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1. Introduccién

La cardiopatia isquémica ocupa el primer lugar de causas de muerte a nivel mundial con una
tasa del 16% (OMS, 2020). Esta enfermedad es causada por una acumulacion de grasa en la
arteria coronaria que conlleva a la oclusion parcial o completa de la arteria y a su vez a una
considerable reduccion o pérdida del flujo sanguineo al tejido cardiaco dando lugar a una
isquemia miocéardica o una oclusion completa de la arteria coronaria que ocasiona un infarto

agudo de miocardio (IAM) (Qasim et al., 2019; Steenbergen & Frangogiannis, 2012).

Durante un IAM ocurre la pérdida de cardiomiocitos funcionales debido a los eventos de
muerte celular (necrosis y apoptosis) que son desencadenados. La capacidad de
autorrenovacion o regeneracion de las células cardiacas es limitada, esto impide que el tejido
dafado sea reemplazado y que las personas sobrevivientes a un IAM sufran de insuficiencia

cardiaca y en ocasiones una posterior muerte (Pushp & Gupta, 2021)

Aunque se tienen distintos tratamientos para tratar los dafios generados tras sufrir un 1AM
como el tratamiento farmacoldgico empleando agentes tromboliticos o el uso de dispositivos
de asistencia ventricular que pueden restaurar la funcion cardiovascular, en ocasiones no son
bastos para tratar una lesion progresiva, lo que lleva a la necesidad de reemplazar el corazén
por medio de un trasplante, sin embargo, esta opcion presenta diferentes limitantes como la

reaccion inmunitaria, el rechazo del 6rgano y una escasez de donantes (Miller et al., 2019).

Debido a todas estas problematicas, la medicina regenerativa y la ingenieria de tejidos han
buscado crear terapias alternativas para la regeneracion de las caracteristicas estructurales y
funcionales afectadas, una de estas alternativas es la terapia celular, que consiste en la
inyeccion de células troncales y dirigirlas al sitio de la lesion con la finalidad de regenerar el
tejido dafado, sin embargo, a pesar de que este tipo de células tienen una alta capacidad de
proliferacion se ha demostrado que posterior a la inyeccion de las células puede ocurrir
inflamacion aguda y lesion, es decir, se presenta una baja tasa de retencion o supervivencia
celular y arritmias debido a una integracion eléctrica inadecuada (Bushkalova et al., 2019;
Pushp & Gupta, 2021).



La ingenieria de tejidos se ha convertido en un enfoque prometedor al buscar la generacion
de tejido a partir del cultivo de células in vivo sobre un soporte o andamio para
posteriormente ser implantado al paciente y con ello inducir la regeneracion o reparacion del
corazén (Tamimi et al., 2020). Los andamios fabricados para aplicaciones de ingenieria de
tejidos deben cumplir con ciertas caracteristicas que permitan el adecuado crecimiento,
proliferacion y diferenciacion celular. Deben ser altamente porosos, mecanicamente fuertes,

biocompatibles y biodegradables (Li et al., 2020).

La creacion de soportes celulares se logra mediante el empleo de biomateriales, ya sean
naturales o sintéticos. Entre los materiales naturales, se destacan los hidrogeles, biopolimeros
con una variedad de propiedades, como su capacidad para imitar la biomecéanica de los tejidos
blandos naturales, la capacidad de ajuste de tamafio de poro, la biocompatibilidad y la
facilidad de funcionalizacion (Xu et al., 2022). El alginato (ALG) y el quitosano (CS) son
dos biopolimeros encontrados en la naturaleza que son utilizados frecuentemente en la
ingenieria de tejidos; el primero, es obtenido de algas pardas, tiene la capacidad de gelificar
en condiciones fisiologicas (37 °C, pH 7.4), posee una estructura similar a la matriz
extracelular, baja toxicidad y su carga negativa permite la adecuada adherencia celular; el
segundo, es obtenido por desacetilacion de la quitina, es de estructura cristalina y posee una
alta rigidez y actividad antifungica y antimicrobiana, ademas de tener la capacidad de ser

modificado de manera quimica o enzimatica (Han et al., 2010; Lee et al., 2018).

La combinacion de ambos biopolimeros a través de la unién covalente o reticulacion da lugar
a una estructura en red tridimensional y andamios con propiedades mejoradas, superando las
limitaciones asociadas con el uso de polimeros individuales, como la falta de union celular
en el CS o la baja rigidez del ALG (Tamimi et al., 2020). Si bien se ha informado
ampliamente sobre el uso de andamios de ALG-CS en estudios de regeneracion de tejidos
0seos y cartilaginosos (D. Liu et al., 2021; Phatchayawat et al., 2022; Sadeghianmaryan et
al., 2022; Yousefiasl et al., 2023), su aplicacién en la ingenieria de tejidos cardiacos ha sido
poco explorada (Beltran-Vargas et al., 2022; Ceccaldi et al., 2014; Deng et al., 2015; Tamimi
et al., 2020).



En los Ultimos afios, se ha adoptado una estrategia para mejorar las propiedades
fisicoquimicas de los andamios mediante su funcionalizacion. Esta técnica implica la
modificacion de la superficie de los andamios a través de modificaciones quimicas, el empleo
de moléculas bioactivas o la incorporacion de particulas (Tallawi et al., 2015). Los
nanomateriales o materiales nanoestructurados como nanofibras, nanotubos, nanoparticulas,
entre otros, tienen la capacidad al unirse a la superficie del andamio y de reemplazar algunas
funciones del entorno bioldgico natural favoreciendo la adherencia, migracion y
proliferacion celular al mejorar la interaccion célula-material (Amnieh et al., 2023; Eftekhari
et al., 2020; Fadilah et al., 2022; Yelkuvan et al., 2023)

Las nanoparticulas, especialmente las metalicas, han encontrado aplicacion en el &mbito de
la biomedicina gracias a sus excelentes caracteristicas fisicoquimicas y biologicas. Estas
incluyen la capacidad de controlar su morfologia, una féacil modificacion quimica y la
capacidad de ofrecer un alto grado de control sobre las propiedades de los andamios,
particularmente las mecanicas, mejorando la rigidez, la flexibilidad o disminuyendo la tasa
de degradacion (Chen et al., 2020; H. Li et al., 2020). Particularmente, las nanoparticulas de
oro (AuNP) han sido catalogadas como citocompatibles, hemocompatibles y biocompatibles
que, en conjunto con sus propiedades conductoras, su facil funcionalizacién y ajuste a
diferentes tamarfios y formas, las vuelve materiales ideales para el cultivo celular (da Silva et
al., 2020; P. P. P. ; Kumar et al., 2021; Patil et al., 2022).

Se ha reportado que los andamios de materiales como el quitosano, gelatina, funcionalizados
con AuNP para el cultivo de cardiomiocitos exhiben mayor rigidez y durabilidad y mejoran
la conductividad eléctrica del andamio favoreciendo la comunicacion celular y a su vez la
adhesion y viabilidad celular (Esmaeili et al., 2024a; Li et al., 2022; Nair et al., 2017; Navaei
et al., 2016).

En el presente trabajo se realizé un protocolo para la sintesis estandarizada de nanoparticulas
con propiedades reproducibles, ademéas de determinar sus propiedades fisicoquimicas y

evaluar las propiedades de andamios funcionalizados con ellas.



2. Antecedentes

2.1. Enfermedades cardiovasculares e infarto agudo de miocardio.

Las enfermedades cardiovasculares abarcan una serie de trastornos que afectan al corazén y
los vasos sanguineos. A pesar de ser en gran medida prevenibles, constituyen la principal
causa de mortalidad a nivel mundial (WHO, 2021). Dentro de las ECV encontramos
principalmente la enfermedad cardiaca coronaria, la enfermedad cerebrovascular, la
enfermedad arterial periférica y la cardiopatia isquémica, siendo esta Ultima la mayor
responsable de mortalidad mundial con una tasa del 16% (OMS, 2020; Pastena et al., 2024).

La cardiopatia isquémica es una patologia en la que ocurre una disminucion de la capacidad
del corazon para bombear la sangre de manera adecuada. La formacion de placa causada por
la acumulacion gradual de grasa, colesterol u otras sustancias conllevan a la obstruccion
parcial o total de la arteria coronaria, lo que, conduce a un desequilibrio entre el suministro
y la demanda de sangre en el musculo cardiaco debido a la significativa reduccion del flujo
sanguineo (NHLBI, 2022; Jensen et al., 2020). Esto puede tener varias consecuencias como

angina de pecho, insuficiencia cardiaca o isquemia miocardica (Fishbein et al., 2022).

En situaciones de isquemia miocardica, la pérdida completa de sangre en el tejido miocardico
ocasiona una disminucién del metabolismo aer6bico que conlleva a un agotamiento de
adenosin trifosfato (ATP) y la acumulacién de sustancias nocivas como las especies reactivas
de oxigeno o algunos productos del metabolismo anaerobio como el lactato. Todos estos
eventos pueden resultar en cambios estructurales en los cardiomiocitos que pueden ser
reversibles si el flujo es restaurado de manera inmediata, sin embargo, si esto no sucede,
ocurren eventos de muerte celular y con ello la pérdida de cardiomiocitos, este proceso es

denominado Infarto Agudo de Miocardio (IAM) (Steenbergen & Frangogiannis, 2012).

Los cardiomiocitos dafiados poseen una baja tasa de autorrenovacién o regeneracion (cerca
de 0.5-1% por afno) (Qiu et al., 2023), por ello, tras el IAM, se produce una serie de cambios
patolégicos, la reaccion inflamatoria desarrollada conduce a altos niveles de

metaloproteinasa que degrada la matriz extracelular causando una expansion del infarto y el



adelgazamiento de la pared celular y finalizando con la cicatrizacion del colageno para
resistir la deformacién y la ruptura (Deng et al., 2015), resultando en la pérdida de la funcion
contractil y conduciendo a casos de insuficiencia cardiaca o en casos avanzados el deceso del
paciente (Mehrani et al., 2020; Pushp & Gupta, 2021; Xing, 2014).

La estrategia mas efectiva para prevenir un episodio de infarto critico es el restablecimiento
de la perfusién sanguinea lo antes posible, generalmente mediante terapias de fibrinolisis o
la intervencion coronaria percutanea, lo cual puede disminuir el tamafio del infarto. Sin
embargo, en algunos casos la reperfusion puede generar un mayor dafio celular y una serie
de complicaciones al inducir una respuesta inflamatoria acelerada y disfuncién vascular, lo
que resulta en hasta un 50 % del dafio miocardico final (Mehrani et al., 2020; Steenbergen &

Frangogiannis, 2012).

2.2. Opciones terapeuticas

Las opciones terapéuticas actuales para el 1AM incluyen la terapia de reperfusion y la
farmacoterapia cardioprotectora, que se emplean para prevenir la remodelacion del tejido y/o

la progresién hacia la insuficiencia cardiaca.

En casos de oclusion completa o infarto agudo de miocardio con elevacién del segmento ST
(STEMI, por sus siglas en ingles), el principal objetivo es restaurar el flujo sanguineo
mediante reperfusion inmediata que se logra por medio de una intervencidén coronaria
percutanea o terapia trombolitica, donde se emplean farmacos inhibidores capaces de
disolver el trombo formado y antiplaquetarios y anticoagulantes que previenen la formacion
de nuevos coagulos (Fathima, 2021). Por otra parte, en situaciones de oclusién parcial, se
administran oxigeno, aspirina y nitratos para reducir la isquemia o a cirugia de
revascularizacion miocardica para suministrar sangre a zonas con bajo nivel de irrigacion

sanguinea (Basit et al., 2023).

Tras un IAM y con la finalidad de prevenir el aumento de dafio generado o complicaciones
a largo plazo se recurre al uso de medicamentos cardioprotectores como bloqueadores de los

receptores B-adrenérgicos ( B -AR), los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina



(ECA), los bloqueadores de los receptores de angiotensina (AR), los bloqueadores de los
receptores de mineralocorticoides, la hidralazina y los nitratos, que ayudan a la disminucion
de la presion arterial, a la mejora de la funcion cardiaca y a la prevencion de la remodelacion
del tejido cardiaco (Zhao et al., 2020).

Aunque estas estrategias han demostrado ser efectivas para detener el deterioro de la funcion
cardiaca, la mayoria de los pacientes eventualmente desarrollan insuficiencia cardiaca debido
al dafo irreversible, lo que puede requerir una intervencion quirdrgica para implantar un
dispositivo médico o un trasplante de corazén (Ghovvati et al., 2022). Sin embargo, existen
diversas problematicas asociadas.

Por ejemplo, la implantacion de dispositivos médicos, como valvulas mecéanicas, como
alternativa para restablecer las funciones del corazon, como la restauracion del ritmo cardiaco
o del flujo sanguineo, o la reduccion de la tension de cizallamiento en una arteria obstruida,
conlleva algunas limitaciones, como cirugias invasivas, necesidad de tratamientos de
mantenimiento y anticoagulacion a largo plazo, vida util limitada, y riesgos de infecciones y
trombosis (Camci-Unal et al., 2014).

Por otra parte, cuando el dafio en pacientes sobrevivientes a un infarto se encuentra en una
etapa terminal, se debe recurrir al reemplazo del 6rgano dafiado por medio de un trasplante.
Sin embargo, esto presenta distintas problemaéticas dentro de las cuales destaca la baja oferta
de donantes que no puede satisfacer la alta demanda de trasplantes. Ademas, aunque la
terapia inmunosupresora ha mejorado la tasa de supervivencias posterior al trasplante, ain se
presentan algunos otros problemas, como el rechazo del érgano y los efectos adversos de la
inmunosupresion, limitando la eficacia de este método (Gupta & Krim, 2019).

Ante las diversas problematicas que presentan los tratamientos actuales sugeridos tras un
IAM, se ha trabajado en el desarrollo de nuevas estrategias que permitan reducir la carga de
este tipo de patologias. La medicina regenerativa es un area dedicada a ello y una de las
estrategias que han desarrollado es la terapia celular que consiste en la inyeccion de células

troncales y mediar su direccién hacia el sitio de la lesion con la finalidad de regenerar el



tejido dafiado, sin embargo, a pesar de que este tipo de células tienen una alta capacidad de
proliferacion, ha sido demostrado que tras la inyeccion se presenta una reaccion inflamatoria
aguda, una baja de retencion o supervivencia celular y el desarrollo de arritmias al no haber

una integracion eléctrica adecuada (Bushkalova et al., 2019; Pushp & Gupta, 2021).

El ambiente acido y la matriz extracelular dafiada resultantes de un IAM impiden una
respuesta satisfactoria de los tratamientos basados en terapia celular, para resolver algunas
de estas problematicas, la ingenieria de tejidos y su implementacion del uso de biomateriales,
se ha convertido en un enfogque prometedor, el cultivo de células en un material de andamiaje
puede mejorar la retencion celular, mejorando la supervivencia celular y restaurando la

funcion cardiaca (Scafa Udriste et al., 2023).

2.3. Ingenieria de Tejidos

La ingenieria de tejidos (IT) es una estrategia terapéutica cuyo objetivo se ha dirigido hacia
el desarrollo de sustitutos biolégicos que puedan mantener, mejorar y/o restaurar la
funcionalidad de tejidos que hayan sido dafiados por algun tipo de patologia. Involucra tres
elementos principales: una fuente celular, un soporte o andamio y factores bioquimicos
necesarios para la viabilidad celular o biorreactores de cultivo de tejidos (Figura 1). Este
proceso es realizado generalmente in vitro y da como resultado tejido disefiado que puede
usarse para varios tipos de implantes o reemplazos quirtrgicos (De Isla et al., 2010; Liau et
al., 2012; Yartzoff, 2019).
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Figura 1. Ingenieria de tejidos cardiacos. (Adaptada de Akbarzadeh et al., 2023)

La ingenieria de tejidos cardiacos (ITC) tiene el objetivo de crear tejidos musculares
cardiacos contractiles, capaces de reemplazar partes faltantes o disfuncionales del corazén.
Los parches cardiacos en su mayoria son creados utilizando materiales nanofibrosos e
hidrogeles y cardiomiocitos o células troncales (Amiryaghoubi et al., 2024), seguidos de la
aplicacion de sefiales biolégicas y fisicas inductivas (mecanicas, eléctricas) para promover la
maduracion y funcion del tejido, esto ultimo mediante el cultivo en biorreactores bajo
perfusion que ademas facilita un transporte eficiente de nutrientes y oxigeno. (Chaudhuri et
al., 2017; Majid et al., 2020; Sapir et al., 2013).

2.4. Andamios en ingenieria de tejidos

Como se menciond anteriormente, los andamios sirven como un soporte para las células
cultivadas hasta que estas secretan su propia matriz extracelular (MEC) y forman un tejido
(Chaudhuri et al., 2017). Los andamios fabricados para aplicaciones de ingenieria de tejidos

deben cumplir con ciertas caracteristicas que permitan el adecuado crecimiento, proliferacion



y diferenciacion celular. Deben ser altamente porosos, mecanicamente fuertes,
biocompatibles y biodegradables, ademas de funcionar como vehiculos adhesivos para

células y moléculas bioactivas (Echeverria-Molina et al., 2021; H. Li et al., 2020).

Ademas de la fuente celular y del microambiente proporcionado para inducir el crecimiento
celular, la eleccion del biomaterial y el disefio del andamio juegan un papel vital. Un andamio
adecuado debe de imitar la estructura de la MEC vy tener una porosidad adecuada que
promueva la vascularizacion, la difusion de oxigeno y nutrientes. A pesar de la diversidad
existente de los andamios estudiados para aplicaciones en IT, todos deben de cumplir con

ciertos criterios fundamentales que son brindados por los biomateriales que los componen.

