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1. Andamios porosos de origen marino basados en
alginato y bioceramica para la regeneracion del tejido
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En el presente estudio se han desarrollado andamios porosos de origen marino basados
en la combinacion de alginato y bioceramica. La evaluacion de los mismos se realizo
en base a su estabilidad, bioactividad, porosidad, propiedades mecdnicas y respuesta
biologica in vitro. Se demostro la viabilidad para fabricar andamios con una estructura
polimérica de alginato de sodio en la cual se encuentra distribuida de forma homogénea

la biocerdamica. En este capitulo se detallan las formulaciones optimas para obtener
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estructuras con buen comportamiento mecdanico y adecuada bioactividad. Los ensayos
biologicos confirmaron la ausencia de citotoxicidad y un aumento optimo de la

densidad celular.

1. Introduccion

Hoy en dia la ingenieria biomédica se encuentra inmersa en una intensa actividad investigadora
para contribuir, entre otros objetivos, al cambio de paradigma en el que se encuentra la medicina
actual: pasar de la reparacion o sustitucion de un tejido u érgano dafiado a su regeneracion. En
este contexto es donde se ubica la reciente disciplina denominada ingenieria de tejidos, la cual
pretende promover la regeneracion de tejidos mediante la utilizacion de tres elementos bésicos:
andamiajes porosos que repliquen la matriz extracelular, cultivo de células sobre estas
estructuras e incorporar biomoléculas o factores de crecimiento que promuevan la

diferenciacion de esas células hacia el tejido que se pretende regenerar (Kasper, 2016).

En el caso particular del hueso, uno de los retos para la ingenieria de tejidos esta en desarrollar
andamios que, ademas de tener propiedades osteoinductoras y mecanicas adecuadas, resuelvan
el gran problema de promover la vascularizacion (Amini et al., 2013, Roseti et al., 2017). Para
el disefio y fabricacion de los andamios porosos se utilizan diferentes biomateriales como
polimeros, ceramicas, vidrios o incluso metales. En el caso particular de los polimeros destacan
los de origen sintético como el acido polilactico y el acido poliglicélico; aunque cada vez mas
se van incorporando los de origen biolégico como el colageno de origen bovino, el quitosano y
el acido hialuroénico, entre otros. Si hablamos de ceramicas las mas ampliamente utilizadas son
los fosfatos de calcio, destacando la hidroxiapatita (HA) o el beta-tricalcio fosfato (B-TCP), ya
sean de origen biologico o sintético, con un grado mayor o menor de cristalinidad segln la

resorcion deseada.

En cuanto a los biomateriales de origen biologico es importante destacar el gran potencial de la
biodiversidad marina. En el caso particular de los subproductos pesqueros su aprovechamiento
se encuentra centrado en tres lineas fundamentales: (1) valorizacién de subproductos para uso
alimentario, (2) valorizacion biotecnoldgica de subproductos marinos y (3) obtencion de
compuestos de interés para la industria farmacologica y biomédica (Balboa, 2013). Fruto de
estas investigaciones se han desarrollado productos entre los que destacan, harinas y aceites de
pescado, colageno, acidos grasos, acido hialurénico, fosfatos calcicos, carbonato calcico y

quitosano, entre otros (Balboa, 2013).
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Asi, el objetivo de este trabajo de investigacion se centra en el desarrollo de nuevos andamios
que permitan replicar la matriz extracelular de los tejidos que componen el sistema
osteoarticular y utilizando para ello biomateriales de origen marino. En particular se propone
la fabricacion, caracterizacion y evaluacion bioldgica in vitro de andamios porosos basados en
la combinacion de un polimero y una ceramica: alginato de sodio y fosfato de calcio, ambos de
origen marino, en determinadas proporciones y empleando un reticulante que refuerce la

estructura del polimero sin afectar a la viabilidad celular.
2. Obtencion de andamios

La fabricacion de los andamios porosos de origen marino se bas6 en la combinacion de alginato
comercial obtenido de algas pardas (Sigma-Aldrich SL) y una biocerdmica obtenida a partir de
dientes de tiburdn de la especie Prionace glauca (Lopez-Alvarez et al., 2016, Lopez-Alvarez
et al., 2017). El agente reticulante utilizado fue cloruro de calcio (CaClz). La proporcion de
alginato:bioceramica (Alg:CaP) utilizada correspondio6 a 70:30 y se fabricaron 6 formulaciones
distintas variando la razon peso/volumen de alginato + CaP respecto al agua empleada (3%, 6%

y 9%) y el porcentaje de reticulacion de la mezcla (1.6 % y 12.5%) (Lopez, 2019).
3. Caracterizacion fisicoquimica

