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i. Resumen 

En los últimos años se ha expandido el estudio del tejido muscular esquelético vinculado a 

la ingeniería de tejidos. Esto debido a que presenta una potencial alternativa de solución para 

el reemplazo de tejidos, por daño o defecto de los músculos y de órganos en general. No 

obstante, existe otra rama menos estudiada debido a los retos técnicos que presenta, y es la 

posibilidad de usar esta tecnología de tejidos para crear carne in vitro. En este estudio se 

utilizó la rama de la ingeniería de tejidos que comprende scaffolds con una estructura 

tridimensional específica cultivada con células mioblastos de la línea celular C2C12 en un 

medio favorable de nutrientes, y factores de crecimiento y diferenciación determinado. Para 

estudiar el efecto de la estructura se usó un scaffold de microestructura superficial acanalada, 

y otro scaffold sin estructura definida o de estructura lisa. Los scaffolds tuvieron 0, 7, 14 y 

21 días de cultivo celular para discriminar los cambios ocurridos durante el proceso de 

diferenciación y determinar el momento óptimo de maduración muscular de las células. Se 

procesaron los scaffolds con técnica histológica e inmunohistoquímica para realizar un 

conteo celular y H-Score de los marcadores PCNA, desmina, miogenina y MYH. Con esto 

se buscó una alternativa a la producción de proteína animal como solución a los problemas 

medioambientales de la industria ganadera, la escasez de recursos naturales, el maltrato 

animal y las enfermedades transmitidas por el consumo de carne animal. Los resultados 

muestran que los scaffolds utilizados permiten la viabilidad y el crecimiento celular, no así 

la diferenciación musculoesquelética. El scaffold microestructurado resultó ser la matriz 

óptima para la vitalidad, proliferación y asociación celular, y el scaffold liso como el óptimo 

para diferenciación celular, siendo el día 7 el de mejores resultados en general. No obstante, 

se evidenció una escasa diferenciación y adhesión celular que puede estar relacionado a la 

metodología de cultivo de los scaffolds, las propiedades de los materiales utilizados, entre 

otros. 
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1. Capítulo 1: Introducción 

 

1.1 Músculo esquelético 

 

El sistema motor de los organismos del reino animal, en específico del ser humano, 

abarca tres sistemas anatómicos interrelacionados: el sistema esquelético, el sistema nervioso 

y el sistema muscular. Éste último, que deriva del mesodermo, aporta la potencia para mover 

las palancas óseas(1).  

La formación del músculo esquelético comienza con los mioblastos. Éstos se 

describen como células fusiformes mono nucleadas provenientes de células mesenquimales, 

que progresivamente se agrupan durante el desarrollo embrionario, alineándose extremo con 

extremo varios cientos y se fusionan entre sí para formar  un sincitio plurinucleado llamado 

miotubo, adquiriendo así, las características morfo funcionales de las células musculares(2). 

El músculo esquelético está formado por haces de células cilíndricas largas y 

alineadas, por lo que reciben el nombre de “fibras musculares”. Estas células son 

multinucleadas, con sus múltiples núcleos situados en la periferia justo bajo la membrana 

celular, y presentan estriaciones transversales claras y oscuras alternadas a lo largo de la fibra. 

Estas estriaciones se deben a la disposición de las proteínas miofibrilares contráctiles que se 

repiten  en forma regular, los miofilamentos(2). 

El músculo está constituido en su totalidad por un conjunto de fascículos recubiertos 

por tejido conectivo denso irregular y colagenoso conocido como epimisio. Cada fascículo 

está, a su vez, recubierto por otro tejido conectivo denominado perimisio, que contiene en su 

interior un conjunto de fibras musculares. Las fibras están rodeadas de un endomisio que se 

compone de la membrana basal celular y fibras reticulares finas(2).  

La contracción del músculo esquelético está sujeta al control voluntario. Esta 

contracción es realizada por la liberación de calcio del retículo sarcoplásmico y se efectúa 

por la unidad funcional del músculo estriado denominado sarcómero. Este le da al músculo 

estriado la apariencia de bandeo claro y oscuro intercalado. Las bandas oscuras, denominadas 

bandas A, están compuestas principalmente por filamentos de actina y miosina intercalados, 

separadas por otras proteínas estructurales. Los filamentos de miosina se alinean formando 

en el medio una banda clara denominada banda H (sólo con las colas de las miosinas) dividida 
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por una línea M (unión de las colas de miosina de cada hemisferio del sarcómero). Las bandas 

claras denominadas bandas I, están compuestas principalmente por actina, y se dividen por 

una línea central llamada Línea Z que delimitan al sarcómero, dejándolo conformado por dos 

medias bandas I y una banda A(2). 

Entre las fibras musculares, y el endomisio se encuentran las “células satélites”, 

específicamente en las depresiones de las células musculares compartiendo su lámina 

externa. Las células satélites son de tamaño pequeño, uninucleadas y tienen una red de 

cromatina más densa y gruesa que la de la fibra muscular(2). Las propiedades regenerativas, 

el potencial de proliferación y de diferenciación que reside en estas células son la clave de su 

utilización en la ingeniería de tejido muscular(3). 

La incidencia de células satélites en el músculo es baja, entre un 1 - 5% de la población 

celular del tejido muscular,  y depende de la edad y la composición muscular(4). 

Generalmente las células satélites se encuentran en estado quiescente de no división y ante 

la necesidad de regeneración se dividen asimétricamente en mioblastos auto-renovados y 

miofibras(4). 

En los últimos años se ha expandido el estudio del tejido muscular esquelético 

vinculado a la ingeniería de tejidos. Esto debido a que presenta una potencial alternativa de 

solución para el reemplazo de tejidos, por daño o defecto de los músculos y de órganos en 

general. No obstante, existe otra rama menos estudiada debido a los retos técnicos que 

presenta, y es la posibilidad de usar esta tecnología de tejidos para crear carne in vitro que 

podría dar solución a problemas en el ámbito de la salud y el medio ambiente(5). 
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1.1.1 Diferenciación celular 

 

El desarrollo miogénico comienza desde la primera semana embrionaria en los 

mamíferos. Durante el desarrollo embrionario la formación del tejido muscular comienza con 

mioblastos mononucleados de capacidad proliferativa limitada, luego la fusión de los 

mioblastos en miotubo multinucleado, el cual madura en una miofibra no proliferativa. En el 

período postnatal, aumenta el número de miofibras y el número de núcleos por miofibra, 

hasta la instancia en que el tejido requiera reparación o regeneración en que las células 

satélites son las responsables de generar nuevas miofibras(4). 

Todos los tejidos requieren de un soporte físico y químico para el crecimiento celular, 

denominado matriz extracelular (MEC)(6). La MEC contiene un número de componentes 

que pueden influenciar el comportamiento y regulación de las células musculares 

progenitoras, siendo así una fuente de factores de crecimiento, proliferación y diferenciación 

que actúan en la activación de las células, o en su inhibición(7). 

Este sistema requiere de un medio de cultivo que proporcione nutrientes, que de 

soporte y promuevan el crecimiento celular. Además, estar hecho de componentes 

asequibles, comestibles y disponibles en grandes cantidades, y contener elementos como 

proteínas, factores de adhesión, vitaminas, hormonas y trazas minerales, entre otros. La 

estimulación con moléculas bioactivas influye en la regulación fenotípica celular, la 

expresión de proteínas endógenas, la acumulación de proteínas y la actividad metabólica(4). 

Luego de una semana después de un trauma severo nuevos miotubos ya están 

formados, y en 28 días luego del trauma, la regeneración muscular es casi completa. Una red 

transcripcional controla la progresión de las células madres embrionarias y adultas(7).  

Las células progenitoras embrionarias musculares en estado quiescente pueden ser 

identificadas por la co-expresión de los factores Pax3 y Pax7, y se mantienen como la 

población de células proliferativas de auto regeneración. Bloquear Pax3 y Pax 7 es requerido 

para iniciar el compromiso de las células satélites con el programa miogénico, y así activar 

el MyF-5 y MyoD denominados factores reguladores miogénicos o MRFs(7).  

Los factores reguladores miogénicos inducen la expresión de otras proteínas 

musculares, tales como la α-actina, miosina cadena pesada o MYH, miosina cadena ligera, 
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tropomiosina y troponina C e I(8). A través de los MRFs las células progenitoras y 

quiescentes se vuelven mioblastos activos y comprometidos con el linaje muscular. 

Luego de activados los factores Myf-5 y MyoD se promueve la diferenciación 

muscular final, las células comprometidas en la diferenciación músculo esquelética expresan 

Myf-5 y Mrf-4, dando lugar rápidamente a las células Desmina (+), cuya diferenciación es 

regulada por miogenina, MyoD y Mrf-4(7).  

Miogenina, desmina y miosina cadena pesada son ampliamente utilizados para la 

caracterización de células musculares esqueléticas de temprana, intermedia y tardía 

diferenciación(9). La miogenina es uno de los factores reguladores miogénicos más 

utilizados. Cuando las células se comprometen con el linaje músculo esquelético y expresan 

MyoD y Myf-5, se induce la diferenciación celular traducido en la expresión de miogenina 

siendo este un marcador temprano para la entrada de los mioblastos en la vía de 

diferenciación, denominándose de carácter intermedio(7). 