Biocompatibilidad

La biocompatibilidad se refiere a la capacidad de un material para funcionar con una
respuesta adecuada del huésped. Los andamios deben de ser altamente biocompatibles con
la finalidad de evitar una respuesta inmune e inflamatoria aguda que pudiera llevar al rechazo
0 a un mayor indice de lesion. También debe de resistir a la colonizacion bacteriana y al
desarrollo de coagulos sanguineos que pudieran provocar un infarto tisular proximal o distal
(Chaudhuri et al., 2017; Reis et al., 2016).

Biodegradabilidad

La degradacion in vivo de los andamios por mecanismos de hidrolisis, oxidacion y
degradacién enzimatica o fisica debe ocurrir sin dejar restos en el cuerpo que pudieran causar
cierto grado de toxicidad. Por otro lado, también debe considerarse la tasa de degradacion de
los materiales del andamio, la cual debe de ser compatible con la formacion del nuevo tejido,
es decir, debe ser la idonea para cumplir la funcién soporte celular hasta ser reemplazado por
un tejido viable (Chaudhuri et al., 2017). Haciendo énfasis en el tejido cardiaco, tras un IAM
la regeneracion tisular tarda entre 6 y 8 semanas, por lo que el andamio desarrollado deberia

permanecer por al menos 2 meses (Boroumand et al., 2021).



Propiedades mecéanicas

Las propiedades mecanicas, tales como la rigidez, elasticidad, resistencia o estabilidad de los
andamios deberan ser similares a las del tejido al que sera aplicado (Roacho-Pérez et al.,
2022), en ITC, por ejemplo, los andamios deben de imitar las propiedades del tejido cardiaco
nativo y ser capaz de soportar las tensiones ejercidas por el proceso de contraccién, ademéas
de favorecer la diferenciacion y/o maduracion de las células cultivadas (Nguyen-Truong et
al., 2020).

Porosidad

La arquitectura de los andamios debe tener una estructura de poros interconectados y una
porosidad en un rango de 50 a 90% para asegurar la migracion y penetracién celular, la
vascularizacion, la difusién adecuada de agua, nutrientes y moléculas bioactivas, promover
la transferencia de oxigeno y facilitar la salida de los productos de desecho (Eltom et al.,
2019; O’Brien, 2011; Shimojo et al., 2020; Trombino et al., 2021).

Propiedades quimicas

Las interacciones entre los materiales, las células y el entorno determinan el rendimiento y
el resultado de los andamios de ingenieria de tejidos (Al Thaher et al., 2020). La superficie
del andamio debe presentar propiedades que permitan una adecuada interaccion célula-
material facilitando la adhesion, la proliferacion y la diferenciacion celular. La composicion
quimica de la superficie tiene papel en esta interaccion debido a grupos funcionales que
afectan la hidrofobicidad y carga (Shimojo et al., 2020). Por ejemplo, una superficie mas
hidrofila del material resulta en una mayor adhesion celular en la superficie y en el caso de la
carga superficial, se ha observado que a medida que aumenta la cantidad de cargas
superficiales de los polimeros, se observa una mayor adhesion y proliferacion celular
(Habibzadeh et al., 2022).
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Disefio adecuado

La forma y el tamafio del andamio deben ser adecuados permitiendo tener una estructura con
propiedades similares a las necesidades del tejido receptor para ser reparado o regenerado

(Rodriguez-Véazquez et al., 2015).

2.4.1. Biomateriales

Los biomateriales son materiales destinados a interactuar con los sistemas bioldgicos con la

finalidad de evaluar, tratar, aumentar o reemplazar cualquier tejido o funcién del cuerpo.

En ingenieria de tejidos, los andamios son preparados mediante la fabricacion de
microambientes artificiales derivados de materiales naturales o sintéticos (figura 2) o por
medio de la eliminacion de componentes celulares de los tejidos mediante manipulacion
mecanica y quimica para producir matrices tisulares a base de colageno (S. J. Lee et al.,
2018).

Los materiales empleados para la generacion de andamios tienen que cumplir con una serie
de caracteristicas que favorezcan la diferenciacion y proliferacion celular y minimicen las
respuestas indeseadas al ser implantado en el paciente. Por ejemplo, para no inducir una

respuesta inflamatoria y evitar el rechazo deben ser biodegradables y bioabsorbibles.

En la ingenieria de tejidos cardiacos (ITC) ademas deben poseer unas propiedades mecanicas
fuertes para permitir la contraccion; deben ser electrofisiol6gicamente estables para favorecer
la unién celular y la integracion electromecénica con el tejido huésped. También deben
apoyar la revascularizacion in vivo y degradarse de forma segura a un ritmo adecuado para

soportar lo suficiente hasta la formacion del nuevo tejido (Vu & Kofidis, 2014).
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Figura 2. Tipos de biomateriales empleados en la ingenieria de tejidos. Imagen propia.

2.4.1.1. Sintéticos

Los polimeros sintéticos son macromoléculas de alto peso molecular que consisten en
monomeros unidos covalentemente, tienen la ventaja de poseer una microestructura,
propiedades de degradacién y de resistencia mecéanica controlables, lo que permite realizar
su sintesis con controles de calidad reproducibles y alta pureza, ademas de ser fabricados en
varias formas con caracteristicas de volumen y superficie anticipadas (Lee et al., 2018).

Los polimeros sintéticos pueden clasificarse segin su origen quimico (termoplasticos,
termoestables, elastdémeros) o por mecanismo de polimerizacién (adicion o condensacion).
En algunos polimeros utilizados en IT como el PLA, los enlaces éster se rompen por
hidrolisis no enzimatica, formando &acido lactico que puede ser metabolizado, produciendo
finalmente didxido de carbono y agua que son eliminados de forma natural del organismo.
La tasa de degradacion de este tipo de polimeros se puede controlar mediante la alteracion
de su cristalinidad, peso molecular y la relacién de copolimero de los mondmeros. Los
elastomeros, son materiales flexibles y brindan propiedades mecéanicas similares a las del
corazon (Lee et al., 2018; Vu & Kofidis, 2014).

Dentro de los materiales sintéticos mas estudiados para el desarrollo de andamios,

particularmente para el tejido cardiaco, son polimeros como la poli(e-caprolactona) (PCL),
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poli(sebacato de glicerol) (PGS), polietilenglicol (PEG) y é&cido polilactico (PLA); y
copolimeros como el poli(L-lactico-co-g-caprolactona) (PLCL) y el &cido poli(lactico-co-
glicélico) (PLGA) (Amiryaghoubi et al., 2024; Ghaziof et al., 2022; Ruther et al., 2022; Vogt
etal., 2019; S. Wu et al., 2022). Sin embargo, aunque presentan diferentes virtudes, exhiben
diferentes problematicas como una adhesion celular insuficiente, superficies hidréfobas que
dificultan el crecimiento celular, baja biodegradabilidad, inestabilidad térmica y ademas de

requerir disolventes tdxicos para la formacion de estructuras porosas (Reddy et al., 2021).

2.4.1.2. Naturales

Los polimeros naturales como su nombre lo indica son aquellos producidos en la naturaleza
por las células de un organismo vivo. Los materiales naturales pueden clasificarse en tres
grupos segin su composicion: a) proteinas y péptidos, como el colageno o la elastina; b)
polisacéridos como el alginato, la quitina o la celulosa; y c¢) &cidos nucleicos (ADN y ARN)
(Gomez-Florit et al., 2020).

Este tipo de polimeros destacan por su alta biocompatibilidad y su capacidad para ofrecer
dominios naturales que facilitan la unién de moléculas bioactivas. Estas caracteristicas
promueven adhesion, proliferacion y diferenciacion celular. Ademas, su similitud estructural
con los componentes de la matriz extracelular (MEC), versatilidad quimica, desempefio
biolégico e interacciones celulares especificas en conjunto con su susceptibilidad a las
enzimas del organismo, los convierten en materiales ideales para el desarrollo de andamios
(Gomez-Florit et al., 2020; S. J. Lee et al., 2018; Shimojo et al., 2020).

Dentro de los biomateriales naturales méas utilizados en ITC encontramos el colageno, la
gelatina, la fibroina de seda, el alginato (ALG), el quitosano, el &cido hialurénico (HA) o
matrices extracelulares descelularizadas, los cuales han mostrado mejoras en el crecimiento
celular, mayor expresion de marcadores cardiacos, la formacion de vasos sanguineos y una
respuesta inmune baja (Cetin et al., 2021; Fang et al., 2020; X. P. Li et al., 2020; Oropeza et
al., 2022; Tamimi et al., 2020).
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A pesar de las ventajas que ofrecen los materiales naturales para la generacion de andamios
en IT, presentan diferentes limitaciones que impiden su potencial aplicacién, como la
variabilidad entre lotes, una rapida degradacion, debiles propiedades mecanicas, limitaciones
en su funcionalizacién y su procesamiento a gran escala (S. Liu et al., 2023). Para solucionar
las distintas problematicas, a menudo se realiza la combinacion de dos 0 més materiales tanto
naturales como sintéticos, permitiendo la sintesis de andamios con propiedades fisicas o

quimicas especificas para imitar el tejido de interés y asi obtener respuestas favorables.

2.4.1.3. Hidrogeles

Los hidrogeles son redes de cadenas poliméricas reticuladas, poseen grupos hidréfilos que
les permite tener una gran capacidad de absorcién de agua, que, junto con su estructura blanda
y alta porosidad, imitan caracteristicas similares a las de los tejidos nativos, lo que los
convierte en una clase de materiales favorable para la generacion de andamios en ingenieria
de tejidos (Ho et al., 2022).

Pueden ser generados a partir de polimeros naturales, sintéticos o una mezcla de ambos
mediante reticulacién fisica o quimica, y tienen la capacidad de favorecer la adhesién y
crecimiento celular al brindar un soporte mecénico similar a la MEC para que las células
cardiacas formen el tejido a medida que se degradan. Otra ventaja es el facil ajuste de sus
propiedades quimicas y fisicas que permite controlar parametros como el grado de
reticulacion, médulo eléstico, la tasa de degradacion o quimica superficial para favorecer
varios comportamientos celulares como la migracion, la proliferacion y la diferenciacion
(Camci-Unal et al., 2014; Elkhoury et al., 2021; S. Liu et al., 2023). Sin embargo, pueden
presentar también diferentes desventajas como una mala estabilidad, pueden ser
mecanicamente débiles, presentar una rapida degradacion y dificultades de esterilizacion,
manipulacion y afinidad celular pobre (Radulescu et al., 2022).

El alginato (ALG), el quitosano (CS) el &cido hialurénico (HA), el colageno, la fibrina y la
gelatina son los hidrogeles naturales que hasta el momento han sido de los més estudiados

para fines de ITC, mientras que dentro del grupo de los sintéticos se encuentran el

14



polietilenglicol (PEG), el acetato de polivinilo (PVA), el poli(N-isopropilacrilamida)
(PNIPAAM) y el acido poli(lactico-co-glicdlico) (PLGA).

2.4.1.4. Alginato

El alginato (ALG, pKa= 3.4-3.7) es un polisacérido no ramificado de naturaleza anidnica que
puede ser extraido de algas marinas, algas pardas y algunas bacterias. Puede encontrarse
como formas de sal del acido alginico, siendo los més utilizados el alginato de sodio y calcio
(Hasnain et al., 2020). Esta conformado por copolimeros de bloques lineales de acido f-D-
manurénico (M) y el acido a-L-gulurénico (G) unidos covalentemente (figura 3) y puede
reticularse idnicamente mediante la adicion de cationes divalentes como el Ca?* en solucion
acuosa, los cuales interactian de manera cooperativa con los mondémeros G formando un

puente ionico entre diferentes cadenas de polimeros (Han et al., 2010; S. J. Lee et al., 2018).

NaOCOoC

% A
NaOOC /R/ \g\
COONa
N J
Y Y
Bloque-M Bloque-G

Figura 3. Estructura quimica del alginato de sodio.

Dentro de sus propiedades, el peso molecular es una de las mas importantes y varia
dependiendo de la fuente de obtencion. El alginato de sodio comprende un peso de entre 32
y 400 kDa, su viscosidad y capacidad de gelificacion dependeran de su estructura molecular
y peso, aquellos con un alto peso molecular producen geles altamente viscosos que son
ideales para aplicaciones industriales tales como agente espesante, gelificante y emulsionante
en la elaboracidn de alimentos, cosméticos o la industria textil (Hasnain et al., 2020; S. J. Lee
etal., 2018).

La propiedad de gelificacion de los alginatos depende de la afinidad de estos hacia la union

con varios cationes metalicos divalentes y trivalentes, lo cual va relacionada con los residuos
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G, el peso molecular, la longitud de los bloques G o la relacion M/G en la estructura

molecular.

Su empleo en la ingenieria de tejidos esta justificada por las diferentes ventajas que presenta,
como su alta biocompatibilidad, buenas propiedades mecénicas, capacidad de gelificacion en
condiciones fisiologicas (37 °C, pH= 7.4), adaptabilidad, y naturaleza no trombogénica, sin
embargo, también posee una baja capacidad de adhesién celular y en medios fisioldgicos, el
intercambio i6nico con iones monovalentes provoca su desestabilizacion y ruptura, por lo
que a menudo requieren de modificaciones, especialmente mediante la combinacién con
otros biomateriales naturales o sintéticos (Deng et al., 2015; Kazemi Asl et al., 2023; W.
Zhang et al., 2015). En los ultimos afios el alginato ha sido uno de los principales materiales
estudiado dentro de la ITC debido a sus diversas ventajas, la Tabla 1 enlista los resultados de

investigaciones recientes en ITC que han utilizado alginato como material de estudio.

Tabla 1. Uso de alginato en ingenieria de tejidos cardiacos.

Andamio Resultados Referencia
Alta conductividad, resistencia a la traccion, mejora (Karimi et al.,
ALGIGO/PCL en la viabilidad, adhesién y proliferacion celular. 2022)
Porosidad entre 45-60%, hinchamiento mayor al 90%, (Safikhani et al
ALG/HA/Gel degradacion completa al dia 30, viabilidad superior al N
8506, 2024)
PEDOT/ALG Alta gonduct|V|dad, mejor capamd_ad de_qbsormqn de (Yangetal.,
proteinas, favorece la union y proliferacion de celulas  2020)
Tamafio de poro de ~148 nm, resistencia a la traccion, (Mousavi et al
MEC/OALG degradacion de ~50% a 14 d, hinchamiento menor al "

250%, viabilidad celular >80%

2021)

Porosidad superior al 60%, degradacion del 45% a 7d,

ALG/Gel/Elastina % de hinchamiento ~ 45% tras 48h, mejor adherencia ggggg”m' etal,
y diferenciacion celular.
Andamios amorfos con distribucién de SeNPs (Naveenkumar
ALG/Pec/SeNPs  uniforme, actividad antioxidante, buena resistencia etal., 2023)

mecanica, buena viabilidad celular.
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2.4.1.5. Quitosano

El quitosano (CS, pKa= 6.3) es un biopolimero derivado de la desacetilacion parcial o total
de la quitina, un polisacarido que, después de la celulosa, es uno de los mas abundantes en la
naturaleza. Su estructura esta formada por unidades de D-glucosamina y N-acetil-D-
glucosamina unidas por enlaces glucosidicos B (1-4) (figura 4) (S. J. Lee et al., 2018). El
quitosano es insoluble en solucion acuosa por encima de pH 7, en su forma cristalina, pero,
en &cidos diluidos con un pH menor a 6, los grupos amino libres protonados de la
glucosamina facilitan su solubilidad convirtiéndolo en un polielectrolito (Vunain et al.,
2017).

OH - NH,
@]
‘-‘-""-..
"'-..._‘_. O
""-.o //
HO (o]
NH
|
/c\ OH
L HaC \o_n_ -y

Figura 4. Estructura quimica del quitosano.

Las propiedades fisicoquimicas y el comportamiento del quitosano estan relacionadas con su
peso molecular (PM) y grado de acetilacion (DA) o grado de desacetilacion (DDA). El peso
molecular, por ejemplo, puede afectar sus propiedades mecénicas, la viscosidad, solubilidad,
transiciones térmicas y la cristalinidad. DA, refleja la cantidad de unidades de N-acetil-D-
glucosamina respecto al nimero total de unidades y tiene influencia en el tamarfio de la cadena
del CS, su solubilidad, viscosidad y la resistencia a la traccion; ademas también repercute en
sus propiedades bioldgicas, como la resistencia a la degradacion por lisozima o sus
propiedades de cicatrizacion (Kazemi Asl et al., 2023). Mientras que, la DDA puede
determinar el efecto antimicrobiano, el cual, es mayor con un grado de desacetilacion alto
(Vunain et al., 2017). Por ejemplo, el quitosano de bajo peso molecular presenta una baja
viscosidad, lo que limita su uso en ciertas aplicaciones, ya que sus oligdmeros no son capaces
de formar peliculas. Sin embargo, puede ser aplicable en areas como la formacién de
nanoparticulas y la liberacion controlada de farmacos (Aibani et al., 2021; Bruinsmann et al.,
2019).
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El quitosano es muy susceptible a la modificacion quimica a través de uno de sus tres grupos
funcionales reactivos: el grupo amino y los grupos hidroxilo primarios y secundarios, que
permiten un amplio ajuste de las propiedades bioldgicas y mecénicas de los dispositivos
médicos basados en quitosano. Ademas, tiene propiedades biologicas que permiten su
aplicacion en andamios, nanoparticulas, membranas, entre otros; dentro de las que se
destacan su biodegradabilidad, biocompatibilidad y sus propiedades antifingicas y
antimicrobianas, asi mismo, su superficie hidrofilica promueve la adhesion, proliferacion y
diferenciacion celular, y provoca una minima reaccion en la implantacion (Z. Li et al., 2005;
Vunain et al., 2017). Sin embargo, el quitosano es mecanicamente débil e inestable, e incapaz
de mantener una forma predefinida, por lo que a menudo suele ser combinado con otros
biomateriales como el alginato. En afios recientes y debido a sus propiedades, el quitosano
ha sido de particular interés para fines de ITC, la tabla 2 retine trabajos recientes dentro de

esta disciplina en los que se hace uso de quitosano.

