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En el presente estudio se han desarrollado andamios porosos de origen marino basados 

en la combinación de alginato y biocerámica. La evaluación de los mismos se realizó 

en base a su estabilidad, bioactividad, porosidad, propiedades mecánicas y respuesta 

biológica in vitro. Se demostró la viabilidad para fabricar andamios con una estructura 

polimérica de alginato de sodio en la cual se encuentra distribuida de forma homogénea 

la biocerámica. En este capítulo se detallan las formulaciones óptimas para obtener 
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estructuras con buen comportamiento mecánico y adecuada bioactividad. Los ensayos 

biológicos confirmaron la ausencia de citotoxicidad y un aumento óptimo de la 

densidad celular. 

1. Introducción 

Hoy en día la ingeniería 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 reparación o sustitución de un tejido u órgano dañado a su regeneración. En 

este contexto es donde se ubica la reciente disciplina denominada ingeniería de tejidos, la cual 

pretende promover la regeneración de tejidos mediante la utilización de tres elementos básicos: 

andamiajes porosos que repliquen la matriz extracelular, cultivo de células sobre estas 

estructuras e incorporar biomoléculas o factores de crecimiento que promuevan la 

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

En el caso particular del hueso, uno de los retos para la ingeniería de tejidos está en desarrollar 

andamios que, además de tener propiedades osteoinductoras y mecánicas adecuadas, resuelvan 

el gran problema de promover la vascularización (Amini et al., 2013, Roseti et al., 2017). Para 

el diseño y fabricación de los andamios porosos se utilizan diferentes biomateriales como 

polímeros, cerámicas, vidrios o incluso metales. En el caso particular de los polímeros destacan 

los de origen sintético como el ácido poliláctico y el ácido poliglicólico; aunque cada vez más 

se van incorporando los de origen biológico como el colágeno de origen bovino, el quitosano y 

el ácido hialurónico, entre otros. Si hablamos de cerámicas las más ampliamente utilizadas son 

los fosfatos de calcio, destacando la hidroxiapatita (HA) o el beta-tri io os to -TCP), ya 

sean de origen biológico o sintético, con un grado mayor o menor de cristalinidad según la 

resorción deseada. 

En cuanto a los biomateriales de origen biológico 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 líneas fundamentales: (1) valorización de subproductos para uso 

alimentario, (2) valorización biotecnológica de subproductos marinos y (3) obtención de 

compuestos de interés para la industria farmacológica y biomédica (Balboa, 2013). Fruto de 

estas investigaciones se han desarrollado productos entre los que destacan, harinas y aceites de 

pescado, colágeno, ácidos grasos, ácido hialurónico, fosfatos cálcicos, carbonato cálcico y 

quitosano, entre otros (Balboa, 2013). 
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Así, el objetivo de este trabajo de investigación 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 fabricación, caracterización y evaluación biológica in vitro de andamios porosos basados en 

la combinación de un polímero y una cerámica: alginato de sodio y fosfato de calcio, ambos de 

origen marino, en determinadas proporciones y empleando un reticulante que refuerce la 

estructura del polímero sin afectar a la viabilidad celular. 

2. Obtención de andamios  

La fabricación de los andamios porosos de origen marino se basó en la combinación de alginato 

comercial obtenido de algas pardas (Sigma-Aldrich SL) y una biocerámica obtenida a partir de 

dientes de tiburón de la especie Prionace glauca (López-Álvarez et al., 2016, López-Álvarez 

et al., 2017). El agente reticulante utilizado fue cloruro de calcio (CaCl2). La proporción de 

alginato:biocerámica (Alg:CaP)  utilizada correspondió a 70:30 y se fabricaron 6 formulaciones 

distintas variando la razón peso/volumen de alginato + CaP respecto al agua empleada (3%, 6% 

y 9%) y el porcentaje de reticulación de la mezcla (1.6 % y 12.5%) (López, 2019).  