La desmina es un filamento intermedio del citoesqueleto, se considera también como 

un marcador temprano, indicando la primera señal de diferenciación musculoesquelética. 

Finalmente, la MYH es una subunidad de la miosina convencional, está encargada de la 

función motora de ésta, involucrada así en la contracción y movimiento muscular, MYH se 

considera un marcador musculo-esquelético tardío(9). 
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1.2 Ingeniería tisular 

 

La ingeniería de tejidos o ingeniería tisular se define como un grupo de herramientas 

utilizadas para la creación de implantes con características similares a las fisiológicas, 

capaces de conducir e inducir la regeneración de un tejido específico(10). La base de la 

ingeniería de tejidos es la utilización de tres elementos específicos: matriz de soporte, 

moléculas bioactivas y células. La matriz de soporte y las moléculas bioactivas actúan como 

sistema de distribución de nutrientes e inducen la proliferación, diferenciación y actividad 

metabólica celular. Las células implantadas en la matriz son para la formación del tejido, ya 

que poseen capacidad de división indefinida y diferenciación(11).  

Existen distintos tipos de matrices utilizadas en la ingeniería de tejidos, no obstante, 

todas deben cumplir idealmente con ciertas características en  porosidad y diámetro de poro 

adecuado, biodegradabilidad, propiedades mecánicas y reproducibilidad(12). 

Específicamente en la ingeniería de tejidos musculo-esquelética son principalmente 

utilizados dos sistemas en 3D: 1) sistemas de gel, ya sea colágeno o fibrina(13), y 2) el 

sistema de scaffolds (mallas porosas de fibras tejidas), como lo son las esponjas de colágeno 

o los polímeros biodegradables(12) 

La ingeniería de tejidos abarca una amplia variedad de aplicaciones clínicas, como la 

fabricación de fármacos, modelos in situ de fisiología de un órgano, matrices de regeneración 

celular ante injuria o defectos de órganos, entre otros(14). Otra posible aplicación 

ampliamente impulsada actualmente es el cultivo de carne animal(12). 

El cambio de enfoque de la ingeniería de tejidos desde la clínica a la creación de un 

producto alimenticio alternativo nace a partir de las preocupaciones expresadas por los 

consumidores y la comunidad científica. Estas soportan la relevancia de este estudio, dar una 

solución a problemáticas actuales asociadas a las consecuencias del consumo de carne animal 

y su producción(15)(16). Tales problemáticas abarcan: enfermedades relacionadas con la 

nutrición, aumento de patógenos resistentes a antibióticos, el aumento previsto de la demanda 

de carne que se expresa en escasez de recursos, el maltrato animal y el impacto ambiental 

generado por la cría y manejo de ganado en altos volúmenes(5)(17)(18).  
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El sistema de producción de carne in vitro es más amigable con el medioambiente y 

eficiente en usos de energías, que el sistema de granjas tradicional. Este sistema reduce los 

peligros medioambientales, el sufrimiento animal y asegura una producción sostenible de 

carne in vitro, químicamente segura y libre de enfermedades por las condiciones controladas 

y manipuladas propias del sistema. Finalmente cabe mencionar que la carne in vitro puede 

ser diseñada para ser más saludable y funcional que la tradicional manipulando la 

composición del cultivo y el contenido de grasa del tejido(17). 
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1.2.1 Scaffold 

 

Un scaffold o en español “andamio” es una matriz tridimensional porosa que tiene 

como función principal soportar la adhesión, proliferación, migración celular, diferenciación 

y maduración en un fenotipo específico(10). Si bien la ingeniería de tejidos y en específico, 

el área del tejido musculoesquelético utiliza principalmente los sistemas de matrices (en gel 

o scaffolds), en la literatura existen variadas formas de producir músculo in vitro. Por 

ejemplo, la utilización de matrices sintéticas, la mezcla de células satélites con fibroblastos 

en suspensión para crear una matriz extracelular, la utilización de tejidos a-celulares como 

matriz de soporte, entre otros(5). Para que un scaffold sea una buena alternativa de uso debe 

cumplir con ciertos requerimientos.  

De acuerdo con las demandas estructurales y metabólicas del tejido, el scaffold debe 

proporcionar una alta superficie para la óptima interacción entre la matriz y las células, así 

como para la regeneración de la matriz extracelular. En el caso del músculo esquelético, el 

crecimiento celular y la diferenciación dependen de un entorno estructurado que las células 

necesitan para interactuar con la matriz, respaldando así la capacidad de migración celular y 

permitiendo la difusión de factores de crecimiento y nutrición(3).  

Estudios afirman que el músculo esquelético requiere alineamiento celular uniforme 

y una arquitectura reproducible(12). El tejido muscular esquelético consiste en largas 

fibras alineadas de forma paralela, por lo que un aspecto importante es la habilidad 

del scaffold para promover esta organización estructural(19). Diversos autores 

afirman que los miotubos se forman en una orientación paralela en los scaffolds de 

acuerdo con la estructura del poro (19)(20)(21). La microestructura modelada en la 

matriz confiere señales topográficas para el crecimiento y orientación de las 

células(21). 

Las características básicas del tejido muscular esquelético determinan la importancia 

de un modelo tridimensional acanalado. Este favorece el alineamiento celular, la adhesión y 

el asentamiento de las células en el scaffold(22), promoviendo a través de esta base 

estructural, la supervivencia, proliferación y diferenciación celular. 
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En la ingeniería de tejidos, las propiedades reológicas y de transporte molecular en 

los materiales del scaffold son determinantes claves de la viabilidad celular, la migración y 

la diferenciación celular (19). Propiedades mecánicas como la rigidez y la elasticidad son 

críticos, debido a que un apropiado estímulo mecánico activa vías mecanotransductoras 

relacionadas con el desarrollo del músculo(12). Scaffolds basados en esponjas porosas de 

polímeros naturales y copolímeros (como la gelatina y el quitosano) son ampliamente 

utilizados para aplicaciones de la ingeniería de tejidos. 

 El scaffold, además, debe ser reabsorbible y biocompatible; es decir, requiere que los 

productos de degradación asociados posean baja o nula citotoxicidad y, generar mínimas 

reacciones inmunes(10), siendo así declarados “comestibles” los materiales utilizados. A lo 

mencionado se le añade que la selección de los materiales para la creación del scaffold, debe 

ser de naturaleza no mamífera cuya importancia radica en que no sean obtenidos a través del 

maltrato animal. Ejemplos de materiales generalmente usados en el diseño de scaffolds sin 

intervención de mamíferos son: Alginato, quitosano, gelatina de pez, agar, agarosa, etc(23). 

Esta matriz ideal es complementada con la línea celular idónea y las moléculas bioactivas 

que induzcan diferenciación de las células musculares esqueléticas como la línea celular 

C2C12(3). 
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1.2.2 Línea celular C2C12 

 

Las células C2C12 son mioblastos residuales que se escapan del desarrollo muscular 

esquelético y persisten en el músculo adulto como células satélites(8). 

 Específicamente las células C2C12 son subclones de mioblastos C2 en estado 

quiescente, provenientes del murino, un roedor perteneciente a la familia Muridae que 

incluyen las especies más comúnmente usadas en laboratorios en especial para músculo 

esquelético(24). 

 La línea C2C12 son células que permiten el análisis experimental del proceso de 

diferenciación del músculo esquelético desde su fase totipotencial a su madurez final. Para 

esto utilizan ciertos MRF (factores reguladores miogénicos) que se expresan en células 

comprometidas con el linaje miogénico y aparecen o desaparecen alternadamente durante su 

diferenciación. Entre estos factores se encuentran principalmente el Myo-D, Myf-5, Mrf-4 y 

la Miogenina, que son los mejores caracterizadores y se vuelven activos en un espacio-tiempo 

correlacionado(8).  

El proceso de división celular comprende un período de diferenciación 

musculoesquelética que se divide en 3 etapas: condición indiferenciada, diferenciación 

intermedia y diferenciación final. La primera comprende desde el día 0 al día 1-2 de 

implantación y cultivo, entendiéndose como el día 0 de diferenciación donde hay células 

indiferenciadas de tamaño no mayor a 80 µm, planas no confluentes, en forma de estrella o 

fusada. En la segunda etapa de diferenciación intermedia se considera el período de 3 a 5 días 

de diferenciación en donde las células tienden a adquirir una forma principalmente alargada 

y se observan patrones iniciales de confluencia. La tercera etapa de diferenciación es a partir 

del día 5 donde aparecen sincitios alargados de 100 a 600 µm, con un grosor de 30-50 µm y 

más de 20 núcleos localizados centralmente o distribuidos a lo largo de la célula. Desde la 

etapa anterior se considera todo cambio de alta diferenciación o diferenciación final(8). 