Tabla 2. Uso de quitosano en ingenieria de tejidos cardiacos.

Andamio Resultados Referencia
Propiedades porosas y conductivas, hinchamiento de
1000%, conductividad similar al del tejido nativo, (Jiang et al
CS/IGO buena viabilidad celular, promueve la adhesién 2019? "

celular, regulacién positiva expresion de genes
cardiacos y proteinas Cx43.

Alta porosidad, incremento de la viabilidad celular y

ECM/GEL/CS . . - i o (Lv et al., 2020)
mejora en la proliferacién y diferenciacion celular.
CS/PC Conductividad similar al tejido nativo, estabilidad (Scaleraet al.,
térmica, biocompatible 2021)
Diadmetro de 169 nm, buena conductividad, hidréfilos
y resistentes, pérdida de ~10% en peso a las 8 (Ahmadi et al.,
PU/CS/CNT semanas, el uso de Cs 'y CNT favorece la uniény 2021)
proliferacion celular.
Alta porosidad, resistencia mecanica, (Keklikian et
CS/PEG hemocompatibles y citocompatibles, viabilidad >94%, al., 2024)

formacion de neotejidos.
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2.4.2. Andamios de alginato-quitosano

Como se menciond anteriormente, el alginato a menudo es combinado con otros polimeros
para mejorar sus propiedades, con el quitosano tiene la capacidad de entrecruzarse mediante
interacciones electrostaticas (figura 5), formando complejos polielectrolitos de carga opuesta
(Deng et al., 2015). La combinacién de ambos biopolimeros mediante reticulacion genera
andamios con mejores propiedades mecénicas y bioldgicas atribuidas a la formacion de una
estructura compleja, superando las problematicas observadas con el uso de los polimeros

puros, como la escasa union celular o la escasa rigidez del alginato (Z. Li et al., 2005; Tamimi

et al., 2020).
OH
0
o O,
HO
.-NH3+ n

Figura 5. Representacién esquematica de la interaccién molecular entre alginato y quitosano.

El uso de andamios de ALG-CS han sido reportados principalmente en estudios para la
regeneracion de tejidos éseos, cartilaginosos y recientemente cardiacos, entre otros.
Bushkalova et al., (2019) Desarroll6 un complejo polielectrolito de CSy ALG, el cual mostré
una estructura tridimensional con éptimas propiedades mecanicas que permitieron la

retencion y viabilidad de células mesenquimales de médula 0sea de ratas.

Recientemente, Mohabatpour et al. (2022) desarrollaron una biotinta de alginato y
carboximetilquitosano (CMC) para la formacién de un andamio utilizando bioimpresién 3D

con la finalidad de regenerar tejido del esmalte dental. Los andamios con una mayor
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proporcion de CMS mostraron proporciones de hinchamiento mas altas, tasas de degradacion

mas rapidas y alta viabilidad de células HAT-7 después de 1, 7 y 14 dias de cultivo. Algunas

otras aplicaciones y beneficios de los andamios de alginato-quitosano son descritos en la

tabla 3.

Tabla 3. Andamios de alginato-quitosano aplicados en ingenieria de tejidos

Tejido/fuente

Ventajas Referencias
celular
v’ Estabilidad.
v Hinchamiento alto.
v Poros grandes (Baysal etal,
Tejidos blandos 9 o . 2013; Bushkalova
v/ Comportamiento eldstico. etal., 2019)
v/ Buena viabilidad, adhesién y proliferacion celular. N
v" Apoyan la vascularizacion.
v Poros heterogéneos y definidos.
v Biodegradables.
) v Adsorcion de proteinas. Sowjanya et al.
Oseo v No toxicos. (2013); L. Zhang
v Hinchamiento alto. et al. (2018)
v Adhesion celular.
v" Mejoramiento de la osteogénesis.
v Poros heterogéneos. (Beltran-Vargas et
v Buenas propiedades mecéanicas. al., 2022; Ceccaldi
Cardiaco v’ Estimulacion de la proliferacion celular y la actividad et al., 2014;
metabolica. Tamimi et al.,
v Promoci6n de la angiogénesis. 2020)
v .
Células troncales v Bye;a po(;ozlldad. Kumbhar & Pawar.
mesenquimales Biodegrada 1S . L (2016)
v Buena adhesion y proliferacion celular.
v Porosidad.
Piel v" Adecuadas propiedades mecanicas. (Zhu et al., 2019)
v' Cicatrizacion de heridas acelerada.
Cartilago v’ Estructura porosa tridimensional. (W. Zhang et al.,
g v Buena viabilidad y proliferacién celular. 2023)
v Alta porosidad.
v )
In_tegrlda(_j estructural alta. (Mohabatpour, et
Esmalte dental v Hinchamiento alto. al., 2022)
v Tasa de degradacion rapidas. N
v Alta viabilidad celular.
v’ Estructura porosa.
Tejido nervioso v Superficie hidrdfila. (G. Wang etal.,
hy . ., 2017)
v Buena adhesion y proliferacion celular.
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2.5. Nanomateriales en la Ingenieria de Tejidos

En el apartado 2.4 son descritos los andamios utilizados en IT, sin embargo, aunque ellos
brindan soporte mecénico hasta la formacion del nuevo tejido, la mayoria de los andamios
no recapitulan adecuadamente el entorno extracelular, dado que es un compuesto
nanoescalado dinamico, es decir, tiene componentes de tamafio nanométrico que presentan
una remodelacion y respuesta al entorno constante. Ademas, los materiales poliméricos solos
a menudo presentan elasticidad y resistencia deficientes a la tensién mecanica, conduciendo
a fallas y/o a una adhesién y proliferacion celular inadecuadas, lo que conlleva a la necesidad
de explorar nanomateriales para mejorar las propiedades mecanicas y la biocompatibilidad

de los andamios .

La aplicacion de la nanotecnologia en la biomedicina permite el disefio de biomateriales
destinados a la ingenieria de tejidos, particularmente los que seran empleados en tejidos
bioldgicos con propiedades complejas. El estudio y aplicacién de la nanociencia se vuelve
importante debido a que las interacciones que se producen entre los biomateriales y las
células ocurren a nanoescala y ademas los componentes de los tejidos bioldgicos son
nanomateriales en si mismos (N. J. Kim et al., 2013; Mistry et al., 2007). En ese sentido, los
materiales nanoestructurados pueden imitar el ambiente especifico de los tejidos mediante el
desarrollo de bioconstrucciones con adecuadas propiedades mecanicas, eléctricas vy
bioquimicas (Hudita et al., 2019).

Una parte importante de la investigacion sobre andamios se ha centrado mas en el uso de la
nanotecnologia para el disefio y la sintesis de estas bioconstrucciones mediante la
funcionalizacién o generacion de biomateriales inteligentes con mejores propiedades que
puedan promover interacciones deseables, como mejorar las interacciones célula-material y
célula-célula para la regeneracion de tejidos (Kim et al., 2013; X. Liu et al., 2012; Y. Zhao
etal., 2021).

La Comisién Europea (2011) definid6 a los nanomateriales como aquellos materiales
naturales, incidentales o manufacturados que contienen particulas, en estado libre, agregados

0 aglomerados con el 50% o mas de las particulas en un rango de distribucién de tamafio de
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1a 100 nm en una 0 méas dimensiones externas. Sin embargo, en ciertos contextos cientificos
las particulas con tamafios menores a 500 nm pueden ser consideradas dentro del término
“nano” (Vert etal., 2012).

Los nanomateriales pueden ser adaptados a diferentes tamafios y formas (Al Thaher et al.,
2020) e incluyen nanoparticulas, nanoesferas, nanocorazas, nanolaminas, nanofibras,
nanotubos, nanocables y cualquier otro material o dispositivo a nanoescala, y han sido
estudiados cada vez mas para la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa porque
pueden imitar de cerca los microambientes biol6gicos naturales y mejorar la adhesion,

proliferacion y diferenciacion celular (Hudita et al., 2019; Kim et al., 2013).

En comparacion con los materiales de gran escala o a granel los nanomateriales poseen
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas Unicas (Zheng et al., 2021) y, dado que, son
materiales fabricados a nanoescala puede aumentar sus caracteristicas como la relacion
superficie-volumen y la rugosidad de la superficie, lo que contribuye a mejorar las

propiedades Opticas, mecanicas, eléctricas, magnéticas y cataliticas (Qiu et al., 2023).

2.5.1. Propiedades fisicoquimicas de los nanomateriales

Un factor importante a considerar en la aplicacion de nanomateriales en aplicaciones
biomédicas y particularmente en la ingenieria de tejidos son sus propiedades fisicoquimicas.
Estas propiedades en términos de forma, tamafio, composicion, propiedades superficiales,
peso molecular, solubilidad y estabilidad son un factor critico que determinan su
comportamiento fisiol6gico, como su interaccion, citotoxicidad, absorcion y distribucion (Al
Thaher et al., 2020; Yadid et al., 2019). Por lo tanto, la caracterizacion adecuada de

las nanoparticulas (NP) es esencial para confirmar su calidad y seguridad.

La caracterizacion de los nanomateriales se centra en pardmetros que no se encuentran en los
materiales convencionales. Estos parametros incluyen tamafio de particula, tamafio de poro,
distribucion de tamafio, forma, area superficial, potencial zeta, humectabilidad y agregacion
(Al Thaher et al., 2020).
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2.5.1.1. Tamaino

El tamafio de los nanomateriales juega un papel importante en la determinacién de su destino
in vivo modulando las interacciones con las entidades bioldgicas, regula la distribucion y su

navegacion en el torrente sanguineo y entre los diferentes tejidos (Al Thaher et al., 2020).

2.5.1.2. Propiedades superficiales

Las interacciones de los nanomateriales con las especies circundantes estan determinadas por
las caracteristicas de la superficie (composicion superficial, energia superficial,

humectabilidad, carga superficial) que se rigen por la estructura superficial atdbmica o fisica.

La composicion superficial y la energia son relevantes para la disolucion, agregacién y
acumulacion de nanomateriales. La carga superficial tiene un efecto potencial sobre la unién
del receptor y la distribucion fisioldgica que es determinada por el potencial zeta, una
propiedad superficial ampliamente utilizada para particulas de tamafio nanométrico; la
magnitud y el signo de la carga tendran un efecto significativo en el destino, la toxicidad y la

interaccidn de las nanoparticulas en los sistemas fisioldgicos.

La tasa de disolucion del nanomaterial es un parametro importante que puede influir en gran
medida en su destino y potencial de toxicidad en fluidos ambientales o fisioldgicos y depende
de diferentes factores como el pH o los ligandos. La aglomeracion es una inestabilidad
termodinamica inherente de las suspensiones coloidales de nanoparticulas, se basa en el
tamanio, la carga o el tipo de recubrimiento y juega un papel clave en la determinacion de la
toxicidad, el destino de las nanoparticulas y el diametro hidrodinamico de las nanoparticulas
(Al Thaher et al., 2020).

2.5.1.3. Forma

La geometria o forma de los nanomateriales puede afectar tanto sus propiedades
fisicoquimicas como sus interacciones con el entorno fisiolégico como el destino biologico,
absorcion celular, biocompatibilidad y retencion en tejidos y 6rganos (Al Thaher et al., 2020;
Yadid et al., 2019).
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2.5.1.4. Composicién y pureza

La composicion define sus propiedades y afecta su toxicidad, entrega, transporte y
biodistribucion (Al Thaher et al., 2020). La formacion de nanoparticulas presenta dos
enfoques: top-down y bottom-up. EI primero se enfoca en los métodos fisicos de sintesis y
consiste en la formacién de las nanoparticulas a partir de materiales macroscopicos; el
segundo, consiste en la formacion de las nanoparticulas a partir de &omos o moléculas mas
pequefias y comprende principalmente los métodos quimicos y bioldgicos (Ramanathan et
al., 2021). La tabla 4 presenta una clasificacion de los diferentes tipos y métodos de sintesis.
Algunos de los agentes empleados comprenden metales, carbono, polimeros, ceramicas o

nanocompuestos.

Tabla 4. Métodos de sintesis de nanomateriales descrita por Zheng et al. (2021)

Métodos de sintesis tradicionales Métodos de sintesis verde

Quimicos Fisicos Bioldgicos
Reduccidén quimica Arco de descarga Bacterias
Coprecipitacion Molienda con bolas Hongos
Electroquimica Evaporacion-condensacion Extractos de plantas
Emulsificacion-difusion Descarga de alambre de pulso Enzimas y biomoléculas
Pir6lisis Interfaz liquido-liquido
Descomposicion térmica Pirolisis por pulverizacion
Sonoquimica Fase vapor y gas

Evaporacion de disolvente

2.5.2. Tipos de Nanomateriales
2.5.2.1. Nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas poliméricas (PNP) poseen alta area superficial, caracteristicas
modificables, baja citotoxicidad y buena biocompatibilidad, ademéas permiten modificarse
con farmacos y biomoléculas. Dentro de los principales polimeros utilizados en la sintesis de
nanoparticulas encontramos el &cido polilactico (PLA), la poliamida (PA), el &cido poli(D,
L-lactico-co-glicdlico) (PLGA), el poliéster de policaprolactona, el acido poliglicélico

(PGA), polisacéridos y proteinas (Zheng et al., 2021). Algunos de los tipos de PNP maés
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estudiados son nanoesferas, nanocapsulas, nanogeles, micelas poliméricas, entre otros. Por
ejemplo, Zhang et al., (2021) desarrollaron un sistema hibrido de nanofibras de &cido
polilactico (PLLA) con nanogeles de poli(N-isopropilacrilamida-acido acrilico) (PNA) para
mejorar la capacidad de cicatrizacion de heridas al mediar los niveles de especies reactivas
de oxigeno (ROS).

2.5.2.2. Nanomateriales basados en carbono

Los nanomateriales basados en carbono presentan un tamafio pequefio (1-100 nm) y alta
relacion area superficial/volumen. Los tipos en las que los podemos encontrar son en forma
de nanotubos de carbono (CNT), nanodiamantes; laminas de carbono enrollados de forma
cilindrica; grafeno, una lamina 2D de atomos de carbono; y fullereno, un conjunto esférico

de &tomos de carbono.

Este tipo de nanomateriales poseen buenas propiedades mecanicas, alta conductividad y
propiedades Opticas Unicas, ademas, tienen propiedades analogas a algunos componentes
encontrados en la MEC lo que los vuelve ideales para su aplicacion en Ingenieria de tejidos
(Bianchi et al., 2022) y, aunque pueden presentar problemas de citotoxicidad, estos pueden
resolverse mediante su modificacion superficial. Los nanotubos, fullerenos y grafenos han

sido los mas estudiados.

2.5.2.3. Nanomateriales 6xido-metalicos

Las bioceramicas y biovidrios, presentan una alta resistencia mecanica, biocompatibilidad y
biodegradabilidad, por lo cual, a menudo son utilizadas en andamios para mejorar las
propiedades mecanicas. Pueden ser clasificadas en bioinertes, es decir, mantienen sus
propiedades mecanicas y fisicoquimicas dentro del huésped; bioactivas, que pueden
interactuar con los tejidos induciendo respuestas bioldgicas especificas; y bioabsorbibles, que
son completamente absorbidos sin producir ningln efecto téxico (Bianchi et al., 2022).

Algunos ejemplos de ellos son la zirconia, la aluminia, los biovidrios o la hidroxiapatita.
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Por otro lado, el uso de nanoparticulas magnéticas en andamios para ingenieria de tejidos
permite el control de la sefializacién celular, la mecano estimulacion y la manipulacion
celular. Algunos ejemplos de ellas son las desarrolladas con éxido de hierro como la

magnetita (Fes04) y maghemita (Fe203), .

2.5.2.4. Nanomateriales metalicos

Los nanomateriales o nanoparticulas (NP) metalicas son aplicadas ampliamente en el campo
de la biomedicina debido a sus propiedades fisicoquimicas y bioldgicas Unicas: propiedades
antibacterianas, actividad catalitica, tamafios pequefios, gran area superficial y conductividad
eléctrica (Zheng et al., 2021).

Han sido estudiados diferentes nanomateriales metalicos como el cobre, el titanio, la plata y
el oro; en diferentes formas, incluidas esferas, conchas y varillas. Las principales ventajas de
usar metales incluyen su capacidad de ajuste éptico, conductividad eléctrica, quimica
superficial y facilidad de fabricacion. Debido a sus propiedades Opticas altamente
sintonizables, se fabrican facilmente en longitudes de onda electromagnéticas deseables en
funcién de su forma, tamafio y composicion. La quimica superficial de los nanomateriales
metalicos hace posible su modificacion funcional al unirlos a anticuerpos, péptidos, acidos

nucleicos y polimeros (Kim et al., 2013).

A pesar de la diversidad funcional de los nanomateriales metélicos, tienen una aplicacion
limitada debido a sus caracteristicas no biodegradables, lo que restringe las aplicaciones de
dosis altas. Muchos metales no biodegradables pueden causar toxicidad en el tejido
adyacente, lo que a su vez puede provocar resultados no deseados. La toxicidad potencial de
los nanometales se puede reducir recubriendo el metal con un material mas biocompatible o

modificando la superficie (Kim et al., 2013).

