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Resumen
La ingeniería de tejidos es una ciencia inter-
disciplinaria que se encuentra en constante 
búsqueda de materiales que puedan ayudar 
a reparar el tejido dañado; en nuestro caso, 
tejido óseo y cartilaginoso. En este trabajo 
obtuvimos un biomaterial utilizando alginato 
de sodio (polímero natural) y polielectrolito ca-
tiónico sintético (PEC) producido en nuestros 
laboratorios. La unión de ambos polímeros 
dada por fuerzas iónicas se vio incrementada 
gracias a la aplicación de ultrasonido. Cuando 
evaluamos la toxicidad in vitro de los bioma-
teriales utilizando células macrofágicas RAW 
264.7, encontramos que la aplicación de ul-
trasonido produjo un material menos tóxico 
con relación a cuando esta tecnología no se 
aplica, además de una mayor capacidad de 
fomentar la proliferación de células preosteo-
blásticas MC3T3-E1 y células condrocíticas 
crecidas sobre ellos. Si bien hace falta realizar 
experimentos adicionales, nuestro biomaterial 
Alginato-PEC tratado con ultrasonido resulta

*E-mail: jmfernandez@biol.unlp.edu.ar

ser prometedor para ser utilizado como 
scaffolds en Ingeniería de Tejidos óseo y car-
tilaginoso. 
Palabras clave:  alginato, ingeniería de teji-
dos, toxicidad.

OBTAINING, CHARACTERIZATION AND 
BIOCOMPATIBILITY OF POLYMERIC 
HYDROGELS FOR TISSUE ENGINEERING

Abstract
Tissue engineering is an interdisciplinary 
science that is constantly searching for 
materials that can help repair damaged tissue, 
in our case, bone and cartilage. In this work, 
we obtained a biomaterial using sodium 
alginate (natural polymer) and synthetic 
cationic polyelectrolyte (PEC) produced in our 
laboratories. The union of both polymers, given 
by ionic forces, was increased thanks to the 
application of ultrasound. When we evaluated 
the in vitro toxicity of the biomaterials using 
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RAW 264.7 macrophage cells, we found 
that the application of ultrasound produced 
a non-toxic material compared to when this 
technology is not applied, in addition to a 
greater capacity to promote the proliferation 
of MC3T3-E1 preosteoblastic cells and 
chondrocytic cells grown on them. Although 

additional experiments are needed, our 
Alginate-PEC biomaterial with ultrasound is 
a promising approach that can be used to 
generate scaffolds for bone and cartilage 
tissue engineering.
Keywords: alginate, tissue engineering, 
toxicity.

Introducción
La destrucción del tejido óseo debido a 

enfermedades (osteonecrosis, tumores, os-
teoporosis) o a cicatrización ineficaz posterior 
a lesión traumática es un problema que afecta 
a la población mundial. Actualmente se utili-
zan distintas terapias para las diversas lesio-
nes óseas. Entre ellas se encuentra la utiliza-
ción de diversos materiales e injertos (según 
su procedencia se clasifican en: autoinjerto, 
aloinjerto [homólogos], xenoinjerto [heterólo-
go]).1 Además, una disminución en la calidad 
y/o densidad mineral ósea (DMO) puede in-
crementar la incidencia de fracturas debido 
a la osteoporosis, la enfermedad ósea me-
tabólica más frecuente. Varios trabajos en la 
bibliografía científica pronostican un aumen-
to de fracturas óseas debido a osteoporosis; 
por ejemplo, se estima que la incidencia de 
fractura de cadera a causa de la osteoporo-
sis se incrementará en un 100% hacia el año 
2050,2 mientras que Lu y cols. informan que el 
número de casos aumentaría 2,7 veces entre 
2015  y 2035.3 En la Argentina, aproximada-
mente 264/100.000 habitantes/año deben ser 
atendidos por estas lesiones (que afectan ma-
yormente a mujeres mayores de 50 años), con 
altas tasas de complicaciones por infeccio-
nes, e incluso de mortalidad. Estas inciden-
cias resultan ser similares a las informadas 
en el resto de Latinoamérica.4 Se estima que 
el 20-40% de los adultos mayores mueren al 
año tras sufrir esta lesión.5 Además, los cos-
tos de los tratamientos resultan ser elevados; 

por ejemplo en nuestro país, los costos por 
fractura de cadera varían entre USD 3800 y 
USD 5500.6 Por otro lado, existe una dificul-
tad adicional en la frecuencia y reparación de 
fracturas cuando coexisten enfermedades 
que afectan el metabolismo óseo, como la 
diabetes mellitus.7,8