3. Caracterización fisicoquímica 

3.1. Estabilidad  

La estabilidad de los andamios se evaluó mediante inmersión en medio de cultivo celular en 

condiciones estáticas a 37ºC durante 28 días. Los resultados demostraron que todas las 

formulaciones permanecen estables, independientemente del porcentaje de reticulación 

alcanzado. También es interesante destacar que la presencia de la biocerámica incrementa la 

estabilidad de los andamios, siendo especialmente crítico en los andamios fabricados para el 

menor porcentaje de p/v (López, 2019).  

3.2. Bioactividad  

Para el estudio de la respuesta bioactiva de los andamios se utilizó el tampón 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 días de inmersión se observó la 

formación de estructuras típicas del crecimiento de cristales de CaP, un comportamiento que se 

reproduce en todas las condiciones estudiadas y que, además, se incrementa con el porcentaje 
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p/v empleado en la fabricación. Un aumento en la proporción p/v conlleva un aumento en la 

cantidad de alginato y también en la cantidad de CaP (manteniéndose la proporción entre ellos 

de 70:30) resultando en una mayor cantidad de puntos de nucleación que incrementan el proceso 

de biomineralización (López, 2019).  

 

Fig. 1.1. Micrografía obtenida mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) para el andamio 

Alg/CaP 70:30 9% p/v reticulado con CaCl2 12.5%, tras 28 días de incubación en DPBS.  

3.3. Parámetros estructurales 

Los parámetros estructurales como porcentaje de porosidad, tamaño de poro, interconectividad 

y espesor trabecular fueron estudiados mediante microtomografía computarizada (µCT). De 

manera cualitativa y como se observa en la Fig. 1.2, se ha observado una distribución 

homogénea de los granos biocerámicos en la matriz polimérica de alginato y la porosidad del 

andamio disminuye a medida que aumenta la proporción p/v, mostrándose cada vez más 

apelmazados. No se apreciaron cambios a nivel morfológico al incrementar la reticulación del 

1.6 al 12.5%. Por otro lado, se detectó 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 función de los parámetros de fabricación utilizados: 

temperatura/tiempo de congelación y tiempo de liofilización (Zhang et al., 2017). 

A partir de estas imágenes µCT se obtuvieron los valores cuantitativos de los parámetros 

microestructurales. En cuanto al tamaño de poro se observó una cierta tendencia a que éste 

disminuya a medida que aumenta la proporción p/v, situándose en torno a 100 µm para 
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prácticamente todas las formulaciones estudiadas, que es el establecido en la literatura como el 

tamaño mínimo requerido para asegurar el crecimiento celular (Karageorgiou y Kaplan, 2005). 

En cuanto al porcentaje total de porosidad e interconectividad, según la formulación 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 parámetros disminuyen a medida 

que se aumenta el porcentaje p/v y el porcentaje de reticulación. En cuanto al espesor trabecular, 

éste aumenta a medida que se incrementa el % p/v. Todas estas tendencias sólo se ven 

interrumpidas para aquellos andamios fabricados con una proporción del 9% p/v y reticulados 

al 12.5% CaCl2 (López, 2019).  

 

Fig. 1.2. Imagen obtenida mediante reconstrucción 3D realizada por microtomografía computarizada del 

andamio Alg/CaP 6% p/v reticulado al 12.5% con CaCl2. En verde la matriz polimérica de alginato y en 

rojo los granos biocerámicos. 

3.4. Comportamiento mecánico 

El estudio del comportamiento mecánico de los andamios se realizó en modo compresión 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 mecánicas se ven influidas por los parámetros estudiados. Respecto 

al porcentaje p/v empleado, se observa que el módulo de compresión aumenta a medida que 

este porcentaje es mayor; siendo estadísticamente 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 

reticulación empleado. Estos resultados indican que al disponer de mayor cantidad de material 
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(alginato y CaP) damos origen a andamios con parámetros estructurales que le aportan mayor 

rigidez, donde un aumento del % p/v origina que el tamaño de poro y porosidad disminuyan 

mientras el espesor trabecular aumenta (López, 2019). 