2.5.2.5. Nanocompuestos

Los nanocompuestos se componen de dos 0 mas materiales que generalmente consisten en

la combinacidn de materiales organicos e inorganicos; los materiales nanocompuestos poseen
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una biodegradabilidad y propiedades mecénicas mejoradas y una buena estabilidad

dimensional (Zheng et al., 2021).

Tabla 5. Ventajas y desventajas de los principales nanomateriales utilizados en ingenieria de tejidos™.

Tipo de
nanomaterial

Ventajas

Desventajas

Aplicaciones

Poliméricos

Metalicos

Basados en carbono

Oxidos metalicos

Caracteristicas ajustables
Biocompatibilidad

Baja toxicidad
Biodegradables

Biocompatibilidad
Propiedades 6pticas
especificas

Alta conductividad
Antibacterianas
Caracteristicas ajustables

Estabilidad quimica
Resistencia térmica
Promueven angiogénesis
Conductores
Flexibilidad
Biocompatibles

Propiedades magnéticas
Conductivas
Estabilidad coloidal
Biocompatibles
Polimorfes

Inestabilidad
Conductividad pobre
Baja dureza

Inestabilidad
Citotoxicidad en
funcioén del tamafio y
concentracion

Citotoxicidad

Citotoxicidad en
funcioén del tamafio y
concentracion

Tejido 6seo, neural,
cartilaginoso,
cardiaco, piel.

Tejido dseo, neural,
cartilaginoso,
cardiaco.

Tejido dseo, neural,
musculo liso, piel.

Tejido dseo, cardiaco.

“Informacion recabada de: (Alamdari et al., 2022; Y. Li et al., 2022)

2.6. Nanomateriales en Ingenieria de Tejido Cardiaco

La matriz extracelular cardiaca posee una topografia a micro y nanoescala que repercute en

las caracteristicas mecanicas y eléctricas y en las funciones bioquimicas del corazén. Un

andamio funcional para el tejido cardiaco debe de cumplir con ciertas caracteristicas que

aseguren su éxito, debe de ser eléctricamente conductor, mecanicamente estable,

biocompatible, y poseer una elasticidad similar a la del tejido nativo (Ashtari et al., 2019).
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El uso de un andamio conductor puede asegurar la capacidad del material para la propagacion
de impulsos eléctricos que sean traducidas en contracciones que permitan el bombeo de

sangre.

Una de las formas de desarrollar andamios conductores es cuando los nanomateriales se
incorporan en andamios se puede imitar la estructura y arquitectura de la MEC al mejorar su
rendimiento eléctrico, mecanico y biologico satisfaciendo a su vez las necesidades del tejido
cardiaco (Alamdari et al., 2022; Sapir et al., 2013) y mejorando la regeneracion de las células
cardiacas. Algunos de los nanomateriales més estudiados en la generacion de tejido cardiaco
son los basados en carbono y metales. En la tabla 6 se resumen los trabajos recientemente

encontrados en ITC y los principales resultados obtenidos.

2.6.1. Nanoparticulas de oro en la generacion de tejido cardiaco

Las nanoparticulas de oro (AuNP) pueden ser encontradas en forma de nanoesferas,
nanovarillas, nanocascaras, nanocubos, nanojaulas y ramificadas. Poseen una serie de
propiedades Unicas: pueden ser sintetizadas en diversos tamafios y formas; se pueden
funcionalizar a través de distintos tipos de moléculas bioldgicas debido a la gran superficie
y la presencia de una carga negativa superficial; son estables a la oxidacion, altamente
biocompatibles y no citotdxicas; tienen caracteristicas opticas y electronicas unicas que se
relacionan notablemente con la forma, el tamafio y el estado de agregacion de las
nanoparticulas y que pueden mejorar significativamente el crecimiento celular (Bianchi et
al., 2022; Borzenkov et al., 2018; Nejati et al., 2022). Las propiedades antes mencionadas en
conjunto con su buena conductividad eléctrica las convierte en plataformas versatiles para

diferentes aplicaciones, principalmente aplicaciones médicas.

Las propiedades Opticas de las AuNP se definen a través de su resonancia de plasmén
superficial localizado, que esta relacionada con la excitacion colectiva de los electrones de
conduccion y se concentra en las regiones del visible al infrarrojo, segun la estructura, la
forma y el tamafio de la particula (Figura 6) (Nejati et al., 2022; Tréguer-Delapierre et al.,
2008).
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Tabla 6. Investigaciones recientes en la aplicacion de nanomateriales en la ingenieria de tejido cardiaco

Tipo de andamio

Nanomaterial

Tamaro

Resultados principales

Referencia

Quitosano

Nanoparticulas de oro
recubiertas con quitosano
(CS-AuNP)

6-9.3nm

- Aumento de las conductividades eléctricas.

- Propiedades eléctricas cercanas al miocardio nativo.

- Tasa de degradacion lenta.
- Distribucidn celular uniforme dentro de los poros.
- Mayor densidad celular.

(Baei, et al.,
2016)

Hidrogel de gelatina
metacriloilo (GelMA).

Nanorods de oro (GNR)

4 nm

- Rigidez mayor en funcion de la conc. de GNR.
- Mayor numero, distribucion mas compacta y
homogénea de cardiomiocitos.

- Aumento de retencién y viabilidad celular.

- Nivel de supervivencia alto.

- Integracion adecuada con el miocardio nativo.

(Navaei, et al.,
2016)

Matriz extracelular
colecistica porcina

Nanoparticulas de oro
(AuNP)

15 nm

- Células viables y mas prominentes en el andamio
funcionalizado.

- Las AuNPs proporcionaron un microambiente
agradable para la union, el crecimiento y la
proliferacion de cardiomiocitos.

(Nair et al.,
2017)

Quitosano

Nanoparticulas de selenio
(SeNP)

500-600 nm

- Tasa de degradacion mayor de las peliculas de
quitosano-SeNP.

- Mayor resistencia a la traccion y similar al del
tejido cardiaco sano.

- Mayor conductividad.

- Mayor unién y proliferacion celular.

(Kalishwaralal
etal., 2018)

Metacrilato de gelatina
(GelMA).

Nanotubos de carbono
(CNT) y 6xido de grafeno
(GO).

15-45 nm

- Aumento de la expresion de marcadores cardiacos.

- Los tejidos cardiacos disefiados mostraban distintos

fenotipos de cardiomiocitos y diferentes niveles de

(J. Leeetal.,
2019)




madurez segun el sustrato (CNT-GelMA: similar a
ventricular, GO-GelMA: similar a auricular.

- Niveles de expresién comparables de marcadores de
maduracion.

Quitosano-Carragenano

Nanoparticulas de oro 50-70 nm

(GNP/AUNP)

- Proliferacion y union de MG-63 mejoradas
mediante la adicion de GNP.

Metacrilato de gelatina
(GelMA)

Nanoparticulas de silice-
oro

- Resistencia a la compresion.

- Mejores propiedades conductivas.

- Estabilidad mecénica.

- Mejor adhesién y proliferacion celular.
- Crecimiento celular uniforme.

(Maharjan et
al., 2019)

Gel térmico inyectable

Nanoparticulas de oro 35nm

- Gel biocompatible y conductor. (Pefia et al.,
- Apoyo en la supervivencia celular. 2019)
- Aumento en la expresion de conexina 43.

MEC - fibroina de seda

Nanoesferas de oro 15 nm

- Distribucién en la superficie porosa.
- Mejora de la conductividad.

- Mayor compatibilidad celular.

- Mayor viabilidad celular.

- Reduccion de la zona de infarto.

(Dong et al.,
2020)

Policaprolactona

Nanoparticulas de oro 15+0.7 nm

(AUNP)

- Los andamios Au-PCL exhibieron mejora notable (Joseph et al.,
en las propiedades mecéanicas. 2021)

- Buena adherencia de las células.

- No mejora la produccion de citocinas

proinflamatorias como TNF-a, IL-8 e IL-B.L1
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Policaprolactona - Nanoparticulas de 6xido ~300 nm - Citocompatibilidad. (Jainetal.,
gelatina de cerio - Disminucidn de los niveles de ROS. 2021)

- Supresion de la hipertrofia cardiaca.
Fluoruro de Nanoparticulas de 6xido 379+73 nm - Resistencia a la traccion (Dorkhani et
polivinilideno-gelatina de grafeno - Morfologia de cardiomiocitos alargada al., 2022)

- No téxico

- Alta viabilidad

- Incremento de la expresion de conexina 43 'y

troponina T.
Sulfato de condroitina Nanovarillas de oro 58 5 nm - Andamio ligeramente més fuerte. (Malki et al.,

- Degradacion del 3% después de 7 dias. 2022)

- Crecimiento celular en estimulos eléctricos bajos.

- Biocompatibles.
Acrilamida y acido 2- Nanoparticulas de FezO4 - Mejor rendimiento mecénico. (Maetal.,
acrilamida-2- - Aumento del grado de reticulacion. 2023)
met”propanosu”énico - Disminucion del tamario de poro.

- Resistencia a la traccion.

- Disminucion de la tasa de hinchamiento.

- Alta biocompatibilidad.
Fibroina de seda- Nanoparticulas de oro - Mejora de las interacciones intermoleculares del (Z.Wu etal.,
quitosano hidrogel. 2023)

- Biocompatible.
- Restauracion de la fibra de cardiomiocitos.
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Existen diferentes técnicas para sintetizar AuNP, las cuales se categorizan en técnicas
quimicas, fisicas y bioldgicas. La técnica comUnmente utilizada se basa en la sintesis de
reduccion de citrato para generar AuNP esféricas con una distribucion de tamafio de 10 a 20
nm. El tamafio de las AuNP se puede controlar variando la concentracion de sal, la velocidad
de adicion de los reactivos y la temperatura. En cambio, para generar diferentes formas de
AuNP, generalmente se emplea la técnica de crecimiento de semillas, en el que las primeras
semillas de tamafio pequefio son posteriormente llevadas a una solucion de crecimiento que
contiene HAuUCI4 y los agentes estabilizantes y reductores (Borzenkov et al., 2018; Herizchi
et al., 2014; Nejati et al., 2022).

Nanocubos de oro
[ ]

Nanoestrellas de oro
|

Nanotubos de oro

transversal longitudinal

Nanoprismas de oro

Nanocascaras de oro

Nanoesferas de oro

Energia de plasmones (eV)

3.0 20 1.0 0
l ‘ \

400 500 660 1000 | 30'00 . 9000
Longitud de onda SPR (nm)

Figura 6. Intervalo de plasmén de resonancia de superficie de AuNP en funcion de su morfologia. Adaptada

de Tréguer-Delapierre et al., (2008).

En la ingenieria de tejidos, el objetivo principal de las AuNPs consiste en actuar como una
herramienta multimodal para mejorar las propiedades del andamio y la diferenciacion celular;

dentro de IT han sido desarrolladas diferentes estrategias que utilizan AuNP. Las AuNP



incorporadas a andamios han mostrado resultados prometedores en la mejora de las
propiedades mecénicas de los biomateriales, la proliferacion y diferenciacion celular y la

comunicacion celular (Tabla 6) (Vial et al., 2017).

Las AuNP se han integrado con diferentes tipos de andamios para mejorar su rendimiento y
obtener tejidos que puedan imitar la estructura y funcion de los tejidos nativos. Generalmente,
la integracion de AuNP en los andamios se puede realizar utilizando varias técnicas como la
formacion in situ de las particulas en el material del andamio preformado, la dispersion dentro
del hidrogel o la introduccion en la solucién peptidica que puede mediar la reticulacion del
material de andamiaje y formar enlaces con las AuNP (Yadid et al., 2019).

Uno de los principales retos en la generacion de parches cardiacos es la estimulacion
eléctrica, los cardiomiocitos son células que responden a sefiales eléctricas, por lo tanto, el
desarrollo de un andamio que genere estimulos eléctricos se vuelve atractivo para mejorar la

comunicacion eléctrica entre las células cardiacas adyacentes (Vial et al., 2017).

El uso de nanoparticulas de oro ha sido estudiado para mejorar las propiedades mecanicas y
eléctricas de los andamios o el acoplamiento eléctrico entre las células, la adhesion celular y,
para promover la proliferacion, diferenciacion y maduracion de las células troncales, ademas
de usarse como adhesivos tisulares para permitir la integracion de parches de tejidos
modificados genéticamente con 6rganos nativos (Yadid et al., 2019). En un trabajo realizado
por You et al. (2011) se construyd un andamio compuesto de AUNP e
hidroximetilmetraquilato — hidrofilo (HEMA) obteniendo niveles mejorados en la expresion
de conexina 43 (Cx43), una proteina ubicada entre las células cardiacas y responsable de la

transferencia de sefales eléctricas.
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Figura 7. Usos de las nanoparticulas de oro en ingenieria de tejidos cardiacos (adaptada de Yadid et al.,
2019).

3. Justificacion

Ante la ineficacia de los tratamientos existentes para tratar los dafios generados tras sufrir un
infarto, se ha trabajado en el desarrollo de andamios que permitan el cultivo de células
cardiacas con la finalidad de generar un tejido in vitro que posteriormente pueda ser
implantado en pacientes y favorezcan a la restauracion y la funcion del tejido dafiado, hasta
el momento el uso de andamios de alginato-quitosano han mostrado propiedades idoneas
para la proliferacion celular, sin embargo, se debe trabajar en mejorar la propiedad de
conductividad eléctrica que favorezcan la comunicacion celular y por tanto la funcionalidad

correcta de las células cardiacas.

Un enfoque novedoso es la generacion de andamios funcionalizados con nanomateriales
metalicos como las nanoparticulas de oro (AuNP) con la finalidad de mejorar las propiedades
conductivas. Los efectos positivos de su aplicacion en el cultivo celular han sido
determinados en diferentes proyectos de la UAM Cuajimalpa, sin embargo, se ha observado

cierta variabilidad durante el proceso de sintesis, ademas, existe la necesidad de estudiar la
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forma en la que interaccionan las AuNP con los biomateriales utilizados. Por lo anterior, la
finalidad del presente proyecto fue evaluar y mejorar distintos aspectos de la metodologia
empleada para la sintesis de las nanoparticulas de oro y obtener un protocolo estandar y
reproducible para su generacién, ademas de la evaluacion de las interacciones que tienen
lugar entre los materiales y las nanoparticulas y con ello dar una descripcién de los posibles
efectos positivos en el cultivo de cardiomiocitos.

4. Pregunta de investigacion

¢ Como afecta el uso de nanoparticulas de oro las propiedades fisicoquimicas de los andamios

de alginato-quitosano?

5. Hipotesis

La incorporacién de nanoparticulas de oro en los andamios de alginato-quitosano mejorara

sus propiedades fisicoquimicas, creando un entorno mas eficaz para la ingenieria de tejidos.

6. Objetivos

6.1. Objetivo general

Realizar la sintesis de nanoparticulas de oro y evaluar su efecto sobre las propiedades fisicas
de andamios de alginato-quitosano con potencial aplicacion en el cultivo de células cardiacas.

6.2. Objetivos especificos

1) Estandarizar una metodologia para obtener nanoparticulas de oro con propiedades
reproducibles.

2) Realizar la sintesis de nanoparticulas de oro con y sin con alginato (AuNP y AuNP-
ALG).

3) Evaluar las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas sintetizadas.
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4) Realizar la funcionalizacion de andamios de alginato-quitosano (ALG-CS) con AuNP
y AuNP-ALG.

5) Evaluar el efecto del uso de nanoparticulas, concentracion y método de
funcionalizacion, mediante pruebas de porosidad, hinchamiento y degradacién de los

andamios.

7. Materiales y métodos experimentales

7.1. Descripcion de las técnicas experimentales empleadas
7.1.1. Técnicas de espectroscopia
7.1.1.1. Dispersion dindmica de luz y potencial Z

La dispersion dinamica de luz (DLS) y el potencial zeta (ZP) son dos herramientas que
permiten la determinacion del tamafio de particula y de la carga superficial que son
responsables de una variedad de efectos bioldgicos de las NP, incluida la absorcién celular,

la toxicidad y la disolucién (Bhattacharjee, 2016).

La dispersion dinamica de luz, también conocida como espectroscopia de correlacion de
fotones o dispersion de luz cuasi-eléstica es empleada para medir el tamafio de particulas que
se encuentran dispersas en un liquido a partir del monitoreo de las fluctuaciones causadas por
el movimiento browniano aleatorio de las particulas, el cual se vincula a un diametro
hidrodindmico equivalente que se define como el diametro de una esfera dura hipotética que
se difunde con la misma velocidad que las particulas ensayadas bajo DLS.