En este estudio (en el marco del proyecto FONDECYT 1160311) se realizó una 

comparación entre dos tipos de scaffolds a distintos días de diferenciación. La conformación 

de los scaffolds recoge características primordiales de las estructuras o matrices utilizadas en 

la ingeniería de tejidos abarcando desde el origen hasta las propiedades físicas y reológicas 

de los materiales. Las muestras obtenidas de los scaffolds en estudio fueron procesadas con 
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distintas técnicas de tejidos histológicos y observadas en microscopio óptico de campo claro 

para su evaluación mediante distintos métodos. Los resultados esperados teóricamente 

comprenden un scaffold con una estructura definida y la mayor cantidad de días de 

diferenciación como el mejor sistema de scaffold para la adhesión, proliferación y 

diferenciación celular, sin embargo, en los resultados expuestos en este estudio se evidencia 

un scaffold de estructura definida (denominado scaffold microestructurado) como el más 

apto para la asociación, proliferación y vitalidad celular, y un scaffold sin estructura definida 

(denominado scaffold liso) como el más apto para diferenciación celular. Finalmente, el 

tiempo óptimo para las situaciones antes mencionadas se encuentra en la primera semana de 

diferenciación. 
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2. Capítulo 2: Objetivos 

 

2.1 Objetivo General 

 

 Evaluar los scaffold liso y microestructurado para determinar el scaffold adecuado en 

términos de viabilidad, proliferación y diferenciación de la línea celular C2C12, 

según su estructura y cantidad de días de cultivo 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Describir la viabilidad de las células contenidas en los scaffolds lisos y con 

microestructura a distintos días de diferenciación. 

 

 Determinar el perímetro de los grupos celulares encontrados en los scaffolds lisos y 

con microestructura a distintos días de diferenciación. 

 

 Describir la expresión de los marcadores inmunohistoquímicos: PCNA, Desmina, 

Miogenina y Miosina de cadena pesada, en células de la línea C2C12 en los scaffolds 

lisos y con microestructura a distintos días de diferenciación. 

 

 Comparar los scaffolds lisos y con microestructura en distintos días de diferenciación 

a través de un análisis estadístico. 
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3. Capítulo 3: Materiales y métodos 

3.1 Muestra 

El tamaño de la muestra fue de 24 muestras de scaffolds, correspondientes a 8 grupos de 

estudio por triplicado. 

  Tres muestras con 0 días de diferenciación y estructura lisa, sembradas con 

1.000.000 de células. 

 Tres muestras con 0 días de diferenciación y microestructura, sembradas con 

1.000.000 de células. 

 Tres muestras con 7 días de diferenciación y estructura lisa, sembradas con 

1.000.000 de células. 

 Tres muestras con 7 días de diferenciación y microestructura, sembradas con 

1.000.000 de células. 

 Tres muestras con 14 días de diferenciación y estructura lisa, sembradas con 

1.000.000 de células. 

 Tres muestras con 14 días de diferenciación y microestructura, sembradas con 

1.000.000 de células. 

 Tres muestras con 21 días de diferenciación y estructura lisa, sembradas con 

1.000.000 de células. 

 Tres muestras con 21 días de diferenciación y microestructura, sembradas con 

1.000.000 de células. 
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3.2 Criterios de Inclusión y Exclusión 

3.2.2 Criterios de Inclusión: Las 24 muestras entregadas para el experimento 

fueron utilizadas en el proyecto. 

3.2.3 Criterios de Exclusión: La ausencia de células en el scaffold, mala 

conservación de la estructura y mala fijación de la muestra. 

  



 

14 

 

3.3 Procesamiento 

 

 Los Scaffolds fueron confeccionados en el “Centro de Biotecnología de la 

Universidad Técnica Federico Santa María”. Los materiales utilizados fueron: Gelatina de 

Salmón, y Quitosano, posteriormente se incorporaron agentes gelificantes (Agarosa) y 

EDC/NHS (entrecruzante químico) para formar hidrogeles estables. Finalmente, los 

hidrogeles fueron congelados y liofilizados para producir dos tipos de armazones porosas, 

unos con estructura 3D “lisa” o sin forma definida y otros con estructura 3D de superficie 

acanalada o “microestructurado”. 

Una vez obtenidos los scaffolds con y sin microestructura se les incubaron células 

mioblastos de la línea C2C12, durante 0, 7, 14 y 21 días, entendiéndose el primero como el 

scaffold con menor tiempo de diferenciación y el último como el scaffold con mayor tiempo 

de diferenciación muscular esquelética. Una vez incubados los polímeros con el sustrato de 

diferenciación específico para las C2C12, se extrajo una punción de figura circular y se 

fijaron en Bouin acuoso por 24 horas. Posteriormente en el “Laboratorio de Biología de la 

Reproducción y del Desarrollo, Instituto de Biología, Facultad de Ciencias de las 

Universidad de Valparaíso” las muestras fueron procesadas con técnica histológica e 

inmunohistoquímica para evidenciar los cambios morfológicos y de diferenciación 

esquelética ocurrida. 

Los scaffolds contenidos en placas de cultivo multipocillos fueron lavados en tres 

baños de 30 minutos de etanol al 70% y fueron incluidos en Histogel (ThermoFisher, 

Kalamazoo, USA), para entregar soporte y evitar contaminación con restos de muestras en 

el procesador de tejidos. Una vez enfriado el Histogel se colocaron las muestras en casetes 

de procesamiento histológico y luego fueron lavadas en etanol al 70%, para ser 

posteriormente colocadas en el procesador de tejidos (Leica TP1020, Heidelberger, 

Alemania) para su deshidratación e impregnación. En el procesador las muestras fueron 

pasadas por una serie de alcoholes ascendentes desde el etanol al 80% hasta el etanol al 95%, 

mezcla etanol-butano y luego 3 pasos por butanol, finalizando con 3 pasos de impregnación 

por Paraplast Plus (Leica, Heidelberger, Alemania) a 60°C (Anexo B1). Luego las muestras 

se colocaron en el centro de inclusión (Leica EG1150H, Heidelberger, Alemania) y fueron 

incluidas para obtener el taco de parafina. Los tacos de parafina fueron tallados y, utilizando 

un micrótomo rotatorio (Leica RM2155, Heidelberger, Alemania), cada scaffold fue cortado 
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totalmente en cortes seriados obteniendo cintas de 15 cortes de 5 µm. De cada cinta se montó 

el primer corte utilizando un baño térmico de flotación a 40°C, y albúmina de Mayer como 

medio de adhesión. En el caso de los cortes para inmunohistoquímica, el medio de adhesión 

utilizado fue Poly-l-lysine para evitar el desprendimiento de los cortes durante el proceso. 

Finalmente se dejaron secar las placas durante 12 horas en estufa a 40°C. 

 

3.4 Tinción 

Para la observación histológica se utilizó la técnica del Tricrómico de Arteta (Anexo 

B2), en el cual las muestras fueron: Desparafinadas e hidratadas en una batería que 

comprende tres baños de xilol, tres baños de etanol absoluto y luego baños de etanol de 

concentraciones decrecientes (95°-80°-70°) hasta llegar al agua destilada. Los cortes fueron 

teñidos 75 segundos en Hematoxilina de Harris, lavados por 10 minutos en agua corriente y 

luego por 5 minutos en agua destilada, y teñidos 30 minutos en Eritrosina-Naranja G al 0,5%. 

Luego de lavar en agua destilada 5 minutos, se trataron 10 minutos con ácido fosfotúngstico 

al 0,5%, lavados por 5 minutos en agua destilada, y teñidos 75 segundos con Azul de Anilina 

al 1%. Las preparaciones fueron deshidratadas en tres alcoholes de 95° (1 minuto cada uno) 

y en tres alcoholes de 100° (5 minutos cada uno). Finalmente se aclararon en tres baños de 

xilol (5 minutos cada uno) y se montaron definitivamente con cubreobjetos, utilizando como 

medio de adhesión Entellán (Merck, Darmstadt, Alemania). 

3.5 Inmunohistoquímica 

Los anticuerpos utilizados fueron PCNA, Desmina, Miogenina y Miosina de cadena 

pesada. En la técnica de inmunohistoquímica se utilizaron distintos protocolos de acuerdo al 

anticuerpo empleado (Anexo B3). Las preparaciones desparafinadas e hidratadas fueron 

sometidas a la recuperación antigénica en buffer Tris EDTA en vaporera marca Oster a 90°C 

durante 30 min. Luego el bloqueo de la peroxidasa endógena con H2O2 y metanol, seguido 

de tres lavados en buffer Tris. Posteriormente la incubación con el anticuerpo primario 

durante toda la noche a 4°C, lavados en Tris y la incubación con el anticuerpo secundario. 

Se utilizó Complejo ABC para la amplificación de señal y el revelado con DAB que da 

reacción cromógena de color café, seguido de un contraste nuclear suave con Hematoxilina 

de Harris. Finalmente, los cortes fueron deshidratados, aclarados en xilol y cubiertos con 

cubreobjetos utilizando Entellán como medio de adhesión. 
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3.6 Descripción y Recuento celular 

Se describió la morfología de células estableciendo los criterios de: células viables 

(células alargas uni/multinucleadas, células gigantes multinucleadas, células en mitosis y 

células iniciales), células no viables, que comprende células en picnosis (núcleo 

hipercromático, cromatina condensada y pequeño) y células en cariorrexis (núcleo 

segmentado de cromatina condensada); grupos redondos y grupos “parche” (grupos de 

células sin forma esférica). Posteriormente se realizó el conteo de cada célula y grupo 

clasificándolos según los criterios antes mencionados, todo esto en microscopio óptico de 

campo claro (Leica 2500, Heidelberger, Alemania). 