Asimismo, el cartílago puede sufrir diver-
sas alteraciones que conllevan una disminu-
ción en la matriz extracelular o en la población 
celular. Estos daños pueden desencadenar un 
proceso llamado artrosis que afecta a más de 
500 millones de personas en todo el mundo,9,10 
siendo 300 millones de ellos afectados por 
artrosis de cadera o rodillas con causa mul-
tifactorial, los cuales se vinculan a problemas 
genéticos (como, por ejemplo, mutaciones 
del gen de colágeno tipo 2), sistémicos, edad 
avanzada, sexo femenino, metabólicos (como 
en el caso de hemocromatosis).11 Además, di-
versos factores mecánicos consecuencia del 
sobrepeso o  traumatismos han demostrado 
ser factores de riesgo para la artrosis.12 Otros 
estudios demuestran que la artrosis afecta 
aproximadamente al 25% de la población de 
mediana y alta edad en los Estados Unidos, 
número que iría en aumento debido al incre-
mento en la expectativa de vida y en casos de 
obesidad.13-15 En la mayoría de los pacientes 
(63%) sometidos a artroscopia de rodillas se 
observan defectos focales del cartílago, per-
maneciendo sin síntomas durante un largo pe-
ríodo. Sin embargo, las lesiones sintomáticas 
suelen ser muy dolorosas y se ha demostrado



Actualizaciones en Osteología,  VOL. 20 - Nº 1 - 2024 11

Claus-Hermberg y col: Incidencia de fractura
de cadera en mujeres de Buenos Aires

11

Marotta MV, et al: Caracterización 
de hidrogeles para Ingeniería de Tejidos

que un paciente con una lesión del cartílago 
articular tiene un riesgo aumentado en 5 ve-
ces de progresar a artrosis.16,17 

El impacto de los tratamientos en los de-
fectos óseos desde el punto de vista clínico 
y económico es sumamente grande, tanto en 
nuestro país como a nivel global.7,18 Las distin-
tas alternativas que existen como opción en el 
reemplazo y restauración del tejido óseo y del 
tejido cartilaginoso no siempre son eficaces, 
debido a que poseen diversas limitaciones 
y desventajas. Los metales poseen una baja 
capacidad de osteointegración, las cerámi-
cas son frágiles y los injertos poseen distintas 
desventajas, entre las cuales las principales 
son escasez de donantes y el rechazo. En el 
caso de la utilización de terapias basadas en 
células condrocíticas, estas pierden la estabi-
lidad fenotípica con el tiempo.9,13,19 Además, 
en paralelo al aumento de la población global 
y la expectativa de vida, las frecuencias y los 
costos antes descriptos irán en aumento. 

Frente a esta problemática surge como al-
ternativa de tratamiento la Ingeniería de Teji-
dos, una ciencia interdisciplinaria que utiliza 
conceptos de diversas disciplinas tales como 
Medicina, Veterinaria, Bioquímica, Farmacia, 
Ingeniería, Química y Física para sintetizar 
materiales que sirvan para regenerar o reparar 
los tejidos dañados, no solo desde el punto de 
vista estructural sino también funcional.20 Los 
tres pilares fundamentales de la Ingeniería de 
tejidos son scaffolds o matriz tridimensional, 
células y factores de crecimientos o molécu-
las de señalización. Cada uno de ellos garan-
tizan los mecanismos de acción de los autoin-
jertos: los scaffolds proveen de soporte para 
el crecimiento de las células y movimiento de 
nutrientes y desechos (osteoconducción); las 
células se encargan de sintetizar el tejido óseo 
(osteogénesis) mientras que los factores de 
crecimiento guían el comportamiento celular 
(osteoinducción). 

Actualmente existe una gran cantidad de 
estudios dedicados al diseño de scaffolds ade-
cuados para ser utilizados en la regeneración

