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entre 74 y 144 μm tampoco es revelado. Estas características hacen nueva la 

invención reclamada y no son obvias como se explica en la siguiente sección. 
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Anexo 1. Nuevo capítulo reivindicatorio   
 

1. Un soporte meniscal, CARACTERIZADO PORQUE comprende una zona 1 compuesta por 
colágeno tipo I; una zona 2 dispuesta como interfase entre la zona 1 y la zona 3, compuesta por 
una mezcla de colágeno tipo I y colágeno tipo II; y una zona 3 compuesta por colágeno tipo II; en 
donde el soporte tiene una porosidad entre 82% y 92% y tamaño de poro entre 74 y 144 μm.  

2. El soporte meniscal de la reivindicación 1 CARACTERIZADO PORQUE presenta fibras 
multidireccionales. 

3. El soporte meniscal de la reivindicación 1 CARACTERIZADO PORQUE contiene 0.01 a 0.035 
kg/m2 de colágeno I en la zona 1 (101); 0.005 a 0.02 kg/m2 de colágeno I y II en la zona 2 (102) 
y 0.002 a 0.007 kg/m2 de colágeno II en la zona 3 (103). 

4. El soporte meniscal de la reivindicación 1 CARACTERIZADO PORQUE está entrecruzado con 
genipina. 

5. El soporte meniscal de acuerdo con la reivindicación 1 CARACTERIZADO PORQUE tiene un 
porcentaje de entrecruzamiento entre 27% y 43%. 

6. Un tejido artificial de menisco elaborado con el soporte de la reivindicación 1 
CARACTERIZADO PORQUE comprende células madre mesenquimales o fibrocondrocitos. 

7. El tejido artificial de menisco de la reivindicación 6 CARACTERIZADO PORQUE las células se 
siembran a una densidad entre 3.57x 109 células/m2 y 1.5x109 células/m2 

8. Un procedimiento para elaborar el soporte de la reivindicación 1 CARACTERIZADO PORQUE 
comprende las etapas de: 

a) Servir una suspensión de colágeno I de 5 a 10 mg/mL en la zona más profunda del 
molde (104) 

b) Servir una suspensión de colágeno II de 5 mg/mL en la zona menos profunda del 
molde (105) 

c) Congelar a -20ºC durante 24 h 

d) Liofilizar durante 24 h 

e) Sumergir los soportes obtenidos de la liofilización en una solución de genipina al 

0,05% en etanol al 70% durante 48 h para el entrecruzamiento. 

f) Lavar dos veces con etanol (70%) durante 1 h 

g) Lavar con agua 



h) Congelar a -20ºC 

i) Liofilizar durante 24 h 

j) Esterilizar con óxido de etileno 

 



Composite Zonal Scaffolds of Collagen I/II for Meniscus
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ABSTRACT: The meniscus is divided into three zones according to its vascularity: an
external vascularized red−red zone mainly comprising collagen I, a red−white
interphase zone mainly comprising collagens I and II, and an internal white−white
zone rich in collagen II. Known scaffolds used to treat meniscal injuries do not reflect
the chemical composition of the vascular areas of the meniscus. Therefore, in this
study, four composite zonal scaffolds (named A, B, C, and D) were developed and
characterized; the developed scaffolds exhibited the main chemical components of the
external (collagen I), interphase (collagens I/II), and internal (collagen II) zones of
the meniscus. Noncomposite scaffolds were also produced (named E), which had the
same shape as the composite scaffolds but were entirely made of collagen I. The
composite zonal scaffolds were prepared using different concentrations of collagen I
and the same concentration of collagen II and were either cross-linked with genipin or
not cross-linked. Porous, biodegradable, and hydrophilic scaffolds with an expected
chemical composition were obtained. Their pore size was smaller than the size reported for the meniscus substitutes; however, all
scaffolds allowed the adhesion and proliferation of human adipose-derived stem cells (hADSCs) and were not cytotoxic. Data from
enzymatic degradation and hADSC proliferation assays were considered for choosing the cross-linked composite scaffolds along with
the collagen I scaffold and to test if composite zonal scaffolds seeded with hADSC and cultured with differentiation medium
produced fibrocartilage-like tissue different from that formed in noncomposite scaffolds. After 21 days of culture, hADSCs seeded on
composite scaffolds afforded an extracellular matrix with aggrecan, whereas hADSCs seeded on noncomposite collagen I scaffolds
formed a matrix-like fibrocartilage without aggrecan.
KEYWORDS: collagen composite scaffolds, meniscal substitutes, collagens I and II, tissue engineering

1. INTRODUCTION
The meniscus is a crescent-shaped sheet of fibrocartilage
located on the articular surface of the tibia that occupies the
space between the condyle and tibial plateau.1 It absorbs loads
from the knee and provides lubrication by distributing synovial
fluid throughout the knee joint.2 Because of its role in knee
function, meniscus is prone to tears that cause pain and
disability.3,4 Trauma, sports injuries, aging, and degenerative
diseases are common causes of meniscus damage, which is
treated depending on the injury via rest, icing, physical therapy,
palliative care, and surgery.5

The most commonly used surgical treatments for meniscal
tears are partial or complete meniscectomy and meniscus
transplantation.6 Meniscectomy is performed in older patients;
however, meniscus damage often progresses to osteoarthritis,
particularly after complete meniscectomy. For younger
patients, transplantation with fresh, fresh/frozen, cryopre-
served, or lyophilized grafts is recommended.7,8 Common graft
drawbacks are rejection, neurovascular injury, wound infection,
bruising, and thrombosis.9 Tissue-engineered meniscal sub-
stitutes represent an alternative to allografts and have become

an innovative therapy; however, no product of this nature has
been reported that is ideal for treating meniscal injuries.

Although several clinical studies of meniscus substitutes have
been conducted over the years,10−12 few have been approved
for clinical application in humans. Among these is the collagen
meniscus implant (CMI), which is used for the repair of
segmental meniscal defects after arthroscopic partial meniscec-
tomy.10,13 Owing to its low immunogenicity and high
biocompatibility, this collagen I implant provides a biodegrad-
able scaffold that is replaced by patient-synthesized tissue.14

CMI has been approved as a safe biomaterial by European and
US regulatory agencies;11,13,15 however, therapeutic failures
and lack of functional improvement have been reported.12,16

Because of these limitations and the high incidence of meniscal
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injuries,17 meniscal substitutes with clinical applications must
continue to be developed and characterized.

Based on the vascularity of the meniscus, it is divided in
three zones: the outer vascularized red−red zone, red−white
or interphase zone, and inner avascular white−white zone.18,19

The vascularized red−red outer meniscal zone has a high
percentage of collagen I (70−80%),1 the red−white transition
zone is rich in collagen I and collagen II,1,20 and the white−
white internal avascular zone mainly comprises collagen II
(50−60%) and glycosaminoglycans.17 Known meniscal sub-
stitutes do not reflect the primary chemical composition of the
vascular zones of the meniscus.21

Composite scaffolds have already been described for the
treatment of cartilage lesions, including the collagen I/III
scaffolds that were started to be used for autologous
chondrocyte implantation almost 25 years ago22 and a collagen
I/II scaffold that was prepared by lyophilizing a collagen II gel
placed on top of a collagen I gel to obtain a double-layered
membrane.23 However, to the best of our knowledge, meniscal
substitutes made with an outer zone of collagen I, an
interphase of collagen I/II, and an inner zone of collagen II
have not yet been described.

Meniscal healing involves inflammation, matrix deposition,
and remodeling processes that are influenced by the chemical
composition of the meniscal zones.24 Therefore, the develop-
ment of meniscus substitutes with zonal structure similar to the
vascular zones of the meniscus may be relevant. However, the
achievement of such a structure is not a simple technological
task because it requires developing a continuous structure with
the composition of the red−red outer zone, the red−white
interphase, and the white−white inner zone. A first step toward
this goal is to develop scaffolds with the main chemical
composition of the vascular zones of the meniscus.

Human adipose-derived stem cells (hADSCs) isolated from
lipoaspirates differentiate into adipogenic, osteogenic, and
chondrogenic lineages in the presence of a supplemented
medium.25,26 These cells have also been used for meniscus
regeneration in several animal models27,28 and in humans.29

Therefore, cultures of hADSCs seeded on composite or
noncomposite collagen I scaffolds, such those fabricated in this
study, may shed light on the impact of the presence of collagen
II on the tissue synthesized by these cells when incubated with
or without the differentiation medium.

In this work, continuous composite scaffolds were developed
and characterized with an external zone made of collagen I, a
collagen I/II interphase, and an internal zone of collagen II.
The work also evaluated whether the tissue produced by
hADSCs seeded on composite scaffolds is different from that
synthesized by hADSCs seeded on noncomposite collagen I
scaffolds. Customer attributes and parameters of an implant-
able intra-articular device were considered in designing the
composite and noncomposite scaffolds. The five scaffold
prototypes were characterized physicochemically [Fourier
transform spectroscopy, enzymatic degradation, percentage of
cross-linking, contact angle (CA), and fluid sorption analyses],
microstructurally (porosity, pore size, and pore orientation
index), and mechanically (compression, shear, and traction
tests). The cytotoxicity of the scaffolds on L929 fibroblasts and
their compatibility with hADSC were also evaluated. Data from
enzymatic degradation and hADSC proliferation assays were
considered for choosing two of the four composite scaffolds,
along with the noncomposite collagen I scaffold, and to assess

hADSC differentiation in vitro and evaluate the tissue
produced by these cells.

2. EXPERIMENTAL SECTION
2.1. Study Design. Fifteen orthopedic surgeons were surveyed to

define the parameters of the design of joint-implantable scaffolds.
Based on the survey results, four composite scaffolds (named A, B, C,
and D), with a collagen I outer zone, a collagen I/II interphase, and a
collagen II inner zone, and a noncomposite scaffold with the same
shape of the composites but made entirely of collagen I (named E)
were developed and characterized. The parameters that were
controlled in the manufacturing process were the concentrations of
collagen and cross-linking agent. Randomized, unbalanced with
covariates, and asymmetric factorial designs were used. The survey
data sheet is shown in Table S1.
2.2. Reagents. Genipin, trypsin, acetic acid, Direct Red 80(Sirius

Red), Alcian Blue 8GX, Safranin O, hematoxylin and eosin, Histosec
paraffin, MF-Millipore membrane filter (0.22 μm), glutaraldehyde,
and ethanol were provided by Sigma-Aldrich, Merck (KGaA,
Darmstadt, Germany). Collagenase type I and type II, Dulbeccos̀
Modified Eagles̀ Medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS),
phosphate-buffered saline (PBS), Hoechst solution, aggrecan
(ACAN) (XM_017021987.1), and glyceraldehyde-3-phosphate de-
hydrogenase (GAPDH) NM_002046.5 were acquired from Gibco,
Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA). Trizol,
aggrecan polyclonal antibody (catalog # PA5-80294), collagen II
monoclonal antibody (catalog # MA5-12789), collagen I polyclonal
antibody (catalog # PA5-95137), rhodamine phalloidin, MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), Alexa
Fluora ̂ 594 (goat antirabbit IgG H + L), and Alexa Fluora ̂ 350
[goat antimouse IgG1(g1)] were supplied by Invitrogen-Molecular
Probes (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA). Human
recombinant insulin-like growth factor I (IGF-I) and human
recombinant transforming growth factor-beta 3 (TGF-b3) were
purchased from Stemcell Technologies (Vancouver, Canada). Gelatin
(Bacto) was from Difco (Tucker, GA, USA). CD73 PE, mouse
antihuman monoclonal antibody (catalog # 344004), CD105 PerCP/
Cy5.5 mouse antihuman monoclonal antibody (catalog # 323216),
CD90 FITC mouse antihuman monoclonal antibody (catalog #
328108), CD45 Pe/Cy7 mouse antihuman monoclonal antibody
(catalog # 368532), and CD34 APC mouse antihuman monoclonal
antibody (catalog # 343608) were supplied by BioLegend (San Diego,
CA, USA). Paraformaldehyde, picric acid, periodic acid, dimethyl
sulfoxide (DMSO), sodium hydroxide (NaOH), ethyl ether, and
sodium chloride (NaCl) were purchased from PanReac (Barcelona,
España). Bovine fascia and trachea were supplied by a slaughterhouse
plant certified by the Colombian National Institute for Food and
Drug Surveillance (INVIMA).
2.3. Cell Source. NCTC clone 929 [L cell, L-929, derivative of

Strain L] CCL-1 American Type Culture Collection was used for
cytotoxicity testing. hADSCs were isolated from a lipoaspirate of a
healthy donor with signed informed consent and with the approval of
the Ethics Committee of the School of Sciences of the Universidad
Nacional de Colombia (Act 01-2020).
2.4. Isolation of Collagens I and II. Both collagens were

isolated, purified, and quantified by gravimetry following previously
reported procedures.30−32 For collagen I isolation, bovine fascia was
cleaned, deoiled with ethyl ether, and cut into small fragments (0.5
cm), which were immersed in 0.5 N acetic acid. The resulting
suspension was homogenized (Ultra-Turrax, IKA Works, China),
precipitated with 1.0 N NaOH, and rehydrated with 0.05 N acetic
acid until reaching the desired concentration (5 or 10 mg/g). For
collagen II isolation, bovine trachea was cleaned, washed with water
several times, and then washed with 70 and 96% ethanol. The tracheal
rings were separated, washed again with water, and cut into small
fragments (1 cm2), which were incubated overnight at 4 °C with
0.02%-w/v trypsin in PBS (pH 7.4). The resulting suspension was
homogenized (3469 g, 20 min, Ultra-Turrax) and centrifuged (2659g,
30 min). After discarding the supernatant, the obtained pellet was
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rinsed with deionized water, resuspended in 0.5 N acetic acid (pH
2.4), incubated (60 rpm, 4 °C, 32 h), and centrifuged (2659g, 30
min). Subsequently, the supernatant was isolated, and collagen II was
salted out with a 5 N NaCl solution.
2.5. Preparation of Composite Scaffolds. Composite collagen

I/II scaffolds were prepared by pouring a collagen I dispersion in the
outer part of a polytetrafluoroethylene mold and a collagen II
dispersion in the inner part of the same mold, freezing, and
lyophilizing (Virtis, SP Industries, Hampton, NH, USA) for 24 h. A
patent application for the procedure and the developed scaffolds has
been filed (no NC2022/0012291 Superintendence of Industry and
Commerce, Ministry of Industry, Commerce, and Tourism,
Colombia). Scaffolds A, C, and E were not cross-linked. Scaffolds B
and D were cross-linked with 0.05% genipin, washed thrice with 70%
ethanol, and then washed with deionized water. Subsequently, the
cross-linked scaffolds were frozen and lyophilized for 24 h. Figure 1
summarizes the design, composition, and cross-linking status of the
scaffolds.
2.6. Characterization of the Scaffolds. Scaffolds were

characterized physicochemically, mechanically, and microstructurally
and nanostructurally. The cytocompatibility (cytotoxicity, cell growth,
and differentiation) of the scaffolds was also evaluated.