  Variables Consideradas 

3.6.1 Estructura del Scaffold 

Arquitectura tridimensional que tienen los scaffolds para favorecer la 

adhesión, proliferación y diferenciación celular(12). Los scaffolds utilizados 

tienen una composición idéntica de Quitosano, agarosa, gelatina y EDC/NHS, 

pero se diferencian en la morfología con referencia a la orientación de las fibras 

en la superficie de la membrana, siendo un scaffold con estructura lisa (o no 

definida) y otro con microestructura (o acanalado). Esta variable es de tipo 

cualitativa nominal dicotómica. 

3.6.2 Tiempo de Cultivo Celular 

Días en los que las células C2C12 fueron sometidas al proceso de 

diferenciación(22). Los scaffolds tuvieron distintos días de cultivo para su 

diferenciación partiendo desde 0 días (día en que se cambia al medio de cultivo 

con factores específicos de diferenciación), luego 7 días, 14 días y finalmente 21 

días. Esta variable es de tipo cuantitativa discreta. 
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3.6.3 Viabilidad Celular 

Medición de la proporción de células vivas en relación con las muertas luego 

del proceso de diferenciación. Respecto de esta variable se obtuvieron los 

siguientes datos: 

 

3.6.3.1 Células Viables:  

Se entienden como células viables aquellas que presenten un núcleo con 

cromatina homogénea y continuidad de la carioteca, sin signos de muerte 

celular, además de un citoplasma íntegro. En este grupo encontramos:  

 Alargadas Uninucleadas (AU): Células con signos de 

viabilidad, de citoplasma alargado o cilíndrico, con un núcleo 

de mayor diámetro en comparación con mioblastos. Esta 

variable de tipo cuantitativa discreta puede tomar valores de 0 

a infinito, y fue medida a través de la observación directa al 

microscopio óptico de campo claro. 

 Alargadas Multinucleadas (AM): Células con signos de 

viabilidad, de citoplasma alargado o cilíndrico, con 2 o más 

núcleos de mayor diámetro en comparación con mioblastos. 

Esta variable de tipo cuantitativa discreta puede tomar valores 

de 0 a infinito y fue medida a través de la observación directa 

al microscopio óptico de campo claro. 

 Gigantes Multinucleadas (GM): Células con signos de 

viabilidad de forma esférica con 2 o más núcleos. Esta variable 

de tipo cuantitativa discreta puede tomar valores de 0 a infinito 

y fue medida a través de la observación directa al microscopio 

óptico de campo claro. 

 Células en Mitosis (M): Presencia de figuras mitóticas 

(cromosomas condensados según las etapas de la mitosis). Esta 

variable es de tipo cuantitativa discreta, puede tomar valores de 

0 a infinito y que fue medida a través de la observación directa 

al microscopio óptico de campo claro. 



 

18 

 

 

3.6.3.2  Células Picnóticas (P):  

Células con retracción de núcleo, condensación de la cromatina e 

hipercromasia, signo de muerte celular(25). Esta variable de tipo cuantitativa 

discreta puede tomar valores de 0 a infinito y fue medida a través de la 

observación directa al microscopio óptico de campo claro. 

3.6.3.3  Células en Cariorrexis (C):  

Células con fragmentación del núcleo en trozos de cromatina condensada, 

signos de muerte celular(25). Esta variable de tipo cuantitativa discreta puede 

tomar valores de 0 a infinito y fue medida a través de la observación directa 

al microscopio óptico de campo claro. 

3.6.4 Asociación Celular 

Confluencia de las células, necesario para la fusión celular y la diferenciación(22). 

Se realizó el conteo de los grupos y la medición de su diámetro. Respecto de esta 

variable se obtuvieron los siguientes datos: 

3.6.4.1 Grupos Redondos (GR):  

Células agrupadas formando esferas u ovoides. Esta variable es de tipo 

cuantitativa discreta, puede tomar valores de 0 a infinito y fue medido a través 

de la observación directa al microscopio óptico de campo claro. Para la 

medición de su perímetro (variable cuantitativa continua que puede tomar 

valores de 0 a infinito) se utilizó el programa Image J, versión 1.60 del 

National Institute of Health (NIH) de uso universal. 

3.6.4.2 Grupos Parches (GP): 

 Células agrupadas en paralelo formando “parches” o extendidos de células. 

Esta variable es de tipo cuantitativa discreta y fue medida a través de la 

observación directa al microscopio óptico de campo claro. Para la medición 

de su perímetro (variable cuantitativa continua que puede tomar valores de 0 

a infinitivo) se utilizó el programa Image J, versión 1.60 del National Institute 

of Health (NIH) de uso universal. 
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3.6.5 Proliferación:  

Indicadores de división celular. Se evidenció marcador PCNA (antígeno nuclear 

de células proliferativas). Esta variable es de tipo cualitativa ordinal que puede tener 

valores entre 0, +1, +2, +3, y fue medida a través de un H-Score(26)(27) utilizando 

microscopio óptico de campo claro. 

3.6.6 Diferenciación celular: 

Indicadores de diferenciación musculoesquelético. Se evidenciaron los 

marcadores Desmina, Miogenina y Miosina de cadena pesada. Esta variable es de tipo 

cualitativa ordinal que puede tomar valores entre 0, +1, +2 y +3, y fue medida a través 

del H-Score(26)(27) utilizando microscopio óptico de campo claro. 
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3.7 H-Score 

Los resultados del estudio inmunohistoquímico fueron medidos a través de un método 

semicuantitativo utilizado para otorgar un puntaje (numérico) en consideración con la 

intensidad de tinción (o de reacción) de las células. Los valores asignados fueron: 0 

entendiéndose como nula reacción o tinción negativa, +1 como intensidad débil, +2 como 

intensidad intermedia y +3 como intensidad fuerte. Se calculó el porcentaje de células con 

las distintas marcaciones en cada caso utilizando la siguiente fórmula de H-Score:  

 

 

Los valores obtenidos varían de 0 a 300, otorgando una medición a la intensidad de tinción 

de células en todo el espesor del scaffold de 0, sin tinción; 1-99, tinción débil, 100-199, 

tinción moderada, 200-300, tinción fuerte. 

3.8 Análisis estadístico 

El método estadístico utilizado para este estudio fue el análisis de varianza ANOVA, 

usando las herramientas estadísticas del software Microsoft Excel para office 365 

(Microsoft). Se considera significativo cuando p <0,05. 

  

H-Score = ((% de 0)x 0) + ((% de +1)x 1) + ((% de +2)x 2) + ((% de +3)x 3) 
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4. Capítulo 4: Resultados 

 

4.1. Descripción de la Viabilidad 

 Con el fin de evaluar en cada scaffold la capacidad de permitir a las células adaptarse, 

proliferar y diferenciarse, se realizaron diversas pruebas histológicas e inmunohistoquímicas 

en cada matriz utilizada. Las células fueron incubadas en un scaffold con superficie acanalada 

cuyas paredes les otorgan abundante espacio a las células para adherirse y desarrollarse. 

También fueron incubadas células en un scaffold sin microestructura definida o liso el cual 

genera una trama para la adhesión y desarrollo de las células C2C12 (Figura A1). 

 Se realizó un conteo celular en donde se observaron células con características 

morfológicas de vitalidad y muerte celular, a su vez, se realizó una subclasificación en ambas 

categorías según a su forma y tamaño celular, o según sus signos nucleares (Figura A2). 

Dentro de las células con características morfológicas de vitalidad encontramos células con 

rasgos de diferenciación celular y proliferación celular (mitosis). Dentro de las células con 

características morfológicas de muerte celular encontramos células con núcleo en picnosis y 

cariorrexis. 

 Las células clasificadas como viables según características morfológicas de 

diferenciación se subdividieron en: Células de tamaño no mayor a 80µm, de morfología 

fusada o estrellada denominadas “células fusadas” (F) (Figura A2B), o redondas 

denominadas “células redondas” (R) (Figura A2A), con citoplasma eritrosinófilo, 

conteniendo un núcleo basófilo, de cromatina homogénea, y carioteca íntegra. Estas células 

fueron consideradas como “células iniciales” debido a que son las características de las 

células que fueron incubadas al inicio del experimento (mioblastos C2C12) y que difieren de 

las células con características morfológicas de diferenciación musculoesquelética. Luego, 

aquellas con características morfológicas que sugieren proceso de diferenciación 

musculoesquelética (Figuras A3 Y A4), son: las que presentan un citoplasma 

considerablemente de mayor tamaño tanto en diámetro como en largo con respecto a los 

mioblastos incubados, a las cuáles denominamos “células alargadas uninucleadas” (AU) 

cuando constan de 1 núcleo, o “células alargadas multinucleadas” (AM) cuando constan de 

2 o más núcleos. Finalmente, aquellas células con citoplasma redondo de tamaño mayor a las 

células iniciales y multinucleadas (2 o más núcleos) a las cuáles denominamos “células 
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gigantes” (GM). Por otro lado, tenemos aquellas también clasificadas dentro de las células 

viables con características de proliferación celular, las cuales presentan figuras mitóticas tales 

como profase, metafase, anafase y telofase (Figura A5). 