de distintos tipos de tejidos, los cuales han in-
volucrado diversos tipos de materiales como: 
polímeros, cerámicas, metales o vidrios bio-
activos o distintas combinaciones de ellos 
para potenciar sus cualidades. Una forma de 
obtención de los biomateriales es la formación 
de hidrogeles, los cuales pueden ser defini-
dos como una red polimérica tridimensional 
con capacidad de absorber y retener grandes 
cantidades de agua.21 Estos pueden ser con-
feccionados utilizando macromoléculas na-
turales o polímeros sintéticos que presentan 
una capacidad intrínseca para interactuar con 
las células, así como una biodegradabilidad 
adecuada y una alta biocompatibilidad. En 
particular, los hidrogeles elaborados con po-
límeros sintéticos permiten el control preciso 
de las propiedades estructurales, funcionales 
y mecánicas.22 De esta manera, los hidroge-
les resultan ser promisorios sobre otro tipo de 
scaffolds debido a que presentan un compor-
tamiento mecánico, de hinchamiento y lubri-
cante similar al cartílago articular; su natura-
leza viscoelástica facilita la transferencia de 
la carga mecánica y permite que las células 
cargadas en ellos adquieran una morfología 
esférica, característica del fenotipo condro-
génico.23,24 Además, los scaffolds utilizados 
deben cumplir una serie de requisitos: ser 
biocompatibles, no tóxicos, biodegradables y 
de una estructura porosa, la cual permita la 
infiltración de las células. 

Nuestro grupo de trabajo cuenta con am-
plia experiencia en el diseño y caracterización 
de scaffolds para ingeniería de tejido óseo y 
cartilaginoso, con un enfoque destacado en 
la caracterización biológica, particularmente 
en relación con la citotoxicidad. Utilizando 
polímeros de origen natural o sintético hemos 
obtenido un gran número de scaffolds tridi-
mensionales con una alta biocompatibilidad, 
que no presentan citotoxicidad y pueden ser 
degradados por reacciones hidrolíticas, enzi-
máticas o mediadas por macrófagos.25-29

El objetivo general de este trabajo es rea-
lizar estudios de caracterización preliminar 
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de un hidrogel a partir de un polímero natu-
ral y uno sintético, compatibilizado con ultra-
sonido, el cual pueda actuar como scaffold. 
De esta forma, el biomaterial podrá, una vez 
implantado en el tejido dañado, servir como 
soporte y guiar la reparación del tejido óseo 
y cartílago. 

La elección de los polímeros se centra en 
experiencia previa: por un lado, el alginato 
ha demostrado ser un polímero versátil, fá-
cilmente obtenible de algas pardas invasoras 
de nuestras costas y que mejora la capaci-
dad condroinductora cuando es incorpora-
do en un hidrogel de polihidroxietil metacri-
lato.30,31 Además, es conocida la capacidad 
del alginato para formar hidrogeles a partir 
de la interacción electrostática con cationes 
bivalentes u otros polímeros que contengan 
cargas positivas en su estructura.32 En este 
caso, con el fin de obtener un hidrogel que 
nos permita regular las propiedades del al-
ginato, se sintetizó un polímero policatiónico 
utilizando acetato de vinilo y N,N-dimetilami-
noetilo metacrilato.

Materiales y métodos
Obtención de los hidrogeles
Síntesis del copolímero AcV-co-DMAEMA

Para la síntesis del copolímero polielectro-
lito catiónico (PEC) se utilizaron dos monó-
meros: acetato de vinilo (AcV) y N,N-dimetila-
minoetilo metacrilato (DMAEMA). La elección 
del AcV en la síntesis se basa en que posee 
un comportamiento de polimerización aleato-
rio y ya ha sido empleado en nuestro grupo de 
trabajo para fines similares.29 Por su parte, el 
DMAEMA fue elegido por ser un monómero ca-
tiónico (posee amina terciaria en su estructura), 

lo que favorece la compatibilización gracias 
la formación de puentes salinos con polímero 
aniónico (como el alginato) a un pH de trabajo 
adecuado (Figura 1).

Los monómeros fueron purificados antes 
de su utilización. Para el caso del AcV se reali-
zó una destilación por arrastre a presión redu-
cida; por otro lado, el DMAEMA fue purificado 
por filtración en columna de alúmina básica. 
Ambas purificaciones se llevaron a cabo para 
eliminar los inhibidores de polimerización pre-
sentes en los reactivos. Como iniciador de 
polimerización se utilizó azobisisobutironitrilo 
(AIBN), el cual fue purificado mediante recris-
talización a partir de metanol.