Esta técnica puede medir el tamafio de particulas pequefias desde un nandmetro hasta una
escala submicronica en solucion o suspension mediante una fuente de luz monocromatica.
En este caso, un haz de luz laser se enfoca en una solucion de muestra y un detector de fotones
determina la intensidad del desplazamiento Doppler de la radiacién incidente dependiente
del tiempo de las fluctuaciones. Posteriormente, la sefial del detector pasa a una placa de
procesamiento digital denominada correlador que comparara la intensidad de dispersion en

intervalos de tiempos sucesivos para determinar la velocidad a la que varia la intensidad. La
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informacion obtenida pasara al equipo de computo para que el software analice los datos y
brinde la informacién del tamafio (figura 8) (Al Thaher et al., 2020; Bhattacharjee, 2016;

Malvern Instruments, 2017)

Laser Zetasizer Optical arrangement
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7N : @ I Correlator .
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Figura 8. Esquema de configuraciones opticas del Zetasizer Nano series para mediciones de DLS. (Malvern
Instruments, 2017)

Por otra parte, el potencial zeta (ZP) de una particula coloidal determina el estado electronico
de la superficie de las particulas. Los valores ZP encontrados entre 2030 mV y >+30 mV
son referidos a dispersiones moderadamente estables y altamente estables, respectivamente
(Al Thaher et al., 2020; Bhattacharjee, 2016)

Para medir el potencial Z de las particulas en suspensién se emplea un laser como fuente de
luz la cual se divide para proporcionar un haz de luz incidente y un haz de referencia. El haz
incidente pasa a traves de la muestra, detectando la luz dispersada en un angulo de
aproximadamente 13°. Después, un campo eléctrico es aplicado a la celda donde se encuentra
la muestra, aquellas particulas que se muevan dentro del volumen de medicion haran que la
intensidad de la luz detectada fluctda con una frecuencia proporcional a la velocidad de la
particula y la informacion resultante es enviada a un procesador digital y posteriormente al

software (figura 9) (Malvern Instruments, 2015).
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Figura 9. Esquema de configuraciones opticas del Zetasizer Nano series para mediciones de ZP. (Malvern
Instruments, 2015)

Se empled el equipo Zetasizer Nano ZS ZEN 3500 de Malvern Instruments para la evaluacion
de las muestras y la version de software 7.03 para el analisis de datos encontrado en el

Laboratorio de Quimica, Farmacia Molecular y de Materiales de la UAM-C.

7.1.1.2. Plasmédn de resonancia superficial

El plasmdn de resonancia superficial es un fenémeno Optico que surge de la interaccion entre
una onda electromagnética y los electrones de conduccion que contiene una nanoparticula.
Los electrones de nanoparticulas de oro son impulsados por el campo eléctrico para oscilar
colectivamente a una frecuencia resonante relativa a la red de iones positivos. A esta
frecuencia de resonancia, la luz incidente es absorbida por la nanoestructura. Algunos de
estos fotones se liberan con la misma frecuencia en todas las direcciones, un proceso
conocido como dispersion, y algunos se convierten en fonones o vibraciones de la red, un
proceso denominado absorcion. En general, el pico SPR de las nanoestructuras de oro incluye
componentes de dispersion y absorcion, que pueden diferir sustancialmente segun el tamafio

y la forma de la nanoestructura. Por lo tanto, los picos SPR de AuNP se pueden ajustar desde
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la region visible hasta la del infrarrojo cercano (NIR) (800-1200 nm) controlando su forma

y estructura.

7.1.2. Técnicas de microscopia
7.1.2.1. Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido (SEM) nos permite obtener una imagen detallada de
una particula con alta calidad y resolucion espacial mediante un haz de electrones acelerados
que poseen una longitud de onda mas corta que los fotones de luz visible y lentes
electrostaticos o electromagnéticos que brindan una mayor profundidad de campo y un
aumento de hasta 100 000x, lo cual permite la visualizacion de particulas nanométricas
(Akhtar et al., 2018; Al Thaher et al., 2020).

La optimizacion del andlisis depende del tipo de electrones emitidos, los cuales pueden ser
secundarios o retrodispersados. Los electrones secundarios (SE) son producidos por
interacciones inelasticas entre el haz de electrones primario y la muestra y tienen menor
energia que los electrones retrodispersados (5kV). Por otra parte, los electrones
retrodispersados (BSE) se reflejan después de las interacciones inelasticas entre el haz y la

muestra, es decir, provienen de regiones mas profundas (Nanakoudis, 2019).

Los electrones secundarios permiten la visualizacion de la morfologia y la topografia de la
muestra, mientras que los retrodispersados se utilizan para mostrar los contrastes de la
composicion de la muestra, las imagenes de BSE muestran una alta sensibilidad a las
diferencias en el nimero atémico; cuanto mayor sea el nimero atdbmico, mas brillante

aparecera el material en la imagen. (Akhtar et al., 2018; Al Thaher et al., 2020).

Se utiliz6 un microscopio electrénico de barrido TM3030 Plus del Laboratorio de Quimica,
Farmacia Molecular y de Materiales de la UAM-C, para obtener imagenes de los andamios
sometidos a pruebas de degradacion. El equipo se configuré con un detector de electrones
secundarios y un voltaje de 5 kV, se obtuvieron capturas a aumentos de 130x y 250x. Los

andamios funcionalizados con AuNP y AuNP-ALG fueron observados en un microscopio
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electrénico de barrido (JSM-7600F, Jeol Ltd.), disponible en el Laboratorio de Microscopia
Electronica de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad lztapalapa, empleando

electrones retrodispersados y 5 kV.

7.1.2.2. Microscopia electronica de transmision (TEM)

La microscopia electronica de transmision (TEM) es la herramienta mas eficaz para la
caracterizacion de nanomateriales a una resolucion espacial desde el nivel atdmico (1-100
nm) hasta el nivel micrométrico (Al Thaher et al., 2020). A diferencia de SEM, TEM utiliza
electrones transmitidos de alto voltaje (60-300 kV). Un cafién de electrones en la parte
superior de un TEM emite electrones que viajan a través del tubo de vacio del microscopio,
la lente electromagnética enfoca los electrones en un haz muy fino y luego este haz atraviesa
la muestra, los electrones se dispersan o golpean una pantalla fluorescente en la parte inferior

del microscopio y generan una imagen de la muestra (Figura 10).
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Figura 10. Configuracién de un microscopio electronico de transmision. Adaptada de Gonzalez Mancera &

Noguez Amaya, 2006.
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La observacion de las nanoparticulas de oro y oro-alginato fueron obtenidas en el
microscopio electrénico de transmision JEM-2100PIus (Jeol™) del Centro de Nanociencias,
Micro y Nanotecnologias del Instituto Politécnico Nacional y el microscopio JEM2100F
(Jeol™) del Laboratorio de Microscopia Electronica de la Universidad Auténoma

Metropolitana Unidad Iztapalapa.

7.2. Métodos experimentales

7.2.1. Sintesis de nanoparticulas de oro

La sintesis de nanoparticulas de oro se realiz6 mediante la formacion de una nanocoraza de
oro a partir de un ndcleo polimérico de acuerdo con el procedimiento de Topete et al. (2014),

con algunas modificaciones.

Formacién de nucleos de PGLA

Para la formacion de ndcleos de PLGA, se prepararon 5 mL de una solucion de PLGA al
10% p/v en acetona y se afiadié por goteo en una solucién acuosa de copolimero Pluronic F-
127 al 1% en una proporcion 1:20 que fungié como tensoactivo para la formacion de
particulas uniformes, hasta lograr un volumen final de 20 mL. Lo anterior fue realizado en

agitacion a 250 rpm y en un cuarto frio (T=4 °C) (figura 11).

Figura 11. Formacién de nucleos de PLGA.
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La solucidn resultante fue homogeneizada mediante sonicacion en una chaqueta de hielo con
una punta sonicadora de 750 W y frecuencia de 20 kHz a 40% de amplitud durante 10 min,
posteriormente se dejo en agitacion por 4 horas. Una vez pasado el tiempo de agitacion se
realizaron 3 ciclos de lavado mediante centrifugacion a 5,500 x g por 30 min, retirando el
sobrenadante y resuspendiendo el pellet formado en agua Milli-Q, igualando el volumen
inicial (figura 12). Posteriormente los nucleos se sometieron a homogeneizacion mediante
sonicacion con las condiciones antes descritas y se dejo en agitacion a temperatura ambiente

por una noche.

Figura 12. Ndcleos de PLGA. A) previo a los lavados, B) posterior a los lavados.

Funcionalizacion de nucleos de PLGA con alginato (PLGA-ALG)

Los nucleos de PLGA resultantes fueron sonicados durante 10 minutos en una punta de 750
W, 20 kHz y 40% de amplitud. Se tomaron 10 mL y se le agregd en agitacion una solucion
acuosa de alginato de sodio al 1% p/v en una relacion 1:20 permaneciendo en agitacion por

un lapso de 2 a 4 horas a 250 rpm.

Una vez pasado el tiempo de agitacion, fueron realizados 3 ciclos de lavados y posteriormente

fueron homogeneizados mediante sonicacion (figura 13).



Figura 13. Nicleos de PLGA-ALGinato.
Preparacion de Nanosemillas de oro (nanoseeds)

La formacion de las nanoparticulas de oro fue realizada por medio de nanosemillas de oro
generadas de acuerdo con la metodologia descrita por Jana et al. (2001). En resumen, 25 mL
de una solucion de HAuCl4-3H>0 al 0.01 M y se vertieron 0.125 mL a 10 mL de una solucion
acuosa de citrato trisodico 2.56 x 10 M. Posteriormente se afiadieron 0.3 mL de NaBH al
0.1 M frio (4 °C). La solucidon resultante adquirié un color rosa anaranjado de manera
inmediata (figura 14A). Finalmente se dejo reposar un dia en agitacion a 250 rpm y en
ausencia de luz, con la finalidad de garantizar la uniformidad de las nanosemillas y permitir
la degradacion completa del borohidruro de sodio. Al dia siguiente la solucion adquirié un

tono rosado fuerte (figura 14B).

Figura 14. Formacién de nanoseeds. A) Solucidn inicial. B) Posterior a 1 noche de agitacion.



Generacion de precursores

Los nlcleos de PLGA y PLGA-ALG se mezclaron con la solucién de nanosemillas en una
relacién 1:1 hasta obtener un volumen final de 6 mL (figura 15) y se mantuvieron en agitacion

por 18 horas protegiéndolos de la luz.

Los precursores generados fueron lavados mediante centrifugados a 7000 x g por 30 min y
resuspendidos en agua milliQ, posteriormente fueron sonicados por 5 minutos en una punta

sonicadora.

Figura 15. Formacion de precursores, ndcleos de PLGA+nanosemillas de oro.

Crecimiento de la coraza de oro

Para llevar a cabo el crecimiento de las nanosemillas de oro unidas a los nucleos de PLGA,
se prepard una solucion de crecimiento. Se agregaron 2 mL de una solucién acuosa de
HAuCl4-3H20 0.025M a 98 mL de solucion de KoCOs, se deja sin agitacion durante 24 horas
en oscuridad, evitando foto-oxidacién. La solucion resultante debe ser transparente indicando

la solubilizacion de los iones Au®* y la presencia de especies AuCls™.

Se agregaron 2.025 mL de precursores (nucleos con Nseeds) a 45 mL de solucién de
crecimiento en agitacion. Finalmente 225 pL de solucion de acido ascérbico de manera
abrupta para la reduccion de sal de oro, obteniendo finalmente ~47 mL de solucion con
nanoparticulas de cada tipo (figura 16).



Figura 16. Formacién de las nanoparticulas de oro y oro-alginato.
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Figura 17. Esquema general para la sintesis de nanoparticulas de oro y oro-alginato.

7.2.2. Caracterizacion de las nanoparticulas de oro (AuNP) y oro-alginato (AuNP-
ALG)

7.2.2.1. Medicién de tamafio y potencial Z

De las soluciones resultantes de nucleos de PLGA, PLGA-ALG, nanosemillas, precursores
y AuNP y AuNP-ALG fueron realizadas diluciones en agua Milli-Q en una relacién 1:100.
Posteriormente las soluciones fueron depositadas en una celda Zeta Cell (Malvern
Instruments) previamente filtradas con ayuda de una jeringa y de una membrana de
politetrafluoroetileno (PTFE) con 0.45 um de tamafio de poro y 25 mm de didmetro
(Fluoropore™), finalmente se midieron en el equipo Zetasiser Nano ZS ZEN 3500 (Malvern
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Instruments) disponible en el laboratorio de Quimica, Farmacia Molecular y de Materiales
de la UAM-C. Se tomaron mediciones al término de la sintesis y posterior a 3 y 6 meses.

7.2.2.2. Espectroscopia de Uv-Vis

Se realiz6 un lavado de las AUNP y AuNP-ALG mediante centrifugacion a 5500 x g por 30
min y posterior resuspension en agua Milli-Q. Posteriormente se vertié 1 mL de la solucién
en una celda de cuarzo para su observacion en un espectrometro UV-vis (Genesys™ 108,
Thermo Scientific) del laboratorio de docencia de la UAM-C, mediante un barrido de 200 a

1100 nm. Se empled agua Milli-Q como blanco.

7.2.2.3. Estabilidad a diferentes pH

La estabilidad de las nanoparticulas se analizd6 mediante el empleo de buffers con pH
diferente (3, 6, 7.4 y 9). Los buffers con pH 3y 9 se prepararon mediante la combinacion de
dos soluciones, una de acido citrico 0.1 M (CeHgOy7) y otra de fosfato de sodio dibasico 0.2
M (NazHPO4*7H20). Como pH 6 se empled agua Milli-Q y PBS como pH fisioldgico
(pH=7.4).

Las AuNP y AuNP-ALG fueron homogeneizadas con una punta sonicadora de 750W, 20
kHz y 40% de amplitud durante 10 minutos. Posteriormente se afiadieron a las soluciones
buffer en una relacion 50:50 con un volumen final de 2 mL para las mediciones mediante
DLS y 50:50 con un volumen de 2 mL para las mediciones por UV-vis siguiendo el
procedimiento descrito en las secciones 7.2.2.1y 7.2.2.2. Las mediciones se realizaron a las
2y 24h.

7.2.2.4. Microscopia electronica de barrido y de transmision

Para los analisis por microscopia electrénica de barrido (SEM), se realizd una dilucién 1:100
de AuNP y AuNP-ALG, posteriormente las diluciones fueron homogeneizadas mediante
sonicacion por 10 minutos (apartado 7.2.1) y enseguida se depositaron 50 pL de cada muestra
en una placa de silicon wafer. Las muestras permanecieron en secado a temperatura ambiente

y una vez secas se realizd su observacion por SEM en un microscopio TM3030Plus (Hitachi
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High-tech, America) disponible en el laboratorio de Quimica, Farmacia Molecular y de
Materiales de la UAM-C. Las observaciones fueron realizadas a 5000x, 10000x y 30000x

utilizando un voltaje de 15 kV y electrones retrodispersados.

Para la observacion por TEM, las muestras fueron preparadas y depositadas en una rejilla de
cobre para TEM. Las rejillas con la muestra permanecieron en secado a temperatura ambiente
y posteriormente fueron llevadas para su observacion en el microscopio electrénico de
transmision JEM-2100Plus (Jeol™) del Centro de Nanociencias del IPN. Las imagenes
correspondientes a los lotes 5-7 se obtuvieron en el microscopio electronico JEM2100F
(Jeol™) del laboratorio de Microscopia Electrénica de la UAM-I.

7.2.3. Elaboracién de andamios de alginato-quitosano (ALG-CS)

Se elaboraron andamios de alginato y quitosano (Beltran-Vargas et al., 2022). Alginato de
sodio y quitosano en polvo fueron agregados a un vaso de precipitado en una relacién 0.75-
1.25% (p/v), permanecieron en agitacion en seco durante 1 minuto, posteriormente fue
agregado el volumen de agua Mllli-Q correspondiente y se agité durante 30 minutos a 2000
rpm, posteriormente fue agregado acido acético para ajustar el pH de la solucién a un valor
entre 5-6 y permanecid en agitacién por 3 horas. La solucién, fue vertida en una caja de 24
pozos y congelada a -20 °C por una noche, posteriormente fueron secados mediante
liofilizacion durante 7 horas (0.050 mBar y -49 °C). Se vertié gluconato de calcio al 1% (p/v)
en los andamios secos y luego de 30 minutos fue retirado, seguido de una serie de 5 lavados
con agua Milli-Q, el agua agregada en el 5° lavado permanecio hasta el dia siguiente y luego
fue retirada, los andamios se llevaron a congelacion a -20 °C por una noche y liofilizacion
durante 7 horas (0.050 mBar y -49 °C).

7.2.4. Funcionalizacion de andamios de alginato-quitosano

La solucion de nanoparticulas con y sin alginato (V= 2 mL) fue lavada mediante
centrifugacion a 5,500 x g durante 30 minutos, resuspendiendo en el volumen original y

homogeneizada por sonicacion durante 10 minutos a 20 kHz y 40% de amplitud. De las
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muestras resultantes se realizaron diluciones para cada tipo de nanoparticulas, tal como se

indica:

A) 10 pL de AuUNP/AUNP-ALG en 10 mL de agua Milli-Q.
B) 2 pL de la solucién A en 50 mL de agua Milli-Q.
C) 10 pL de la dilucion A en 50 mL de agua Milli-Q.

A los andamios previamente preparados le fueron afiadidos 2.5 mL de las diluciones con NP
By Cy permanecieron en el medio con nanoparticulas durante 1 h'y 24 h, tal como se muestra
en la tabla 7, posteriormente fueron retirados del medio, congelados a -20 °C y liofilizados
durante 3 horas (0.050 mBar y -49 °C).

Tabla 7. Métodos de funcionalizacién de andamios.

Andamios  Tiempo de inmersion Observaciones
A 24 h Andamios preparados
B 1h Andamios preparados

Previo a la segunda liofilizacion,
C 24 h .
posterior al 4° lavado

Con la finalidad de comprobar que las nanoparticulas se incorporaban a andamios de ALG-
CS, los andamios fueron funcionalizados mediante los métodos A y B. Las AUNP y AuNP-

ALG fueron preparadas y se realizd una dilucion 1:1 empleando agua Milli-Q.