2.6.1. Physicochemical Characterization of the Scaffolds.
2.6.1.1. Fourier Transform Infrared Spectroscopy. Fragments (1
cm2) of scaffolds A−E were evaluated using an FT/IR-4200
spectrometer (Jasco, JP), incorporating an attenuated total reflection
(ATR) cell. Fourier transform infrared (FTIR) spectra were obtained
in a range of 4000−400 cm−1 with a resolution of 4 cm−1 and 4000
scans/sample. Genipin powder (1.0 mg) and gelatin (1.0 mg) were
used as controls. In addition, fragments of the outer, interphase, and
inner zones of the noncrosslinked scaffold B were analyzed to confirm
the chemical composition. For this analysis, an FTIR-ATR
spectrometer (Bruker, Br) was used. Spectra were obtained in a
range of 4000−400 cm−1 with a resolution of 2 cm−1 and 25 scans/
sample. The assays were repeated three times.

2.6.1.2. Enzymatic Degradation. Fragments (6 mm diameter) of
the scaffolds were placed in 2 mL tubes, dried for 3 h at 60 °C, and
weighed (Wi). Subsequently, the samples were incubated (37 °C, 100
rpm) with 500 μL of collagenase I (5 IU) and collagenase II (5 IU) in
PBS for 1, 7, 14, and 21 days. At each time, 500 μL of 0.25 M EDTA
was added per tube to stop the enzymatic reaction. Then, the tubes
were placed at −20 °C for 2 min, the supernatant was removed, and
the samples were washed twice with 1 mL of distilled water and
centrifuged (3469g for 10 min), and the supernatant removed. The
wet scaffolds were frozen, lyophilized for 24 h, and weighed (Wf). The

tests were repeated four times, and the degradation percentage (D %)
was calculated as follows

= ×
i
k
jjjjj

y
{
zzzzzD

W W
W

% 100i f

i (1)

where Wi is the initial weight and Wf is the final weight.
2.6.1.3. Cross-Linking Percentage. The ninhydrin (2,2-dihydrox-

yindane-1,3-dione) assay was used to analyze noncrosslinked (A and
B) and cross-linked (B and D) scaffolds.30 In this destructive test, the
free amino groups of collagens react with the hydroxyl groups of the
ninhydrin reagent solution to form Schiff bases. A standard work
solution (SWS) was prepared by mixing (1:1) solution A (4.2 g citric
acid and 1.6 g sodium hydroxide in 100 mL of water) and solution B
(4 g ninhydrin in 100 mL ethylene glycol). Then, samples (6 mm
diameter) were covered with 500 mL of the SWS, heated (100 °C, 30
min), cooled to 16−19 °C, and centrifuged (800g, 5 min). The
supernatant was isolated and mixed with 50% (v/v) isopropyl alcohol
(1 mL). The absorbance of the samples was measured at 560 nm
(TRIAD Multimode Detector, Dynex, USA). Considering the amino
groups of the noncrosslinked scaffolds A and C as 100%, the
percentage of cross-linked amino groups of the scaffolds B and D was
calculated using the following equation30

=
i
k
jjjjj

y
{
zzzzz

A W
A W

% CL 100 1
/
/

CL CL

NCL NCL (2)

where ACL and WCL were the absorbance and weight of the cross-
linked samples and ANCL and WNCL were the absorbance and weight
of the noncrosslinked samples. Each analysis was conducted in
triplicate.

In this study, the autofluorescence of the scaffolds was measured at
590 nm because the red autofluorescence of genipin-cross-linked
collagen I scaffolds has been used to assess cross-linking.33,34

2.6.1.4. Hydrophilicity of the Scaffolds. For this assay, samples (75
mm × 5 mm) of the outer, inner, and interphase zones of the
composite scaffolds were compressed (15 min) and conditioned in a
desiccator (40% relative humidity, room temperature) for 24 h. Static
CA was measured using the sessile drop method with an automated
goniometer (rame-́hart goniometer, model 295, USA) at room
temperature. The liquid used was DMEM (7 μL). An average of five
drops was applied to the outer, inner, and interphase zones samples.

2.6.1.5. Liquid Sorption Capacity. The liquid sorption capacity
(LSC) of the scaffolds was evaluated gravimetrically using 0.1 M PBS
(pH 7.4) at 37 °C. For this, the samples (6 mm in diameter) were
weighed (W0) and submerged in 2 mL of PBS for 2, 12, 24, and 48 h.
Samples were taken at each time with tweezers, and the excess liquid

Figure 1. Design, composition, and cross-linking status of the developed scaffolds.
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was blotted up with filter paper. The wet samples were weighed (Ww),
returned to PBS, and incubated until the following time was reached.
The experiments were performed three times and LSC at each time
point was calculated as follows

= ×
i
k
jjjjj

y
{
zzzzzG

W W
W

100w 0

0 (3)

2.6.2. Microstructural Characterization. The scaffolds were
analyzed using a Tescan Vega3 scanning electron microscope
(Czech Republic). Images were captured using the EasySEM
software. Longitudinal and cross-sectional sections of all the scaffolds
were used to assess their pore size, pore-angle orientation, and pore
interconnectivity. The pore size was evaluated by counting 100 pores
per scaffold using the ImageJ v.1.51u software (Wayne Rasband, NIH,
USA). In the cross-sectional images of the analyzed pores, the major
and minor axes (a and b, respectively) of the ellipse best fitted to each
pore were measured. Because some pores could not be sectioned
through their maximum cross section, the measured axes were
multiplied by 1.5, as previously described.30 The pore size (PS) was
calculated as follows

= × +
PS X

a b
1.5 2

2

2 2

(4)

Porosity was evaluated using a published modified liquid
displacement method.35 Dried samples (1 cm2) of composite
collagens I/II (A, B, C, and D) and E scaffolds were weighed (Wi),
immersed in 2 mL of PBS, vacuum degassed (10 min), and stirred at
room temperature for 48 h. Samples were removed from the PBS
solution, placed on a filter paper to remove excess PBS, and weighed.
Then, a dry pycnometer was weighed, and the analyzed sample was
placed in it. The pycnometer was filled with PBS to complete a
volume of 25 mL and weighed (Wf). Assays were performed in
triplicate. The porosity (P) of the scaffolds was calculated using the
following equation

= ×i
k
jjj y

{
zzzP

W W
DV

100f i

(5)

where D is the PBS density and V is the volume of the dried
scaffold.35

The pore OI was calculated using representative images of the
scaffold surface with Fiji plugins for MacOS (https://imagej.net/Fiji/
Downloads) according to the following equation

=OI 2 cos 2 1 (6)

where β is the ratio between the average angle of the collagen fibers
and the longitudinal axis of the scaffolds.36,37

2.6.3. Nanostructural Characterization. To assess the nanostruc-
ture of the scaffolds, dry samples (6 mm in diameter, 24.8 mm2) were
evaluated using an atomic force microscope (MFP-3D-BIO, Asylum
Research, USA). Images were obtained by scanning the topographic
(surface) plane of each scaffold in the three zones with an AC240Ts
tip (Oxford Instrument, UK) in tapping contact mode at 256
construction lines and 7 Hz. The indentation tests were performed in
continuous contact mode, using the same tip with an approximate
elastic constant of 1 nN/nm and a force of 50 nN to obtain the elastic
modulus of the scaffolds. Three replications were made, and the
results were analyzed with two software programs: WSxM v4.0 Beta
9.3 (http://www.wsxm.es/download.html) and Gwyddion v2.56
(http://gwyddion.net/download.php).38 The images obtained were
adjusted to correct the plane and the value 0 (nm) on the Z axis.

2.6.4. Mechanical Characterization. Tensile and compressive
strength analyses were conducted using an AG-IS universal testing
machine (Shimadzu, JA) following the procedures described by the
standard guidelines for the characterization and evaluation of tissue-
engineered medical products for knee meniscus surgical repair and/or
surgical reconstruction ASTM F3223-17.39 The tensile strength of the
scaffolds was determined at room temperature, following the
procedures of the ASTM D638 standard.40 A 5 kN load cell

calibrated between 0.1 and 0.5 N was used, with a speed of 1 mm/
min. Three samples were tested for each scaffold. Dimensions of
samples were obtained by the standard test using the V probe. The
area of each sample was calculated by measuring its thickness and
length using an SMZ stereoscope (Nikon, JA). Samples were hydrated
in DMEM (15 min, room temperature) to mimic meniscal tissue
conditions before testing. After hydration, each sample was tensioned
until rupture. The Young’s modulus of the scaffolds was calculated
based on the slope of the stress−strain curves and presented as the
average of three measurements per scaffold.

For the compression analysis, five samples (2 mm diameter, 1 mm
thickness) were taken from each zone of the composite scaffolds
(zone I−collagen I, interphase, and zone II−collagen II). The same
number of samples were taken from scaffold E (control). Samples
were immersed in DMEM (15 min, 20 °C), removed from the
DMEM solution using tweezers, placed on a filter paper to remove
excess liquid, and analyzed with a 5 kN load cell at a rate of 0.2 mm/
min.

The shear test was performed under a dynamic frequency sweep
using a rheometric system (C-VOR Bohlin Instruments, UK). All
scaffolds were tested between two rigid porous plates in a DMEM
bath at room temperature. An external compressive strain of 10% was
applied and balanced to subsequently define the sinusoidal shear
strain profile [γ = γ0 sin (wt)] at an amplitude (γ0) of 0.05 and an
angular frequency (w) increasing from 1 to 50 rad/s. The magnitude
of the complex shear modulus was calculated using the equation |G*|
= To/g0, assuming a linear behavior of the data. The complex
modulus G* was obtained from the storage modulus (G′), and the
loss modulus (G″) was obtained using the equation.41,42

* = + +G G i G (7)

2.7. Cytocompatibility Assays. To assess the cytocompatibility
of the scaffolds, their cytotoxicity and the proliferation and
differentiation of hADSC seeded on them were assessed, as described
below.

2.7.1. Cytotoxicity Assay. For this test, the ISO 10993-5 standard43

was followed. Briefly, L929 fibroblasts were seeded in 96-well plates
(1 × 104 cells/100 μL medium) and incubated (37 °C, 5% CO2, 24
h) in supplemented DMEM. Then, the culture medium was discarded
and replaced by the extraction medium previously sterilized by
microfiltration (0.22 μm membrane filters). The latter was prepared
by incubating DMEM (37 °C, 5% CO2, 24 h) with each of the sterile
scaffolds. DMEM supplemented with 25% DMSO and DMEM
previously incubated with 0.2 g/mL silicone were included as positive
and negative controls. After incubation, the medium was removed and
50 μL of MTT (1 mg/mL) was added. Samples were incubated (2 h,
37 °C, 5% CO2), and the supernatant was removed and replaced by
100 μL of isopropanol. The absorbance of the resulting solutions was
measured at 570 nm (TRIAD Multimode Microplate Reader).

2.7.2. Isolation of hADSC. hADSCs were obtained from micro-
liposuction samples under informed consent. Samples were weighed,
cleaned, and cut into small pieces that were digested with collagenase
I for 30 min (37 °C, 5% CO2, 100 rpm). After digestion, DMEM
supplemented with 10% FBS was added, and the suspension was
filtered with a cell strainer and centrifuged (312g, 5 min). The
resulting pellet was resuspended in 0.83% NH4Cl to promote
erythrocyte lysis and centrifuged (312g) and the supernatant
discarded. Cells were resuspended in supplemented DMEM and
counted using the Trypan Blue exclusion method. Then, cells were
seeded (5000 cells/cm2) in a T-75 flask containing DMEM
supplemented with 10% FBS, streptomycin (100 μg/mL), and
penicillin (100 UI/mL). The medium was changed every other day
until cells reached 80% confluence. Cells in the fourth passage were
used in all experiments.44 Adherence of the isolated cells to plastic was
confirmed with a light-inverted microscope (Eclipse TS-100, Nikon,
JP). Expression of CD105, CD73, and CD90, as well as lack of
expression of CD45 and CD34 molecules, was evaluated by flow
cytometry (BD FACSCanto II, BD Biosciences, US) using BD
FACSDiva Software v. 6.1.3 (BD Biosciences, US). For this analysis,
cells (3 × 105) resuspended in 500 μL of PBS were incubated with 5
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μL of each primary antibody for 30 min (37 °C), washed with PBS,
centrifuged (312g, 5 min), and analyzed by recording 50000 events
per sample. Samples of cells that were unlabeled or mixed with all
antibodies tested were included in the assay.

2.7.3. hADSC Growth. All scaffolds were sterilized with ethylene
oxide and aerated for at least 1 week before use. hADSCs (100 × 103

cells/scaffold) resuspended in DMEM (20 mL) were seeded on sterile
composite scaffold samples A through E (6 mm in diameter) and
incubated for 30 min (37 °C, 5% CO2). Then, DMEM (1 mL) was
added, and samples were incubated under these conditions for 1, 3, 7,
and 14 days. At each time, the medium was removed, and the cultures
were washed with PBS and incubated (37 °C, 5% CO2) with 500 μL
of MTT (1 mg/mL MEM) for 4 h. After washing with PBS (1 mL),
DMSO (1 mL) was added to the samples that then were shaken to
solubilize the formazan. The absorbance of the samples was read
(SPECTRA Classic, TECAN Group Ltd.; Man̈nedorf, Switzerland) at
570 nm. Absorbance values were interpolated into a calibration curve
made with a known number of cells. The experiment was repeated 4
times.

2.7.4. hADSC Differentiation. The evaluation of cell differentiation
was performed only on scaffolds B and D because they presented a
lower percentage of degradation, greater modulus of elasticity, and
greater cell growth than scaffolds A and C. Scaffold E, which is made
of collagen I as the only commercial collagen I product available, was
also included in this assay.

Fourth-passage hADSCs were seeded (150 × 103 cells/cm2) on B,
D, and E scaffolds (6 mm in diameter) and cultured in 24-well plates
(37 °C, 5% CO2) for 24 h. Cultures were then changed to a new plate
to eliminate the nonadhered cells and incubated with differentiation
medium [DMEM supplemented with 10% FBS, 10 ng/mL human
recombinant IGF-I (10 ng/mL) and 10 ng/mL human recombinant
TGF-b3] for 21 days. The medium was changed every other day.
Cultures incubated with supplemented DMEM without recombinant
factors were used as negative control. Histological and immuno-
fluorescence staining of the cultures was performed to qualitatively
assess cell differentiation.

2.7.4.1. Histological Analysis. For the histological analysis, cultures
were fixed with 4% paraformaldehyde−PBS (4 °C, 24 h), cross-
sectioned at a thickness of 4−6 μm, and stained with hematoxylin−
eosin, Alcian blue, and Safranin O-Fast Green (Saf O). Slices were
observed under a light microscope (Nikon, Eclipse Ci, Japan).
Picrosirius Red stain was also used, and attained samples were
observed under a polarized light microscope (Olympus BX51, Japan).
Images were acquired with a digital camera (Nikon, DS-5 M-L1). The
percentage of extracellular matrix (ECM %) produced by hADSCs
cultured in B, D, and E scaffolds with or without differentiation
medium was determined using the ImageJ software. For this
evaluation, the ECM percentage of the controls was subtracted
from the percentages from the cultured scaffolds. Measurements were
made three times.

