeno 
necesariamente debe tener una estructura cuaternaria, 
formada de varias cadenas polipeptídicas para regenerar y 
remodelar el tejido nativo [18, 19, 20]. 

Para obtener las matrices o andamios existe una 
variedad de técnicas de procesamiento, las cuales 
han sido reportadas en la literatura. Estas estructuras 
pueden ser obtenidas por liofilizado [21, 22, 23], 
lixiviación de partículas, moldeado por compresión, 
moldeado por inyección, extrusión, espumado, 
electrohilado, entre otras [11, 24]. En todos los casos se 
requiere obtener una arquitectura porosa con diámetro 
entre 20 y 150 μm e interconectividad total. En el caso 
de utilizar fibras, las mismas deben estar orientadas de 
forma tal que garanticen la adhesión, la proliferación 
celular, la circulación de nutrientes y los procesos de 
angiogénesis o vascularización [25, 26, 27]. 

En el caso específico de la restauración del miocardio 
utilizando andamios de colágeno, la estructura del 
mismo actuaría como soporte de células para inducir 
la restauración de las propiedades electromecánicas y 
fisiológicas del tejido del propio miocardio luego de ocurrir 
un infarto.

La estructura porosa del andamio puede ser 
modificada variando el origen del colágeno Tipo l, 
ya sea tendón, piel o mucosa intestinal. Este tipo de 
colágeno ocupa el 80 % del tejido cardíaco y constituye 
el andamio estructural de los cardiomiocitos [5, 16]. 
Otra manera de modificar la estructura porosa del 
andamio consiste en variar la velocidad y temperatura 
de congelación durante el proceso de liofilización del 
colágeno [24]. 

La resistencia mecánica de las matrices de colágeno 
se puede incrementar utilizando enlaces cruzados que 
eleven la estabilidad de las cadenas polipéptidas. Esto 
puede provocar que disminuya la biodegradabilidad 
del biomaterial y se incremente la citotoxicidad, por 
lo que es un procedimiento que debe ser evaluado 
convenientemente [19, 28, 29]. 

FUENTES DE OBTENCIÓN DE LOS 
COLÁGENOS

La principal fuente de extracción de colágeno es 
de los residuos de especies bovinas y de la piel, 
huesos y cartílagos de cerdo [13, 23, 24, 28]. En otras 
investigaciones se ha obtenido colágeno Tipo I a partir 
de las crestas del pollo, también se pueden utilizar los 
miembros inferiores de estas aves [15, 30]. Otros autores 
refieren también el uso del colágeno de tendón de cabra 
y piel de la tortuga [16, 19]. 

Otras alternativas para la obtención de colágeno y evitar 
la transmisión de algunos tipos de enfermedades de los 
mamíferos son los que se pueden obtener del medio 
acuático, entre estas se encuentran la piel, huesos y 
escamas de pescado. En este sentido se han realizado 
diferentes estudios para evaluar las propiedades 
funcionales del colágeno de origen de piel de pescado, 
tanto de agua dulce como salada [14, 21, 22].

Para las aplicaciones en la restauración del tejido 
del miocardio se prefiere las fuentes que proporcionen 
colágeno Tipo I debido a su prevalencia en el corazón.  
En este caso se evalúa la posibilidad de utilizar la piel, 
tendones, mucosa intestinal de algunos mamíferos y la 
piel de los peces.

PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCIÓN DE 
LOS  COLÁGENOS

El procedimiento para la obtención de matrices de 
colágeno desde cualquier tipo de fuente de origen tiene 
de forma general las mismas etapas.
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Selección de la materia prima
La selección de la materia prima o las fuentes de origen 

de los colágenos para la obtención de las matrices reviste 
gran importancia. Como se explicaba anteriormente, el 
origen puede ser múltiple, aunque se prefiere hacer la 
selección de una sola especie: aves, mamíferos o peces. 
Esta selección está en función del tipo de colágeno 
que se requiere en el andamio. Para la aplicación en 
la restauración del miocardio se debe utilizar del Tipo I 
considerando que el mismo es el que predomina en el 
tejido cardíaco [15, 21].