7.2.5. Caracterizacion de andamios de ALG-CS-AuNP y ALG-CS-AuNPAIg

7.2.5.1. Microscopia electronica de barrido

Los andamios sin NP y los funcionalizados por el método Ay B con la mayor concentracion,
fueron observados en un microscopio electrénico de barrido (JSM-7600F, Jeol Ltd.),
disponible en el Laboratorio de Microscopia Electrénica de la UAM-Iztapalapa, empleando

electrones retrodispersados y 5 kV. Se realizaron vistas superficiales y laterales.
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7.2.5.2. Pruebas de hinchamiento

Los andamios con NP o funcionalizados secos fueron pesados en una balanza analitica y
posteriormente se introdujeron al medio de hinchamiento (Milli-Q). Se tomaron mediciones

gravimétricas a distintos tiempos, tal como se indica en la tabla 8.

Tabla 8. Mediciones tomadas a diferentes tiempos de los andamios inmerso en el medio de hinchamiento.

Tiempo de inmersion Tiempo de medicion
7 dias 1,2y3h/1-7d
1,2y 3h/1-7d/dia 14,
2 meses
21, 30,45y 60.

Los porcentajes de hinchamiento fueron calculados de acuerdo con la siguiente relacion:

Ws—Wy

5(%) = "

* 100 (1)

Donde S es el porcentaje de hinchamiento, Wo es el peso en seco del andamio y Ws es el peso

del andamio hinchado al tiempo t.

7.2.5.3. Estudios de degradacion

Posterior al tiempo de inmersion de las pruebas de hinchamiento los andamios fueron
retirados del medio y posteriormente secados mediante liofilizacién durante 5 horas (0.05
mBar y -49 °C). Una vez secos fueron pesados y fue calculado el porcentaje de degradacion
de acuerdo con la siguiente férmula:

Wy

D(%) = W"W;o 100 @)

Donde D es el porcentaje de degradacion, Wo y Ws es el peso del andamio seco previa y

posteriormente a las pruebas de degradacion, respectivamente.
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Una vez realizadas las pruebas, los andamios fueron observados mediante microscopia

electronica de barrido a 25x, 100x y 250x.

7.2.5.4. Porosidad

La porosidad de los andamios se determind mediante el método de desplazamiento de liquido
utilizando etanol como medio penetrante. Se registré el peso seco de los andamios y
enseguida cada andamio se colocd en un tubo falcon con 3 mL de etanol absoluto y
permanecio inmerso durante 48 h. Posterior a ese tiempo el andamio se retiré del medio y
con ayuda de un pafio de seda se retird el etanol superficial para la obtencion del peso
hamedo. Se registro también el volumen final y finalmente se utiliz6 la siguiente ecuacion:

Ws—Wo

Porosidad(%) = * 100 (3)

Donde Wo y Ws es el peso del andamio seco previa y posteriormente a su inmersion,
respectivamente; p es la densidad del etanol y V corresponde a la diferencia del volumen

inicial menos el final del etanol desplazado.

7.2.6. Pruebas biologicas
7.2.6.1. Cultivo de cardiomiocitos

Las pruebas bioldgicas fueron realizadas por comparieros del grupo de ITMR de la UAMC.
Para realizar el cultivo primario de cardiomiocitos se utilizaron ratas Wistar de 2-3 dias de
edad. En un entorno sanitizado se limpié con etanol al 70% el torso del ejemplar y se realizo6
una incision en el torax para exponer y extraer el corazén. Se utilizo un estereoscopio para
retirar el pericardio y hacer un corte transversal diagonal para separar auriculas y ventriculos.
Las auriculas fueron descartadas y los ventriculos se almacenaron en solucion Hanks fria
hasta completar 9-12 corazones. En seguida, se hicieron tres lavados con solucion salina de
Hanks fria y se continud con la disgregacion mecanica realizando cortes finos al tejido

ventricular hasta obtener secciones sumamente pequefias.
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Se realizaron 3 ciclos (de disgregacion enzimética con 10 mL de tripsina 0.125%, v/v a 37
°C (tripsina 0.25% v/v diluida en solucion Hanks). Cada ciclo de disgregacion enzimatica
consistio en 5 minutos de agitacion lenta méas 25 minutos de incubacion (37 °C, 5% CO).
La solucion de tripsina recuperada se filtro (filtro de 70 um) para eliminar restos de matriz
extracelular y fibroblastos, en seguida se afiadié neutralizador de tripsina en una relacion de
volumen 1:1. Inmediatamente después, la solucion celular se centrifugd a 1500 rpm durante
5 minutos, se descartd el sobrenadante y el pellet se resuspendié en medio M199
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 5% de suero de caballo (HS) y 1%
penicilina. En seguida, se realiz6 un paso de preplaqueo para eliminar fibroblastos y otros
tipos celulares, para lo cual las células fueron sembradas en cajas de 6 pozos durante 90
minutos en 3 mL de medio M199 suplementado en una incubadora de cultivo celular. Al
finalizar el preplaqueo, se recuper6 el medio y se centrifug6 a 1500 rpm durante 5 minutos;
se recuper0 el boton y se realiz6 el conteo celular con una cdmara de Neubauer; en seguida
las células cardiacas fueron sembraron por goteo en los andamios previamente esterilizados

con radiacion UV.

Se generaron diferentes tipos de constructos, de andamios funcionalizados por cada método
(A, B y C). Cada constructo fue sembrado con 2x10® CM. Todos los constructos fueron
cultivados durante 7 dias en condiciones de cultivo estandar (37 °C, 5% CO3), en una caja de

96 pozos con cambio de medio cada 24 horas.

7.2.6.2. Procesamiento histoldgico de los constructos

Después de 7 dias de cultivo, se realizé el procesamiento histologico de los constructos. Se
realizaron 3 lavados rapidos con PBS frio y se fijaron con formaldehido al 4% durante 24
horas a4 °C. En seguida se deshidrataron e incluyeron en parafina con el siguiente protocolo:
OH-40% (15 min), OH-50% (15 min), OH-60% (15 min), OH-70% (1 noche), OH-80% (15
min), OH-90% (15 min), OH-96% (15 min x 2), OH-100% (15 min x 2), OH-xileno (15 min),
xileno (15 min x 2), parafina a 60 °C (30 min x 2). Al final del segundo paso de parafina,
los constructos fueron orientados en un histoarreglo el cual se dejo enfriar 1 hora en una placa

fria y después se realizaron cortes consecutivos de 5 micras.
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7.2.6.3. Tincién hematoxilina-eosina (H&E)

Las laminillas obtenidas fueron desparafinadas 15-20 min en una estufa a 60 °C y se aplico
el siguiente protocolo para hacer la tincion H&E: xileno (15 bafios x 2), OH-100% (15
bafios), OH-96% (15 bafios), OH-80% (15 bafios), OH-70% (15 bafios), dH20 (15 bafios),
hematoxilina (90 segundos), H>O grifo (enjuagar), OH-70% (15 bafios), eosina amarillenta
(30 segundos), OH-96% (15 bafios x 2), OH-100% (15 bafios x 2), xileno (15 bafios), xileno
(mientas se monta con Entellan). Al dia siguiente, las laminillas fueron escaneadas con el

microscopio digital Aperio.

7.2.7. Procesamiento de datos y andlisis estadistico

El analisis estadistico y grafico de datos fue realizado en el software Origin 2018 de
OriginLab®. Los resultados se presentan como la media = SD de los datos. Para el anélisis
estadistico, se emplearon pruebas ANOVA de dos vias, pruebas de Tukey y pruebas de

Friedman, realizadas con el software GraphPad Prism 8.

8. Resultados

Se realizo la estandarizacién del protocolo para la sintesis de nanoparticulas de oro y oro-
alginato. Para la modificacion de andamios de alginato-quitosano se utilizaron dos tipos de
nanoparticulas de oro sin y con alginato. En esta seccion se exponen los resultados obtenidos,
los cuales se dividen en dos partes principales: la caracterizacion fisicoquimica (DLS, UV-
vis, SEM y TEM) de los dos tipos de nanoparticulas y la caracterizacion de los andamios

funcionalizados (SEM, estudios de hinchamiento, degradacion y porosidad).

8.1. Caracterizacion de las nanoparticulas sintetizadas

8.1.1. Tamarioy potencial Z de AUNP y AuNP-ALG.

Las tablas 9a y 9b muestran los valores de los tamafios promedio de las nanoparticulas con y
sin alginato durante cada paso de la sintesis. Se realizaron 7 lotes, en los cuales del 4-7 se

aumentaron pasos de sonicacion en cada etapa durante la sintesis (posterior a la formacion



de nucleos, antes y después de la funcionalizacion con alginato y previo a la incorporacion
de nanosemillas), se sigui6 el mismo procedimiento en cada lote (tabla 9b). Para el caso de
las AUNP (lotes 4-7), los nucleos de PLGA generados presentaron tamarios de entre 167-303
nmy al unirse a nanosemillas con tamafio de entre 109-254 nm formaron precursores en un
rango de 153-296 nm, resultando en AuNP de 77-134 nm. Por otra parte, para el caso de
AUNP-ALG los nucleos se encontraron entre 218-254 nm y al unirse a nanosemillas formaron
precursores con un tamario de 218-331 nm, resultando en AuNP de 66-81 nm. Respecto a los

lotes 1-3, se logro disminuir el tamafio de ambos tipos de NP de ~180 nm a ~80 nm.

Tabla 9. Tamafio (nm) de los nanomateriales obtenidos durante el proceso de sintesis de AUNP y AuNP-ALG

mediante DLS. Se muestra la media + SD de los datos. A) Metodologia inicial. B) Metodologia final.

A) Previo a los pasos extra de sonicacion

Tamafio (nm)

Muestra
Lote 1 Lote 2 Lote 3
Nucleos PLGA 4555+ 724 2720+ 11.2 4450+ 111.2
Nucleos PLGA-ALG 636.3 £ 105.8 599.8 + 7.3 4515 +53.1
Nanoseeds 316.0 £ 104.4 320.7 £ 84.6 455.6 +43.9
Precursores 581.4 +32.3
Precursores-ALG 511.2 + 58.5
AuNP 161.9+6.9 134.0+3.1 2445 9.1
AUNP-ALG 165.3+8.4 105.0 £ 6.6 263.1 8.8

B) Siguiendo la metodologia final (pasos extra de sonicacion)

Tamafio (nm)

Muestra
Lote 4 Lote 5 Lote 6 Lote 7
Nucleos PLGA 302.73 £4.23 167.17 + 46.12 219.13 + 24.16 293.0+£9.94
Nucleos PLGA-ALG 228.03 £10.76 218.17 +15.18 253.53 £ 26.07  344.47 +42.55
Nanoseeds 254.43 £ 14.93 133.07 £ 50.45 109.24 +38.61  161.33 £ 25.52
Precursores 235.93 £ 13.57 153.47 + 16.43 296.13 + 29.35 259.8 + 14.14
Precursores-ALG 208.0 £ 39.24 216.03 £5.65 330.83+£28.44  214.47 +19.62
AuNP 81.72 £ 2.57 85.91 +2.05 77.31+1.37 133.07 +£1.33
AuUNP-ALG 81.18+1.31 73.95+2.89 66.54 + 1.82 76.3+0.66

53



La figura 18 muestra las distribuciones de tamafio obtenidas por DLS, el pico representa el
tamafio de particula que predomina en la muestra y se puede observar una distribucion de
tamanios estrecha y homogénea de las NPs generadas para los lotes 4-6, en el caso del lote 7
se observa una mayor variabilidad en el tamarfio de las NPs obtenidas, probablemente debido
a la interferencia de un pico externo. El indice de polidispersidad arrojado por el equipo al
realizar las mediciones fue de 0.24 + 0.02, este valor indica una baja dispersion o distribucion

homogénea de tamafios en comparacion con el tamarfio promedio observado.

Distribucion de tamaifio

2. — AuNP Lt 4
E AuNP-ALG Lt. 4
2 — AuNPLt. 5
& — AuNP-ALG Lt. 5
g ——— AuNPLt. 6
'z ———— AuNP-ALG Lt. 6
2 — AUNPLt7
a — AuNP-ALG Lt. 7

10 100 1000

Tamafio (d.nm)

Figura 18. Gréafico de distribucion de tamafio obtenido por DLS para los lotes 4-7.

En la tabla 10 se muestran los valores de potencial Z de ambos tipos de nanoparticulas,
durante el proceso de sintesis de los lotes 4-6, los nucleos de PLGA y PLGA-ALG
presentaron valores de entre -10mv a -30 mV y de -9 mV a -26 mV, respectivamente. El
potencial Z de las nanosemillas sintetizadas se encontrd entre -2 a -13 mV y al unirse a los
nucleos con y sin alginato formaron precursores con un PZ de entre -9 a-21 mVy -11 mV,
respectivamente. Finalmente, posterior a la sintesis se obtuvieron AUNP y AuNP-ALG con

valores de PZ entre -30 mV y -35 mV para ambos casos (tabla 10).
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Tabla 10. Potencial Z (mV) de los nanomateriales obtenidos durante el proceso de sintesis de AUNP y
AUNP-ALG mediante DLS. Se muestra la media £ SD de los datos. A) Metodologia inicial. B) Metodologia

final.
A) Previo a los pasos extra de sonicacién
NV Potencial Z (mV)
Lote 1 Lote 2 Lote 3

Nucleos PLGA -16.3 +1.40 -25.73+0.98 -32.23+3.27

Nuicleos PLGA-ALG -42.47 +5.80 -27.67 £1.75 -39.53+0.31

Nanoseeds -29.07 £ 8.73 -34.03 +1.36 -38.80 + 3.80

Precursores -22.23 +£3.37

Precursores-ALG -22.23+2.01

AUNP -34.57 +£3.91 -23.27+1.14 -15.80 + 3.46

AUNP-ALG -33.43+1.91 -31.4£0.20 -19.97+5.0

B) Siguiendo la metodologia final
v Potencial Z (mV)
Lote 4 Lote 5 Lote 6 Lote 7

Nucleos PLGA -16.13 +4.15 -10.63 +4.71 -30.03 +3.71 0971204
Nucleos PLGA-ALG -10.02 +5.20 -8.52 + 0.65 -26.20 + 4.68 -6.92 +4.54
Nanoseeds -12.61 £5.45 -7.80+1.17 -2.19+0.58 -3.39+4.10
Precursores -9.30+1.12 -14.24 £+ 7.52 -21.37 £2.65 -35.13£13.83
Precursores-ALG -11.77 £ 2.67 -11.97 £4.77 -11.77 £1.36 -10.02 £0.21
AuNP -30.47 + 3.65 -33.53+1.84 -34.67 +0.78 -26.07 £ 0.21
AuNP-ALG -29.27 +1.79 -35.10+0.70 -34.13+1.6 -33.33+£3.65

8.1.2. Plasmon de resonancia superficial

Las nanoparticulas metélicas presentan propiedades dpticas Unicas, una de ellas es el plasmon
de resonancia superficial (SPR) que nos brinda informacién valiosa sobre su tamafio, su
forma y su concentracién. Las nanoparticulas generadas fueron analizadas mediante
espectroscopia de UV-vis, obteniéndose un SPR a partir de ~500 nm y alcanzando una
longitud de onda maxima a 579 nm para AuNP y a 586 nm para AuNP-ALG para el lote 4,
584 nmy 567 nm para el lote 5y 584 nm y 557 para el lote 6. En la figura 19 se presenta el

SPR para los 3 lotes mencionados con comportamiento similar, confirmando la presencia de

las nanoparticulas de oro.
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Figura 19. Plasmon de resonancia superficial de AUNP y AuNP-ALG correspondientes a los lotes 4, 5y 6.
8.1.3. Morfologia

Para conocer la morfologia de las nanoparticulas sintetizadas se realizaron estudios de
microscopia electronica de transmision (TEM), el Lt. 4 fue analizado en el Centro de
Nanociencias y Micro y Nanotecnologias (CNMN) del Instituto Politécnico Nacional,
mientras que los lotes 5-7 fueron analizados en el laboratorio de Microscopia Electronica de
la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad lztapalapa. Las micrografias de las
nanoparticulas con y sin alginato obtenidas por TEM se presentan en las figuras 20 y 21, en
las que se demuestra una morfologia espiculada o tipo estrella y las diferentes poblaciones
de tamafo obtenidos por DLS. La dispersion de las particulas sobre sustratos de silicio
cristalino fue observada mediante micrografias obtenidas por SEM (Anexo 2), en las que, las
particulas de oro se distinguen por presentar mayor brillo que el resto de la imagen. Los

tamarios de las particulas brillosas concuerdan con los tamafios obtenidos por DLS.
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Figura 20. Fotomicrografias obtenidas por TEM para AuNP (A-D) y AuNP-ALG (F-I) de los lotes 1-4. Barra

de escala mostrada en color negro.

8.1.4. Estabilidad de las nanoparticulas

La estabilidad de las nanoparticulas se evalué de dos formas. La primera, mediante la

medicién y observacion de las nanoparticulas en diferentes momentos y la segunda,

suspendiéndolas en medios con distintos valores de pH.

En primer lugar, se realizaron mediciones por DLS del lote 4 de AuNP y AuNP-ALG a los

3y 6 meses de la sintesis. Como se observa en la tabla 11, las nanoparticulas presentan una

disminucion de tamafio de hasta un ~20% tras 6 meses de sintetizadas, mientras que los

valores de PZ presentan un ligero aumento, lo que indica su estabilidad. Asimismo, las

imagenes obtenidas por TEM (figura 21) indican que la forma de las NP no presenta cambios

respecto al tiempo de sintesis o el lote elaborado, asegurando que el tiempo no tiene un efecto

negativo en las nanoparticulas y que el metodo utilizado es el adecuado para obtener

nanoparticulas estables y con caracteristicas reproducibles.
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AuNP

AuUNP-ALG

50 nm 4

Tabla 11. Tamafio y potencial zeta de AUNP y AuNP-ALG respecto al tiempo.