La síntesis del copolímero PEC se rea-
lizó por mecanismo de polimerización ra-
dicalaria convencional. Brevemente, en un 
Erlenmeyer se agregaron los monómeros 
AcV y DMAEMA y el iniciador AIBN. Se tapó 
la boca del Erlenmeyer con un septum, se 
colocó en baño de hielo/agua en oscuridad 
y se burbujeó la mezcla de reacción con N2 
durante 30 minutos. La reacción se llevó a 
cabo en baño térmico a 60 °C y oscuridad 
por 17 h y se obtuvo una solución viscosa. 
Se detuvo la reacción con metanol y se con-
servó a -20 °C a fin de lograr la precipitación 
del polímero. Se descartó el sobrenadante 
y el precipitado se disolvió en tetrahidrofu-
rano (THF). La solución de PEC en THF se 
dejó gotear sobre hexano a fin de purificar 
el polímero sintético, en el cual –luego de 
precipitar– se descartó el sobrenadante y se 
secó en tambor de vacío hasta llegar a peso 
constante. En todos los casos, se determi-
nó el porcentaje de conversión (%C) con la 
siguiente ecuación:

Ecuación (1)
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Caracterización del copolímero mediante re-
sonancia magnética nuclear (RMN) 

La composición DMAEMA:AcV del PEC ha 
sido evaluada mediante resonancia magnéti-
ca nuclear de protones (1H-RMN). Para ello se 
empleó un equipo Burker Avance Neo 500®, 
solubilizando la muestra en cloroformo-d³ du-
rante las 24 h previas al análisis y utilizando 
tetrametilsilano (TMS) como patrón interno.

Para el polímero sintetizado se puede cal-
cular la proporción de los monómeros com-
parando la integración de la señal mediante la 
siguiente ecuación: 

  
      

Ecuación (2)

donde FAcV es la fracción molar de AcV en el 
copolímero PEC, I(OCH) corresponde a la in-
tensidad del H unido al grupo acetilo (véase 
sección resultados y discusión: figura 2A, 
4,89 ppm, H asignado = H) y I(OCH2) al grupo 
metileno del DMAEMA (figura 2A, 4,07 ppm, 
H asignado = C). 

La fracción de DMAEMA se dedujo de la 
siguiente manera: 

 
 

Ecuación (3) 

Figura 1. A) Estructura de los monómeros acetato de vinilo (AcV) y N,N-dimetilaminoetilo 
metacrilato (DMAEMA) para la obtención del polielectrolito catiónico (PEC). B) Estructura 
iónica y no iónica dependiendo del pH de los grupos carboxílicos del alginato de sodio y de 
la amina terciaria del DMAEMA en PEC. C) Formación del hidrogel mediante fuerza iónicas 
sin sonicar.
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Obtención de los hidrogeles alginato-PEC:
El hidrogel se obtuvo a partir del polie-

lectrolito sintético (PEC) y alginato de sodio 
(polímero natural) mediante entrecruzamiento 
físico debido a interacciones iónicas estable-
cidas de los dos polímeros que, a pH=7, con-
tienen cargas opuestas (Figura 1). Para me-
jorar las propiedades del material se compa-
tibilizaron ambos polímeros por ultrasonido, 
utilizando un equipo HD 60 Bandelin SONO-
PULS® con accesorios de punta plana TT 12 
de titanio, que funciona a una frecuencia de 20 
kHz. Se usó una potencia de salida de 37 W
en todos los experimentos y la temperatura 
del recipiente de vidrio con camisa de refrige-
ración se ajustó a 25,00 ± 0,02 °C usando un 

termostato MGW Lauda Thermostar RCS6®, 
según la metodología.33 

El primer paso consistió en preparar las so-
luciones de polímeros (PEC y AlgNa) en agua 
destilada, las cuales se agitaron durante 24 h 
para lograr su total disolución. Los hidrogeles 
se prepararon mediante el goteo de la solu-
ción de AlgNa sobre la solución de PEC, bajo 
agitación constante y ultrasonido durante un 
tiempo determinado en una relación final de 
masa de 2 g de PEC por cada 1 g de algina-
to de sodio. También se preparó una mezcla 
con igual proporción que no fue sometida a 
ultrasonido, para ser utilizada como control 
con fines comparativos. Luego del proceso 
de obtención la mezcla se colocó en placas 

Figura 2.  Espectro de 1H-RMN de PEC empleada para determinar la integración de señales.
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de teflón tras descartar el sobrenadante y se 
dejó en el freezer a -20 °C durante toda la no-
che. Finalmente, las membranas se liofilizaron 
en un equipo de laboratorio modelo Scientz 
10N® (Hinotek, China), hasta alcanzar peso 
constante. 