2.7.4.2. Immunofluorescence Staining. For the immunofluor-
escence staining, cultures were embedded in paraffin, deparaffinized,
and rehydrated with xylol, ethanol, and distilled water. After washing
with PBS, samples were permeabilized with 0.2 M glycine for 10 min,
washed thrice with PBS, incubated with 0.2% Triton X 100 (10 min),
and blocked with 4% goat serum and 1% albumin (1 h). The primary
antibodies used were collagen I polyclonal-rabbit anticollagen I (PA5-
95137), collagen II monoclonal-mouse anticollagen II (2B1.5, MA5-
12789), and aggrecan polyclonal-rabbit antiaggrecan (PA5-80294)
provided by Thermo Fisher (Waltham, MA, USA). The secondary
antibodies used were Alexa Fluor 568 (goat antirabbit IgG) for
collagen I primary antibody and Alexa Fluor 488 (goat antimouse
IgG) for collagen II primary antibody. The cell nuclei were stained
with 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Molecular Probes,
Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). Samples were stored at 4 °C
and protected from light until they were observed under a
fluorescence microscope (Nikon Eclipse TS100, Japan).

2.7.5. Statistical Analysis. A regression model was adjusted for
each of the variables that account for the characterization to evaluate
the effect of the cross-linking and the concentration of collagen I/II

on the scaffold. After model adjustment, the data were shown as the
arithmetic mean ± standard deviation (SD). A variance analysis
(ANOVA) and multiple comparison tests were applied. The
differences were established as significant when p < 0.05. The
statistical analysis software programs used were R Project (R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, version R
version 4.0.2, 2020) and GraphPad Prism 8 (GraphPad, USA).

3. RESULTS
3.1. Design of Modular Collagen I/II Scaffolds. A

survey applied to orthopedic surgeons was used to set the
functional requirements of the scaffolds developed and
characterized in this study. The established functional
requirements were as follows: (i) efficacy in the regeneration
of the meniscal tissue, (ii) safety, (iii) degradation rate, (iv)
mechanical properties, (v) applicability in arthroscopic partial
meniscectomy, and (vi) product accessibility.
3.2. Physicochemical Characterization of the Scaf-

folds. 3.2.1. FTIR Spectroscopy. The IR absorption analysis
was done to identify the absorption bands of collagen I and II
in the samples of the scaffolds, shown in Figures S1−S8. The
spectra showed the following signals: amide A shows N−H
bonds at 3302 cm−1; amide I reveals C�O bonds at 1631
cm−1; amide II displays N−H and N−C−H peaks at 1548 and
1454 cm−1, respectively; amide III demonstrates N−H/C−N
bending and elongation at 1238 cm−1. Distinctive absorption
bands of type II collagen were observed at 1238 and 1338
cm−1. Spectral data confirmed that the characteristic signals of
collagens I and II were preserved during scaffold fabrication.
The IR spectrum of genipin showed adsorption bands at 1086,
1103,1 and 987 cm−1, whereas the spectra of cross-linked
scaffolds (B and D) did not show these bands, which
demonstrates that the water washes completely removed the
cross-linker from the scaffolds.30 The analyses of the three
zones of the composite scaffolds confirmed the presence of
collagens I and II in the interphase, as shown in Figure S8.

3.2.2. Enzymatic Degradation. Figure 2 shows the
percentages of degradation of the samples during the 21

days of the assay. As expected, the enzymatic degradation of
the noncrosslinked scaffolds (E: 99%; C: 88%; A: 72%) was
significantly higher (p < 0.05) than that of the cross-linked
scaffolds (B: 35%; D: 48%) on day 21. Scaffold E, made with a
10 mg/g collagen I dispersion, degraded the fastest.

3.2.3. Cross-Linking Percentage. The cross-linking per-
centage of the scaffolds impacts their biodegradability.45 The
cross-linking percentage of composite scaffolds determined

Figure 2. Enzymatic degradation. Scaffold degradation percentage
(%) at different times (1, 7, 14, and 21 days). n = 4; mean ± SD.
Significant differences: *p = 0.05; **p = 0.01.

ACS Biomaterials Science & Engineering pubs.acs.org/journal/abseba Article

https://doi.org/10.1021/acsbiomaterials.3c01737
ACS Biomater. Sci. Eng. 2024, 10, 2426−2441

2430

https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acsbiomaterials.3c01737/suppl_file/ab3c01737_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acsbiomaterials.3c01737/suppl_file/ab3c01737_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsbiomaterials.3c01737?fig=fig2&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsbiomaterials.3c01737?fig=fig2&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsbiomaterials.3c01737?fig=fig2&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsbiomaterials.3c01737?fig=fig2&ref=pdf
pubs.acs.org/journal/abseba?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acsbiomaterials.3c01737?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as


using the ninhydrin assay, as described in the “Experimental
Section”, indicate no significant differences (p = 0.3993)
between the cross-linking percentages of composite scaffolds B
(33.48 ± 5.96%) and D (38.66 ± 4.02%), even though these
scaffolds had different collagen I concentrations (B: 5 mg/g;
D: 10 mg/g). Therefore, the autofluorescence emitted by the
scaffolds at 590 nm33,34 was evaluated (Figure 3). The images
presented in Figure 3a suggest that the autofluorescence of the
noncrosslinked scaffolds (A and C) is lower than that of the
cross-linked ones (B and D) and that it is lower in scaffold B
than in scaffold D, which has a higher concentration of
collagen I than B. The quantification of the emitted
autofluorescence confirmed that the signals were significantly
higher (p < 0.005) in the cross-linked scaffolds than those in
the noncrosslinked ones. Further, D exhibited higher
autofluorescence than B (Figure 3b).

3.2.4. Hydrophilicity of the Scaffolds. The wettability of
scaffolds is measured using the CA, and CA is predictive of
their interactions with physiological fluids and cells.46 The CA
values of outer, interphase, and inner zones of composite
scaffolds A−D as well as the equivalent zones on scaffold E
were measured (Figure 4). All the CA values of the scaffolds
ranged between 49 and 81°, indicating the hydrophilicity of
their surface. The average CA values of the outer zones of
scaffolds A and B were 71.44 ± 8.56 and 57.6 ± 6.33°,
respectively. Those of C (51.74 ± 8.16°) and D (53.18 ±
8.17°) were not significantly different (p > 0.05). The outer

zones of these composite scaffolds had a significantly lower CA
(p < 0.05) value than the outer zone of the E scaffold, whereas
there was no significant difference (p > 0.05) between the CA
values found at the interphase (A: 66.39 ± 7.24; B 64.42 ±
3.51, C: 57.29 ± 5.48; D: 49.34 ± 7.69°). In the inner zone,
the CA value of scaffold A (66.18 ± 8.64°) was not
significantly different (p > 0.05) from that of scaffold B
(54.40 ± 4.92°); the CA values of scaffolds C (56.34 ± 8.74°)
and D (52.31 ± 7.99°) showed the same trend. However, there
were significant differences between the CA values of scaffolds
B, C, and D with respect to E, and no significant differences
were observed between the CA values of scaffolds A and E.

3.2.5. Liquid Sorption Capacity. In vitro LSC is a predictive
parameter of the distribution of body fluids in the scaffolds
when these are placed in the tissues for which they are
designed.47 Table 1 shows the results of the evaluation of the
LSC of scaffolds at different times (0, 0.5, 1, 2, 12, and 24 h).
In all the cases, LSC increased rapidly during the first 30 min
and then remained constant (p > 0.05), indicating that the
equilibrium state was reached. At 24 h, the LSC of scaffold E
was significantly higher (p < 0.05) than those of scaffolds A, B,
C, and D.
3.3. Microstructural Characterization. The microstruc-

ture of the scaffolds was evaluated via environmental scanning
electron microscopy (ESEM). Representative images of the
scaffolds are shown in Figure 5. The analysis of the
longitudinal sections of the noncrosslinked scaffold A showed
well-defined unidirectionally oriented pores, whereas the
sections of scaffolds B, C, D, and E showed multiaxial fibers
that formed multidirectionally organized pores. Cross-sectional
images of all the scaffolds showed nonheterogeneous pores
with low interconnectivity.

For pore-size determination, pores from the three zones
were randomly selected and measured to obtain the average
pore size of each scaffold. The average values and standards
deviations of the pore sizes are presented in Table 2. The pore
of scaffold A was significantly larger than that of scaffold B (p <
0.05) and the pore size of scaffold C was similar to that of
scaffold D (p > 0.05). The pore size of the E scaffold was not
significantly different from that of the noncrosslinked
composite scaffolds A and C.

Porosity, a measure of the empty space in the scaffolds,
affects the growth and distribution of cells seeded on the
scaffolds.48 The porosity values of the scaffolds (Table 2) were
between 82 and 92%, a range that is compatible with cell
growth.30 There were no significant differences between the

Figure 3. Autofluorescence of composite scaffolds. (a) Autofluorescence of noncrosslinked scaffolds (A,C) and cross-linked scaffolds (B,D) at 590
nm. Scale bar: 200 μm (10X). (b) Quantification of autofluorescence signals. n = 3; mean ± SD; *p ≤ 0.05.

Figure 4. CA evaluation. Mean values of CAs of each of the three
zones of Scaffolds A−E. n = 8; mean ± SD. Significant differences: *p
= 0.05; **p = 0.01; ***p = 0.001.
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porosities of the scaffolds (p > 0.05). The pore OI provides
information regarding the directionality of the fibers, which can
be parallel (+1) or perpendicular (−1) to the longitudinal axis
of the scaffold.30 All the scaffolds presented a pore OI between
+1 and −1 (Table 2). The mean OI value of scaffold A (OI =
0.57 ± 0.08) supports the unidirectionality of its pores/
channels, which agrees with the ESEM analysis result. The OI
average values of scaffolds B, C, D, and E (0.392 ± 0.44,
−0.911 ± 0.013, −0.972 ± 0.017, and −0.86 ± 0.016,
respectively) were close to 0 or −1, confirming that their
pores/channels are multidirectionally oriented.

3.4. Nanostructural Characterization. In-plane nano-
topographical images were used to evaluate the surface
roughness of the scaffolds. There were no significant
differences between the roughness of the scaffolds (Figure
S9). Indentation tests were used to obtain the Young’s
modulus of each of the dry areas of the scaffold, as the tensile
strength test performed with the hydrated scaffolds did not
allow this evaluation owing to the small size of each zone.
Results presented in Table 3 show that there were no
significant differences (p > 0.05) between the Young’s modulus
of these zones, except for zones OZ and IZ of scaffold A.

Table 1. LSC of the Scaffoldsa

scaffolds

properties A B C D E
LSC (%) 1895 ± 147.0 1776 ± 333.4 1951 ± 195.7 1892 ± 159.5 2731 ± 80.1

aLiquid sorption capacity (LSC). Values are presented as mean ± SD p < 0.05 LSC (%): A−E; B−E; C−E; D−E.

Figure 5. ESEM evaluation. Images of longitudinal and cross sections of the scaffolds. Scale bars: 200 μm (150−200X).

Table 2. Microstructural Properties of the Scaffoldsa

scaffolds

properties A B C D E
PS (mm) 103.32 ± 15.1 88.98 ± 14.4 88.5 ± 17.6 120.6 ± 22.9 108.29 ± 14.4
P (%) 85.86 ± 7.9 82.84 ± 3.9 91.08 ± 7.4 92.40 ± 5.0 87.03 ± 3.4
POI (IO) 0.57 ± 0.08 0.392 ± 0.44 −0.911 ± 0.013 −0.972 ± 0.017 −0.86 ± 0.016

aPore size (PS); porosity (P); pore orientation index (POI). Values are presented as mean ± SD p < 0.05 PS (mm): C−E; D−E; POI (IO): A−C;
A−D; B−C; B−D; B−E; C−E; D−E.

Table 3. Tensile Strength, Compression, and Young’s Modulus of the Scaffolds

test (MPa) scaffold A scaffold B scaffold C scaffold D scaffold E

tensile strength*a 0.054 ± 0.047 0.047 ± 0.03 0.03 ± 0.016 0.073 ± 0.001 0.065 ± 0.009
compression*a OZ 0.008 ± 0.064 0.011 ± 0.01 0.0057 ± 0.093 0.037 ± 0.239 0.040 ± 0.010

IF 0.007 ± 0.07 0.008 ± 0.010 0.039 ± 0.086 0.031 ± 0.127 0.034 ± 0.005
IZ 0.009 ± 0.046 0.007 ± 0.009 0.074 ± 0.074 0.032 ± 0.252 0.034 ± 0.138

Young’s modulus&b OZ 468 ± 135.19 44 ± 21.45 152 ± 85.28 12 ± 7.79 27 ± 23.73
IF 23.66 ± 19.85 29.05 ± 10.09 30.61 ± 47.98 42.44 ± 62.29 78 ± 70.80
IZ 3.66 ± 1.85 24.77 ± 29.02 5.91 ± 4.67 17.18 ± 19.89 12.85 ± 7.35

Young’s modulus*a 0.0103 ± 0.073 0.0277 ± 0.008 0.013 ± 0.0057 0.0655 ± 0.009 0.0123 ± 0.007
aTests conducted with hydrated samples. bTests performed with nonhydrated samples. Values are presented as the mean ± SD. Zones of the
composite scaffolds: outer zone (OZ); interphase (IF); inner zone (IZ). p < 0.05: compression assay*: (OZ: A−C; A−D; A−E; B−C; B−D; B−E;
C−E); (IF: A−C; A−D; A−E; B−C; C−D); (IZ: B−C; B−D; B−E; C−A; C−D; E−A). Young’s modulus&: p < 0.05 (A: OZ-IZ). Young’s
modulus*: p < 0.05 (D−C).

ACS Biomaterials Science & Engineering pubs.acs.org/journal/abseba Article

https://doi.org/10.1021/acsbiomaterials.3c01737
ACS Biomater. Sci. Eng. 2024, 10, 2426−2441

2432

https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acsbiomaterials.3c01737/suppl_file/ab3c01737_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acsbiomaterials.3c01737/suppl_file/ab3c01737_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsbiomaterials.3c01737?fig=fig5&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsbiomaterials.3c01737?fig=fig5&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsbiomaterials.3c01737?fig=fig5&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsbiomaterials.3c01737?fig=fig5&ref=pdf
pubs.acs.org/journal/abseba?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acsbiomaterials.3c01737?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as


3.5. Mechanical Characterization. Prehydrated scaffolds
A−E were used to assess the tensile strength of the whole
scaffold. The data from this test are presented in Table 3.
There were no significant differences between the tensile
strength of all the tested scaffolds. Table 3 also presents the
results from the tensile strength test that was used to plot the
stress−strain curve from which the Young’s moduli of the
whole prehydrated scaffolds was calculated. The Young’s
modulus of A was lower than that of B; however, this
difference was not significant (p > 0.05). The Young’s modulus
of C was lower than that of D, and the difference was
significant (p < 0.05). The Young’s moduli of the cross-linked
scaffolds (B and D) were significantly higher (p < 0.05) than
those of the noncrosslinked scaffolds (A, C, and E).

