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II CONGRESO NACIONAL DE BIOMATERIALES

PRESENTACION

Los biomateriales son un campo cientifico multidisciplinario, en el cual se aplican los principios
de la ingeniera y de las ciencias de la vida con el objetivo de desarrollar sustitutos para restaurar,
mantener o mejorar el funcionamiento de un tejido. En Colombia los biomateriales estan
teniendo especial atencion ya que es un campo de suma importancia en el medio cientifico y de
la salud, por tanto, es relevante divulgar a la comunidad cientifica los diversos avances que se
estan llevando a cabo localmente, para asi generar mas ciencia y posibles alianzas estratégicas
empresa-universidad.

Es asi como en estas memorias se han recogido 13 trabajos de diversas partes del pais y de
américa latina, los cuales corresponden a algunos de los presentados en el II Congreso Nacional
de Biomateriales. El evento fue organizado por el Grupo de Investigacion en Biomateriales del
Programa de Bioingenieria de la Facultad de Ingenieria y el Grupo de Investigacion en Terapia
Celular y Medicina Regenerativa de la Facultad de Medicina, con apoyo de los estudiantes de
posgrado del Grupo de Investigacion en Biomateriales. En este se contd también con un comité
cientifico conformado por profesores de diferentes instituciones: Universidad de Antioquia,
Universidad Nacional sede Medellin, Universidad Industrial de Santander y la Universidad
EIA.

Se espera que estos trabajos brinden la oportunidad de aprender sobre los biomateriales y que
sea un espacio para visibilizar los desarrollos realizados a la fecha por los investigadores del
area en el pais y América Latina.
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PROPIEDADES MECANICAS DEL PVA UTILIZANDO
ELASTOGRAFIA DE ONDA DE CIZALLA

L. Arroyave Mufioz!, S Estrada Mira?, L M Restrepo Munera’, CP Ossa Orozco*, M Bernal Restrepo®

! MSc Estduiante de Doctorado en Ingenieria de Materiales, Facultad de Ingenieria, Grupo de Investigacion en Biomateriales Universidad
de Antioquia. liliana.arroyave@udea.edu.co, Medellin, Colombia.

2 phD. Profesor Facultad de Medicina, Grupo de investigacion en terapia celular y medicina regenerativa Universidad de Antioquia.
sergio.estrada@udea.edu.co, Medellin, Colombia.

3PhD. Profesora Facultad de Medicina, Grupo de investigacion en terapia celular y medicina regenerativa Universidad de Antioquia.
grupoingenieriadetejidos@udea.edu.co, Medellin, Colombia.

4phD. Profesora Facultad de Ingenieria, Grupo de Investigacion en Biomateriales Universidad de Antioquia. claudia.ossa@udea.edu.co,
Medellin, Colombia.

3 PhD. Verasonics, miguelbernalrpo@gmail.com, Medellin, Colombia.

Introduccion

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las
Enfermedades Cardiovasculares (ECV) constituyen la
principal causa de muerte en el mundo (World Health
Organization, 2020). Las personas que sufren una ECV de
manera cronica, suelen requerir implantes vasculares para
tratar su enfermedad. Los implantes autdlogos son los mas
utilizados debido a que conservan mas eficientemente la
permeabilidad del vaso (Athanasiou, 2011. Masden, 2012)
pero son escasos y suelen tener mala calidad (Gutowski,
2020). En respuesta, se puede emplear implantes vasculares
sintéticos para tratar las ECV, el polivinil alcohol (PVA) por
ejemplo, es un polimero sintético investigado como un
material prometedor en el reemplazo de implantes vasculares
debido a sus propiedades mecanicas (Baker, 2012).

Sin embargo, tras experimentaciones previas se comprobo
que el hidrogel de PVA no permite la adhesion celular en su
superficie, por lo que se hace necesario implementar un
proceso de funcionalizacion que modifique las caracteristicas
superficiales de este hidrogel. Es asi como en este trabajo se
utilizaron tres macromoléculas (colageno hidrolizado,
gelatina comercial y fibroina de seda) con el objetivo de
mejorar la interfaz entre el hidrogel y las células. En el
presente articulo se exponen los resultados del
comportamiento mecanico de dichos hidrogeles empleando la
técnica de elastografia de onda de cizalla.

Materiales y métodos

Fabricacion de los hidrogeles de PVA

Se fabricaron hidrogeles de PVA con forma tubular y en
bloque, disolviendo 9 % p/v de PVA (89-98 KDa) en agua
destilada a 86 + 2 °C por 20 min seguido de un periodo a 50
+2°Cporlh.

Para agregar las macromoléculas a la solucion se realizo el
siguiente procedimiento: para los hidrogeles de PVA con
gelatina o colageno, se agregd 1 % de una de estas
macromoléculas en la solucion de PVA a temperatura
ambiente y se agitd por 1 h. Luego se agregaron agentes
entrecruzantes y cada solucion se agitd por 15 minutos mas,
los entrecruzantes fueron glutaraldehido o 4cido clorhidrico
para la gelatina y gluraldehido o 4&cido acético para el
colageno.