3.1. Estabilidad

La estabilidad de los andamios se evalu6 mediante inmersion en medio de cultivo celular en
condiciones estaticas a 37°C durante 28 dias. Los resultados demostraron que todas las
formulaciones permanecen estables, independientemente del porcentaje de reticulacion
alcanzado. También es interesante destacar que la presencia de la bioceramica incrementa la
estabilidad de los andamios, siendo especialmente critico en los andamios fabricados para el

menor porcentaje de p/v (Lopez, 2019).
3.2. Bioactividad

Para el estudio de la respuesta bioactiva de los andamios se utilizé el tampon fosfato DPBS
(Dubelcco’s phosphate buffer saline, Sigma Aldrich) enriquecido con calcio y magnesio. El
procedimiento seguido corresponde al propuesto por Kokubo y colaboradores (Kokubo y
Takadama, 2006). Tal y como se aprecia en la Fig. 1.1, tras 14 dias de inmersion se observo la
formacion de estructuras tipicas del crecimiento de cristales de CaP, un comportamiento que se

reproduce en todas las condiciones estudiadas y que, ademas, se incrementa con el porcentaje
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p/v empleado en la fabricaciéon. Un aumento en la proporcion p/v conlleva un aumento en la
cantidad de alginato y también en la cantidad de CaP (manteniéndose la proporcion entre ellos
de 70:30) resultando en una mayor cantidad de puntos de nucleacion que incrementan el proceso

de biomineralizacion (Lopez, 2019).

Fig. 1.1. Micrografia obtenida mediante microscopia electronica de barrido (SEM) para el andamio

Alg/CaP 70:30 9% p/v reticulado con CaCl, 12.5%, tras 28 dias de incubacion en DPBS.
3.3. Parametros estructurales

Los parametros estructurales como porcentaje de porosidad, tamafio de poro, interconectividad
y espesor trabecular fueron estudiados mediante microtomografia computarizada (uCT). De
manera cualitativa y como se observa en la Fig. 1.2, se ha observado una distribucion
homogénea de los granos bioceramicos en la matriz polimérica de alginato y la porosidad del
andamio disminuye a medida que aumenta la proporcién p/v, mostrandose cada vez mas
apelmazados. No se apreciaron cambios a nivel morfolégico al incrementar la reticulacion del
1.6 al 12.5%. Por otro lado, se detectd una cierta tendencia al alineamiento de los poros en todas
las formulaciones. Este comportamiento se encuentra descrito en la literatura, siendo una
propiedad que presenta el alginato en funcion de los parametros de fabricacion utilizados:

temperatura/tiempo de congelacion y tiempo de liofilizacion (Zhang et al., 2017).

A partir de estas imagenes HCT se obtuvieron los valores cuantitativos de los pardmetros
microestructurales. En cuanto al tamafio de poro se observd una cierta tendencia a que éste

disminuya a medida que aumenta la proporcion p/v, situdndose en torno a 100 um para
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practicamente todas las formulaciones estudiadas, que es el establecido en la literatura como el
tamafio minimo requerido para asegurar el crecimiento celular (Karageorgiou y Kaplan, 2005).
En cuanto al porcentaje total de porosidad e interconectividad, segiin la formulacion empleada
podemos encontrar valores muy variables, en el caso de la porosidad entre 70%-30% y para la
interconectividad entre 90%-20%. De forma general ambos pardmetros disminuyen a medida
que se aumenta el porcentaje p/v y el porcentaje de reticulacion. En cuanto al espesor trabecular,
¢éste aumenta a medida que se incrementa el % p/v. Todas estas tendencias sélo se ven
interrumpidas para aquellos andamios fabricados con una proporcion del 9% p/v y reticulados

al 12.5% CaCl, (Lopez, 2019).

Fig. 1.2. Imagen obtenida mediante reconstruccion 3D realizada por microtomografia computarizada del
andamio Alg/CaP 6% p/v reticulado al 12.5% con CaCl,. En verde la matriz polimérica de alginato y en

rojo los granos bioceramicos.
3.4. Comportamiento mecanico

El estudio del comportamiento mecanico de los andamios se realizo en modo compresion para
todas las formulaciones anteriormente comentadas y también se incluyeron como andamios de
referencia los fabricados con un 100% de alginato. Tal y como se puede observar en la Fig.1.3,
en general las propiedades mecénicas se ven influidas por los parametros estudiados. Respecto
al porcentaje p/v empleado, se observa que el modulo de compresion aumenta a medida que
este porcentaje es mayor; siendo estadisticamente significativo (p<0.05) para los andamios
fabricados a un 6% y 9% p/v respecto a los del 3% p/v, independientemente del porcentaje de

reticulacion empleado. Estos resultados indican que al disponer de mayor cantidad de material
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(alginato y CaP) damos origen a andamios con parametros estructurales que le aportan mayor
rigidez, donde un aumento del % p/v origina que el tamafio de poro y porosidad disminuyan

mientras el espesor trabecular aumenta (Lopez, 2019).
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Fig. 1.3. Ensayos mecanicos para los andamios Alg/CaP en las diferentes proporciones peso/volumen y
reticulados en diferentes porcentajes con CaCly. Se han incluido los resultados para andamios con un 100%

de alginato. Se muestran las diferencias estadisticas para p< 0.05 (Test no paramétrico de Mann-Whitney).