The compression test was also performed with hydrated
samples of the outer, interphase, and inner zones of the
composite scaffolds A−D and the scaffold E. Data from these
assays are also shown in Table 3. There were no significant
differences in the compressive strength between all the zones
of the scaffolds A and B nor between the zones of each one of
them (p > 0.05). Although there were significant differences
between the compressive strengths of all the zones of scaffolds
C and D (p < 0.05), there were no significant differences
between compressive strengths of the zones of each one of
them (p > 0.05). The compressive strength values of the three
zones of the composite scaffolds C and D were higher than
those of the scaffolds A and B. Scaffold E was fabricated using
the mold used to prepare composite scaffolds A−D. Therefore,
we measured the compressive strengths of three areas of
scaffold E that, owing to their location, were equivalent to
those of the composite scaffolds. There was no significant
difference between the measured values.

The shear modulus of elasticity indicates the resistance of a
biomaterial to shear deformation.42,49 This study found that
the storage moduli (G′) of all the tested scaffolds were greater
than their loss moduli (G″) until the angular frequency
reached a limit value (>0.1 s−1) that was different for each
scaffold. The loss moduli of scaffolds A and E first remained
constant and then decreased when the shear stress values were
above X = 0.022 and 0.15 rad/s and Y = 485.9 and 980.4 Pa,
respectively. The loss modulus of scaffold B first increased
slightly until a shear stress above 0.01 s−1 was applied and then
decreased, whereas those of scaffolds C and D first remained
constant, then increased, and finally decreased. The elastic
modulus remained constant until a limit value of shear force
was applied, which was different for each scaffold, and then it
decreased (Figure S10).
3.6. Cytocompatibility Assays. The safety of the scaffolds

developed and characterized in this work was evaluated
because they were designed to be used as meniscus substitutes.
The in vitro cytocompatibility of the scaffolds was assessed by
cytotoxicity, proliferation, and differentiation assays. The
results of these tests are described below.

3.6.1. Cytotoxicity Assay. Cytotoxicity caused by scaffolds
A−E was evaluated according to the ISO 10993-543 (Figure 6).
The viability of L929 fibroblasts exposed to the leachates of all
scaffolds was above 70%, demonstrating that the scaffolds were
noncytotoxic. The viability percentages of noncrosslinked
scaffolds (E: 100.31 ± 0.72; A: 96.89 ± 1.53 and C: 88.06
± 1.80) were significantly higher than those of the cross-linked
ones (B: 85.59 ± 1.16; D: 76.61 ± 0.73). The cell viability of
L929 fibroblasts incubated with leachates from the positive
control of cytotoxicity (DMSO) was below 2%, while those of

cells incubated with the negative controls (silicone and
DMEM) were above 70%.

3.6.2. Isolation and Characterization of hADSCs. hADSCs
were used for the cytocompatibility assays. Representative
images of the isolated hADSCs cultured in polystyrene flasks
showed cells adhered to the surface of the culture flask with
elongated spindle-shaped morphology typical of cultured
mesenchymal stem cells (Figure S11). Results from the flow
cytometry assay used to detect and quantify surface markers
indicate that the cells expressed CD73, CD105, and CD90 and
did not express or expressed low levels of CD45 and CD34
(Figure S12a,b).

3.6.3. Cell Proliferation. Figure 7 shows the growth curves
of hADSCs for 14 days. Cells seeded on scaffolds A, B, D, and
E increased over time; however, the number of cells in
scaffolds B, D, and E were higher than in A on day 14. By
contrast, the number of hADSCs seeded on scaffold C
decreased over time.

3.6.4. Cell Differentiation. The histological and immuno-
histochemical evaluation of cell differentiation was conducted
only on samples B and D because these scaffolds showed the
lowest percentage degradation on day 21, presented the
highest modulus of elasticity in tests performed with
prehydrated samples, and had higher proliferation of hADSC
than the other composite scaffolds. The E scaffold made of
collagen I was also included to assess preliminarily whether the
presence of collagens I and II in the composite scaffolds
affected differentiation.

3.6.4.1. Histological Analyses. Scaffolds B, D, and E seeded
with hADSCs and incubated for 21 days with DMEM or
differentiation medium, as well as scaffolds without cells
(controls), were stained with H & E, Safranin O, Alcian blue,
and Picrosirius Red (Figure 8). H&E-stained sections of the
seeded B and D scaffolds showed the cells interconnected by
an eosinophilic matrix, which in some cases appeared to
increase when incubated with a differentiation medium. When
the cell-seeded E scaffold was incubated with a differentiation
medium, a dense, homogeneous eosinophilic ECM containing
rounded lacunae was formed. Safranin-O staining was positive
in cultures incubated with DMEM and a differentiation

Figure 6. Cytotoxicity of the scaffolds. Percentage of viability of L929
fibroblasts seeded in the scaffolds. Negative controls: DMEM and
silicone. Positive control: dimethyl sulfoxide (DMSO). n = 4; mean ±
SD; *p ≤ 0.05.
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medium. This staining also confirmed the formation of an
ECM with lacunae by hADSC cultured in the E scaffold
incubated with differentiation medium. Alcian blue also used
to detect the expression of proteoglycans was only positive in
cultures made with hADSCs seeded on scaffold D and
incubated with DMEM or a differentiation medium. Picrosirius
Red staining used to identify collagen I was positive in all the
cultures incubated with DMEM or a differentiation medium.
This protein is birefringent, and its subunits are oriented in the
same direction as the axis of the fibers when visualized by
polarization techniques.50

After staining the cultures for histological analysis, the
percentage of ECM formed in scaffolds B, D, and E by seeded
cells was quantified using the ImageJ software (Figure 9).
There were no significant differences between the ECM %
formed on the scaffolds when the cells were cultured, with
DMEM or a differentiation medium, in the composite scaffold
B. Conversely, there were significant differences (p < 0.05) in
the cultures performed in the composite scaffold D and the
noncomposite scaffold E. In these cultures, the ECM % was
significantly higher in the presence of a differentiation medium
than that in the controls. The highest ECM % was found in
cultures seeded on scaffolds E, followed by those of cultures
seeded on scaffolds D and B, respectively (p < 0.05).

3.6.4.2. Immunohistological Analysis. Sections of the
outer, interphase, and inner zones of B, D, and E scaffolds
seeded with hADSCs and cultured for 21 days with or without

a differentiation medium and immunostained with anticollagen
I, anticollagen II, and antiaggrecan antibodies are shown in
Figure 10. Immunostained scaffolds without cells were
included as controls. The basal levels of collagen I, collagen
II, and aggrecan autofluorescence were detected in all the
zones of unseeded scaffolds (controls). The cultures performed
on scaffolds B, D, and E were positive for collagen I in all the
zones when they were incubated with a differentiation
medium, whereas in their inner zone, the signal was weak or
barely detected when they were incubated with DMEM.
Collagen II immunostaining was positive in the outer and
interphase zones of hADSC-seeded scaffolds incubated with
DMEM or differentiation medium. Nonetheless, in the inner
zone of scaffolds B when cultured with differentiation medium
and D when cultured with DMEM, only the DAPI signal was
detected. Aggrecan staining was positive in cultures made with
scaffolds B and D seeded with hADSC and incubated with
DMEM or differentiation medium; the staining was noticeably
more pronounced in scaffold D than in B. In the cultures
performed on scaffold E, only DAPI staining was detected.

The immunofluorescence intensity of each culture was
quantified and is plotted in Figure 11. The basal levels of
collagen I, collagen II, and aggrecan autofluorescence were
detected in all the controls. In addition, the intensity of
collagen I signal was higher when cultures were performed
with a differentiation medium than when incubated with
DMEM. Collagen II signal intensities were not significantly

Figure 7. hADSC proliferation. Cells were seeded on scaffolds A−E and incubated for 14 days. n = 4; mean ± SD *p < 0.05.
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Figure 8. Histological evaluation of longitudinal sections. Scaffolds B, D, and E seeded with ADSC and cultured for 21 days stained with
hematoxylin and eosin (H&E); Safranin O, Alcian blue, and Picrosirius Red. Control: unseeded scaffolds. DMEM: cultures incubated with DMEM.
Differentiation medium: DMEM + IGF-I/TGF-b3. Scale bars: 50 μm (20X−40X).

Figure 9. Quantification of ECM. Percentage of ECM observed on scaffolds B, D, and E seeded with ADSC and cultured for 21 days. Control:
unseeded scaffolds. DMEM: cultures incubated with DMEM. Differentiation medium: DMEM + IGF-I/TGF-b3. n = 3; mean ± SD; *p ≤ 0.05.
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different (p > 0.05) between the composite scaffold B and
noncomposite scaffold E, cultured with DMEM or a
differentiation medium; however, they were significantly higher
than those of controls. In the cultures performed on scaffold D
with DMEM, the intensity of collagen II was significantly
higher than in those of the cultures performed with a
differentiation medium and the intensities of controls. Finally,
aggrecan signals were detected only in the cultures performed
on the composite scaffolds B and D.

4. DISCUSSION
Development of scaffolds that fully reproduce the meniscus
continues to be a challenge for tissue engineering scientists
because current implants have had limited functional results.51

In this work, collagen I/collagen II composite zonal scaffolds
were developed and characterized as a first approach to mimic
the main chemical composition of the zonal organization of the
meniscus. For comparison, noncomposite scaffolds with the
same shape as the composites but made entirely of collagen I
were also produced because the commercially available
product for humans is a collagen I−based scaffold. The
composite zonal scaffolds were prepared using a different
concentration of collagen I and the same concentration of
collagen II and were either cross-linked or not with genipin.

Composite scaffolds made with proteins of the collagen
family have been described for cartilage regeneration.
However, no tissue engineering meniscal collagen I/II
composite scaffold has been described to date. A published
manuscript reports the development of a three-dimensional-
printed PCL/hydrogel scaffold, in which, after being seeded
with porcine fibrochondrocytes and cultured for 8 weeks,

glycosaminoglycans and collagen were synthesized in the
internal and in the external zones, respectively.52 However, the
scaffold developed in the study was not manufactured with
collagen I in the outer zone, an interphase of collagens I and II,
and an inner zone of collagen II.

To manufacture composite scaffolds, the collagen I
dispersion was poured into the external zone of wedge-shaped
molds and then the collagen II dispersion was poured into the
internal zone. Immediately afterward, the system was frozen to
prevent complete diffusion of the two dispersions into each
other. After freeze-drying, continuous composite zonal
scaffolds with collagen I in the outer zone, collagen I/II in
the interphase, and collagen II in the inner zone were produced
(Invention Patent filed before the Industry and Commerce
Superintendency, Bogota,́ Colombia. File NC2022/0012291.
Application date: 29/08/2022).

For scaffold characterization and evaluation, the collagen I
concentration in the outer zone was changed while the
collagen II concentration in the inner zone was kept constant.
In this way, two sets of scaffolds were produced: (i) scaffolds A
and B, made with 5 mg/g collagen I in the outer zone and 5
mg/g collagen II in the inner zone and (ii) scaffolds C and D,
made with 10 mg/g collagen I in the outer zone and 5 mg/g of
collagen II in the inner zone. We chose to use 5 mg/g collagen
I and 5 mg/g collagen II dispersions to prepare the outer and
inner zones of scaffolds A and B, respectively, because in the
previous studies reported by our group, these concentrations
were used to prepare noncomposite scaffolds.30,31,53 We also
used the dispersions of 10 mg/g of collagen I and 5 mg/g of
collagen II to manufacture the outer and inner zones of
scaffolds C and D, respectively, to determine the effect of

Figure 10. Immunohistochemical evaluation. Immunostained longitudinal sections of scaffolds B, D, and E seeded with ADSC and cultured for 21
days. Control: unseeded scaffold. Differentiation medium: DMEM + IGF-I/TGF-b3. Outer zone, interphase zone, and inner zone of the scaffolds.
Red: collagen I; green: collagen II; red: aggrecan; blue: cells. Scale bars: 50 μm (10X).
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increasing collagen I concentration on some properties of the
composite scaffolds. Scaffolds A and C were left non-
crosslinked and B and C were cross-linked with 0.05% genipin.
The composite scaffolds were compared with the non-
composite scaffold E (10 mg/g collagen I dispersion).

The formation of a collagen I/II interphase between the
outer and inner zones of the composite scaffolds was
demonstrated using FTIR spectroscopy. The FTIR analysis
confirmed that collagen proteins were not altered during the
manufacturing process and removal of residual genipin from
the cross-linked B and D scaffolds.

Although collagen concentration has been shown to
influence enzymatic degradation,30,53 noncrosslinked compo-
site scaffolds with different collagen I concentrations showed
degradation percentages that were not significantly different.
Therefore, no conclusion could be reached on the effect of
increasing collagen I concentration on the enzymatic
degradation of the scaffolds.

Cross-linking percentages determined with the ninhydrin
assay of the composite scaffolds were not significantly different.
Collagen scaffolds stain indigo after cross-linking with 0.1%
genipin;31 therefore, autofluorescence signals of the composite
scaffolds were determined and quantified. A significant increase
in the signals of the cross-linked scaffolds compared with those
of the noncrosslinked ones was confirmed as well as an
autofluorescence increase when the concentration of collagen I
increased.

Collagen I scaffolds cross-linked with 0.6% genipin collapse
after lyophilization, whereas at lower concentrations of genipin
(0.3 and 0.1%) they do not.30,53 In this study, composite
scaffolds cross-linked with 0.05% genipin did not collapse after
lyophilization, and their degradation rate was half that of
noncrosslinked scaffolds.30,31

Noncrosslinked scaffolds degraded faster than cross-linked
ones because cross-linking increases the number of bonds
between collagen fibers, improving resistance to enzymatic
degradation.30 This result suggests that cross-linked scaffolds in
vivo may favor meniscal tissue remodeling and regeneration
over noncrosslinked scaffolds.

Discrepancies in the effect of cross-linking on the orientation
of the pores in the composite scaffolds preclude a conclusion
on how cross-linking affects this parameter. The pore sizes of
the noncrosslinked and cross-linked scaffolds were also
compared; no significant differences were observed between
them, despite a general decrease in pore size after cross-
linking.54 The pore sizes of the scaffolds were also smaller than
the optimal pore sizes reported for meniscal substitutes.55,56

However, in vitro, all scaffolds supported hADSC adhesion and
differentiation, suggesting that small-pored scaffolds in vivo
may promote adhesion, proliferation, and differentiation of
MSCs from knee patellar adipose tissue, which could help to
regenerate the meniscus.57,58 Further microstructural charac-
terization showed that all scaffolds (A through E) had a porous
microstructure with interconnected pores.

Data suggest that collagen concentration affects scaffolds’
liquid sorption, and that cross-linking had no impact on this
parameter because no significant differences were observed
between cross-linked and noncrosslinked scaffolds of the same
composition. All areas of the composite scaffolds were
hydrophilic enough to interact with the medium without
dissolving upon hydration. This characteristic and their
decreased enzymatic degradation after genipin cross-linking
suggest that the scaffolds can be remodeled and replaced with
de novo tissue once grafted in a meniscal lesion.59 Comparison
of the CA values of each of the three zones of the composite
scaffolds did not clearly indicate that this parameter is zone-
dependent. However, further investigation is warranted to
prove this dependence.