Para los hidrogeles con fibroina, se utilizd una solucion de
fibroina al 2 % p/v y se mezcl6 1:1 con una solucion de PVA
al 18 % p/v y se agitd por 1 h. Luego se agreg6 glicerol como
agente estabilizador y se agit6 por 15 min.

Como controles, se fabricaron hidrogeles de PVA con cada
macromolécula sin entrecruzantes o estabilizadores, ademas
de un hidrogel de PVA al 10 % p/v.

Finalmente se afiadio 1 % de celulosa microcristalina a todas
las soluciones para mejorar la transmision de la onda de
cizalla y por consecuente, la adquisicion de datos.

Las soluciones se depositaron en moldes cilindricos
(diametro interno: 9,52 mm, espesor: 1,44 mm y longitud: 90
mm) o rectangulares (70 x 50 x 50 mm) y se sometieron a 7
ciclos de congelacion.

Adquisicion de datos

Para medir las propiedades mecanicas de los hidrogeles de
PVA, se utilizé un método novedoso basado en ultrasonido.
Se implemento la técnica de elastografia de ondas de cizalla
en un equipo Vantage 256 system y un transductor L7-4 de
128 elementos. La onda de cizalla fue generada con una
rafaga de tono de 192 ps centrada en el elemento 26. Se utilizo
una adquisicion ultrarrapida que consistio en 50 imagenes con
combinacion de tres angulos para rastrear la propagacion de
la onda a una velocidad de cuadro de 3,3 kHz.

Procesamiento de datos

Para determinar la velocidad del grupo de ondas adquiridas,
se implementd un algoritmo time-to-peak. El modulo de
Young (E) se calculd segun la ecuacion 1, donde ¢ es la
velocidad de la onda de cizalla y p la densidad del hidrogel.
Cada muestra se evalud tres veces en diferentes puntos y los
resultados se presentan con la desviacion estandar de estos.
Para los tubos, solo es posible reportar el valor de velocidad
de las ondas de cizalla ya que experimenta un fenémeno de
dispersion geométrica debido al espesor del tubo.

E = 3c¢%p [1]
Disefio experimental
Se fabric6 una muestra por cada tratamiento, tanto para los
bloques como para los tubos de PVA. La adquisicion de datos

se realizo en tres puntos diferentes de las muestras y se
determiné la desviacion estandar de los resultados, la cual
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esta representada en las barras de error de las Figuras 2, 3 y
4.

Resultados y discusion
Propagacion de la onda de cizalla

La Figura 1. muestra la imagen ecografica obtenida para un
bloque de PVA-celulosa (izquierda) y un tubo de PVA-
celulosa (derecha), correspondientes a las imagenes 3 y 9 de
50 respectivamente de la adquisicion de los datos, donde se
puede observar la onda en tonos de grises claros.

Para seleccionar los datos a procesar, se definen unos limites
donde la onda sea homogénea e ininterrumpida, estos limites
son propios de cada adquisicion, para el caso de la Figura 1
se eligieron 100 a 250 mm de profundidad para los bloques y
75 a 105 mm para los tubos.

Profundidad (mm)

50 100 150 200 250
Distancia en x (mm)

Profundidad (mm)

50 100 150 200 250
Distancia en x (mm)

Figura 1. Imagenes ecograficas de a) un bloque y b) un tubo del
hidrogel PV A-celulosa.

Finalmente se determino la velocidad de las ondas de cizalla
calculando el tiempo trascurrido entre las imagenes y el
desplazamiento de la onda entre las mismas.

En estudios previos no presentados en el presente articulo, se
realizaron los mismos tratamientos sin la incorporacion de
celulosa, los resultados obtenidos de velocidad y mddulo de
Young sin esta molécula no difieren de los resultados
presentados en este trabajo, sin embargo, en el procesamiento
de los datos, las ondas de cizalla se desplazaron mas
homogéneamente en presencia de la celulosa, facilitando el
procesamiento de los datos. Esto parece indicar que las
moléculas de celulosa se alojan en los espacios pobres de
polimero dentro de la estructura del hidrogel, permitiendo una

superficie mas homogénea para el desplazamiento de la onda
de cizalla sin interferir en la velocidad de esta.

Velocidad de grupo de ondas de cizalla para bloques y
tubos

La rigidez del hidrogel determina la velocidad en que las
ondas de cizalla pueden atravesarlo, asi, si se conoce esta
velocidad es posible calcular el modulo de Young del
material.

En la Figura 2. se evidencia que los agentes entrecruzantes y
el estabilizador no incrementan la rigidez del hidrogel, de
hecho, en la mayoria de los casos estos agentes disminuyen
esta caracteristica, por lo tanto, no contribuyen a las
propiedades mecanicas del hidrogel y pueden ser descartados.