Las células clasificadas como no viables poseen características morfológicas de 

muerte celular, tales como: células picnóticas, cuyo núcleo es hipercromático, compactado, 

y su cromatina condensada, y células en cariorrexis, con núcleo hipercromático, cromatina 

condensada de forma irregular y carioteca fragmentada. 

 Luego del conteo y clasificación de las células de características morfológicas vitales 

y no vitales, se puede decir que el recuento total de células en los scaffolds fluctúa entre las 

7.000 y 17.000 células aproximadamente. Un 62% a 95% del total de células presentaron 

características de vitalidad celular.  En este escenario, encontramos que la mayor cantidad de 

células vitales se presentó en el scaffold del día 21 con microestructura seguido por los días 

7 con microestructura y el día 14 liso, y el menor número de estas se encontró en el scaffold 

del día 0 microestructurado (Gráfico 1). A pesar de que la cantidad de células viables fue 

generalmente similar en los scaffold se evidencia la tendencia de aumentar en los scaffolds 

microestructurados.  

 En relación a la comparación entre scaffolds microestructurados y de estructura lisa, 

no hay una diferencia significativa entre los porcentajes de viabilidad de ambos, no obstante, 

se evidenció una tendencia de aumento a favor de los scaffolds microestructurados, traducida 

en mayor cantidad de células vitales en los casos del día 7, 14 y 21 (Gráfico 1). 
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Gráfico 1. Porcentajes de células con características morfológicas de viabilidad (%VT) y de muerte 

celular (%MCT) en los scaffolds microestructurados (M) y lisos (L) de los días 0, 7, 14 y 21 (D0, D7, D14, 

D21) de diferenciación, incubadas con 1 millón de células (1M). 

 

 Como se mencionó anteriormente, en la subclasificación de las células con 

características morfológicas de vitalidad encontramos aquellas que además poseían 

características morfológicas de diferenciación celular. A pesar de que los valores de esta 

subclasificación no destacan en gran medida en relación con el total de células, se evidenció 

que los scaffold con mayor número de células con características morfológicas de 

diferenciación son los del día 7 con y sin microestructura, y aquellos con menor cantidad 

fueron los del día 0, con y sin microestructura (Gráfico 2), considerando en estos resultados 

las células alargadas uninucleadas, multinucleadas y las células gigantes. 

 Finalmente, el scaffold que presentó la mayor cantidad de células alargadas 

uninucleadas y multinucleadas fue el día 7 con microestructura, luego el de mayor cantidad 

de células gigantes multinucleadas fue el día 7 liso. Estos resultados se relacionaron 

posteriormente con el H-score para los diferentes marcadores de diferenciación 

musculoesquelética. 
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Gráfico 2. Porcentajes de células alargadas multinucleadas (AM), células alargadas uninucleadas 

(AU) y células gigantes multinucleadas (GM), en relación con el total de células vitales, en los scaffolds 

microestructurados y lisos de los días 0, 7, 14 y 21 (D0, D7, D14, D21) de diferenciación, incubadas con 1 

millón de células (1M). 

 

 4.1.1 Proliferación celular 

 En cuanto a la proliferación celular, morfológicamente se evidenció células con 

figuras mitóticas que representan estados de la célula en división. El scaffold que presentó 

mayor proliferación fue el día 7 con microestructura, seguido por el del día 14 sin 

microestructura (Gráfico 3). El scaffold con menor porcentaje de proliferación fue el día 21 

con y sin microestructura, esto quiere decir que, a mayor cantidad de días de diferenciación 

hubo menor proliferación. Al comparar entre scaffolds con microestructura y sin 

microestructura, se evidenció una tendencia de aumento en los scaffold lisos. No obstante, la 

cantidad de estas células no destaca en relación a la cantidad total de células vitales. 

Posteriormente, se correlacionó con el resultado del H-score para el marcador de 

proliferación celular PCNA. 
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 En el Gráfico 3 podemos evidenciar que la proliferación alcanza un “peak” en el día 

7 en el caso de los scaffolds microestructurados desde donde comienza a decrecer a medida 

que los días aumentan. En los scaffolds lisos, no hay una clara tendencia relación creciente o 

decreciente entre los scaffolds día 0, 7, 14; prácticamente manteniéndose los valores. Sin 

embargo, a los 21 días se presentan los valores más bajos en ambos tipos de scaffolds. 

 

 

Gráfico 3. Porcentajes de mitosis evidenciadas en los scaffolds microestructurados y lisos en los días 

0, 7, 14 y 21 (D0, D7, D14, D21) de diferenciación, incubados con 1 millón de células (1M), en relación con el 

total de células vitales. 
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 4.2 Grupos Celulares 

 

En los scaffolds las células se encontraron individuales o agrupadas. Las agrupaciones 

celulares se clasificaron en dos grupos. Primero, aquellas cuya forma es redonda u ovoide, 

bien delimitada y compactada se les denominó “Grupos Redondos” (GR). En estos grupos, 

las células se agrupan de forma concéntrica, compactadas, superpuestas, y presentan 

abundantes células picnóticas hacia el centro del grupo (Figura A6A). El segundo 

corresponde a agrupaciones con forma alargada sin bordes definidos, donde las células se 

agruparon de forma paralela y alineada formando un “parche”, por lo que se les denominó 

“Grupos Parches” (GP) (Figura A6B). Cabe mencionar también que la distribución espacial 

de las células no es homogénea en el espesor del scaffold, si no que tiende a la periferia. 

 Existe una tendencia de aumento a favor de los grupos parches en todos los scaffolds. 

Destaca en el caso de los grupos parches el día 0 con microestructura con la mayor cantidad, 

y el día 7 con microestructura la menor cantidad. En el caso de los grupos redondos el día 0 

con microestructura presenta la mayor cantidad, y el día 21 liso la menor cantidad. Cabe 

destacar que no existe una tendencia relación creciente o decreciente entre los distintos 

scaffolds (Gráfico 4). Por otro lado, se evidencia que la mayor cantidad de grupos parches y 

grupos redondos se presenta en los scaffolds microestructurados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 4. Cantidad de Grupos celulares de forma redonda u ovoide (GR), y de grupos de forma 

alargada o en parche (GP), en los scaffolds con microestructura y lisos en los días 0, 7, 14 y 21 (D0, D7, D14, 

D21) de diferenciación, incubados con 1 millón de células (1M). 

 

0

50

100

150

200

D0-L-1M D0-M-1M D7-L-1M D7-M-1M D14-L-1M D14-M-1M D21-L-1M D21-M-1M

N
°

d
e

 G
ru

p
o

s

Grupos celulares

GR

GP



 

27 

 

  4.2.1 Determinación de perímetros 

 

 Se determinó la medición de los perímetros de todos los grupos encontrados en los 

scaffolds (clasificados según su morfología) para analizar la interacción y agregación celular. 

En el caso de los grupos parche el scaffold que tuvo mayor perímetro en sus grupos fue el 

del día 0 tanto el microestructurado como el liso, seguido del scaffold día 21 

microestructurado (Gráfico 5). Los menores perímetros en los grupos parches fueron 

encontrados en el scaffold día 14 sin microestructura o liso. En el caso de los grupos redondos 

el scaffold que tuvo mayor perímetro en sus grupos fue el del día 21 liso, seguido del día 7 

liso; y los menores perímetros en los grupos redondos fueron encontrados en el scaffold del 

día 7 microestructurado (Gráfico 5) 

 Se evidenció que los mayores perímetros de grupos en general corresponden a los 

grupos parches en específico los scaffolds con microestructura (Gráfico 5).  

 

 

Gráfico 5. Medición de Perímetros de los Grupos Parches (GP) y Grupos Redondos (GR), en los 

scaffolds con microestructura y lisos de los días 0, 7, 14 y 21 (D0, D7, D14, D21) de diferenciación, incubados 

con 1 millón de células (1M). 
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 4.3 H-Score 

 

 Para corroborar los resultados de la descripción morfológica se sometieron los 

scaffolds a estudios de inmunohistoquímica. En el caso de la proliferación celular, se utilizó 

el marcador PCNA (Antígeno nuclear de proliferación celular) con el protocolo estipulado 

en el Anexo B3. Por otro lado, para evaluar la diferenciación celular musculoesquelética se 

utilizaron los marcadores: Desmina, Miogenina y Miosina de cadena pesada (MHY) (Anexo 

B3).  

 Los scaffolds presentaron una marcación débil (0-99) para PCNA (Gráfico 6); 

ejemplos de las células encontradas y sus intensidades son mostrados en la Figura A7. Sus 

valores van entre 20-50, siendo el scaffold del día 7 con microestructura el que presentó 

mayor marcación y el scaffold del día 7 liso el de menor marcación. 

 

 

Gráfico 6. H-Score del marcador PCNA indicador de proliferación celular en los scaffolds con 

microestructura y lisos de los días 0, 7, 14 y 21 (D0, D7, D14, D21) de diferenciación, incubados con 1 millón 

de células (1M). 

 

 En el Gráfico 7 podemos observar los resultados obtenidos del H-Score de los 

marcadores de diferenciación celular. Para los tres marcadores utilizados se obtuvo una 

marcación débil (0-99). En primera instancia se encuentra la desmina, cuyos valores se 

encuentran entre 30-60 cuya intensidad de tinción se observa en la Figura A8. El scaffold 

con la mayor intensidad de tinción fue el del día 0 con microestructura, seguido por el 
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scaffold del día 7 liso; y el scaffold con menor marcación fue el día 14 con microestructura. 