Caracterización de los hidrogeles 
alginato-PEC
Hinchamiento

Se estudió la capacidad que tienen los 
hidrogeles para incorporar agua a la matriz. 
Para ello, una porción de estos (sin sonicar y 
sonicado) fueron colocados en agua destilada 
a 37 °C, midiendo el cambio de peso de la 
matriz en distintos tiempos. Una vez transcu-
rrido el tiempo estipulado, las muestras se re-
tiraron del medio, se secaron superficialmen-
te y se determinó su peso. El porcentaje de 
hinchamiento (swelling, Sw) se calculó con la 
siguiente ecuación:

  
      

Ecuación (4)

donde Mt corresponde a la masa de la mues-
tra hinchada al tiempo t y Mo es la masa inicial 
de la membrana.

Caracterización biológica de los hidrogeles
Para los estudios de biocompatibilidad y ci-

totoxicidad se utilizaron células preosteoblásti-
cas MC3T3-E1, células condrocíticas de rata y 
células RAW 264.7. Las células condrocíticas 
fueron aisladas del cartílago xifoide de ratas 
Sprague-Dawley, según la técnica descripta 
previamente.29 El protocolo de obtención de 
las células condrocíticas a partir de las ratas 
fue llevado a cabo de acuerdo con la Guía para 
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio 
publicada por los Institutos Nacionales de Sa-
lud, y fue aprobado por el Comité Institucional 
de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio 
(Protocolo CICUAL N.o 019-06-15) de Facultad 
de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de 

La Plata (UNLP), Argentina. Las células fueron 
cultivadas en medio DMEM-10% suero fetal 
bovino (SFB) penicilina/estreptomicina (medio 
basal) a 37 °C en una atmósfera de 5% CO2, 
hasta alcanzar la confluencia (10 días de cul-
tivo). Al cabo de este período, fueron tripsina-
das y sembradas sobre los biomateriales.

Evaluación de citotoxicidad 
El estudio de la eventual citotoxicidad de 

los hidrogeles fue llevado a cabo mediante el 
dosaje de óxido nítrico (NO) liberado hacia el 
medio de cultivo por RAW 264.7 utilizando el 
método de Griess.34,35 Para eso se colocaron 
los hidrogeles en una placa con pocillos, se 
lavaron con PBS estéril, se expusieron a luz 
ultravioleta por 15 minutos y se agregó medio 
basal (RPMI + 2% de SFB) con células RAW 
264.7. Luego de 3 y 24 horas de cultivo se 
evaluó la liberación de NO al medio de culti-
vo.35 Como control positivo de toxicidad, las 
células fueron cultivadas en presencia de lipo-
polisacárido (LPS). 

Viabilidad celular 
Se evaluó la viabilidad de las células RAW 

264.7, líneas preosteoblásticas MC3T3E1 y 
células condrocíticas luego de 3 y 24 horas 
de cultivo sobre los hidrogeles. Para ello, los 
materiales fueron cortados y colocados en 
placa de pocillo, se lavaron con PBS esté-
ril, se expusieron al UV durante 15 min y se 
cultivaron las células sobre ellos utilizando 
como medio de cultivo DMEM + 2%SFB. A 
los tiempos establecidos, una cantidad de 
células viables se determinó mediante el 
ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-
tiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol). Este es un 
compuesto perteneciente a la familia de sa-
les de tetrazolio, soluble en agua y de color 
amarillo. Al ser reducido por enzimas mito-
condriales intactas el MTT se convierte en 
un compuesto de color violeta e insoluble en 
agua (formazan). Luego de los tiempos es-
tablecidos, se retiró el medio de cultivo, se 
lavaron los hidrogeles con PBS y se lisaron 
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las células con dimetilsulfóxido liberando el 
MTT reducido por las mitocondrias, el cual 
fue cuantificado midiendo su absorbancia a 
570 nm. La intensidad de la absorbancia es 
directamente proporcional al número de cé-
lulas viables.35

Análisis estadístico 
El análisis estadístico de los resultados 

se realizó mediante el test-t de Student para 
las muestras asumiendo varianzas iguales, o 
mediante ensayos de ANOVA usando un úni-
co factor para comparar las muestras, según 
corresponda. Los datos se consideraron sig-
nificativamente diferentes cuando la probabi-
lidad sea p <0,05.

Resultados y discusión
La Ingeniería de tejidos es una ciencia in-

terdisciplinaria en busca de materiales que 
puedan, una vez implantados en el órgano 
dañado, guiar su reparación. En este trabajo 
realizamos los primeros ensayos de caracteri-
zación de un hidrogel obtenido a partir de al-
ginato (un polímero natural) y un polielectrolito 
catiónico sintético (PEC).