Preparación de la materia prima
Esta etapa incluye la limpieza a través de un lavado, 

separación de las partes del animal, reducción del tamaño 
por corte o desmenuzado de las muestras. La reducción 
del tamaño de estos compuestos facilitaría la acción del 
ácido durante el proceso de solubilización [15, 21, 22].

En el caso de las pieles, estas se cortan en pequeños 
trozos de 1 cm2 o 0,5 cm2, para después ser desinfectadas 
con metanol y cloroformo [22, 31].

Eliminación de grasas 
Para eliminar las grasas y pigmentos presente en las 

pieles es posible emplear detergentes, pero debido a 
que estos dejan residuos químicos en el producto, su 
difícil recuperación y altos costos, se recomienda el uso 
de alcoholes de bajo peso molecular (butílico o etanol) y 
peróxido respectivamente [21, 22].

Eliminación de proteínas no colagénicas
Un método común para eliminar las proteínas no 

colagénicas es el uso del hidróxido de sodio (NaOH), el 
cual hidroliza las proteínas permitiendo su eliminación 
con lavados posteriores. La efectividad depende del 
tiempo, la temperatura y concentración de la solución de 
NaOH. También se propone el uso del cloruro de sodio 
(NaCl), además del NaOH para remover las proteínas que 
no están en el colágeno. El control de esta etapa debe 
ser cuidadoso debido a que el hidróxido de sodio puede 
hidrolizar el colágeno presente en las pieles [22, 23].

Solubilización 
La solubilización se realiza en ácido acético 0,5 M a                 

4 ºC. La suspensión se centrifuga a 10 000xg (gravedades) 
durante 30 min., para eliminar los residuos [19, 21]. El proceso 
de solubilización también puede ser realizado totalmente con 
pepsina [21, 24]. La pepsina hidroliza la proteína para que 
siendo una molécula más pequeña se solubilice, aunque 
puede desnaturalizarla. Por esta razón es ampliamente 
utilizado el ácido acético en lugar de la pepsina [15, 22].

Digestión de los telopéptidos
La digestión de los telopéptidos se hace con pepsina 

añadida en una concentración de 30 mg/l y agitada 
suavemente por 48 h. Al eliminar los telopéptidos, el 
colágeno resulta menos antígeno, más puro y con mejores 
posibilidades para ser utilizado como biomaterial [19, 24].

Recuperación del colágeno
En esta etapa varios autores [15, 16, 21, 22, 32] utilizan 

parámetros de recuperación del colágeno con valores 

similares. El mismo se recupera de la solución ácida 
precipitándolo con una solución de cloruro de sodio 
a un pH determinado. Esto ocurre gracias a las cargas 
iónicas que esta sal proporciona a la proteína permitiendo 
su precipitación. El colágeno en la solución se precipita 
añadiendo NaCl 5 %. El precipitado resultante es disuelto 
en ácido acético 0,5 M y ultracentrifugado a 100 000xg 
durante 60 min., para eliminar los microresiduos, dializado 
de nuevo con agua desionizada para eliminar los iones 
cloruro y sodio y finalmente liofilizado. Todos los reportes 
indican que la temperatura de trabajo es 4 ºC.

MÉTODOS PARA OBTENER MATRICES 
(ANDAMIOS) DE COLÁGENO

Liofilizado
Este procedimiento incluye la formación de cristales 

de hielo dentro de la solución de colágeno durante 
la congelación que se realiza entre -20 y -45 ºC, estos 
cristales actúan como agentes porogénicos en la etapa de 
secado al vacío, resultando finalmente un andamio poroso 
tridimensional. La sublimación se realiza a 0o durante 
24 h utilizando presiones de 0,1 Mbar [15, 28].

Por otro lado ha sido demostrada la influencia del 
origen del colágeno en las dimensiones de los poros. 
La estructura obtenida desde un colágeno de tortuga y 
otro de origen bovino se diferencian sustancialmente.                          
El autor [16] muestra a partir de un proceso de 
liofilización la influencia del origen del colágeno en las 
dimensiones de los poros. En el caso del tendón de 
cabra estos tienen diámetros entre 50-80 μm y para la 
piel de bovino 20-60 μm.