Para miogenina encontramos valores entre 60-99, siendo este el marcador con mayor 

intensidad entre los tres utilizados; el scaffold con mayor marcación fue el día 0 liso, y el 

scaffold con menor marcación fue el del día 7 liso (Figura A9). Finalmente, para MYH 

encontramos valores entre 10-40, siendo este el marcador que tuvo menor marcación entre 

los tres marcadores musculoesqueléticos. El scaffold con mayor marcación fue el día 7 liso, 

seguido del día 14 liso, y el de menor marcación se encontró en el del día 0 liso. La intensidad 

de marcaje de las células y ejemplo de estas se observan en la Figura A10. 

 

 

Gráfico 7. H-Score de marcadores de diferenciación musculoesquelética en los scaffolds con 

microestructura y lisos de los días 0, 7, 14 y 21 (D0, D7, D14, D21) de diferenciación, incubados con 1 millón 

de células (1M). 

  

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

H-Score Diferenciación

Desmina

Miogenina

MYH



 

30 

 

 4.4 Análisis estadístico 

 

  Se realizó el análisis estadístico: ANOVA de dos factores para varias muestras 

por grupo (análisis de varianza), para analizar simultáneamente las variables de días de 

cultivo (0, 7 ,14 y 21) y la estructura del scaffold (con microestructura o liso) respecto de los 

resultados en: Diferenciación celular, con las células alargadas multinucleadas (AM), células 

alargadas uninucleadas (AU), células gigantes multinucleadas (GM); proliferación (M); 

viabilidad celular (VT); y muerte celular (MTC). Como podemos observar en la Tabla 1, 

existe una diferencia o relación significativa entre los días de cultivo en medio de 

diferenciación y las células GM, VT y MTC. No obstante, los resultados muestran que no 

existe una interacción significativa en ninguna de las variables respecto de los factores de los 

scaffolds (días y estructura) debido a que los p- Valores son mayores a p < 0,05.  

 

 

Tabla 1. Resultados análisis estadístico ANOVA en el cual se ve la interacción (p-Valor) de las variables 

analizadas en los scaffolds (p <0,05) respecto de los días de cultivo (D0, D7, D14 Y 21) y la estructura 

superficial de los scaffolds (con microestructura y lisos). 

 

  

Variables 

 

Días 

 

Estructura 

Interacción 

DxE Factores 

AM 0,07 0,44 0,57 

 Días de Cultivo 

 Estructura del scaffold 

AU 0,46 0,79 0,90 

GM 0,02 0,04 0,11 

M 0,05 0,73 0,19 

VT 0,01 0,65 0,35 

MTC 0,01 0,65 0,35 
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5. Capítulo 5: Discusión 

 

En el estudio realizado se procesaron scaffolds (biopolímeros tridimensionales) con 

matriz sin organización específica y con organización superficial acanalada, denominados 

liso y microestructurado respectivamente. Ambos sembrados con un total de 1 millón de 

células C2C12, que fueron cultivados en un ambiente idóneo para su diferenciación 

musculoesquelética durante 0, 7, 14 y 21 días (tiempo de diferenciación). Se utilizaron 

técnicas citológicas, histológicas e inmunohistoquímicas para evaluar aspectos como la 

viabilidad, proliferación, asociación celular y la diferenciación celular musculoesquelética. 

  Se establecieron las variables según: A) vitalidad o muerte celular, de acuerdo a la 

morfología individual celular y las características nucleares, separándolas en células viables 

y no viables  (picnóticas y); B) diferenciación celular, separándolas en: células fusadas (F) y 

células redondas (R) (según sus características de células iniciales como mioblastos), 

alargadas uninucleadas (AU), alargadas multinucleadas (AM) y gigantes multinucleadas 

(GM); C) proliferación, denominándolas células mitóticas; y D) asociación celular, de 

acuerdo a si distribución en el scaffold, separándolas en: grupos parches (GP) y grupos 

redondos (GR). Todos estos criterios establecidos con técnica histológica (Tricrómico de 

Arteta) mediante la observación directa en microscopio óptico. 

A través de la técnica de inmunohistoquímica se identificó la proliferación celular 

mediante la expresión de PCNA, también se identificó diferenciación celular, mediante la 

expresión de marcadores miogénicos como: Desmina, Miogenina y MYH. 

Finalmente se identificó cuál de los scaffolds presentó la mejor estructura 

tridimensional, y cuál fue el mejor tiempo de cultivo celular en los scaffolds. 
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5.1 Descripción de la Viabilidad 

 

Los scaffold lisos presentaron una viabilidad celular menor a la de los 

microestructurados. Si bien los valores en porcentajes son similares en ambos grupos, son 

finalmente los microestructurados los que obtuvieron los valores más altos en cuando a la 

viabilidad de las células implantadas. De esto podemos deducir, que las células incubadas en 

el scaffold con estructura acanalada, semejante a la orientación de las fibras musculares 

esqueléticas, se adaptan y sobreviven mejor que cuando no tienen una estructura 

definida(28)(29)(12)(30).  

Por otro lado, el scaffold que presentó mayor viabilidad celular fue el del día 21, de 

lo que podemos deducir que en el transcurso de los días de incubación las células sobreviven 

de manera favorable al entorno dado, tanto en lo que respecta a matriz tridimensional y los 

medios agregados. Finalmente, el día en que hubo menor viabilidad celular fue el scaffold 

del día 0, lo cual puede deberse a la cantidad de células iniciales en el momento del cambio 

de medio de cultivo, el cuál es mayor a la cantidad de células del día 21. 

En cuanto a la subclasificación de las células viables respecto a sus características 

morfológicas de diferenciación miogénica, la mayor cantidad de estas células se presentó en 

los scaffolds del día 7 microestructurado y liso, y la menor cantidad en los scaffolds del día 

0 tanto en los microestructurados como en los lisos. En particular, el mayor número de células 

alargadas uninucleadas (AU) y multinucleadas (AM) se presentó en el scaffold 

microestructurado del día 7. En el caso de las células gigantes multinucleadas (GM) el mayor 

número se presentó en el scaffold liso, de la misma manera en el día 7. 

Este resultado se corrobora con lo obtenido en un estudio de matrices porosas o 

polímeros de fibras altamente orientadas y no orientadas en el cual las células incubadas en 

la matriz de fibras orientadas presenta una mayor actividad metabólica que en matrices de 

fibras no orientadas y no fibrilares(22)(31). En adhesión, estudios de estructuras con diseños 

en 3D que utilizan la ingeniería de tejidos para el cultivo celular y la formación de tejidos in 

vitro, presentan un 87,5% de viabilidad en las primeras 24 horas, cuyo número de células 

aumenta en los siguientes 7 días aproximadamente el doble(29).  
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5.1.1 Proliferación celular. 

 

 Los scaffolds lisos presentaron un mayor porcentaje de división celular que los 

microestructurados. Sin embargo, al hacer la correlación con los resultados del H-score de 

PCNA el resultado se contrapone debido a que los scaffolds microestructurados presentan la 

mayor proliferación celular, esto puede deberse a que esta técnica evidencia varias etapas del 

ciclo celular relacionadas con la división(32). De esto podemos deducir, que los scaffolds 

que fueron diseñados con una microestructura superficial definida (acanalada) dejan en 

evidencia que los mioblastos, se reproducen y crecen mejor en un espacio tridimensional 

semejante a su organización in vivo. De igual manera se evidencia en otros estudios, en los 

que se utilizan mediciones colorimétricas, en donde el índice de proliferación celular es 

mayor en matrices con fibras altamente orientadas(22). 

En cuanto a los días de incubación en el medio de diferenciación, el scaffold que 

presentó el mayor promedio de proliferación fue el del día 7. Este resultado se corrobora con 

el porcentaje de mitosis y el H-Score de PCNA obtenidos, por lo que podemos deducir que 

luego de transcurrida una semana las células alcanzan un punto máximo de proliferación, el 

cuál va decreciendo hasta el día 21. Esto podemos explicarlo debido a que se espera que la 

proliferación disminuya cuanto comienza el proceso de diferenciación, la célula comienza el 

arresto para la diferenciación músculo-esquelética(30). 

. 

5.2 Grupos Celulares 

 

En el caso de la asociación celular los scaffolds microestructurados fueron los que 

presentaron la mayor cantidad de grupos tanto en forma de parche como redondos, siendo 

los grupos parches los de mayores perímetros. De esto podemos deducir que las células 

incubadas en los scaffolds microestructurados se asociaron entre sí de mejor manera en un 

entorno tridimensional similar al del músculo in vivo, traducido en una mayor cantidad de 

células agrupadas en grandes grupos de forma paralela y en alineación. No obstante, la 

asociación que ocurre entre las células deja en evidencia la falta de asociación de estas con 

las paredes del scaffold, en donde las células no se adhieren a la estructura entregada para 

crecer en su espesor, sino que se adhieren entre sí para crecer agrupadas. Esto puede deberse 
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a las propiedades del scaffold, ya sean reológicas o de materiales, las cuales pueden no ser 

las adecuadas para las células utilizadas o pueden generar el “rechazo de estas”(12)(33)(34). 