Atendiendo a la presencia de CaP, los valores encontrados arrojan unos margenes de error muy
elevados y estadisticamente no significativos. So6lo sefialar que como cabria esperar para los
andamios fabricados al 6 y 9 % p/v con 12.5% CaCly e incorporando CaP en la mezcla,
presentan un modulo de compresion mayor que los fabricados en las mismas condiciones, pero
solo con alginato. Estos resultados estan en buen acuerdo con los de otros autores (Lin et al.,
2004) demostrando que el empleo de una bioceramica mejora el comportamiento mecanico de
los andamios fabricados en base a alginato. Cabe destacar que este comportamiento también ha
sido observado en andamios fabricados utilizando colageno y CaP, con la diferencia que la
utilizacion de alginato incrementa el médulo de compresion en comparacion con el colageno
(Diogo et al., 2018). En cuanto a la influencia del porcentaje de reticulacion empleado, los
andamios fabricados a 12.5 % CaCl presentan un modulo de compresion menor que los 1.6 %
CaCl,. Aunque este comportamiento sélo es estadisticamente significativo (p<0.05) con
respecto a los andamios fabricados exclusivamente con alginato, llama la atencion que la
tendencia es la misma para todos los casos. Los resultados obtenidos mediante microtomografia

computarizada no nos permiten aclarar este comportamiento (Lopez, 2019).
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De todas las formulaciones estudiadas destacan por su estabilidad, estructura y respuesta
mecanica los andamios fabricados al 6% p/v (1.6% reticulacion CaClz) y al 9% p/v (12.5%

reticulacion CaCly). Por esta razon son los seleccionados para realizar los ensayos in vitro.
3.5. Caracterizacion biologica

La caracterizacion bioldgica de los andamios se realizo siguiendo la norma ISO 10993 que
regula la evaluacion bioldgica de productos sanitarios, con la linea celular MG-63 evaluando,
en primer lugar, la viabilidad de la monocapa de células al situar los distintos andamios sobre
la misma y, posteriormente, la proliferacion celular tras la siembra directa de células sobre ellos.
Ademas de los andamios con propiedades fisicoquimicas 6ptimas también se han incluido en
el ensayo andamios fabricados 6% p/v — 12.5% reticulacion CaCl, y andamios puros de alginato

como material de referencia.

Como se puede observar en la Fig. 1.4, los resultados obtenidos confirmaron la viabilidad
celular, aumento de la densidad celular tras 7 dias de incubacion y con ello la ausencia de
citotoxicidad producida por potencial liberacion al medio de particulas/moléculas nocivas o por
contacto directo con los andamios. Ademds se confirma que la presencia de CaP en los
andamios poliméricos, sea cual sea la formulacion empleada para fabricar el andamio, no afecta

a la viabilidad celular (Lopez, 2019).
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Fig. 1.4. Viabilidad celular (ensayo MTS) de la linea MG-63 tras 1, 3 y 7 dias de incubacidn al contacto
directo en fondo de pocillo con los andamios Alg/CaP 6% p/v reticulados al 1.6% y 12.5% y 9% p/v al
12.5%. Se incorpora un andamio sin CaP (AlgREF) como control.
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4. Conclusiones

Se demuestra la viabilidad para fabricar andamios porosos de origen marino basados en la
combinacion de alginato de sodio y bioceramica de fosfato calcico, siendo el agente reticulante
el cloruro de calcio. Estos andamios presentan una distribucion homogénea del granulado
bioceramico en la matriz polimérica, siendo estables tras 28 dias de incubacion y con
propiedades bioactivas en condiciones fisiologicas. En cuanto a las propiedades estructurales y
mecanicas, las formulaciones dptimas corresponden a los andamios fabricados al 6% p/v (1.6%
reticulacion CaCla) y 9% p/v (12.5% reticulacion CaCly). Los ensayos biologicos confirmaron
la ausencia de citotoxicidad de todos los andamios ensayados y la presencia de CaP parece

favorecer la adhesion celular respecto a andamios fabricados unicamente con alginato.
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