Fibrilogénesis 
La construcción de la matriz extracelular artificial 

utilizando colágeno como material base debe hacerse en 
primer lugar, con la preparación de un material formado 
por fibras. La geometría o tipología que aparecen producto 
de la macro y microestructura pueden afectar la adhesión 
celular y su movimiento in vivo, por eso es necesaria la 
preparación de una estructura apropiada a partir de un 
proceso de fibrilogénesis. La adición de 0,9 % en peso 
de NaCl/Na2HPO4 en una solución acuosa de colágeno 
activa la fibrilogénesis [13, 19]. En la figura 1 se puede 
apreciar un esquema de la formación de fibrillas en los 
geles de colágeno.

Fig. 1. Esquema de las fibrillas en geles de colágeno.
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TÉCNICAS  Y PARÁMETROS A 
CARACTERIZAR EN  LAS MATRICES                 
DE COLÁGENO

Existen diferentes técnicas que pueden ser utilizadas 
para caracterizar los andamios de colágeno, estas 
permiten determinar los rasgos morfológicos, la pureza, la 
composición química, estructura direccional y propiedades 
mecánicas entre otras. Con una buena caracterización y 
un buen conocimiento de la muestra es fácil prever una 
repuesta biológica deseada y relacionar los resultados 
con las características de la estructura producida [33, 34]. 

Electroforesis en gel de poliacrilamida con 
dodecilsulfato sódico

Diferentes autores muestran el empleo de esta técnica 
para caracterizar colágenos [15, 16, 19, 21]. Con la 
electroforesis en gel, las proteínas y sus partes pueden 
ser separadas sobre la base de su tamaño. Es posible 
observar los fragmentos por muestras de proteínas en 
partes bien pequeñas de gel, las cuales bajo una carga 
de campo eléctrico aplicado viajan a través de la matriz de 
gel en dependencia de su tamaño. Las grandes quedan 
atrapadas en la red del gel. Esto permite comparar las 
muestras analizadas con colágenos obtenidos de otras 
fuentes tomados como referencia. 

Determinación de la composición de aminoácidos
La composición de aminoácidos puede ser determinada 

por un analizador de aminoácidos, utilizando una columna 
de intercambio catiónico. Después de la derivación 
poscolumna con nihidrina, la prolina y la hidroxiprolina 
se pueden determinar utilizando una longitud de onda 
específica. La cuantificación de estos se lleva a cabo con 
un aminoácido estándar como referencia. El contenido 
de aminoácidos puede ser expresado por el número de 
residuos/1 000 unidades [19].  

La composición de los aminoácidos que puede ser 
determinada es la siguiente: ácido aspártico, treonina, 
serina, ácido glutámico, glicina, alanina, cisteína, valina, 
metionina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina, 
hidroxilisina, lisina, histidina, arginina,  hidroxiprolina y 
prolina [19]. El contenido de colágeno en la muestra 
es igual al contenido de hidroxiprolina multiplicado por 
7,46 [22].

Determinación de la temperatura de des-
naturalización

La temperatura de desnaturalización (Td) de los 
colágenos es importante tenerla en consideración para 
conocer su influencia en la estructura y en las aplicaciones 
biomédicas.  La misma permite conocer la estabilidad 
del colágeno con el incremento de la temperatura y se 
puede medir por el análisis óptico rotacional. A la muestra 
liofilizada se le añaden a 100 ml de HCl diluido (pH 3) a 
una concentración de 5 mg/ml y se agita durante 12 h a 
4 ºC, dando una solución de colágeno. El análisis óptico 
rotacional se mide en un polarímetro con un incremento 

paso a paso de la temperatura, la cual se mantiene por 
5 min., en cada paso (1 ºC). La temperatura donde el 
cambio en rotación fue la mitad del máximo valor es 
tomada como la Td [16, 19, 21, 22].