 
Caracterización del polielectrolito catiónico

En la figura 1 se pueden ver los monóme-
ros utilizados y la estructura del PEC obteni-
do. El porcentaje de conversión (% C) pro-
medio de las reacciones de polimerización, 
calculado con la ecuación 1, fue del 72,8%. 
La técnica de resonancia magnética nuclear 
nos permite determinar la estructura mole-
cular de las sustancias. Con esta técnica es 
posible analizar cuatro elementos: 1H, 13C, 
19F y 31P. En el caso de compuestos orgáni-
cos, estudiando los espectros de 1H y 13C 
es posible obtener información muy precisa, 
ya que estos elementos son los principales 
componentes de estas sustancias.36 La iden-
tificación y determinación de la composición 
de comonómeros en el copolímero se reali-
zó mediante 1H-RMN. Debido a que las se-
ñales de los hidrógenos son características 

de cada monómero, es posible determinar 
la composición de comonómeros en el co-
polímero integrando las señales específicas. 
En la figura 2 se muestra el espectro del co-
polímero con las asignaciones estructurales. 
La figura 2A muestra el espectro completo, 
donde la señal a δ = 0 corresponde al es-
tándar interno tetrametilsilano (TSM) y la se-
ñal a δ = 7,28 ppm corresponde al solvente 
(cloroformo deuterado). Las asignaciones de 
los diferentes tipos de hidrógenos se deta-
llan en la tabla 1. Fue posible observar seña-
les particulares para cada monómero, cuyas 
asignaciones concuerdan con los datos de 
bibliografía.37,38

Luego, al reemplazar el valor obtenido a 
partir de la integración de la señal (véase Fi-
gura 2) en la ecuación 2 y 3 se obtuvo que 
FDMAEMA = 0,81 y FAcV = 0,19. Sobre la base de 
este resultado podemos inferir que el monó-
mero más reactivo es el DMAEMA, ya que la 
fracción de comonómeros en la mezcla inicial 
fue de XDMAEMA = 0,55 y XAcV = 0,45.

Caracterización de los hidrogeles
Como se indicó en la sección experimen-

tal, luego de preparar ambas soluciones de 
polímeros (alginato de sodio y PEC) a pH=7, 
se prepararon los hidrogeles mediante el go-
teo de una de las soluciones sobre la otra, 
bajo agitación constante, con ultrasonido y 
sin él durante 40 min en un tiempo determi-
nado. Después de separar el precipitado del 
sobrenadante, el complejo polielectrolito se 
colocó en moldes de teflón, se llevó a free-
zer y, por último, se liofilizó hasta lograr peso 
constante. La elección de pH del medio se 
debió a la necesidad de poseer ambos polí-
meros en la forma ionizada. Como se puede 
observar en la figura 1B, el pKa del alginato 
de sodio es 4.3, mientras que el pKa del Poli-
DMAEMA entre 7.0-7.5; así, eligiendo el pH de 
7, ambos polímeros se encuentran ionizados, 
el alginato presenta cargas negativas, mien-
tras que el polímero sintético presenta cargas 
positivas.39,40
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Un importante desafío en la síntesis de 
biomateriales es conseguir un material que 
sea estable y, al mismo tiempo, garantice una 
estructura homogénea cuando se mezclan los 
componentes (en este caso, polímeros). Para 
mejorar la compatibilización se han desarro-
llado diversos métodos entre los cuales se 
destaca el uso de ultrasonido. Las ondas ul-
trasónicas de baja frecuencia provocan cam-
bios estructurales y químicos en los sistemas 
de polímeros generando la rotura de cadenas 
poliméricas, principalmente cerca del centro 
de las cadenas, lo que conduce a la formación 
de macrorradicales.41,42 Estos pueden reac-
cionar a través de procesos de transferencia 
o combinación, lo que modifica la distribución 
inicial del peso molecular, generando incluso 
polímeros ramificados. Se ha demostrado que 
este proceso sonoquímico puede derivar en la 
unión de radicales entre polímeros de distinta 
naturaleza, lo que amplía las posibilidades de 
compatibilización.27,42-44 La estabilidad mecá-
nica ganada de un hidrogel que ha sido ex-
puesto un proceso de entrecruzamiento quí-
mico, como en este caso el ultrasonido, pue-
de demostrarse evaluando la capacidad de 
hinchamiento o swelling del material.28,45,46 En 
la figura 3 observamos el % de hinchamien-
to, luego de aplicar la ecuación 4, de ambos 
hidrogeles Alg-PEC sonicado y sin sonicar. 
Observamos que ambos hidrogeles presentan