Because the nanotopography of scaffolds has been related to
proper cell growth and differentiation, nanotopographical
analysis was performed to assess the Young’s modulus of
each of the three zones of the scaffolds.60 Results showed that
the Young’s moduli of the dry scaffolds were higher than those
of the hydrated scaffolds included in the tensile strength
determinations; this is because hydration decreases the
mechanical properties of collagen scaffolds.30 This analysis
also showed that the nanometric roughness values of the
scaffolds (<100 nm) were in the range of those reported for
natural tissues, suggesting their cytocompatibility.60−62

The mechanical properties of the scaffolds vary when the
tests are conducted with dry or wet samples. Data obtained

Figure 11. Quantification of the immunofluorescence intensity of
collagen I, collagen II, and aggrecan. Scaffolds B, D, and E seeded with
ADSC and cultured for 21 days. Control: unseeded scaffolds. n = 3;
mean ± SD; *p ≤ 0.05.
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with wet scaffolds are more similar to those of the native
meniscus than those obtained with dry scaffolds63 because the
microenvironment of the meniscus is aqueous64 and
reorganizes under stress.65 The mechanical evaluation of
hydrated samples confirmed that the composite scaffolds
were structural units because they retained their integrity until
reaching the breaking point in the test. Interestingly, the
Young’s modulus of the hydrated D scaffold coincided with
that of the inner zone of medial pore meniscus,66 and
compressive strength was higher in scaffolds C and D than in
scaffolds A and B, suggesting that this parameter was
influenced by the collagen I concentration. The shear modulus
values of the composite scaffolds, which was evaluated because
of its impact on cell morphology and fate,49 demonstrated their
viscoelasticity.

The shape and size limitations of the rheometer plate
hampered the evaluation of the shear modulus of each zone of
the composite scaffolds. However, the general shear modulus
of the scaffolds obtained with the shear test used showed
differences between the composite and noncomposite
scaffolds. This result suggests that zoning can affect the overall
shear modulus, yet this hypothesis needs to be tested.

The cytotoxicity analysis, which in all cases showed viability
percentages of L929 fibroblasts greater than 70%, confirmed
the cytocompatibility of the scaffolds that was suggested by the
roughness values found in this study. This analysis also showed
that fibroblast viability was lower in cross-linked scaffolds than
in noncrosslinked scaffolds. However, this difference cannot be
associated with cross-linking because IR spectra confirmed the
removal of genipin after washing the cross-linked scaffolds with
water.

In this study, the hADSCs seeded on the cross-linked
scaffolds B and D and on the noncrosslinked scaffold E (made
of collagen I) were cultured in a cell culture CO2 incubator
using differentiation medium. Although the differentiation of
hADSC cells seeded on the tested scaffolds may have been
affected by the absence of a hypoxic environment, pore sizes of
approximately 200 μm, such as those of the scaffolds developed
in this study, promote chondrogenic differentiation of
mesenchymal stem cells due to increased diffusion barriers
and ECM synthesis.

Results from this work suggest that scaffold composition and
culture medium play a role in cell differentiation because
hADSCs behaved differently when seeded on the collagen I/II
composite scaffolds than when seeded on noncomposite
scaffold E made of collagen I. They indicate that differences
between cultures are accentuated in the presence of differ-
entiation medium and that aggrecan synthesis was favored in
composite scaffolds, especially in scaffold D cultures. The
results also show that cells seeded on scaffold E formed a
fibrocartilage-like matrix with rounded lacunae, which lacked
aggrecan.

The immunohistological evaluation of the hADSC cultures
showed qualitative differences between the immunofluores-
cence emitted by collagens I and II and aggrecan in each of the
three scaffolds tested. Also, differences exist between the
immunosignaling of the three zones of the scaffolds in cultures
incubated with DMEM or differentiation medium. The
fluorescence emitted by collagen I was more intense in the
cultures carried out with the differentiation medium. However,
this phenomenon did not happen with collagen II, which,
depending on the area and the scaffold used, in some cases
presented more intense signals in cultures incubated with

DMEM than without DMEM. With both culture media, strong
aggrecan fluorescence was detected in cells cultured on scaffold
D, whereas fluorescence was barely detected in those made on
scaffold B and not detected at all in those made on scaffold E.
Although scaffold D (10 mg/g collagen I/5 mg/g collagen II)
may be the most beneficial scaffold to recapitulate the
vascularization in the meniscus upon implantation, because
increased aggrecan expression has been related with the
meniscus avascular zone,67 a fibrocartilage-like matrix lacking
aggrecan was formed only by cells seeded on scaffold E. These
data suggest that the presence of collagen II in concentrations
above 5 mg/g in the inner zone of composite scaffolds is
needed for aggrecan expression.

5. CONCLUSIONS
Noncytotoxic collagen I/collagen II composite zonal scaffolds
were developed and characterized to make a product that
could mimic the main chemical composition of the three
vascular zones of the meniscus. Morphological appearance,
ESEM data, and mechanical testing confirmed that the
developed composite scaffolds formed continuous structural
units. The hydrophilicity of the composite scaffolds allowed
them to interact with the culture medium without dissolving
upon hydration; there was no clear influence of the scaffold
zones on this parameter. Although the pore size of the
developed scaffolds was smaller than the optimal size reported
for meniscal substitutes, the pore size of the scaffolds
supported hADSC adhesion and proliferation. Cross-linking
influenced the enzymatic degradation of the scaffolds,
suggesting that the cross-linked scaffolds were more suitable
for in vivo applications than the noncrosslinked ones. Based on
the results of enzymatic degradation and proliferation of
hADSC assays (described in Sections 2.6.1.2 and 2.7.3,
respectively), composite scaffolds B and D as well as scaffold
E, made of collagen I, were chosen to evaluate hADSC
differentiation. Histological and immunohistological data
confirmed that the tissue produced by hADSCs seeded on
collagen I/II composite scaffolds was different from that
synthesized by hADSCs seeded on collagen I scaffolds. When
the cells were cultured for 21 days on these scaffolds, the cells
behaved differently, especially when cultures were incubated
with a differentiation medium. Although the composite scaffold
D favored aggrecan expression, a fibrocartilage-like matrix
lacking aggrecan was formed only by the cells seeded on the E
scaffold. Considering that aggrecan is essential for joint
function, this study suggests that a composite scaffold prepared
with 10 mg/g of collagen I in its external zone and >5 mg/g of
collagen I in its internal zone may promote the synthesis of
dense fibrocartilage with round lacunae and the expression of
aggrecan when seeded with hADSCs.
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ACUERDO 035 DE 2003 

(Acta 8 del 3 de diciembre) 

"Por el cual se expide el Reglamento sobre Propiedad Intelectual en la Universidad 
Nacional de Colombia" 

EL CONSEJO ACADÉMICO 

En ejercicio de sus funciones legales y estatutarias y, en especial, de las previstas en el 
Acuerdo 030 de 2002 del Consejo Superior Universitario y, 

CONSIDERANDO: 

Que mediante Acuerdo número 030 del 6 de noviembre de 2002, el Consejo Superior 
Universitario delegó en el Consejo Académico la expedición del Reglamento de Propiedad 
Intelectual de la Universidad Nacional de Colombia. 

Que las actividades académicas, investigativas, productivas, culturales y sociales de la 
Universidad incentivan la producción intelectual de sus profesores, funcionarios administrativos 
y estudiantes, y que para promover esa producción deben reglamentarse internamente los 
instrumentos jurídicos que establezcan reconocimientos morales y patrimoniales en materia de 
propiedad intelectual. 

Que son fines de la Universidad conservar y enriquecer el patrimonio cultural nacional; asimilar 
y crear conocimiento en las ciencias, la técnica, la tecnología, el arte y la filosofía; formar 
profesionales e investigadores que actúen responsablemente ante los requerimientos y 
tendencias del mundo contemporáneo liderando creativamente los procesos de cambio, 
haciendo partícipes de los beneficios de su actividad académica e investigativa a los sectores 
sociales que conforman la Nación Colombiana. 

Que la Universidad como institución generadora de conocimiento y de cultura nacional e 
internacional debe afrontar los desafíos que imponen el mundo moderno mediante la 
investigación, los trabajos técnicos y científicos y la creación. 

Que el Estado reconoce y protege la diversidad biológica y cultural de la Nación colombiana 
por lo cual corresponde promover su protección efectiva en la Universidad Nacional de 
Colombia. 

Que es necesario establecer una política en materia de propiedad intelectual que permita la 
transferencia de tecnología, los intercambios culturales y científicos e impulse el desarrollo 
sostenible en condiciones equitativas y consecuentes con las condiciones y necesidades de la 
Universidad y la Nación. 

Que a través del fomento de la creatividad y la inventiva es posible alcanzar los cambios 
estructurales que la sociedad colombiana requiere. 

 

 

 



 
 

ACUERDA: 

Expedir el presente Reglamento sobre Propiedad Intelectual: 

Capítulo I 

CONCEPTOS BÁSICOS Y PRINCIPIOS 

ARTÍCULO 1. OBJETO DEL REGLAMENTO. El presente reglamento tiene por objeto regular 
las relaciones que en materia de propiedad intelectual se desarrollen en la Universidad 
Nacional de Colombia, entre ésta y sus docentes, estudiantes, personal administrativo y demás 
personas vinculadas a su servicio.  

ARTÍCULO 2. CAMPO DE APLICACIÓN. El presente reglamento se aplicará en todas 
aquellas actividades de carácter académico, laboral, o contractual que tengan por objeto la 
creación intelectual en los campos del derecho de autor, derechos conexos, la propiedad 
industrial y las nuevas tecnologías, en la Universidad Nacional de Colombia. 

ARTÍCULO 3. PROPIEDAD INTELECTUAL. Es un derecho complejo de dominio especial 
sobre las creaciones del talento humano que se concede a los autores o inventores y que a la 
vez permite a la sociedad hacer uso de esas creaciones. La propiedad intelectual comprende: 
el derecho de autor y los derechos conexos; la propiedad industrial y los derechos de los 
obtentores de variedades vegetales. En armonía con las disposiciones que regulan las 
relaciones de la Comunidad Andina de Naciones se establecerá una protección especial para 
el conocimiento tradicional y la protección del folclor. 

ARTÍCULO 4. FUNCIÓN SOCIAL. Es misión de la Universidad la asimilación crítica y la 
creación de conocimiento, la conservación y uso sostenible de la biodiversidad, el desarrollo de 
sistemas autónomos de generación de conocimiento, de arte y de cultura nacional e 
internacional para el beneficio y uso de la sociedad. La Universidad Propenderá por que 
cualquier derecho resultante de la producción intelectual, sea utilizado de manera coherente 
con el interés público, la función social y ecológica de la propiedad y en general con la 
Constitución Política de Colombia. 

ARTÍCULO 5. PRINCIPIO DE LA BUENA FE. Cualquier producción intelectual que los 
profesores, funcionarios administrativos y estudiantes presenten a la Universidad como de su 
autoría, será aceptada por ésta como tal, considerando que con ella no se han transgredido 
derechos de propiedad intelectual de otras personas mientras no se presente prueba en 
contrario, evento en el cual, el infractor deberá asumir la responsabilidad por daños y perjuicios 
que cause y afrontar las acciones legales que procedan por el hecho. 

ARTÍCULO 6. PREVALENCIA. En caso de conflicto de este ordenamiento con otras normas 
expedidas por la Universidad, se aplicarán las reglas generales de interpretación del derecho. 

ARTÍCULO 7. INTEGRACIÓN. Los casos que por cualquier razón no se encuentren 
contemplados en este Reglamento se dirimirán con base en la legislación y las normas que 
regulen asuntos similares y por las que lleguen a regir para el tema. Los conflictos de interés 
que pudiesen plantearse respecto a propiedad intelectual, deberán ser dirimidos por el Rector 
General, con base en el concepto que al respecto emita el Comité de Propiedad Intelectual 
establecido en el artículo 46º de este Reglamento. 



 
 

ARTÍCULO 8. RESPONSABILIDAD. Se consideran documentos o publicaciones oficiales de la 
Universidad Nacional de Colombia aquellos que sean avalados por las autoridades y cuerpos 
colegiados en los cuales se delegue esta potestad. Las ideas expresadas en las obras e 
investigaciones publicadas o divulgadas por la Universidad o manifestadas por sus profesores, 
funcionarios administrativos o estudiantes, son de exclusiva responsabilidad de sus autores y 
no comprometen el pensamiento oficial de la Institución. 

ARTÍCULO 9. PRINCIPIO DE FAVORABILIDAD. Siempre que se presente conflicto o duda en 
la interpretación o en la aplicación de este Reglamento o de las actas o acuerdos sobre 
derechos de propiedad intelectual, prevalecerá la interpretación más favorable al autor, 
creador, inventor, innovador o diseñador o al obtentor según corresponda. 

ARTÍCULO 10. PRINCIPIO DE COOPERACIÓN. Cuando la Universidad lo considere 
conveniente podrá asociarse o cooperar con los profesores, funcionarios administrativos o 
estudiantes para registrar, patentar o explotar comercialmente los obras, productos o procesos 
protegidos por propiedad intelectual pertenecientes a ellos, por haber sido alcanzados por fuera 
de la relación laboral, académica o contractual, en cuyo caso se establecerán acuerdos 
contractuales en los que se consignará las formas de reconocimiento por el apoyo brindado. 

ARTÍCULO 11. PRINCIPIO DE RESPETO AL CONOCIMIENTO TRADICIONAL Y FOLCLOR. 
La Universidad Nacional de Colombia promoverá el respeto y reconocimiento a los 
conocimientos tradicionales y al folclor en todas las actividades académicas que adelanten sus 
profesores, estudiantes, funcionarios administrativos y demás personas vinculadas a su 
servicio. En consecuencia se reconocerán expresamente las contribuciones de los 
conocimientos tradicionales y los elementos del folclor utilizados cuando estos hayan sido 
relevantes para las creaciones susceptibles de ser protegidas por derechos de propiedad 
intelectual.  

ARTÍCULO 12. GLOSARIO. 

Aporte creativo. Son los aportes realizados por los participantes en una investigación, o 
cualquier otra actividad cuyos resultados puedan ser susceptibles de protección de los 
derechos de propiedad intelectual, cuya definición y delimitación se realizará por el director y el 
equipo de trabajo, con base en los siguientes parámetros: 

a) Aún cuando el aporte creativo provenga del proceso de pensamiento de una persona, en su 
alcance influyen y aportan otros miembros del grupo. 

b) Los diferentes niveles de preparación y de responsabilidad de los miembros del equipo se 
deben definir y ejecutar con responsabilidad y profesionalismo, lo que debe concretarse en un 
registro minucioso y detallado de todos los aspectos del desarrollo de la investigación. 

c) Debe realizarse el registro detallado de las actividades del proceso investigativo que permita 
definir con mayor facilidad el aporte creativo y en consecuencia las posibilidades de 
participación en las regalías para el equipo, si éstas se alcanzan. 

Confidencialidad. Se entiende como el manejo secreto y privado, que cualquiera persona 
involucrada en un proceso de investigación científica o tecnológica, debe observar respecto a 
materiales, procedimientos, informaciones, datos y detalles novedosos de valor real o 
potencial. 

Conflictos de Interés. Se considera que hay lugar a conflictos de interés, cuando cualquiera 
acción u omisión por parte de un docente, funcionario administrativo estudiante o contratista 



 
 

participante de una actividad académica, tenga una repercusión contraria a los intereses de la 
Universidad, siempre y cuando dicha acción u omisión tenga relación con actividades, 
productos o informaciones conocidas por su relación laboral académica o contractual con la 
Universidad. 