Por otro lado, al ser los scaffolds lisos quienes presentaron la menor cantidad de 

grupos celulares, tanto en grupos parches como en grupos redondos, dentro de los cuales 

fueron los grupos redondos los que presentan los mayores perímetros. Podemos deducir que 

las células en los scaffolds lisos tienden a asociarse en grandes grupos de células 

compactadas, sobrepuestas y con abundancia de picnosis, evidencia de muerte celular. 

Estudios afirman que la asociación celular en grupos se asume como un factor 

importante para el proceso de cultivo celular. Dependiendo de las características de dichos 

grupos, es si se generará o no una resistencia adicional al transporte de oxígeno y nutrientes. 

En el caso de que un grupo esté muy compactado podría generarse hipoxia hacia el centro 

afectando la viabilidad celular(35). Este principio se aplica también a la distribución celular 

no homogénea en el espesor del scaffold, debido a que se evidencia tendencia hacia la 

periferia. 

Finalmente, el scaffold que presentó mayor cantidad de grupos parches y grupos 

redondos fue el scaffold del día 0, de lo cual podemos deducir que las células comienzan a 

agruparse desde el momento en que son expuestas al medio de diferenciación. Por otro lado, 

en el caso de los grupos parches, el scaffold que presenta los mayores perímetros es el del 

día 0, por lo que se deduce que al inicio de la diferenciación es cuando las células tuvieron 

mayor asociación de forma paralela y alineada. En el caso de los grupos redondos, el scaffold 

que presenta mayores perímetros es el del día 21, por lo que se deduce en el transcurso de los 

días las células tienden a una mayor asociación de forma compactada y superpuesta. 

Es importante, luego de este hallazgo, indagar en los posibles motivos de las 

asociaciones celulares presentadas, y responder a interrogantes en torno a las moléculas 

específicas de adhesión que están interactuando en mayor o menor cantidad en cada grupo, 

identificar si son diferentes en cada situación o si tienen alguna alteración(28). 
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5.3 Marcadores de Diferenciación celular musculoesquelética: H-Score. 

En la diferenciación celular los scaffolds lisos presentaron mayor H-Score en 

Desmina, Miogenina y MYH que en los scaffolds microestructurados, lo que deja en 

evidencia que la diferenciación musculoesquelética ocurrió en mayor cantidad en los 

scaffolds que no tienen una estructura 3D definida. 

En el caso de la Desmina y la Miogenina, el scaffold que presentó el mayor H-score 

fue el del día 0. Lo anterior se relaciona con las primeras etapas de diferenciación celular, 

cuando se está formando el miotubo inmaduro, es el momento en que se presentan en mayor 

cantidad estos factores de la diferenciación musculoesquelética. En cambio, para MYH el 

scaffold que presentó el mayor H-Score fue el del día 7, de lo cual se puede deducir que luego 

de una semana transcurrida las células se encuentran en mayor cantidad en la vía de 

diferenciación hacia fibras musculares maduras(36). 

Lo anterior coincide con otros estudios en los que se realizó la descripción de los 

marcadores miogénicos por PCR, donde se evidencia que las desmina en el día 0 de 

incubación tuvo los mayores niveles de expresión en comparación con la miogenina y la 

MYH. Además, su expresión fue aumentando con el tiempo de cultivo en medio 

diferenciador. En el día 0 el nivel de expresión de miogenina fue bajo, sin embargo, aumenta 

considerablemente su expresión en el transcurso de los días. Finalmente la expresión de 

MYH es la última en aumentar llegando a ser la más expresada en la etapa de diferenciación 

tardía(9). 

El resultado del H-score respecto al tiempo de incubación de las células en el medio 

de diferenciación revela que, para todos los marcadores utilizados, hay una mayor marcación 

desde el día 0 al día 7, el cuál desciende progresivamente a tiempos largos. De esto podemos 

deducir que, durante la primera semana de diferenciación, las células presentan una mayor 

cantidad de fibras musculares en proceso de maduración final. Resultados que se asemejan 

también a otros estudios en los que el punto máximo de diferenciación es alcanzado al día 4 

de cultivo(9)(37). 

 

 



 

36 

 

Luego de transcurrida la semana los valores descienden, por lo que se deduce que los 

medios no son suficientes para mantener y llevar a cabo la diferenciación completa. Esto 

puede ser explicado por la técnica utilizada para mantener a los polímeros con las células en 

cultivo, el cual baja su rendimiento con el paso de los días y no cumple las necesidades que 

las células musculares requieren en su proceso de diferenciación in vivo. Sistemas 

especializados como biorreactores y sistemas de estimulación mecánica son necesarios para 

complementar la diferenciación celular (4)(38)(39). 

El cese de diferenciación puede deberse también a dos factores fundamentales en los 

scaffolds, que son: 1) las características reológicas que presentan los scaffolds utilizados; la 

rigidez y el espesor tienen impacto en la proliferación, adhesión y movilización celular(33),  

2) los materiales no mamíferos utilizados en la formación del scaffold que pueden provocar 

el “rechazo” de las células en el transcurso del tiempo, debido a que las células son de origen 

mamífero y necesitan componentes como la fibronectina, el colágeno y la laminina de origen 

animal(12)(40)(41).  
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Capítulo 6: Conclusión 

 

Conclusiones experimentales 

 

1) Los scaffolds microestructurados presentan mejor viabilidad, proliferación y 

asociación celular que los scaffolds sin microestructura o lisos. 

 

2) Los scaffolds lisos presentan mejor diferenciación celular que los scaffolds 

microestructurados. 

 

3) A los 7 días de incubación celular se obtienen los mejores avances en el proceso de 

diferenciación musculoesquelética. 

 

4) Las células C2C12 viven y proliferan favorablemente en los scaffolds utilizados, sin 

embargo, su diferenciación musculoesquelética es insuficiente. 

 

5) Las células C2C12 no tienen la interacción esperada con los scaffolds, lo que se 

traduce en una tendencia a asociarse en grupos y una falta de adhesión de las células 

con la matriz. 
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ANEXO A 

 Fotomicrofotografías 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A1: Fotomicrografía de cortes histológicos de los scaffolds con y sin 

microestructura incubados con 1 millón de células al día 0 de cultivo. A) corte transversal 

del scaffold microestructurado en donde se evidencia la estructura acanalada de las paredes, 

GR indica un grupo redondo asociado al scaffold. B) Corte transversal del scaffold sin 

microestructura o liso en donde se evidencia la estructura desorganizada de las paredes, GR 

indica un grupo redondo asociado al scaffold. Tinción: Tricrómico de Arteta. Barra de 

escala: 100 µm 
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Figura A2: Fotomicrografías de cortes histológicos de los scaffolds con 

microestructura, incubados con 1 millón de células al día 7 de cultivo, con células viables y 

no viables. A) R indica células con características morfológicas de vitalidad y citoplasma 

esférico denominadas “células redondas”. B) F indica células con características 

morfológicas de vitalidad y citoplasma alargado o estrellado denominadas “células fusadas”, 

P indica células con características morfológicas de muerte celular denominadas “células 

picnóticas”. Tinción: Tricrómico de Arteta. Barra de escala: 30 µm. 

 



 

43 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A3: Fotomicrografías de cortes histológicos de los scaffolds con 

microestructura (A) y sin microestructura (B), incubados con 1 millón de células al día 7 de 

cultivo. A) AU indica células denominadas “Alargadas uninucleadas” por su tamaño 

considerablemente mayor al de los mioblastos incubados y poseer 1 núcleo; F indica “células 

fusadas” y R indica “células redondas”, ambas de morfología similar a los mioblastos 

incubados. B) AM indica células “Alargadas multinucleadas” por su tamaño y a que poseen 

2 o más núcleos; GM indica “células gigantes multinucleadas”. Tinción: Tricrómico de 

Arteta. Barra de Escala: 30 µm. 
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Figura A4: Fotomicrografía de corte histológico de scaffold sin microestructura, 

incubado con 1 millón de células al día 7 de cultivo. C) GM indica células denominadas 

“gigantes multinucleadas” por su forma y tamaño mayor al de los mioblastos incubados y a 

que poseen 2 o más núcleos. Tinción: Tricrómico de Arteta. Barra de Escala: 30 µm.  
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Figura A5: Fotomicrografía de cortes histológicos de scaffolds con microestructura, 

incubados con 1 millón de células al día 7 de cultivo, con células viables en división mitótica. 

B) (**) indica una célula en metafase. C) (***) indica una célula en telofase. Tinción: 

Tricrómico de Arteta. Barra de escala: 30 µm. 
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Figura A6: Fotomicrografía de cortes histológicos de los scaffolds con 

microestructura (A) y sin microestructura o liso (B) en el día 0 de cultivo, con células 

asociadas en grupos. A) Células asociadas de forma concéntrica y compactada formando un 

grupo denominado “grupo redondo” B) Células asociadas de forma paralela y extendida 

formando un grupo denominado “grupo parche”. Tinción: Tricrómico de Arteta. Barra de 

escala: 50 µm 
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Figura A7: Fotomicrografía de cortes histológicos de los scaffolds sin 

microestructura (A) y con microestructura (B) en el día 7 de cultivo. Células marcadas con 

anticuerpo anti-PCNA utilizando técnica inmunohistoquímica, reacción cromógena de color 

café al revelar con DAB, tinción nuclear, Escala de referencia en intensidad de tinción 

utilizada para el H-score siendo 0 (sin tinción), +1 (tinción débil), +2 (tinción media), +3 

(tinción fuerte). A) (➤) indica células iniciales de intensidad 0, (⇉) indican células redondas 

de intensidad +2. B) (→) indica células fusadas de intensidad +1, (⇉) indica células fusadas 

con intensidad +2 y ( ) indica células fusadas con intensidad +3. Barra de escala: 20 µm 

en escala de intensidades y 30 µm en scaffold. 