una cinética de hinchamiento típica, las cua-
les poseen dos regiones características: la 
primera es un aumento lineal del swelling en 
función del tiempo, seguido de una segun-
da parte donde el hinchamiento de la matriz 
polimérica llega a un valor máximo, permane-
ciendo constante ya que se ha alcanzado el 
equilibrio. Encontramos una rápida incorpora-
ción de agua por parte de ambas muestras 
en los primeros 30 min y luego se alcanza el 
equilibrio a 40 min logrando un porcentaje 
de swelling máximo (%Smáx) de 143 para la 
muestra sin sonicar y de 110 en el caso de 
la muestra con sonicación a los 60 min. En-
contramos que el hidrogel sin sonicar absorbe 
más solvente (en nuestro caso agua) que el 
hidrogel que ha sido expuesto a ultrasonido; 
esto se debe a que la condensación de los 
macrorradicales desarrollados ha generado 
entrecruzamiento químico entre las moléculas 
poliméricas, dando lugar a una estructura tri-
dimensional más rígida y por ende con menos 
grados de libertad para el movimiento de las 
cadenas, lo que repercute en una menor ca-
pacidad de absorber el solvente. 

Una característica importante de los bioma-
teriales resulta ser su biocompatibilidad, es de-
cir, que posea la capacidad de colaborar en re-
parar el tejido de interés sin desencadenar efec-
tos tóxicos.7 Para los ensayos de citotoxicidad 
se utilizaron células RAW 2647, que derivan

Hidrógeno Desplazamiento (ppm) Asignación

A 0,92 -CH3 cadena principal de la unidad repetitiva DMAEMA

B 1,93 -CH2- cadena principal de la unidad repetitiva DMAEMA

C 4,07 -OCH2- grupo pendiente unidad repetitiva DMAEMA

D 2,58 -CH2N- grupo pendiente unidad repetitiva DMAEMA

E 2,29 -NCH3 grupo pendiente unidad repetitiva DMAEMA

F 1,84 -CH2- cadena principal de la unidad repetitiva AcV

G 2,06 -CH3 grupo pendiente unidad repetitiva AcV

H 4,89 -CH- cadena principal unidad repetitiva AcV

Tabla 1. Asignaciones de los desplazamientos de 1H-RMN
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de macrófagos murinos (Mus musculus) obte-
nidos a partir de un tumor inducido por la in-
yección intraperitoneal del virus de leucemia 
Abselon en ratones macho adultos de la cepa 
BALB/c. Estas células crecen adhiriéndose a 
las superficies de cultivo estándares y poseen 
morfología monocítica.47 La línea celular expre-
sa distintos marcadores de citotoxicidad tales 
como síntesis de interleuquinas, producción de 
óxido nítrico (NO), expresión de óxido nítrico 
sintasa (NOS) y, además, poseen capacidad 
de diferenciarse hacia macrófagos con alta ca-
pacidad fagocítica.48,49 Por este motivo cons-
tituyen un excelente modelo biológico in vitro 
para estudios de citotoxicidad y degradación

de distintos materiales y sustancias.35 En la 
figura 4A se puede observar la producción y 
liberación de NO al medio de cultivo por parte 
de las células RAW264.7 tanto a 3 h como a 
24 h de cultivo crecidas sobre los hidrogeles. 
Como control y control positivo de toxicidad se 
utilizaron las células crecidas sobre los pocillos 
sin o con LPS, respectivamente. Encontramos 
que las células crecidas sobre los hidrogeles 
sin sonicar produjeron un aumento significa-
tivo en la producción de NO con respecto al 
control e hidrogel con sonicación tanto a 3 h 
como a 24 h, pero significativamente menor 
que el control positivo. En cambio, las célu-
las crecidas sobre el hidrogel con sonicación

Figura 3. Porcentaje (%) de hinchamiento en agua para los hidrogeles con sonicado y sin él. 
###: p<0,001 con respecto al sonicado.
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produjeron para ambos tiempos niveles de 
NO similares a los de las células control. Para 
ambos tiempos también hemos evaluado la 
viabilidad de las células crecidas sobre las 
distintas condiciones. 

Como se ve en la figura 4B, no hubo di-
ferencia significativa en la viabilidad celular 
luego de 3 h; en cambio, después de 24 h, 
hubo menos células viables sobre el hidrogel 
sin sonicación con respecto al control, no así 
sobre el hidrogel sonicado, en el cual no hubo 
diferencia con respecto al control. Estos re-
sultados sugieren que la interacción lograda 
por ultrasonido de los polímeros que compo-
nen el biomaterial produce un material menos 
citotóxico para las células y una superficie 
más propicia para su crecimiento, debido pro-
bablemente a la homogeneidad lograda en la 
muestra.