Espectroscopía infrarroja de transformada de 
Fourier (FT- IR)

Esta técnica permite investigar e identificar la 
composición química de una muestra, del mismo modo la 
presencia de colágenos y eventualmente sus diferentes 
tipos. Mediante esta se puede conocer la diferencia entre 
los colágenos que son tratados con pepsina y aquellos 
que no lo son [14, 19, 21].

Caracterización morfológica de las matrices de 
colágeno 

Para caracterizar los rasgos morfológicos se utilizan 
la microscopía electrónica de barrido, la microscopía de 
transmisión y la microscopía de fuerza atómica. Estas son 
técnicas poderosas para adquirir imágenes de las muestras 
de colágeno y conocer la presencia y organización de las 
fibrillas [13, 16, 19].

Las fibrillas de colágeno se pueden observar mediante el 
microscopio electrónico de barrido (MEB) y el microscopio 
de fuerza atómica (MFA), también los poros de pequeño 
tamaño estructurados por el entramado de las fibras de 
colágenos pueden ser identificados. Se recomienda 
utilizar para el MFA un microcantiléver de silicio. El MEB 
puede indicar el éxito en la preparación del gel de colágeno 
fibrilado. Esta técnica requiere del deshidratado y secado 
de los geles de colágeno y su recubrimiento con oro a 
través de un emisor de iones y se opera entre 5 y 15 KV 
con magnificaciones de 10 000 a 30 000X [27, 34].

Control de la fibrilogénesis del colágeno
La fibrillogénesis del colágeno se puede monitorear por 

el cambio de turbidez utilizando un espectrofotómetro. La 
formación de las fibrillas resultantes es monitoreada por 
la absorbancia a una determinada longitud de onda. El 
cambio de turbidez ocurre a una determinada longitud de 
onda. La temperatura óptima para la fibrilogénesis varía 
dependiendo de la Td del colágeno [19]. 

Evaluación de la resistencia mecánica
El andamio debe tener resistencia a la compresión y 

mantener un adecuado espacio vital para que las células 
que se adhieren al mismo puedan proliferar [24].   

 El comportamiento mecánico a la compresión de las 
matrices de colágeno se puede determinar utilizando 
una máquina universal de ensayos mecánicos (tracción 
-compresión-fatiga). Las muestras se comprimen a una 
velocidad de 0,05 a 0,1 mm/s. La deformación unitaria se 
determina como la razón de deformación respecto a la 
altura inicial de las probetas [13, 17]. Con los resultados 
de este tipo de ensayo se construyen las curvas de 
tensión deformación y se calcula el módulo de elasticidad 
del andamio o matriz colagénica. 

Crecimiento y proliferación celular
La caracterización biológica permite hacer una 

evaluación de la biocompatibilidad del colágeno en 
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presencia de las células y con esto conocer de antemano 
el futuro comportamiento del tejido al ser implantado.

El crecimiento celular puede ser evaluado midiendo el 
contenido de ADN de las células y utilizando la microscopía 
electrónica de barrido [16, 19]. Después que los geles de 
colágeno son digestados con colagenasa a 37 ºC por               
3 h, la suspensión de las células se centrifuga por 5 min. 
Las células son lisiadas y colocadas en una solución a la 
temperatura ambiente protegidas de la luz. La intensidad 
de la emisión fluorescente excitada a 485 nm de la muestra 
se mide a 535 nm utilizando un espectrofotómetro. En la 
figura 2 se puede apreciar el esquema de la proliferación 
celular sobre las fibrillas de colágeno.

Biodegradación de los andamios
La biodegradación del scaffold se estudia exponiéndolo 

a un ambiente bacteriano (colagenasa bacterial Tipo I) con 
solución búfer salina a 37 ºC. La biodegradación se puede 
calcular en porcentaje de pérdida de masa utilizando la 
fórmula siguiente (2).

( ) /W W W0 n o−( ) ⋅100                                                   (2)
       	                                                  
donde: 

Wn: Masa seca del scaffold después de n horas de 
incubación en solución búfer salina. 
W0 : Masa inicial [16].

PRINCIPALES LIMITACIONES DURANTE 
LAS TERAPIAS DE REGENERACIÓN DEL 
MIOCARDIO

Durante las terapias celulares empleadas en la 
regeneración del miocardio, un grupo de autores han 
reportado limitaciones importantes, las cuales han 
motivado estudiar el tema y proponer nuevos diseños 
experimentales. A continuación se muestran las más 
significativas.