50 nm - 50 nm

50 nm

50 nm

Tiempo (meses) Tipo de NP Tamafio (nm) Potencial Z (mV)
AuNP 82+2 -30+ 4
0
AuNP-ALG 81+1 -29+2
AuNP 65+2 -39+1
3
AuNP-ALG 70+1 371
AuNP 64 +2 -36+1
6
AuNP-ALG 68 +2 -38+1
1m (Lt. 4) 3m (Lt. 7) 1 afio (Lt. 6) 1 afio 3 m (Lt.5)
A D
50 nm 50 nm

50 nm

Figura 21. Fotomicrografias obtenidas por TEM para AuNP (A-D) y AuNP-ALG (F-I) a través del tiempo,

correspondientes a los lotes 4-7.

En cuanto a las pruebas de pH, posterior a las 24 horas, ambos tipos de AuNP presentaron

cambios en el tamafio y potencial Z (figuras 22 y 23). Los valores iniciales de tamario fueron
de 71.5+£22nmy 75.4 = 1.4 nm para AuNP y AuNP-ALG, respectivamente. Las AuNP

mostraron un incremento de tamarfio desde las 2 horas de suspension en los buffers con pH 3

y 9; se percibio un incremento de hasta 3.5 veces posterior a las 24 h. Por el contrario, en pH
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6 las AUNP mostraron un incremento 1.2 veces mayor a las 2 horas de suspension y se
mantuvieron estables tras 24 h, mientras que, a pH fisiologico (7.4) se noté un aumento en el

tamario de 1.3 veces a las 24 h.

Por otra parte, el pH en las AUNP-ALG tuvo un efecto mayor, las nanoparticulas presentaron
una mayor aglomeracion tras 24 horas mostrado por un aumento en el valor de tamafio de
hasta ~5 y ~7 veces mayor a pH 3 y 9, respectivamente. Contrariamente a pH 6 se
mantuvieron estables y a pH fisioldgico presentaron un incremento de casi dos veces mayor

respecto al valor inicial.

--@-- AUNP-ALG (2 h)
—e— AUNP-ALG (24 h)
—-A - AUNP (2 h)

700 —aA— AUNP (24 h)

600

500

400

300

Tamario (nm)

200

100

pH
Figura 22. Efecto del pH sobre el didmetro de las nanoparticulas de oro (rojo) y oro-alginato (negro) a2 h

(lineas punteadas) y 24 h (lineas completas). Se grafica la media + SE.

59



Como puede apreciarse en la figura 23. Los valores de PZ también se ven afectados posterior
a la suspension en los diferentes buffers. Tras 24 horas, los valores de PZ disminuyen, lo que

indica la susceptibilidad a la aglomeracion de las NPs y a su vez el cambio en el tamafio.

0 —— 0
S £
E 10+ £ -10 4
< s
3 N
= =
e 'S
c c
$ -20 S -20
& &
-30 _I_ -30 —F
[ JAUNP(2h) [ JAUNP-ALG (2h)
[__JAUNP (24 h) [ ]AUNP-ALG (24 h)
T T T T T T T T
pH3 Milli-Q PBS pH 9 3 6 7.4 9

Figura 23. Efecto del pH sobre la carga superficial de las nanoparticulas de oro (A) y oro-alginato (B) a2y
24 h. Se grafica la media + SE.

Tras las 24 horas de experimentacion se obtuvieron los SPR de cada muestra. Los cambios
en el SPR demuestran las transformaciones que presentan las NP debido a los efectos del pH
sobre ellas. Como se puede observar en la figura 24. El ancho y la intensidad del pico se ve
afectado y va en aumento hasta su desaparicion, todo esto debido a la aglomeracion de las
nanoparticulas. Los SPR de las AUNP y AuNP-ALG a pH 6 y 7.4 presentan menos cambios,
lo que comprueba los resultados obtenidos por DLS y asegura que las nanoparticulas se
mantienen estables en medios con pH cercanos al neutro. Por otra parte, la forma de las NP
puede no verse afectada debido a que el pico se muestra siempre en la misma posicién (500-
600 nm) en comparacion con el pico original.
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Figura 24. SPR de AuNP (linea continua) y AUNP-ALG (linea punteada) tras 24 horas de inmersos en

8.2.Caracterizacion de los andamios funcionalizados

medios con pH diferente.

8.2.1. Caracteristicas de los andamios de ALG-CS

Los andamios presentaron un peso de ~0.011 g y un didmetro y espesor de 1.4 cmy 0.4 cm,

respectivamente. Estos andamios corresponden a los lotes mostrados en la tabla 12, mismos

que fueron utilizados para la funcionalizacion y la realizacion de pruebas de hinchamiento y

degradacion.

Tabla 12. Caracteristicas de los andamios funcionalizados

Pruebas Lote Peso (g) Diametro (cm) Espesor (cm)  No. de andamios
Observaciones por SEM 19 0.011 + 0.001 1.4 0.4 96
Método de funcionalizacion A 17 0.011 + 0.002 1.4 0.4 72
Método de funcionalizacion B 20 0.01 +0.001 1.4 0.4 72
Método de funcionalizacion C 20 0.011 + 0.001 1.4 0.4 72
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AUNP-ALG

Sin NP

8.2.2. Microscopia electronica de barrido

Se obtuvieron micrografias electrénicas de barrido a diferentes resoluciones para cada tipo
de andamio y método de funcionalizacion (figura 25). No se observo un efecto de las NP
sobre el tamafio de poros de los andamios. Las micrografias obtenidas por SEM muestran la
union y distribucion uniforme de AuNP y AuNP-ALG a la superficie de los andamios,
particularmente en zonas lisas que pudieran ser las formadas por el quitosano presente, lo
que conformaria la union mediante interacciones electrostaticas. Asi mismo, la cantidad de
NPs encontradas en el andamio es mayor en los andamios funcionalizados por el método A.
Lo que sugiere que entre mas tiempo pasen los andamios inmersos en el tiempo mayor sera

el nimero de nanoparticulas que se unan a la superficie.

Método A Método B
s ¢ B

Figura 25. Fotomicrografias capturadas por SEM de los andamios de ALG-CS funcionalizados con AuNP
(A-D) y AuNP-ALG (E-H) mediante los métodos A (24h) y B (1h), se muestran también los andamios sin

nanoparticulas (1, J). Las imagenes fueron adquiridas a aumentos de 130x y 10000x.




8.2.3. Porosidad de los andamios.

La porosidad de los andamios se caracterizd por el método de desplazamiento de liquido.
Posterior a las 48 h se pudo apreciar una ligera disminucion en la porosidad de los andamios
(10%). No se encontraron diferencias entre los métodos analizados. Los andamios que

contenian NP mostraron valores de ~65% en los tres métodos de funcionalizacion (Tabla 13).

Tabla 13. Porcentaje de porosidad de andamios de ALG-CS funcionalizados.

Método Tipo de NP %Porosidad
Sin NP 79.3+7.0
AuUNP 61.3+4.1
A AuUNP-ALG 68.0+1.0
AUNP 64.0+£8.1
g AUNP-ALG 63.1+6.3
AuUNP 66.0+ 7.0
¢ AuUNP-ALG 66.4 + 6.0

8.2.4. Pruebas de hinchamiento

Los porcentajes de hinchamiento maximo obtenidos para cada método de funcionalizacion
se enlistan en la tabla 14. A 1h de inmersos en los medios se alcanzaron porcentajes de
hinchamiento del 78 al 86% respecto al valor maximo obtenido. Los porcentajes maximos
para el método A se encontraron entre 3272% y 3935%, siendo el mayor el mostrado en
andamios con una concentracion de AuNP (10:50), los tiempos de obtencion de %Smax fue
posterior a los 30 dias de inmersos en el medio a excepcion de los andamios con AUNP-ALG
(2:50) que lo alcanzo6 a los 7 dias (figura 26).
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Tabla 14.

Porcentajes de hinchamiento maximos obtenidos tras 2 meses de inmersos en el medio.

Andamios
Tipo de NP A B C
% S max tiempo (d)* % S max tiempo (d)* % S max tiempo (d)*
AUNP (2:50) 3680.3 +183.1 30 3122.1 £512.7 2 3400.0 + 274.9 14
AUNP (10:50) 3934.7 +80.7 30 3198.7 £ 247.9 5 3032.8 +168.0 14
AUNP-ALG (2:50) 3891.5+118.8 7 3256.6 + 334.2 6 3468.8 +74.9 14
AUNP-ALG (10:50) 32719 £ 145.7 45 3130.1 +206.9 5 3483.0+721.4 14
Sin NP 2389.7 + 231.7 1
* Dia en el que fue observado el porcentaje de hinchamiento maximo
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Figura 26. Porcentaje de hinchamiento a 2 meses en andamios funcionalizados por el método A: A) AuNP
(2:50), B) AuNP (10:50), C) AuNP-ALG (2:50) y D) AuNP-ALG (10:50). Los datos de andamios sin

funcionalizar son mostrados por cuadros negros. Se muestra la media de los datos y el error estandar.
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En el caso de las pruebas realizadas en el método B, los porcentajes de hinchamiento
maximos alcanzados se encontraron entre 3100% y 3260% y fueron alcanzados a las 48 h en
el caso de los andamios con AuNP (2:50), a los 6 dias para AUNP-ALG (2:50) y a los 5 dias
para los andamios con AuNP y AuNP-ALG en una concentracion 10:50 (figura 27).
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Figura 27. Porcentaje de hinchamiento a 2 meses en andamios funcionalizados por el método B: A) AuNP
(2:50), B) AuNP (10:50), C) AuNP-ALG (2:50) y D) AuNP-ALG (10:50). Los datos de andamios sin

funcionalizar son mostrados por cuadros negros. Se muestra la media de los datos y el error estandar.

Para los andamios funcionalizados utilizando con el método C, se obtuvieron valores de
%Smax entre 3033% Yy 3483% siendo el mayor el obtenido en andamios con AuNP-ALG
(10:50) y fueron alcanzados a 14 dias de inmersos en el medio (figura 28).
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Figura 28. Porcentaje de hinchamiento a 2 meses en andamios funcionalizados por el método C: A) AuNP
(2:50), B) AuNP (10:50), C) AuNP-ALG (2:50) y D) AuNP-ALG (10:50). Los datos de andamios sin

funcionalizar son mostrados por cuadros negros. Se muestra la media de los datos y el error estandar.

Por el contrario, el valor maximo de hinchamiento para los andamios sin funcionalizar fue
de 2389% vy se alcanzé a las 24 h. No se presentan diferencias significativas entre cada tipo
0 concentracion de NP utilizadas y todas presentan un hinchamiento gradual hasta las 48 h.
Asi mismo se alcanzan valores de hinchamiento hasta un 65%, 36% y 45% mayor en los
andamios A, B y C, respectivamente con respecto al porcentaje maximo obtenido en

andamios sin NPs.

8.2.5. Estudios de degradacién

Posterior a los 7 dias de inmersos en el medio, los andamios del método A mostraron
porcentajes de degradacion de entre ~11% a 14%, los cuales fueron menores en comparacion
al obtenido en andamios sin NP (~20%). El porcentaje mas bajo de degradacion fue notado

en los andamios funcionalizados con AuNP-ALG en una concentracion 10:50. Posterior a
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los dos meses de inmersion los andamios mostraron %D de 7 a 13%, los valores més bajos
de degradacion se observaron en andamios con AuNP y AuNP-ALG con una concentracion
10:50 (figura 29, tabla 15).
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Figura 29. Porcentaje de degradacion a 7 dias y 2 meses de andamios funcionalizados por el método A. Se

grafican la media de los datos + la desviacion estandar.

En las pruebas con andamios B y C posterior a los 7 dias de inmersos en el medio, se notaron
porcentajes de degradacion de entre 8% y 15% en ambos casos, siendo los menores los
observados en andamios funcionalizados con AUNP-ALG (10:50) (tabla 15).

Posterior a dos meses, los porcentajes de degradacion obtenidos fueron en promedio de 7-
12% en los andamios funcionalizados mediante el método A, 10-20% en el caso del método
By 11-16% en el método C. Los menores porcentajes de degradacion se encontraron al
utilizar AUNP (10:50) en las pruebas A y B y en andamios con AuNP-ALG (10:50) en el
método C (figura 30).
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Tabla 15. Porcentajes de degradacion maximos obtenidos tras 2 meses de inmersos en el medio.

% Degradacion

Muestra 7 dias 2 meses
A B C A B C
Sin NP 20.6+£35 75.6+£53
AuNP (2:50) 144+73 1442+49 1499+49 125+27 16.3+7.5 124+21

AuNP (10:50) 136+54 1236+1.9 11.82+2.3 70+24 10.2+43 138+1.3
AuNP-ALG (2:50) 12.2+33 123780 13.55+1.1 7.7+34 155+6.6 15.7+4.9
AuNP-ALG (10:50) 11.1£35 84127 8.32+0.8 7.2+3.0 19.7+5.2 113+1.8
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Figura 30. Porcentaje de degradacién a 2 meses de andamios funcionalizados A, B y C. Se grafican la media

de los datos + la desviacién estandar.

Se tomaron iméagenes de los andamios después de ser sometidos a estudios de degradacion
durante 2 meses, las iméagenes obtenidas muestran que la pérdida de material de los andamios
es minima y que estos aun mantienen su estructura porosa compacta y uniforme (figura 32),
contrario a lo que se observo en estudios previos (figura 31) (Rodriguez-Reyes, 2022) en la
que la que se observé una pérdida de material considerable y de la estructura porosa después
dos meses, esto sugiere que la incorporacion de nanoparticulas mejora las propiedades
mecanicas haciendolo menos susceptible a la degradacion y permitiendo que cumpla su

funcién de soporte celular durante periodos prolongados.
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Método B Método A

Método C

2 meses

m‘mm 12.091 MUD4D 250 300 um

Figura 31. Fotomicrografias obtenidas mediante SEM del andamio de ALG-CS sin nanoparticulas, tras haber
sido sometido a estudios de degradacién en agua Milli-Q durante 7 dias (A) y 2 meses (B), como parte de

estudios previos. (Rodriguez-Reyes, 2022)

AuNP AUNP-ALG

202309004 13081 MUDES X250 300 pm - 20230004 13021 MUD&7 x250 300 pm - 20230904 13281 MUDSS x250 300 pm B 20230004 13231 MUD&7 x250 300 pm

Figura 32. Fotomicrografias obtenidas por SEM para andamios de ALG-CS funcionalizados con dos
concentraciones de nanoparticulas de oro y oro-alginato utilizando tres métodos diferentes: método A (A-D),

método B (E-H) y método C (I-L); tras someterse a estudios de degradacion en agua Milli-Q durante 2 meses.



8.3.Pruebas biologicas

El andlisis histologico muestra que ocurrié una migracion y adhesion celular en los andamios
(figura 33). Se observaron una mayor cantidad de esferoides celulares en los andamios
funcionalizados por el método A (24 hrs) en comparacién con los métodos By C y
presentaron tamafios de entre 18-80 um de diametro. Asi mismo, los andamios
funcionalizados con AuUNP-ALG en una concentracion 2:50 mostraron esferoides pequefios
y dispersos en el andamio. También se pudo notar este efecto en andamios con AuNP en una
concentracion 10:50. Mientras que los esferoides mas grandes fueron observados en
andamios con AuNP (2:50). Los andamios obtenidos por el método C fueron aquellos que

presentaron una menor cantidad de esferoides.

AUNP-ALG

Método A

Método A
(10:50)



Método B

Método C
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Figura 33. Fotomicrografias representativas de secciones transversales de constructos por método de
funcionalizacion con una concentracion 2:50 por el método H&E. AuNP (A, C, Ey G), AUNP-ALG (B, D, F

y H). Indicador: flecha (esferoides). Barra de escala: 200 pum, aumento x100.
9. Discusion

La ingenieria de tejidos tiene la finalidad de generar un tejido funcional que pueda restaurar
o reemplazar tejidos dafiados debido a diferentes patologias. Las nanoparticulas de oro
debido a sus propiedades Unicas y ajustables han emergido como una herramienta versatil
para mejorar y potenciar las estrategias de ingenieria de tejidos al presentar diferentes
ventajas como la mejora de la proliferacion celular, la conductividad eléctrica y las
propiedades mecanicas de los andamios utilizados (Nejati et al., 2022; Yadid et al., 2019).
Sin embargo, para aprovechar al maximo su potencial, es fundamental realizar una
caracterizacion precisa con la finalidad de garantizar su integracion efectiva y segura en

entornos biologicos (Al Thaher et al., 2020).