Debido a que los hidrogeles aquí evaluados 
han sido diseñados para ser utilizados como 
scaffolds en Ingeniería de Tejidos tanto óseo 
como cartilaginoso, resulta importante saber 

Figura 4. A) Producción de NO luego de 3 y 24 h de las células RAW264.7 crecidas sobre los 
hidrogeles, control y control más lipopolisacárido (LPS). B) Viabilidad de las células RAW 264.7 
cultivadas sobre las distintas condiciones a 3 h y 24 h. ###: p <0,001 con respecto al resto de 
las condiciones en igual tiempo de cultivo; &: p <0,05 con respecto a control e hidrogel con 
sonicación en igual tiempo de cultivo; &&: p <0,01 con respecto a control e hidrogel con soni-
cación en igual tiempo de cultivo.

cómo es el comportamiento de células espe-
cíficas de estos tejidos sobre los biomateriales. 
En la figura 5 se pueden observar los resulta-
dos al evaluar la viabilidad celular de las cé-
lulas MC3T3E1 y células condrocíticas sobre 
los hidrogeles. En la figura 5A encontramos 
que al cabo de 3 h no hubo diferencia signi-
ficativa en la cantidad de células MC3T3E1
entre los hidrogeles y control. Después de 
24 h de cultivo, las células proliferaron me-
nos sobre ambos hidrogeles con respecto 
al control, lo cual es un hecho comúnmente 
encontrado, pues los pocillos de cultivo es-
tán diseñados para aumentar la proliferación 
celular;29,31,33 no obstante, las células mostra-
ron una mayor proliferación sobre el hidrogel 
que fue obtenido con sonicación que el que 
se obtuvo sin sonicación. En la figura 5B se 
evaluó la proliferación de las células condro-
cíticas y encontramos un efecto similar al de 
las células MC3T3E1, con la salvedad de que 
no hubo diferencia en la proliferación de las 
células condrocíticas sobre los hidrogeles sin 
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sonicar entre ambos tiempos (99%±3% a 3 h 
vs. 106%±3% a 24 h). 

La estrategia del uso de alginato como 
polianión entrecruzado con policatión para 
obtener biomaterial que pueda servir como 
scaffold en ingeniería de tejido también ha 
sido utilizada por otros autores. Reciente-
mente, Singh y Pramanik han desarrollado un 
sistema tridimensional de complejos polielec-
trolitos con distintas proporciones de alginato 
y quitosano. Demostraron que el aumento de 
proporción de alginato aumenta la capacidad 
de hinchamiento del material; además, mos-
traron que la cantidad de células de osteosar-
coma Saos-2 viables crecidas sobre todos los 
biomateriales aumentaron durante los 5 días 
en que se evaluó la proliferación celular.50 En 
otro trabajo interesante, Xue y cols. desarro-
llaron un hidrogel utilizando alginato y poly-L-
ornitina como PEC con función de carrier de 
células para ingeniería de tejido.51

En conclusión, hemos sintetizado un polica-
tión que, al ser utilizado junto a alginato de sodio 
con ultrasonido, permitió obtener un novedoso 

Figura 5. Viabilidad de las células preosteoblásticas MC3T3E1 (A) y células condrocíticas (B) 
crecidas sobre control, hidrogel sin sonicación e hidrogel con sonicación. &&: p<0,01 con res-
pecto a control e hidrogel con sonicación en igual tiempo de cultivo; α: p<0,05 con respecto a 
control en igual tiempo de cultivo.

e interesante biomaterial con capacidad de rá-
pido hinchamiento, no citotóxico y biocompa-
tible durante el período de tiempo estudiado. 
Si bien los resultados aquí detallados son pro-
metedores, deben ser desarrollados estudios 
adicionales a fin de mejorar la caracterización 
de los materiales; por ejemplo, estudios de de-
gradación y propiedades mecánicas. Además, 
debido a que el objetivo del presente estudio 
es comenzar a caracterizar los biomateriales, 
los resultados de pruebas adicionales nos per-
mitirán evaluar la capacidad osteoinductora, 
condroinductora y angioinductora de los hidro-
geles para luego realizar estudios en modelos 
invivo y poder conocer la eficacia y seguridad 
del uso de estos como biomaterial en el área 
Ingeniería de Tejidos óseo y cartilaginoso.
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