Denominaciones de origen. Es un tipo especial de indicación geográfica, que se aplica a 
productos que poseen una calidad específica derivada exclusiva o esencialmente del medio 
geográfico en el que se elabora. 

Derecho de Autor. Comprende los derechos patrimoniales y morales concedidos a los 
creadores por sus obras literarias y artísticas (incluyendo los programas informáticos), que le 
permiten a estos explotar en forma exclusiva su producción intelectual, estableciendo una 
relación de equilibrio entre los derechos de explotación de la obra y el interés de la sociedad en 
disfrutar de la cultura, el arte y el avance científico y compartir sus beneficios.  

Derechos Conexos. Son un conjunto especial de derechos relacionados con el Derecho de 
Autor, por los cuales la ley otorga a sus titulares las facultades para autorizar u oponerse a la 
fijación reproducción, comunicación al público, transmisión o cualquier otra forma de uso de 
sus ejecuciones, interpretaciones y emisiones y a obtener remuneración económica por las 
autorizaciones. Los derechos conexos se conceden a los artistas intérpretes o ejecutantes, los 
productores de grabaciones sonoras y a los organismos de radiodifusión por sus programas 
radiofónicos y televisivos.  

Derechos de obtentores de variedades vegetales. Es el conjunto de derechos otorgados por 
el ordenamiento jurídico en favor de aquellas personas que desarrollan una nueva variedad 
vegetal siempre que sea homogénea, distinguible y estable. 

Diseño Industrial. Se considerará como diseño industrial la apariencia particular de un 
producto que resulte de cualquier reunión de líneas o combinación de colores, o de cualquier 
forma externa bidimensional o tridimensional, línea, contorno, configuración, textura o material, 
sin que cambie el destino o finalidad de dicho producto. 

Esquema de trazado de circuitos impresos. Se define en los siguientes términos: 

a) Circuito integrado: un producto en su forma final o intermedia, de cuyos componentes al 
menos uno es un elemento activo y alguna o todas las interconexiones, forman parte integrante 
del cuerpo o de la superficie de una pieza de material, destinado a realizar una función 
electrónica; 

b) Esquema de trazado: la disposición tridimensional, expresada en cualquier forma, de los 
elementos, siendo al menos uno de éstos activo, e interconexiones de un circuito integrado, así 
como esa disposición tridimensional preparada para un circuito integrado destinado a ser 
fabricado. 

Información privilegiada. Se entiende que es privilegiada aquella información de carácter 
concreto que no ha sido dada a conocer del público y que de haberlo sido la habría tenido en 
cuenta un inversionista medianamente diligente y prudente al aplicarla industrialmente en 
beneficio social. 

Invención. Es el producto o proceso que ofrece una nueva manera de hacer algo o una nueva 
solución para un problema. 



 
 

Patente. Es un documento otorgado por el Estado mediante el cual se confiere a su titular el 
derecho de explotación exclusiva de carácter temporal por la creación de invención. 

Marcas. Son signos distintivos que indican que ciertos productos o servicios han sido 
producidos o proporcionados por una persona o empresa determinada.  

Nombres comerciales. Se entenderá por nombre comercial cualquier signo que identifique a 
una actividad económica, a una empresa, o a un establecimiento mercantil. 

Modelo de utilidad. Se considera modelo de utilidad, a toda nueva forma, configuración o 
disposición de elementos, de algún artefacto, herramienta, instrumento, mecanismo u otro 
objeto o de alguna parte del mismo, que permita un mejor o diferente funcionamiento, 
utilización o fabricación del objeto que le incorpore o que le proporcione alguna utilidad, ventaja 
o efecto técnico que antes no tenía.  

Obra colectiva. Se denomina obra colectiva la que sea producida por un grupo de autores, por 
iniciativa y bajo la orientación de una persona natural o jurídica que la coordine, divulgue y 
publique bajo su nombre, o como la que es producida por un grupo de autores por iniciativa y 
bajo la orientación de una persona natural o jurídica que la coordina, divulga y publica bajo su 
nombre. En este caso, la ley presume que esta última detentará los derechos patrimoniales 
(derechos de explotación de la obra). Los autores sólo conservarán las prerrogativas morales. 

Obra derivada. Obra derivada es aquella que resulta de la adaptación, traducción, u otra 
transformación de una originaria, siempre que constituya una creación autónoma. 

Obra en colaboración. Es la producida, conjuntamente, por dos o más personas naturales 
cuyos aportes no pueden ser separados En este evento el ejercicio de los derechos 
patrimoniales corresponderá a todos los autores de tal manera que para que uno de ellos utilice 
la obra, necesitará el consentimiento de todos los demás 

Obra original. Es aquella que resulta del trabajo intelectual del autor sin basarse en una obra 
preexistente 

Propiedad Industrial. Se define como la protección que otorga el ordenamiento jurídico a un 
conjunto de derechos sobre bienes intangibles, que tienen su importancia en razón de su 
aplicación en la industria y el comercio. 

Secretos empresariales. se trata de información protegida que no suele ser conocida por las 
personas que generalmente se ocupan del tipo de información en cuestión, o que no tienen 
fácil acceso a ella, y cuyo valor comercial reside en el hecho de ser secreta y de que ha sido 
objeto de medidas razonables para mantenerla secreta por la persona que controla 
legítimamente esa información. 

ARTÍCULO 13. USO DE INSTALACIONES O RECURSOS DE LA UNIVERSIDAD. Para la 
cuantificación del uso de instalaciones y recursos de la Universidad en una investigación se 
establecen las siguientes directrices: 

a) No se considera uso de las instalaciones o recursos de la Universidad, el uso de las 
bibliotecas u otros espacios de estudio, el uso de equipos de cómputo. 



 
 

b) No constituye uso de recursos los salarios u honorarios pagados al autor, inventor, 
diseñador u obtentor, siempre y cuando no haya sido contratado para un fin semejante al que 
alcanzó y/o que se relacione con las funciones propias de su cargo. 

c) El Jefe o director del laboratorio deberá determinar la participación que haya tenido dentro 
del producto alcanzado, el uso de los equipos, laboratorios y demás bienes de la Universidad.  

Capítulo II 

DERECHO DE AUTOR 

ARTÍCULO 14. DERECHO DE AUTOR. Es el derecho que se ejerce sobre las creaciones 
científicas, literarias, artísticas, técnicas, científico ¿ literarias, programas de computador y 
bases de datos, siempre y cuando se plasmen mediante un lenguaje o una representación 
física, cualquiera sea el modo o forma de expresión. Los derechos conexos se aplican sobre 
las interpretaciones o ejecuciones hechas por los artistas, los intérpretes o los ejecutantes y 
sobre las emisiones y transmisiones de radio y televisión y sobre las producciones 
discográficas. 

El derecho de autor protege como obras independientes, las traducciones, adaptaciones, 
arreglos musicales y demás transformaciones, sin perjuicio de los derechos de autor de las 
obras originales, considerando que ellas reúnen características de creación original. 

ARTÍCULO 15. DERECHOS MORALES Y PATRIMONIALES. El derecho de autor comprende 
los derechos morales y los derechos patrimoniales. Los derechos morales nacen en el 
momento de la creación de la obra, son perpetuos e inalienables, no exigen registro y 
corresponden al autor de manera personal e irrenunciable. 

Los derechos patrimoniales consisten en la facultad de beneficiarse y de disponer 
económicamente de la obra por cualquier medio conocido o por conocer; son renunciables y 
transmisibles y se causan con la publicación, transmisión o con la reproducción de la obra. Los 
derechos patrimoniales son transferibles entre vivos o por causa de muerte, renunciables y 
ejercidos por una persona natural o jurídica. 

ARTÍCULO 16. MOMENTOS EN LOS CUALES LA UNIVERSIDAD SERÁ TITULAR DE 
DERECHOS DE AUTOR. La Universidad Nacional de Colombia será propietaria de los 
derechos patrimoniales de las obras científicas, literarias, artísticas y software de computación 
producidos por sus profesores, funcionarios administrativos y estudiantes en los siguientes 
casos: 

a) Cuando sean desarrolladas por sus funcionarios públicos académicos y administrativos, 
como parte de las obligaciones constitucionales y legales. 

b) Cuando sean producidas por profesores vinculados bajo la modalidad de docencia ocasional 
u hora cátedra, evento en el cual en el respectivo contrato, reconocido ante notario público, se 
deberá estipular que las obras logradas son de propiedad de la Universidad. 

c) Cuando sean desarrolladas por estudiantes y monitores como parte de sus compromisos 
académicos con la institución, siendo necesario que se pacte la transmisión de los derechos a 
la Universidad de conformidad con los requisitos legales. 



 
 

d) Que sean el producto de investigación o creación en contratos o convenios específicos para 
la elaboración de obras científicas, literarias, artísticas o software, previo plan señalado por la 
Universidad. 

e) Cuando sean el producto del esfuerzo realizado dentro del ámbito académico del estudiante, 
monitor o profesor y que para su desarrollo se hayan utilizado las instalaciones o recursos de la 
Universidad, evento en el cual debe pactarse la transmisión de los derechos de autor de 
conformidad con los requisitos legales. 

f) Que sean elaborados por los profesores durante el año sabático y estén dentro de los 
programas aprobados por el respectivo Consejo de Facultad o que conformen un trabajo 
presentado para promoción. 

g) Cuando siendo obras colectivas sean coordinadas, divulgadas, publicadas y/o editadas por 
la Institución. 

h) Cuando los derechos le sean cedidos de manera total o parcial mediante escritura, o 
documento privado reconocido ante notario público y debidamente registrado ante la Oficina de 
Registro de Derechos de Autor. 

i) Cuando hayan sido adquiridos mediante sucesión o legado por causa de muerte, 
debidamente registrado ante la Oficina de Registro de Derechos de Autor. 

PARÁGRAFO. En los casos de los literales b, c, d, e, y g, se establecerán previamente a la 
elaboración de la obra, mediante contrato debidamente formalizado las condiciones de 
producción a cuenta y riesgo de la Universidad, las contraprestaciones correspondientes y el 
plan designado para la elaboración de la obra. 

ARTÍCULO 17. EJERCICIO DE LOS DERECHOS PATRIMONIALES. La Universidad Nacional 
de Colombia podrá ejercer las facultades exclusivas otorgadas por la titularidad, así, 
reproducirá y difundirá por cualquier medio conocido o por conocer las obras y creaciones 
resultado de su actividad académica que considere útiles y de importancia para el beneficio 
social Colombiano.  

ARTÍCULO 18. DERECHOS DE LOS AUTORES. En todos los casos referidos en el Artículo 
16 del presente Reglamento los autores tendrán el derecho moral perpetuo, inalienable e 
irrenunciable a: 

a) Que su nombre o seudónimo y el título de la obra se mencionen en toda utilización que se 
haga de la misma. 

b) Oponerse a cualquier modificación, mutilación o deformación de su obra. 

c) Modificar la obra antes o después de su publicación, o a retirarla de circulación previa 
indemnización de perjuicios ocasionados. 

PARÁGRAFO 1. En caso de muerte del autor o autores, su cónyuge y herederos 
consanguíneos podrán ejercer los derechos incorporados en las leyes vigentes. 

PARÁGRAFO 2. Los derechos morales serán ejercidos por los autores en cuanto su ejercicio 
no sea incompatible con los derechos y obligaciones de la Universidad. 



 
 

ARTÍCULO 19. PROPÓSITOS DERIVADOS DE LA TITULARIDAD DE LOS DERECHOS. La 
Universidad Nacional de Colombia en uso de los derechos patrimoniales sobre las obras 
señaladas en el Artículo 16°, podrá con fines comerciales o no: 

a) Reproducir las obras o autorizar su reproducción. 

b) Efectuar o autorizar la realización de traducciones, adaptaciones, arreglos o 
transformaciones de las obras, respetando los derechos morales de los autores. 

c) Comunicar o autorizar la comunicación de las obras al público por cualquier medio conocido 
o por conocer. 

ARTÍCULO 20. EXCEPCIONES. La Universidad Nacional de Colombia, no ejercerá derechos 
de titularidad ni de propiedad sobre las siguientes obras: 

a) Las conferencias y lecciones de sus profesores y funcionarios administrativos presentadas 
oralmente, las interpretaciones de conciertos y obras efímeras. 

b) El software producido en condiciones en las cuales el profesor o funcionario administrativo 
no hizo uso de los medios, ni facilidades de la Universidad, ni el producto constituye su 
responsabilidad laboral o académica. 

c) Las obras artísticas, científicas y literarias creadas por sus profesores, estudiantes y 
funcionarios administrativos, elaboradas por fuera de sus funciones y responsabilidades con la 
Universidad siempre que no hayan hecho uso de las instalaciones o los recursos de la 
Institución y se refieran a áreas o temas que no den lugar a conflictos de interés. 

PARÁGRAFO 1. Los profesores ejercen titularidad sobre las notas de clase elaboradas o 
compendiadas por ellos. 

ARTÍCULO  21. Texto original subrayado fue modificado por art. 1, Acuerdo CSU 007 de 
2008. CESIÓN DE DERECHOS PATRIMONIALES.  Cuando lo considere conveniente, la 
Universidad, a través de su representante legal, previo concepto del Comité de Propiedad 
Intelectual, podrá ceder los derechos patrimoniales a favor del autor o autores para que estos 
publiquen o comercialicen su obra, siempre y cuando le reconozcan a la Universidad regalías, 
así: 

1. El 10% sobre el total de ventas netas liquidadas semestralmente 

2. La entrega a título gratuito del 5% de los ejemplares editados.  

3. Cuando la renuncia o cesión se refiera al software, los derechos que debe reconocer el autor 
o autores a favor de la Universidad además del 10% de las ventas líquidas al semestre, deberá 
incluir la autorización de usar libremente el software cedido en soporte lógico en los equipos al 
servicio de la Universidad.  

PARÁGRAFO 1. Los acuerdos que se celebren, previa recomendación del Comité de 
Propiedad Intelectual, serán revisados y formalmente registrados ante la Oficina Jurídica de la 
Universidad antes de la firma del representante legal y posteriormente serán registrados en la 
Dirección Nacional del Derecho de Autor.  



 
 

PARÁGRAFO 2. La cesión de derechos patrimoniales podrá ser solicitada por el autor o 
autores a la Universidad, si ella no pretende explotar comercialmente la obra o si transcurridos 
tres años desde su presentación y aprobación ante el Consejo Directivo de la Facultad, Centro 
o Instituto Interfacultades, no se ha dado la explotación comercial. Para el caso de los 
programas de ordenador, este plazo será de seis meses. En todos los casos se dará el crédito 
correspondiente a la Universidad Nacional de Colombia. 

ARTÍCULO 22. REGALÍAS. Cuando la Universidad publique y reproduzca las obras cuya 
titularidad patrimonial ostente de conformidad con las normas vigentes, podrá incentivar a los 
profesores y funcionarios administrativos, autores de las mismas, reconociendo regalías en la 
siguiente forma: 

a) El 10% sobre las ventas netas, liquidado semestralmente sobre ejemplares vendidos. 

b) El 5% de los ejemplares editados. En ningún caso el número de ejemplares entregados al 
autor podrá ser superior a cien (100). En caso de autoría múltiple el máximo será de cien 
ejemplares que se distribuirán entre los autores. 