En el presente trabajo se realizo la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de oro (AuNP)
y nanoparticulas de oro con alginato (AuNP-ALG), las cuales presentaron un tamafio entre
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65y 82 nm, fueron elaborados 7 lotes de nanoparticulas, agregando pasos de sonicacion entre
los diferentes pasos de sintesis en los lotes 4-6. Se realiz6 un analisis ANOVA de dos vias
para determinar las diferencias entre cada uno de los lotes elaborados, se encontré una
diferencia significativas entre cada uno de los lotes (p < 0.0001), mientras que las pruebas
Tukey realizadas revelaron que los lotes 4-6 presentaban tamafios significativamente
menores que los lotes 1-3 (p < 0.0001), lo cual valido la eficacia de los pasos extras de
sonicacion. Se ha reportado que nanoparticulas de oro con un tamafio entre 6-80 nm
favorecen la proliferacion y viabilidad celular (Baei et al., 2016; Joseph et al., 2021;
Pourjavadi et al., 2019). Shen et al. (2019) reportaron una viabilidad de hasta 95% empleando
nanoparticulas de oro con alginato dialdehido (AuNP-ADA) con un tamafio de 253 nm, lo
que podria indicar que el tamafio no afecta la biocompatibilidad de las nanoparticulas de oro
en entornos fisiologicos. El indice de polidispersidad (PDL) obtenido fue de ~0.24, un PDL
menor a 0.5 es generalmente asignado a sistemas monodispersos y estables (Danaei et al.,
2018), el valor obtenido en el presente estudio indica que las nanoparticulas presentan una

ligera variabilidad en los tamafios, pero se mantiene estable y homogénea.

El potencial Z de las nanoparticulas se ha empleado como un indicador de estabilidad
mediante la medicién de la carga eléctrica en la superficie. Las nanoparticulas con un valor
de potencial zeta entre -10 y +10 mV se consideran aproximadamente neutras, mientras que
las nanoparticulas con un potencial zeta superior a +30 mV o inferior a -30 mV son
consideradas estables (Clogston & Patri, 2011). Los valores de los lotes 4-6 de las AuUNP y
AuUNP-ALG generadas se encontraron en valores <-30 mV, estos resultados indican que las
nanoparticulas presentan una buena estabilidad, algo que es confirmado durante el

seguimiento de las nanoparticulas sintetizadas durante 6 meses (tabla 11).

Las nanoparticulas metalicas presentan la aparicion de una banda caracteristica de resonancia
de plasmdn superficial localizado (SPR) que puede estar determinado por el ancho, la
posiciény el nimero de SPRs (Amendola et al., 2017). Se ha reportado que las nanoparticulas
de oro presentan un pico de SPR a longitudes de onda superiores a 500 nm, por ejemplo,
(Pourjavadi et al., 2019)reportaron un SPR a 553 nm para AuNPs esféricas con un tamafo

promedio de las nanoparticulas de 60 a 70 nm; mientras que, He et al., 2015, reportan picos
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de 584-789 nm para nanoestrellas de oro. Las nanoparticulas de oro obtenidas en el presente
estudio tienen una longitud de onda méxima a 579 nm para AuNP y a 586 nm para AuNP-
ALG, lo que nos brindé una primera aproximacion de la forma de las nanoparticulas
obtenidas, misma que fue confirmada mediante la obtencion de imagenes de TEM de cada
tipo de NP. La aparicion de un SPR caracteristico podria permitir seguir los cambios en el
sistema, es decir, permitiria el monitoreo de sus caracteristicas (tamafio y forma) durante
diferentes tiempos o al exponerse a diferentes entornos. Ademas, esta caracteristica optica
permite la absorcion y dispersion de luz de manera eficiente, lo cual, puede tener un gran
potencial en imagenologia o en terapia fototérmica (Hang et al., 2024; H. M. Kim et al., 2023;
Y. Wu et al., 2019).

La forma espiculada o de estrella de las NP podria ser una ventaja en su aplicacion en
andamios desarrollados para cultivo celular, ya que proporcionan una mayor area de contacto
que puede favorecer la interaccion con el material y las células. Este tipo de nanoparticulas
presenta algunas otras ventajas como actividad antibacteriana (Kaul et al., 2022) y baja
toxicidad. La citotoxicidad de las nanoparticulas puede ser dependiente de la forma
(Steckiewicz et al., 2019; Xie et al., 2017). Pakravan et al., 2021 demostraron que las
nanoestrellas de oro presentan un menor indice de toxicidad en células de cancer de mama
MCF7 en comparacion con otras formas de nanoparticulas. Estas caracteristicas las vuelven
ideales para su uso en el cultivo celular. Por otra parte, las imagenes de TEM también
indicaron la presencia de poblaciones de NP de diferentes tamafios (~40-200 nm) algo que
se puede observar en el grafico de distribucién obtenido por DLS (figura 18), el pico obtenido
indica un tamafio de ~80 nm para la mayor cantidad de nanoparticulas, ademéas se ha
reportado que tamafios cerca de los 200 nm, no tienen un efecto negativo sobre la viabilidad
celular (Shen et al., 2019).

Las nanoparticulas de oro son conocidas por su estabilidad coloidal, pero su comportamiento
puede cambiar en diferentes entornos. La estabilidad de las nanoparticulas sintetizadas se
estudio mediante dos variables, el tiempo y el pH del medio. Posterior a 6 meses no se
encontraron cambios significativos en la forma y tamafio de las NPs, lo que comprueba su

alta estabilidad y sugiere un uso seguro sin perder funcionalidad. Por otra parte, el analisis
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de la estabilidad de las AUNPs en medios con pH diferente puede brindarnos informacion util

sobre su comportamiento y seguridad para aplicaciones biomédicas.

Al realizar la dispersion de las NPs en medios con pH 3 y 9 se observé una tendencia a la
aglomeracion, la disminucion de la carga superficial causada por la alta concentracion de
sales contribuy0 a la reduccion de la fuerza de repulsion y por tanto favorecio la agregacion
y precipitacion (Sangwan & Seth, 2022), ademas, la absorcion de los grupos H* y OH en
medios acidos y basicos, respectivamente, puede alterar las propiedades superficiales y su
estabilidad. En el caso de las AuNP-ALG, la protonacion de los grupos carboxilato del
alginato en un entorno acido pudo contribuir a la disminucién de su carga y a su vez,
disminuir la repulsion electrostatica, provocando una mayor agregacion (Hu & McClements,
2015), en el caso de pH basico, se espera que el alginato presente en las nanoparticulas
favorezca la estabilidad al presentar un mayor indice de desprotonacion, sin embargo, en los
resultados obtenidos se observa un efecto contrario, esto puede deberse a un efecto de
apantallamiento debido a la gran cantidad de iones presentes en el medio, lo que podria
afectar la repulsion electrostatica al neutralizar la carga de las nanoparticulas. Por otra parte,
A pH 6y pH 7.4 (fisiologico), las NPs presentaron pequefios cambios en la carga superficial
y tamafio, al aumentar aproximadamente ~40 nm de diametro. Sin embargo, los cambios
podrian no afectar en la respuesta bioldgica ya que no superan los tamafios reportados como
no toxicos para las células (Maharjan et al., 2019; Malki et al., 2022; Pourjavadi et al., 2019;

Shen et al., 2019), lo cual podria asegurar su seguridad para aplicaciones biomédicas.

La funcionalizacion de andamios de ALG-CS fue realizada mediante 3 métodos. Se realizd
su funcionalizacion empleando una dilucién 1:1 de la solucion de NPs. Las imagenes
obtenidas por SEM mostraron puntos dispersos de alta luminosidad que confirmaron la
presencia de las nanoparticulas de oro sobre los andamios de alginato-quitosano (figura 25)
ya que estas NP metalicas tienen una densidad electronica mayor que la del polimero y por
lo tanto dispersan el haz electrénico con mayor intensidad. La incorporacion de las NPs al
material tiene lugar debido a la interaccion de las AUNP y AuNP-ALG con los grupos amino
del quitosano presente en la composicion del andamio. La mayor cantidad de nanoparticulas

observadas en las superficies de los andamios se contempla en aquellos que permanecieron
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inmersos por 24 h en la solucién con NPs y una vez asegurando que ocurre la unién de las

nanoparticulas al andamio se realizaron pruebas de porosidad, hinchamiento y degradacion.

La porosidad es una caracteristica esencial en los andamios desarrollados para aplicaciones
de la ingenieria de tejidos, ya que permite crear una estructura que se asemeje a la arquitectura
de los tejidos nativos. Una porosidad mayor al 50% asegura una mayor difusion de oxigeno
y nutrientes y mejora la infiltracion y adhesion celular (Y. F. Wang et al., 2017). En los
estudios realizados el porcentaje mas alto se registré en los andamios que no contenian
nanoparticulas (79%). Sin embargo, se observo una ligera disminucion en la porosidad al
incorporar nanoparticulas de oro (AuNp) y de oro-alginato (AuNP-ALG) al alcanzar valores
entre el 60% y el 70%, lo cual podria afectar en el paso de nutrientes y oxigeno y afectar la
infiltracion/migracion celular, por el contrario, podria beneficial las propiedades mecanicas
como la rigidez. Algunos estudios reportan una disminucién en la porosidad al incorporar
nanoparticulas de oro, por ejemplo, Tendrio et al (2021), reportaron una disminucion de
aproximadamente un 40% tras la incorporacién de AuNP en un hidrogel de quitosano, esto
debido a la mejora en las propiedades mecanicas o estructurales del andamio que a su vez
afecta la capacidad de hinchamiento (Nezhad-Mokhtari et al., 2020; Tendrio et al., 2021;
Yousefiasl et al., 2023),. En ese sentido, la disminucién en la porosidad en este estudio pudo
ocurrir debido a cambios estructurales en los andamios tras la modificacion con AuNP y
AuNP-ALG.

Hay algunos otros factores que pueden disminuir el porcentaje de hinchamiento debido a la
incorporacion de nanoparticulas de oro. Por ejemplo, Baei et al. (2016) reportaron que la
adicion de nanoparticulas de oro a un hidrogel de quitosano causa la disminucion de grupos
funcionales hidrofilicos, debido a que, estos grupos pueden interactuar con la superficie de
las AuNP, lo que conlleva a la disminucion de los valores de hinchamiento. Contrariamente,
los estudios aqui realizados demuestran valores superiores al 3000% que concuerdan con lo
reportado anteriormente por Beltran-Vargas et al. (2022). Independientemente del tipo o
concentracion de nanoparticulas, la incorporacion de AuUNP y AuNP-ALG aumentan en un
65% la capacidad de absorcion de liquido, a pesar de la ligera disminucion en la porosidad;

esto también puede deberse al alginato presente en la composicion del andamio y a los bajos
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cambios estructurales que sufre tras la funcionalizacion, debido a que, la incorporacion de
NPs es posterior a la elaboracion. También se observaron valores mayores de %Smax en los
andamios funcionalizados mediante el método C, dentro del proceso de elaboracion (previo
al segundo paso de liofilizacion), en el cual se alcanza el equilibrio posterior a los 30 dias
inmersos en el medio, lo cual, podria favorecer al cultivo celular en estos andamios, al
asegurar la absorcion del medio o de las células en este lapso. Estos valores de hinchamiento
(>3000%) presentan diversos beneficios al mejorar la difusién de nutrientes y generar un
entorno favorable para el crecimiento y la viabilidad celular, ademas de imitar un entorno

similar al de los tejidos naturales.

La degradacion de los andamios es otra de las caracteristicas clave para su uso en ingenieria
de tejidos. La tasa de degradacion debe ser controlada de tal manera que se complemente con
la tasa de regeneracion tisular. El uso de nanomateriales en andamios desarrollados para
cultivo celular puede mejorar sus propiedades mecénicas y a su vez afectar la tasa de
degradacion.Yousefiasl et al. (2023) demostraron una disminucion de aproximadamente un
20% en la biodegradabilidad de andamios de alginato-quitosano al aumentar la concentracion
de nanoparticulas de silice en un 30% (p/v). Tendrio et al. (2021) reportaron también una
disminucion de hasta 9 veces en la degradacion de un hidrogel de quitosano al incorporar
nanoparticulas de oro esféricas. En el presente estudio, se realizaron estudios de degradacion
dejando los andamios en Milli-Q durante 2 meses, los estudios realizados demostraron que
el uso de nanoparticulas de oro, principalmente en andamios funcionalizados con AuNP-
ALG en una concentracion 10:50, disminuye la degradaciéon de los andamios al obtener

valores de %D de ~8% en comparacion con el 75% obtenido en andamios no funcionalizados.

Aunque no se presentaron diferencias significativas entre los diferentes métodos de
funcionalizacion analizados. Los datos de hinchamiento recabados y las imagenes obtenidas
por SEM (figura 25) nos dicen que los andamios funcionalizados por el método A (24 h)
podrian ser los ideales para el cultivo celular, al presentar una mayor cantidad de NPs unidas
a la superficie y valores de hinchamiento ligeramente mayores en comparacion con los

métodos B (1 h) y C (durante la elaboracion de andamios).
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Se realizaron cultivos en los andamios obtenidos por los tres métodos, con el objetivo de
evaluar con mayor precision el efecto de las nanoparticulas en los andamios. Los resultados
indicaron que la estructura porosa de los andamios permitio una adecuada penetracion y
adhesion celular. Se observé la formacion de pequefios esferoides en todos los andamios, lo
cual nos sugiere una adecuada interaccion célula-célula y célula-material. Los esferoides de
mayor tamafo fueron observados en los andamios funcionalizados por el método A, lo cual,
se podria atribuir a las propiedades eléctricas proporcionadas por las nanoparticulas
(Esmaeili et al., 2024b; Maharjan et al., 2019), confirmando que estos pueden ser los mejores

para el crecimiento de tejidos artificiales.

Los resultados nos indican que ambos tipos de nanoparticulas permiten la formacion de
esferoides celulares y de acuerdo con el método de funcionalizacion se puede tener una mejor
dispersion de los estos sobre el andamio. La formacion de esferoides pequefios aseguran una
mejor viabilidad, se ha reportado que esferoides de gran tamafio pueden presentar un ndcleo
necrotico debido a un bajo suministro de oxigeno al interior, ademas de presentar una menor
viabilidad celular (Barisam et al., 2018; Murphy et al., 2017), por lo tanto en esferoides de
menor tamafio se podria tener una mejor difusion de nutrientes y oxigeno evitando que
ocurran eventos de muerte celular, por otra parte, la dispersion de los esferoides puede

proporcionar un ambiente uniforme y con ello asegurar la formaciéon del tejido.

Asi mismo, al aumentar la concentracion de las nanoparticulas en los andamios se observo
un incremento en el nimero de esferoides en comparacion con la concentracién 2:50, sin

embargo, esto debe ser mejor explorado.

10. Conclusiones

Los pasos extras de sonicacidn incorporados entre los diferentes pasos durante el proceso de
sintesis, permitio la generacion de nanoparticulas con menor tamafio (~80 nm) y con ello la
obtencion de un método estandar para la sintesis de nanoparticulas con propiedades

reproducibles y altamente estables (PZ < -30). El tamafio y forma de las nanoparticulas
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pueden ser beneficiosos para la ingenieria de tejidos. La morfologia de estrella influye

positivamente en la interaccion célula-material.

Los resultados de nuestro estudio indican mejoras significativas en el porcentaje de
hinchamiento de los andamios cuando se incorporan nanoparticulas de oro (NPs). Se observé
un aumento en la capacidad de absorcion de agua, lo cual es esencial para la difusion de

nutrientes en aplicaciones de ingenieria de tejidos.

Adicionalmente, se observé que los andamios con nanoparticulas de oro presentaron una
menor tasa de degradacién en comparacion con los andamios sin nanoparticulas. Esta menor
degradacion podria ser ventajosa para preservar la integridad estructural del andamio durante
un periodo prolongado, permitiendo cumplir su funcién como soporte celular hasta la

regeneracion tisular.

Es notable que no se observaron cambios significativos en los porcentajes de hinchamiento
y degradacion al variar el tipo de nanoparticulas o su concentracion. Esto sugiere que el efecto
positivo de las nanoparticulas de oro es independiente de estos factores.

En conjunto, estos resultados respaldan el potencial de la incorporacién de nanoparticulas de
oro en andamios para aplicaciones de ingenieria de tejidos, enfatizando la importancia de
considerar cuidadosamente factores como tamafio, forma y concentracion de las
nanoparticulas para optimizar las propiedades de los andamios. Los resultados presentados
abren nuevas oportunidades para el disefio de andamios mejorados con aplicaciones

prometedoras en el campo de la regeneracién de tejidos.

11. Perspectivas

En este estudio, nos limitamos a caracterizar el material utilizando agua Milli-Q como medio
para evaluar el hinchamiento y la degradacion. Recomendamos, llevar a cabo experimentos
adicionales que involucren medios de cultivo, enzimas y condiciones fisioldgicas. Estas
evaluaciones mas completas permitiran una comprension mas detallada del comportamiento

del material a nivel fisioldgico.
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Es necesario llevar a cabo validaciones mediante pruebas bioldgicas para confirmar la
efectividad y la biocompatibilidad de los andamios funcionalizados. Estas pruebas
proporcionaran informacién valiosa sobre la interaccion de los andamios con células y
tejidos. Asimismo, se propone realizar pruebas utilizando diferentes concentraciones y

ambos tipos de nanoparticulas para determinar cual de ellas ofrece un mejor desempefio.

Finalmente, es necesario consultar la normatividad existente con la finalidad de realizar y

cumplir con las pruebas necesarias para la aplicacion clinica de estos materiales.
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13. Anexos

Anexo 1. Correlogramas de las nanoparticulas de oro y oro-alginato obtenidos por DLS.
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Figura Al. Gréficos de correlacion de las nanoparticulas sintetizadas.

Anexo 2. Iméagenes obtenidas por TEM para AUNP y AuNP-ALG. Imagenes obtenidas en la
UAM-Cuajimalpa.
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Figura A2a. Fotomicrografias obtenidas por SEM para AuNP correspondientes a los lotes 4, 5y 6, se
muestran aumentos a 20,000x (A-C) y 50,000x (D-F).
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Figura A2b. Fotomicrografias obtenidas por SEM para AuNP-ALG correspondientes a los lotes 4,5y 6, se
muestran aumentos a 20,000x (A-C) y 50,000x (D-F).
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