En los procedimientos sin el empleo del andamio 
(scaffold) las células implantadas no colonizan más que 
la superficie o unos pocos micrómetros de espesor, no 
lográndose el restablecimiento total de la zona dañada. 
Por otro parte la supervivencia de las células en ocasiones 
es limitada [18, 35, 36].

La estructura geométrica y morfológica de los andamios 
no siempre permite mantener un flujo permanente de 
nutrientes y oxígeno entre las células dispuestas en 
su interior y el microambiente que las rodea, lo que no 
contribuye a facilitar una migración eficaz y la supervivencia 
dentro del tejido isquémico [37, 38, 39]. 

El tejido cardiaco no siempre reproduce las propiedades 
estructurales, mecánicas y electrofisiológicas óptimas 
para mantener viables las células trasplantadas. Esto 
evita que se logre de manera efectiva el acoplamiento 
electromecánico entre el tejido huésped y el receptor [40, 
41, 42, 43, 44].

Los problemas anteriormente identificados muestran 
la necesidad de crear un andamio que luego de ser 
poblado con las células adecuadas permita establecer 
un acoplamiento celular electromecánico, una función 
contráctil estable y una vascularización funcional del 
corazón [45, 46, 47, 48, 49, 50].

CONCLUSIONES
Los procesos de extracción y purificación de colágenos 

para fabricar los andamios, independientemente del 
origen de la materia primaria tienen similitud en los 
procedimientos utilizados, siendo la fibrilogénesis una 
condición necesaria para construir matrices de colágeno, 

Fig. 2. Esquema de la proliferación celular sobre las fibrillas de 
colágeno: a) etapa inicial; b) etapa final.

a)

b)

Ensayo de absorción de agua 
La capacidad de absorción de agua del colágeno se 

determina midiendo el índice de hinchamiento (swelling) en 
agua a 37 ºC. Una masa de colágeno previamente conocida 
se coloca en agua, después de 24 h. de incubación se 
determina la masa húmeda. El índice de swelling (Wsw) se 
determina con la expresión siguiente (1).

W W W Wsw h o o= −( )( / )24                                                 (1)
                                                                                                             
donde:

W24h: Masa del scaffold después de 24 h. de incubación. 
W0 : Masa inicial del scaffold [16, 31]. 
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esta permite la creación de una estructura cuaternaria 
garantizando la adhesión celular.

En las terapias regenerativas utilizadas en la restauración 
del miocardio existen limitantes, entre estas se destacan, 
la falta de un acoplamiento celular electromecánico, una 
función contráctil estable y una vascularización funcional 
del corazón.

La estructura porosa del andamio de colágeno constituye 
el soporte celular que facilita la inducción del proceso de 
restauración del tejido del miocardio, garantizando las 
propiedades mecánicas y electrofisiológicas del corazón 
después del infarto. Una modificación de esta estructura 
permitiría una mejora de las propiedades y funciones 
antes mencionadas.
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Obtaining Collagen Scaffolds for the  Restoration of 
Myocardium Tissue

Abstract
This paper shown an update in the development of collagens for the manufacture of scaffold which are 
used in tissue regeneration. The steps to obtain collagen scaffolds such as isolation, acid solubilization, 
purification, precipitation, lyophilization and fibrillogenesis were described. As collagen sources, which 
provide collagen, Type I such as skin and tendon of mammalians, fish, and birds were mentioned. The 
physics-chemical characterization using several methods by electrophoresis analysis, scanning electron 
microscopy, atomic force microscopy, Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR), thermogravimet-
ric and mechanical assay were described. These tests permits to know the behavior of scaffolds. Applied 
cross-link method to improve physically stabilized to collagen were explained. Emphasis is placed on the 
limitations encountered during cell therapies and on the restoration of myocardial tissue using scaffolding, 
which are a challenge to be overcome by tissue engineering.

Key words: scaffolds, collagen, myocardium, regeneration, tissue