PARÁGRAFO. El pago de las regalías estará supeditado a lo previsto en el respectivo contrato 
de edición. 

ARTÍCULO 23. CONTRATOS DE EDICIÓN Y EDICIONES CONJUNTAS. La Universidad 
podrá establecer contratos de edición con personas naturales o jurídicas, incluyendo a sus 
profesores y funcionarios administrativos, cuando ellas posean la titularidad de los derechos. 
La Universidad reconocerá los derechos patrimoniales de los autores mediante el pago de las 
regalías que se pacten en el correspondiente contrato de edición o coedición. Si en el contrato 
de edición no se estipulan las regalías o se omite alguna otra cláusula básica, la Universidad 
Nacional de Colombia, como editor, se regirá por lo dispuesto en la legislación nacional vigente 
sobre este tipo de contratos. 

PARÁGRAFO. Además de las regalías previstas en el contrato de edición, la Universidad 
suministrará en forma gratuita al autor o a los causahabientes un máximo de 100 ejemplares de 
la obra. 

ARTÍCULO 24. TRABAJOS DE GRADO, TRABAJOS FINALES Y TESIS. La calidad de autor 
sobre la obra literaria y/o artística que constituye el documento final de los trabajos de grado y 
tesis la detenta el estudiante. Cuando el trabajo de grado o la tesis del estudiante se realice 
dentro de un proyecto de investigación o extensión financiado por la Universidad o por una 
entidad externa o por ambas, será necesario que la Universidad establezca previa y 
expresamente mediante contrato debidamente suscrito por los autores y las partes, las 
condiciones de producción de la obra, las contraprestaciones correspondientes y la titularidad 
de los derechos patrimoniales. 

La propiedad intelectual sobre los productos, informaciones, resultados, diseños o datos útiles 
y susceptibles de ser protegidos como propiedad industrial corresponderá a la Universidad y/o 
al financiador, según contrato previa y debidamente suscrito con los estudiantes, el cual podrá 
incluir cláusulas de manejo confidencial de la información usada y alcanzada. De ninguna 
manera esa condición deberá constituirse en obstáculo para la publicación del trabajo de grado 
o la tesis. 

PARÁGRAFO. Cuando a partir de un trabajo de grado, pasantía o tesis se alcancen obras 
derivadas, tales como artículos, traducciones, representaciones, etc., quienes hayan 
participado en la elaboración de la obra derivada director, estudiantes, etc. deberán aparecer 



 
 

como autores de la misma. En todo caso deberá contarse con la autorización del autor de la 
obra original. 

Capítulo III 

PROPIEDAD INDUSTRIAL 

ARTÍCULO 25. PROPIEDAD INDUSTRIAL. Es el derecho que se ejerce sobre las creaciones 
que tienen aplicación en la industria, entendiéndose por industria cualquier actividad 
productiva, incluidos los servicios. Es derecho de los inventores, innovadores o diseñadores de 
los productos que marquen un avance técnico y tengan nivel inventivo y aplicación en la 
industria, aparecer como tales, sin perjuicio de los derechos patrimoniales que puedan 
pertenecer a la Universidad y/o a la entidad que contrata o financia el proyecto. 

ARTÍCULO 26. TITULARIDAD DE DERECHOS EN LA PROPIEDAD INDUSTRIAL. Son 
propiedad de la Universidad Nacional de Colombia las creaciones, tales como: invenciones 
patentables, diseños industriales, modelos de utilidad, esquemas de trazado de circuitos 
impresos, marcas, nombres comerciales y denominaciones de origen, resultantes de las 
actividades de sus profesores, estudiantes, monitores, funcionarios administrativos y/o 
contratistas en los siguientes casos: 

a) Cuando sean desarrolladas dentro de investigaciones adelantadas por profesores, 
estudiantes, monitores, funcionarios administrativos o contratistas de la Universidad Nacional 
de Colombia como parte de sus compromisos laborales, contractuales o académicos con la 
Institución. 

b) Cuando sean producto de investigaciones contratadas por terceros de acuerdo con los 
términos del contrato. 

c) Cuando se hayan producido dentro del ámbito laboral o académico del funcionario 
administrativo, del estudiante, del monitor o del profesor, utilizando las instalaciones y/o los 
recursos o medios de que dispone la Universidad. 

d) Que sean producto de un año sabático o de una pasantía o una comisión de estudios en la 
Universidad que realicen los profesores. 

e) Cuando sean el producto de un trabajo de grado o una tesis que se haya adelantado y 
financiado por la Universidad Nacional de Colombia y que no posea financiación externa ni 
haya sido desarrollada conjuntamente con terceros. 

f) Cuando sean producto de pasantías y consultorías científicas y tecnológicas. 

PARÁGRAFO. Los estudiantes, profesores, funcionarios administrativos, monitores y 
contratistas que hayan desarrollado la innovación serán reconocidos como inventores, 
diseñadores o innovadores de la misma y tendrán el derecho a ser mencionados como tales en 
la patente de invención o de modelo de utilidad, o en el registro de diseños industriales o de 
esquemas de trazado de circuitos impresos. 

ARTÍCULO 27. TITULARIDAD EN INVESTIGACIÓN COFINANCIADA. Serán propiedad de la 
Universidad Nacional de Colombia y/o de la entidad cooperante o financiadota, según contrato 
previa y debidamente suscrito, los resultados obtenidos de las investigaciones científicas y 
tecnológicas financiadas, que se hayan realizado bajo la modalidad de contratos, convenios de 



 
 

cooperación, trabajos de grado o tesis, adelantadas por sus profesores, funcionarios 
administrativos, estudiantes, monitores o personas naturales o jurídicas contratadas para tal fin. 

PARÁGRAFO. Los estudiantes que realicen su trabajo de grado o tesis en un proyecto de 
investigación financiado deberán aceptar expresamente por escrito la cesión de derechos 
sobre los resultados obtenidos. De ninguna manera esa condición deberá constituirse en 
obstáculo para la publicación del trabajo de grado o la tesis. 

ARTÍCULO 28. OBTENCIÓN DE LA PROTECCIÓN. Cuando quiera a juicio del Comité de 
Propiedad Intelectual de la Universidad, los desarrollos cumplan con los requisitos 
correspondientes para procurar su protección, expedirá la recomendación correspondiente, 
caso en el cual la Universidad, directamente o a través de apoderados, podrá iniciar las 
gestiones necesarias para la solicitud de la protección correspondiente ante las oficinas 
nacionales o extranjeras competentes. 

Cuando la titularidad de los derechos se compartida en virtud de un contrato o convenio que 
así lo establezca, los gastos de trámite, registro y mantenimiento serán asumidos a prorrata 
entre las partes, en la proporción convenida en el contrato o convenio. Si alguna de las partes 
no tiene interés de patentar o registrar en algún país, deberá señalarlo de manera expresa y 
escrita; en este evento, los gastos de trámite, registro y mantenimiento de la protección serán 
asumidos por la parte interesada y los derechos y beneficios que puedan derivarse de la 
patente o registro obtenido. 

Cuando los desarrollos no reciban la recomendación del Comité de Propiedad Intelectual de la 
Universidad para tramitar la solicitud de patente o registro, podrán ser patentados o registrados 
a nombre de los inventores, para lo cual la Rectoría General expedirá la autorización 
correspondiente, previo concepto del Comité de propiedad Intelectual y de la Oficina Jurídica 
Nacional. 

ARTICULO 29. EXPLOTACIÓN DE LA PROPIEDAD. La Universidad Nacional de Colombia 
aprovechará su propiedad industrial, con fines de lucro o sin ellos, ya sea por medio de 
explotación comercial directa o delegada u otorgando licencias a terceros. 

ARTÍCULO 30. REGALÍAS. En los casos en que la Universidad licencie o explote 
comercialmente su propiedad intelectual, (licencias de patentes , derecho de autor y obtención 
de variedades vegetales), de acuerdo con este Reglamento, reconocerá participación 
económica en los beneficios de la comercialización o del licenciamiento de las patentes o 
registros, a los inventores o diseñadores que hayan realizado aportes importantes al desarrollo 
u obtención del producto, detentando su condición de profesores, estudiantes o funcionarios 
administrativos de la Institución. 

PARÁGRAFO. Los profesores, estudiantes, funcionarios administrativos o cualquiera otra 
persona que esté debidamente facultada para recibir participación económica en los beneficios 
de la comercialización o del licenciamiento de las patentes o registros, podrán renunciar a esas 
regalías. En consecuencia, el Comité de Propiedad Intelectual de la Universidad deberá 
recomendar la nueva asignación de esos recursos. 

ARTÍCULO 31. DISTRIBUCIÓN DE REGALÍAS. La utilidad neta obtenida por la Universidad 
por concepto de comercialización ó licenciamiento de su tecnología se distribuirá de la 
siguiente manera: 

a) El 35 % a la Facultad o Instituto interfacultades donde se generó la invención. Si esta tuvo su 
origen en varias dependencias, este porcentaje se prorrateará entre ellas. El 50% de estos 



 
 

recursos serán destinados para la Unidad Básica de Gestión Académica-Administrativa en 
donde se generó la invención. Si esta tuvo su origen en varias dependencias, este porcentaje 
se prorrateará entre ellas. 

b) El 30% al autor y sus colaboradores. La distribución de este porcentaje entre los 
participantes la hará el Comité de Propiedad Intelectual de la Universidad según el aporte 
creativo. 

c) Modificado por el artículo 15 del Acuerdo 032 de 2005 del Consejo Superior Universitario. El 
20% al Fondo de la Dirección Académica de la respectiva Sede o su equivalente y será 
destinado al fomento de la investigación científica y tecnológica. 

d) El 15% restante a los Programas Prioritarios o Emergentes de la Universidad Nacional de 
Colombia que a bien determine el Rector General o el Vicerrector de la Sede, con base en los 
criterios sugeridos por el Comité de Propiedad Intelectual dentro de los que podrán hallarse la 
obtención de patentes, publicaciones, etc.  

PARÁGRAFO 1. Se entiende por utilidad neta, el resultado de restar del ingreso bruto por 
comercialización global o por regalías recibidas por la Universidad los costos en que haya 
incurrido la Universidad por la producción y la obtención del título de propiedad intelectual 
correspondiente. 

PARÁGRAFO 2. Esta distribución también será aplicable en los casos en los que la 
Universidad decida licenciar el desarrollo tecnológico antes que patentarlo o registrarlo, la 
utilidad neta se calculará restando del ingreso bruto recibido por la licencia los costos de 
investigación y desarrollo. 

ARTÍCULO 32. LICENCIA CESIÓN. La propiedad intelectual de la Universidad, que la 
Institución no licencie o comercialice en el término de los dos (2) años a partir de la 
presentación de la correspondiente solicitud, podrá ser otorgada en licencia de explotación 
comercial al inventor o diseñador y sus colaboradores, siempre que ellos lo soliciten 
formalmente ante el Comité de Propiedad Intelectual y acuerden por escrito reconocer a la 
Universidad una participación económica. 

PARÁGRAFO 1. En caso de los productos o procedimientos que hayan sido obtenidos o 
desarrollados a partir de recursos genéticos o de sus productos derivados, o de conocimiento 
tradicional de los que cualquiera de los países de la comunidad andina sea país de origen, las 
solicitudes correspondientes deberán observar los literales h) e i) del artículo 26 de la Decisión 
486 de 2000. 

PARÁGRAFO 2. Estas negociaciones deberán ser revisadas por la Oficina Jurídica Nacional 
de la Universidad y aprobadas y firmadas por el Representante Legal. 

Capítulo IV 

OBTENCIÓN DE VARIEDADES VEGETALES 

ARTÍCULO 33. DERECHOS DE LOS OBTENTORES DE VARIEDADES VEGETALES. Los 
derechos de los obtentores de variedades vegetales se ejercen sobre la creación, por métodos 
científicos, de una variedad vegetal que sea nueva, homogénea o uniforme, distinguible y 
estable y que haya sido designada genéricamente con un nombre distintivo. 



 
 

ARTÍCULO 34. ALCANCE DE LA PROTECCIÓN. El título de obtentor vegetal, que expide la 
oficina nacional competente, confiere el derecho exclusivo a la producción, comercialización, 
oferta en venta, introducción al mercado en cualquier forma del material de reproducción, 
propagación o multiplicación de la variedad. Por material se entiende el que sirva para la 
reproducción de la variedad, el producto de la cosecha, la planta entera o partes de ella, 
incluidas las semillas y los tallos. Dentro del material de reproducción no se incluye el producto 
fabricado a partir de un producto de cosecha. Además el titular del certificado de obtentor tiene 
derechos exclusivos para conceder licencias de explotación del mismo e impedir que terceros 
sin su consentimiento realicen actos de comercialización o tendientes a ella y los demás 
alcances que defina la legislación. 

Los derechos del obtentor no son oponibles al uso de la variedad con fines no comerciales, con 
fines de experimentación o para obtener una nueva variedad, ni contra quien reserve y siembre 
para su propio uso o venda como materia prima o alimento el producto obtenido de la variedad 
protegida, en los términos previstos en la legislación vigente. 

ARTÍCULO 35. TITULARIDAD DEL DERECHO DE OBTENTOR. Son propiedad de la 
Universidad Nacional de Colombia y/o de los organismos financiadotes, según contrato previa y 
debidamente suscrito, las nuevas variedades vegetales que obtengan sus profesores, 
estudiantes o funcionarios administrativos, monitores o contratistas en los siguientes casos: 

a) Cuando sean desarrolladas dentro de investigaciones adelantadas por profesores, 
estudiantes, monitores, funcionarios administrativos y contratistas como parte de sus 
compromisos laborales, contractuales o académicos con la institución. 

b) Sean producto de investigaciones contratadas con terceros por la Universidad. 

c) Que se hayan producido dentro del ámbito laboral o académico del funcionario 
administrativo, del profesor, del monitor o estudiante, utilizando las instalaciones y/o los 
recursos o medios de que dispone la Universidad. 

d) Que sean producto de un año sabático o de una pasantía o una comisión de estudios en la 
Universidad que realice un profesor. 

e) Que sean el producto de un trabajo de grado o una tesis que se haya adelantado en la 
Universidad Nacional de Colombia y que no posea financiación externa ni haya sido 
desarrollada conjuntamente con terceros. 

f) Que sean el resultado de pasantías o consultoría científica y tecnológica. 

PARÁGRAFO. Los estudiantes, profesores, monitores, contratistas o funcionarios 
administrativos que hayan desarrollado la nueva variedad vegetal serán reconocidos como 
obtentores de la misma y tendrán el derecho moral a ser mencionados como tales en el 
certificado de obtentor vegetal. 

ARTÍCULO 36. OBTENCIÓN DE LA PROTECCIÓN. La Universidad Nacional de Colombia 
realizará las gestiones necesarias para establecer la solicitud del título de obtentor vegetal ante 
las oficinas nacional o internacional competentes, siempre y cuando la solicitud haya sido 
avalada y recomendada por el Comité de Propiedad Intelectual de la Universidad. 