  

https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:U+21DD.gif


 

48 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A8: Fotomicrografía de cortes histológicos del scaffold con microestructura 

en el día 7 de cultivo. Células marcadas con anticuerpo anti-Desmina utilizando técnica 

inmunohistoquímica, tinción citoplasmática, revelado con DAB, Escala de referencia en 

intensidad de tinción utilizada para el H-score siendo 0 (sin tinción), +1 (tinción débil), +2 

(tinción media), +3 (tinción fuerte). A) (→) indica células iniciales de intensidad +1, ( ) 

indica célula fusada de intensidad +3. B) (→) indica célula alargada uninucleada de 

intensidad +1, ( ) indica célula fusada y una célula alargada uninucleada, ambas de 

intensidad +3. C) (➤) indica células fusadas sin tinción (0), ( ) indica célula gigante 

multinucleada de intensidad +3. Barra de escala: 20 µm en escala de intensidades y 30 µm 

en scaffold. 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:U+21DD.gif
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:U+21DD.gif
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:U+21DD.gif
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Figura A9: Fotomicrografía de cortes histológicos del scaffold microestructurado en 

el día 7 de cultivo. Células marcadas con anticuerpo anti-Miogenina utilizando técnica 

inmunohistoquímica, reacción cromógena de color café al revelar con DAB, tinción 

citoplasmática, Escala de referencia en intensidad de tinción utilizada para el H-score siendo 

0 (sin tinción), +1 (tinción débil), +2 (tinción media), +3 (tinción fuerte). A) (→) indica célula 

fusada uninucleada y, células iniciales ambos de intensidad +1, (⇉) indica células iniciales 

de intensidad +2. B) (→) indican células iniciales de intensidad +1, (⇉) indica célula inicial 

y célula alargada uninucleada, ambas de intensidad +2. Barra de escala: 20 µm en escala de 

intensidades y 30 µm en scaffold. 
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Figura A10: Fotomicrografía de cortes histológicos del scaffold del día 7 de cultivo. 

Células marcadas con anticuerpo anti-MYH utilizando técnica inmunohistoquímica, reacción 

cromógena de color café al revelar con DAB, tinción citoplasmática, Escala de referencia en 

intensidad de tinción utilizada para el H-score siendo 0 (sin tinción), +1 (tinción débil), +2 

(tinción media), +3 (tinción fuerte). A) (➤) indica células fusadas sin tinción (0), (→) indica 

célula fusada de intensidad +1, (⇉) indica células fusadas de intensidad +2. B) (➤) indica 

células fusadas sin tinción (0), (→) indica célula gigante multinucleada de intensidad +1. C) 

(➤) indica células fusadas sin tinción 0, (→) indica células iniciales de intensidad +1, (⇉) 

indica célula fusada de intensidad +2. Barra de escala: 20 µm en escala de intensidades y 

30 µm en scaffold. 
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ANEXO B 

  Protocolos del Laboratorio de Biología de la Reproducción y Del Desarrollo. 

 B.1 Procesamiento de las muestras con técnica de rutina luego de la fijación en 

procesador de tejidos con sistema al vacío. 

Alcohol 80% 1 hora 

Alcohol 95% 1 hora 

Alcohol 95% 1 hora 

Alcohol 95% 1 hora 

Mezcla de Alcohol 95% /Butanol 1 hora 

Mezcla de Alcohol 95% /Butanol 1 hora 

Butanol 8 horas 

Butanol 8 horas 

Butanol 8 horas 

Paraplast Plus 10 horas 

Paraplast Plus 10 horas 

Paraplast Plus 10 horas 

 

Luego de este proceso se formaron los tacos de parafina, los cuales fueron cortados en 

Micrótomo a 5 µm, en cintas de 15 cortes. 

 

 B.2 Tinción con Tricrómico de Arteta 

Desparafinaje 

Xilol I 5’ 

Xilol II 5’ 

Xilol III 5’ 

Alcohol 100% I 5’ 

Alcohol 100% II 5’ 

Alcohol 100% III 5’ 

Alcohol 95% I 5’ 

Alcohol 95% II 5’ 

Alcohol 80% 5’ 

Alcohol 70% con Li2CO3 5’ 

Alcohol 70% 5’ 

Agua destilada I 5’ 

Agua destilada II 5’ 
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Tinción 

 

Hematoxilina de Harris 1’ 15’’ 

Agua corriente 10’ 

Agua destilada 5’ 

Eritrosina- Orange G 30’’ 

Agua destilada 5’ 

Ácido fosfotúngstico al 0,5% 10’ 

Agua destilada 5’ 

Azul de anilina 1% 1’ 15’’ 

 

Deshidratación  

Alcohol 95% I 1’ 

Alcohol 95% II 1’ 

Alcohol 95% III 1’ 

Alcohol 100% I 10’ 

Alcohol 100% II 5’ 

Alcohol 100% III 5’ 

Xilol I 10’ 

Xilol II 5’ 

Xilol III 5’ 

 

Montaje con Cubreobjetos y Entellán. 
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B.3 Inmunohistoquímica: Miogenina, Desmina, MYH, PCNA. 

Día 1 

Desparafinaje 

Xilol I 5’ 

Xilol II 5’ 

Xilol III 5’ 

Alcohol 100% I 5’ 

Alcohol 100% II 5’ 

Alcohol 100% III 5’ 

Alcohol 95% I 5’ 

Alcohol 95% II 5’ 

Alcohol 80% 5’ 

Alcohol 70% con Li2CO3 5’ 

Alcohol 70% 5’ 

Agua destilada I 5’ 

Agua estilada II 5’ 

Buffer tris 5' 

 

Recuperación antigénica 

Buffer tris-EDTA (T° ambiente) 5’ 

Vaporera* 30’ 

Enfriamiento de preparaciones en agitador 20’ 

Agua destilada I (en agitador) 10’ 

Agua destilada II (en agitador) 10’ 

Agua destilada III (en agitador) 10’ 

 

*Encender la vaporera previamente para tener la T° adecuada antes de colocar las muestras. 

 

Bloqueo peroxidasa endógena: 

Peróxido de hidrógeno (2% en metanol) (en 

agitador) 

30’ 

Agua destilada I (en agitador) 5’ 
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Incubación con anticuerpos (en agitador) 

Trasladar las preparaciones a la bandeja y marcarlas con lápiz hidrófobo 

Tris buffer I 5’ 

Tris buffer II 5’ 

Tris buffer III 5’ 

Suero de Cabra* 2% en Tris buffer (200 

µL/porta) 

30’ 

Anticuerpo primario (4°C) (200 µL/porta) 

 Miogenina (Santa cruz, sc-576, 

policlonal)1:100 en buffer tris 

 Desmina (Santa cruz, sc-14026, 

policlonal)1:250 en buffer tris 

 MYH (Santa cruz, sc-20641, 

policlonal)1:100 en buffer tris 

 PCNA (Santa cruz, sc-56, 

monoclonal)1:1000 en buffer tris 

Over night 

Tris buffer I 5’ 

Tris buffer II 5’ 

Tris buffer III 5’ 

Anticuerpo secundario: Anti-conejo hecho 

en cabra 1:500 (Des, Miog, MYH). 

Anti-ratón hecho en cabra 1:500 (PCNA) 

1 hora. 

Tris buffer I 5’ 

Tris buffer II 5’ 

Tris buffer III 5’ 

Complejo ABC** (200 µL/porta) 90’ 

Tris buffer I 5’ 

Tris buffer II 5’ 

Tris buffer III 5’ 

Diaminobencidina (DAB)*** (200 

µL/porta) 

10’ 

Tris buffer I 5’ 

Tris buffer II 5’ 

Transferir las preparaciones al canastillo 

*Antes de comenzar con los lavados en buffer, se debe preparar el anticuerpo secundario. 

**El complejo ABC se debe preparar 30 minutos antes de aplicarlo. 

***Se debe preparar y mantener en oscuridad, además debe ser preparado poco antes de ser 

utilizado. 

Tinción de contraste 

Agua destilada I 5’ 

Agua destilada II 5’ 

Hematoxilina 10’’ 

Agua corriente 10’ 

Agua destilada I Enjuague rápido 

Agua destilada II 5’ 

Agua destilada III 5’ 
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Deshidratación 

Alcohol 50% 5’ 

Alcohol 70% 5’ 

Alcohol 80% 5’ 

Alcohol 95% I 5’ 

Alcohol 95% II 5’ 

Alcohol 100% I 5’ 

Alcohol 100% II 5’ 

Alcohol 100% III 5’ 

Xilol I 5’ 

Xilol II 5’ 

Xilol III 5’ 

 

Montar con entellán. 

 