 

Fig. 1.3. Ensayos mecánicos para los andamios Alg/CaP en las diferentes proporciones peso/volumen y 

reticulados en diferentes porcentajes con CaCl2. Se han incluido los resultados para andamios con un 100% 

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

Atendiendo a la presencia de CaP, los valores encontrados arrojan unos márgenes de error muy 

elevados y estadísticamente no significativos. Sólo señalar que como cabría esperar para los 

andamios fabricados al 6 y 9 % p/v con 12.5% CaCl2 e incorporando CaP en la mezcla, 

presentan un módulo de compresión mayor que los fabricados en las mismas condiciones, pero 

sólo con alginato. Estos resultados están en buen acuerdo con los de otros autores (Lin et al., 

2004) demostrando que el empleo de una biocerámica mejora el comportamiento mecánico de 

los andamios fabricados en base a alginato. Cabe destacar que este comportamiento también ha 

sido observado en andamios fabricados utilizando colágeno y CaP, con la diferencia que la 

utilización de alginato incrementa el módulo de compresión en comparación con el colágeno 

(Diogo et al., 2018). En cuanto a la influencia del porcentaje de reticulación empleado, los 

andamios fabricados a 12.5 % CaCl2 presentan un módulo de compresión menor que los 1.6 % 

CaCl2. Aunque este comportamiento sólo es estadísticamente significativo (p<0.05) con 

respecto a los andamios fabricados exclusivamente con alginato, llama la atención que la 

tendencia es la misma para todos los casos. Los resultados obtenidos mediante microtomografía 

computarizada no nos permiten aclarar este comportamiento (López, 2019).  
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De todas las formulaciones estudiadas destacan por su estabilidad, estructura y respuesta 

mecánica los andamios fabricados al 6% p/v (1.6% reticulación CaCl2) y al 9% p/v (12.5% 

reticulación CaCl2). Por esta razón son los seleccionados para realizar los ensayos in vitro.  

3.5. Caracterización biológica 

La caracterización biológica de los andamios se realizó siguiendo la norma ISO 10993 que 

regula la evaluación biológica de productos sanitarios, con la línea 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 proliferación celular tras la siembra directa de células sobre ellos. 

Además de los andamios con propiedades fisicoquímicas óptimas también se han incluido en 

el ensayo andamios fabricados 6% p/v – 12.5% reticulación CaCl2 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 días de incubación y con ello la ausencia de 

citotoxicidad producida por potencial liberación al medio de partículas/moléculas nocivas o por 

contacto directo con los andamios. Además se confirma que la presencia de CaP en los 

andamios poliméricos, sea cual sea la formulación empleada para fabricar el andamio, no afecta 

a la viabilidad celular (López, 2019). 

 

Fig. 1.4. Viabilidad celular (ensayo MTS) de la línea MG-63 tras 1, 3 y 7 días de incubación 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 

combinación de alginato de sodio y biocerámica de fosfato cálcico, siendo el agente reticulante 

el cloruro de calcio. Estos andamios presentan una distribución homogénea del granulado 

biocerámico en la matriz polimérica, siendo estables tras 28 días de incubación y con 

propiedades bioactivas en condiciones fisiológicas. En cuanto a las propiedades estructurales y 

mecánicas, las formulaciones óptimas corresponden a los andamios fabricados al 6% p/v (1.6% 

reticulación CaCl2) y 9% p/v (12.5% reticulación CaCl2). Los ensayos biológicos confirmaron 

la ausencia de citotoxicidad de todos los andamios ensayados y la presencia de CaP parece 

favorecer la adhesión celular respecto a andamios fabricados únicamente con alginato. 
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