Para el caso de títulos de obtentores vegetales solicitados en régimen de copropiedad con 
otras personas naturales o jurídicas, los gastos de trámite, registro y mantenimiento serán 



 
 

compartidos entre las partes de acuerdo con los beneficios que para cada una de ellas se 
pacten. 

ARTÍCULO 37. EXPLOTACIÓN DE LA PROPIEDAD. La Universidad Nacional de Colombia 
aprovechará sus títulos de obtentor vegetal, con fines de lucro o sin ellos, ya sea por medio de 
explotación comercial directa o delegada u otorgando licencias a terceros. 

ARTÍCULO 38. REGALÍAS. La Universidad reconocerá participación a los obtentores en los 
beneficios económicos derivados de la comercialización o del licenciamiento de variedades 
protegidas por certificados de obtentor en las condiciones señaladas por el artículo 30 de éste 
reglamento.  

ARTÍCULO 39. DISTRIBUCIÓN DE REGALÍAS. Los ingresos netos recibidos por la 
Universidad por concepto de comercialización o licenciamiento de sus títulos de obtentores 
vegetales se distribuirán de acuerdo con lo estipulado en el Artículo 31 del presente 
Reglamento.  

PARÁGRAFO. Las disposiciones sobre Propiedad Industrial contenidas en el presente 
Reglamento son aplicables, en lo que fuere pertinente, a la Obtención de Variedades 
Vegetales. Sin perjuicio de lo anterior y cuando fuese necesario, el Comité de Propiedad 
Intelectual deberá pronunciarse sobre la aplicabilidad del artículo o artículos invocados. 

Capítulo V 

CONFIDENCIALIDAD 

ARTÍCULO 40. MANEJO DE INFORMACIÓN SUSCEPTIBLE DE PROTECCIÓN LEGAL. La 
Universidad Nacional de Colombia reconoce el concepto de confidencialidad de la información 
relacionada con la investigación en los siguientes casos:  

1. Cuando la investigación es financiada por organismos externos y se consigna en el 
respectivo contrato el manejo confidencial de la información. 

2. Cuando la investigación apunta al desarrollo de un producto o proceso que puede ser 
comercializable. 

3. Cuando la investigación, sus resultados o productos afecten el orden económico o la 
seguridad nacional. 

ARTÍCULO 41. MANEJO DE INFORMACIÓN PRIVILEGIADA. La Universidad Nacional de 
Colombia, cuando lo considere conveniente, podrá manejar como información privilegiada 
alguna parte del conocimiento alcanzado como resultado de sus investigaciones científicas y 
tecnológicas. La propiedad sobre este tipo de conocimiento podrá ser compartida si se ha 
alcanzado dentro de una investigación financiada o contratada. Igualmente es aplicable a este 
conocimiento la figura de Licencia de Cesión establecida en el Artículo 31 de este Reglamento.  

ARTÍCULO 42. ACUERDO DE CONFIDENCIALIDAD. Los participantes por parte de la 
Universidad en un proyecto de investigación científica y tecnológica, con posibilidades de 
alcanzar resultados susceptibles de ser protegidos por propiedad industrial o de ser manejados 
como información privilegiada deberán firmar un acuerdo de confidencialidad. El acuerdo 
deberá fijar condiciones y plazos y resaltar la legislación nacional aplicable en caso de 
incumplimiento. 



 
 

ARTÍCULO 43. REGALÍAS SOBRE INFORMACIÓN PRIVILEGIADA. La Universidad Nacional 
de Colombia otorgará participación en los rendimientos económicos que se alcancen por el 
licenciamiento y/o explotación de ese conocimiento a los inventores y/o desarrolladores del 
mismo. Para la distribución de las regalías por la explotación comercial o licenciamiento de 
información privilegiada se aplicará lo establecido en el artículo 30º de este Reglamento. 

Capítulo VI 

NOMBRE Y EMBLEMAS DE LA UNIVERSIDAD 

ARTÍCULO 44. NOMBRE Y EMBLEMAS DE LA UNIVERSIDAD Y SU USO. El nombre y 
emblemas de la Universidad se emplearán de manera institucional en respaldo de sus 
publicaciones, servicios y demás productos académicos, atendiendo lo establecido en los 
siguientes artículos. 

ARTÍCULO 45. CRITERIOS Y PROCEDIMIENTOS. La Universidad Nacional de Colombia 
establece los siguientes criterios y procedimientos para el uso y reproducción de su escudo, 
nombre, lema, símbolos y demás signos distintivos en obras, creaciones, desarrollos, inventos, 
publicaciones y otros elementos que generen sus profesores, estudiantes y funcionarios 
administrativos. 

a) La autorización para usar o reproducir el nombre y emblemas de la Universidad Nacional de 
Colombia es responsabilidad directa del Rector General, quién podrá delegar la capacidad de 
autorizar en los Vicerrectores y Decanos, dentro del ámbito de su competencia. Cuando esas 
autorizaciones impliquen el uso o reproducción del nombre y emblemas por personas naturales 
o jurídicas en actividades externas a la Universidad, se requerirá el concepto previo del Comité 
de Propiedad Intelectual de la Institución, además de la correspondiente revisión y aprobación 
de la Oficina Jurídica. 

b) El nombre y los emblemas institucionales podrán ser usados solamente cuando el trabajo, 
proyecto, desarrollo, publicación y/o creación sea un producto oficial de la Universidad.  

c) El nombre de la Universidad Nacional de Colombia y los de sus Sedes, Facultades, 
Escuelas, e Institutos, podrán ser depositados como nombres comerciales y los escudos, 
emblemas e insignias pueden registrarse como marcas comerciales y/o como dibujos por 
Derechos de Autor, ante las autoridades competentes, de conformidad con la normatividad 
vigente. El Rector General, previa recomendación del Comité de Propiedad Intelectual, podrá 
autorizar tales trámites los cuales podrán adelantarse directamente por la Universidad o 
mediante apoderado. 

d) La autorización para la utilización del nombre y emblemas de la Universidad Nacional de 
Colombia en obras, desarrollos, proyectos, programas y creaciones estará precedida de un 
análisis caso por caso por parte del Comité de Propiedad Intelectual tomando en consideración 
la política, la calidad, la pertinencia y los beneficios sociales e institucionales.  

e) El uso del nombre y emblemas de la Universidad Nacional de Colombia es obligatorio en 
todas las páginas de enlace a Internet (web page) siempre que dichas páginas funcionen en los 
servidores de dominio de la Universidad (web site). Si por alguna razón se requiriere crear una 
página de enlace o un grupo de noticias en un servidor que no pertenezca al dominio de la 
Universidad, para que ese sitio pueda portar el nombre y emblemas de la Universidad deberá 
contar con la autorización del Rector General previo concepto del Comité de Propiedad 
Intelectual y de la Dirección de Informática y Comunicaciones de la Universidad. 



 
 

f) La elaboración de objetos en los cuales se imprima, estampe o de cualquiera otra forma se 
incluya el nombre y/o emblemas de la Universidad, sus Sedes, Facultades, Escuelas, o 
Institutos, requiere una licencia de uso, gratuita u onerosa según la destinación de los objetos. 
Los recursos económicos que puedan generarse a través de estos contratos de licencia se 
destinarán a apoyar y fortalecer el funcionamiento de los programas de pregrado y posgrado, 
de investigación y de extensión de la Universidad.  

g) Los profesores en sus publicaciones, desarrollos y creaciones podrán mencionar el nombre 
de Universidad Nacional de Colombia solamente como indicación de la formación y 
procedencia del autor o autores lo cual, en ningún caso, constituye un aval institucional. 

Capítulo VII 

COMITÉ DE PROPIEDAD INTELECTUAL 

ARTÍCULO 46. CREACIÓN. Para efectos de asesorar a las autoridades de la Universidad en el 
manejo de las relaciones del derecho de propiedad intelectual de la Universidad, sus 
profesores, funcionarios administrativos, estudiantes, monitores, visitantes, pensionados y 
personas ajenas a la Institución, se crea el COMITÉ DE PROPIEDAD INTELECTUAL.  

ARTÍCULO 47. COMPOSICIÓN. Modificado por el artículo 14 del Acuerdo 032 de 2005 del 
Consejo Superior Universitario. El Comité de Propiedad Intelectual de la Universidad Nacional 
de Colombia estará conformado por: 

a) El Vicerrector General, quien lo presidirá; 

b) El Director Nacional de Investigación, quien lo presidirá en ausencia del Vicerrector General. 

c) El Director de la Oficina Jurídica Nacional quien actuará como secretario del Comité de 
Propiedad Intelectual. 

d) El Director Académico de una de las Sedes, designado, en forma rotativa, por el Consejo 
Académico. 

e) Dos profesores de reconocida experiencia en el campo de la investigación y la propiedad 
intelectual, designados por el Consejo Académico, por un periodo de dos años 

PARÁGRAFO. Al Comité podrán ser invitados especialistas internos o externos, de acuerdo 
con la temática a tratar.  

ARTÍCULO 48. FUNCIONES DEL COMITÉ. Son funciones del Comité de Propiedad 
Intelectual: 

1) Asesorar al Rector General, a los Vicerrectores o Directores de Sede sobre todos los 
asuntos relacionados con propiedad intelectual. 

2) Conceptuar académicamente sobre la calidad de autor, inventor, innovador, diseñador u 
obtentor de las creaciones realizadas en la Universidad Nacional de Colombia.  

3) Conceptuar sobre las negociaciones a las que haya lugar, derivadas de los derechos de 
propiedad intelectual.  



 
 

4) Analizar y conceptuar sobre las propuestas que incluyan propiedad intelectual generadas en 
la Unidades Básicas de Gestión Académico Administrativas de Facultades e Institutos 
interfacultades. 

5) Emitir concepto, con base en un análisis de caso por caso, de los reconocimientos a que 
tienen derecho los integrantes de un grupo de investigación, de creación, de desarrollo 
tecnológico, de trabajos técnico profesional o de cualquier tipo de asociación no prevista en el 
presente Reglamento, en lo referente a propiedad intelectual. 

6) Conceptuar sobre el reconocimiento de la participación económica de los beneficios de la 
comercialización o licenciamiento de productos derivados de la propiedad intelectual, a 
estudiantes, monitores y pensionados.  

7) Estudiar y avalar el cumplimiento de los requisitos necesarios en las creaciones 
desarrolladas por profesores, funcionarios administrativos, estudiantes o monitores, para 
solicitar el correspondiente registro de propiedad intelectual.  

8) Recomendar a la Rectoría General el trámite de depósito o registro de los nombres, 
escudos, emblemas e insignias de la Universidad Nacional de Colombia, sus Sedes, 
Facultades, Escuelas, Centros o Institutos, como nombre comercial o como marca comercial o 
dibujo.  

9) Cumplir y hacer cumplir las políticas, normas y procedimientos vigentes en la Universidad 
Nacional de Colombia, relacionados con propiedad intelectual.  

10) Recomendar al Consejo Superior Universitario las modificaciones a las políticas, normas y 
procedimientos existentes en la Universidad Nacional de Colombia, sobre las formas de 
propiedad intelectual previstas o no previstas en el presente Reglamento.  

11) Difundir en la comunidad universitaria las políticas, normas y procedimientos vigentes sobre 
propiedad intelectual. 

12) Promover el trabajo integrado entre las sedes y al interior de las mismas en aspectos de 
propiedad intelectual.  

13) Conceptuar en caso de conflicto o duda sobre propiedad intelectual en la Universidad 
Nacional de Colombia.  

14) Motivar y propiciar una actitud creadora e innovadora en los campos: científico, tecnológico, 
literario y artístico entre los miembros de la comunidad universitaria.  

15) Crear y desarrollar un sistema de información sobre propiedad intelectual en la Universidad 
Nacional de Colombia.  

16) Las demás que en razón de su naturaleza le corresponden o le asigne este Reglamento y 
la autoridad competente. 

ARTICULO 49. VIGENCIA Y DEROGATORIA. El presente Acuerdo rige a partir de la fecha de 
su expedición y deroga las disposiciones que le sean contrarias.  

 



 
 

COMUNÍQUESE Y CÚMPLASE. 

Dado en Bogotá, a los tres (3) días del mes de diciembre de dos mil tres (2003). 

MARCO PALACIOS ROZO 

Presidente 

RAMON FAYAD NAFAH 

Secretario 

 

















































































































































































  

Exportadores

Para uso exclusivo de la DIAN

5. Número de Identificación Tributaria (NIT) 6. DV

    

984. Nombre

51. Código

38. País

  

56. Tipo

985. Cargo

50. Código

  

4. Número de formulario

36. Nombre comercial 37. Sigla

53. Código

59. Anexos          SI NO

55. Forma

57. Modo

58. CPC

60. No. de Folios:

Ocupación

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Actividad secundaria Otras actividades

49. Fecha inicio actividad48. Código 1 2

Lugar de expedición 28.  País

Actividad principal

Actividad económica

47. Fecha inicio actividad46. Código

1 2 3

35. Razón social

31. Primer apellido  32. Segundo apellido 33. Primer nombre

52. Número 
establecimientos

24. Tipo de contribuyente

12. Dirección seccional 14. Buzón electrónico

34. Otros nombres

25. Tipo de documento

29. Departamento

26. Número de Identificación

39. Departamento

Firma del solicitante:

2. Concepto

19 20 21 22 23 24 25 26

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

54. Código

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Responsabilidades, Calidades y Atributos

IMPORTANTE: Sin perjuicio de las actualizaciones a que haya lugar, la inscripción en el Registro Único Tributario -RUT-, tendrá vigencia indefinida y en consecuencia no se exigirá su renovación

    

40. Ciudad/Municipio

Sin perjuicio de las verificaciones que la DIAN realice.  

Firma autorizada:

IDENTIFICACIÓN

41. Dirección principal

ExportadoresUsuarios aduaneros

UBICACIÓN

30. Ciudad/Municipio

42. Correo electrónico

44. Teléfono 143. Código postal 45. Teléfono 2

CLASIFICACIÓN

Actualización0 2

141224736310

     8 9 9 9 9 9 0 6 3 3 Operativa de Grandes Contribuyentes 3 1

Persona jurídica 1                               

           

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA U.N.

COLOMBIA 1 6 9 Bogotá D.C. 1 1 Bogotá, D.C. 0 0 1

CR 45   26   85 OF 481 ED URIEL GUTIERREZ
gestcontable_nal@unal.edu.co

1 4 4 9 0            6 0 1 3 1 6 5 5 9 8                 

8 5 4 4 1 9 6 8 0 1 0 2 9 0 0 8 2 0 1 8 0 4 0 2 5 6 1 3            1 6

06- Ingresos y patrimonio.
6  

07- Retención en la fuente a título de  rent

7  

08- Retención timbre nacional

8  

09- Retención en la fuente en el impuesto 

9  

10- Obligado aduanero

1 0

13- Gran contribuyente

1 3

14- Informante de exogena

1 4
42- Obligado a llevar contabilidad 

4 2

52 - Facturador electrónico

5 2                                   

2 2  2 3                          

                              
3 3

2 4  

8 1 8 1   

X    4

PARRA MELLIZO GABY SANDRA 

Gestor III
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