Este comportamiento puede responder a que los agentes
entrecruzantes no estan realizando esta funcioén, de hecho,
seglin la literatura, algunas de estas macromoléculas pueden
disminuir las propiedades mecanicas y esto es observado en
algunos de los resultados presentados. El agente
entrecruzante que mas tiende a incrementar la resistencia
mecanica en comparaciéon con los demds agentes es el
glutaraldehido y esto puede deberse a que este también tiene
la capacidad de entrecruzar las cadenas poliméricas del PVA.

Las macromoléculas de fibroina y gelatina incrementan la
rigidez del hidrogel. La fibroina es una proteina con una alta
afinidad por formar fibras, asi que su efecto en las
propiedades mecanicas es esperado. En el caso de la gelatina,
segun la literatura, esta incrementa el componente disipativo
del hidrogel disminuyendo su rigidez (Marella, 2018) sin
embargo, en los resultados de este trabajo no se observa esto,
la gelatina parece no modificar de manera significativa la
rigidez del hidrogel, esto puede deberse a que la gelatina no
se disolvi6 apropiadamente en la solucién de PVA, ya que se
observo un cambio de coloracion a lo largo del bloque de
PVA, lo cual puede indicar que las moléculas de gelatina se
precipitaron durante el primer ciclo de congelacion.

El comportamiento mecanico de los bloques y los tubos
difiere entre si, como se puede observar en las Figuras 2 y 3.
Esta diferencia se deben a que la propagacion de las ondas en
los tubos sufre una dispersion geométrica debido al espesor
de los cilindros, ya que el modelo utilizado asume que el
medio de propagacion de la onda es infinito. Para solucionar
este problema se debe trabajar con un modelo alternativo
como el modelo de onda Lamb, que se encuentra actualmente
en estudio.

Médulo de Young de los bloques

En la Figura 4, se observa claramente el efecto de las
macromoléculas en el modulo de Young de los hidrogeles,
donde la fibroina exhibe el modulo elastico mas alto, cercano
a 90 kPa, seguido de la gelatina. Estos valores son adecuados
para la aplicacion del hidrogel como implante vascular, ya
que el modulo de Young de los vasos nativos oscila entre 100
y 600 kPa.

En el caso de las macromoléculas de colageno y gelatina, se
espera que exista una disminucion en la rigidez del material,
ya que estas macromoléculas incrementan la disipacion de
energia dentro de la estructura del hidrogel, si bien, esta
disminucién no es clara en todos los casos, es apreciable que
existe esta tendencia. Caso contrario ocurre con la fibroina,
donde se aprecia un incremento de la rigidez del material que
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concuerda con la tendencia de esta a formar fibras y por tanto
a ofrecer una estructura entrecruzada que incrementa la
resistencia mecanica del material.

Figura 2. Grafico de velocidad de ondas de cizalla en bloques de

PVA con las macromoléculas, agentes entrecruzantes y agente
estabilizador

PVA

m Colageno

=y
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w

N
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Figura 3. Grafico de velocidad de ondas de cizalla en tubos de PVA
con las macromoléculas, agentes entrecruzantes y agente
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Figura 4. Mddulo de Young en los bloques de PVA.
Conclusiones

Se demostrd que las macromoléculas utilizadas permiten la
modulacion de las propiedades mecénicas de los hidrogeles

de PVA, ademas el uso de entrecruzantes o estabilizantes no
son necesarios para aumentar la rigidez del hidrogel.

Se evidenci6 que la velocidad de propagacion de las ondas en
los tubos fue mas menor que en los bloques debido a la
dispersion geométrica reportada en la literatura.

También se comprobd que la elastografia de onda de cizalla
es un método no destructivo que permite estudiar el efecto
mecanico de la inclusion de las macromoléculas en los
hidrogeles de PVA.
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Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de
muerte en el mundo de acuerdo a las estadisticas presentadas
por Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2016),
sumando estas causas de muerte aproximadamente un 20%
en Colombia (DANE, 2019), y siendo la trombosis la
principal patologia presentada entre dichas enfermedades
(Raskob et al., 2014).

Dependiendo del tipo de patologia, los tratamientos aplicados
en los pacientes que presentan obstrucciones de conductos
vasculares pueden incluir dosis periddicas de algin
anticoagulante como heparina o Warfarina, sin embargo, en
el caso de que la obstruccién sea cronica, el paciente
necesitara un reemplazo del conducto vascular afectado, para
lo cual, los tratamientos actuales permiten implantar un
injerto autdlogo o un injerto artificial, siendo las alternativas
mas comunes para estos ultimos el uso de polimeros
biocompatibles como politetrafluoroetileno expandido
(ePTFE) (Zhang et al., 2017), polietilentereftalato (PET)
(Pezzoli et al., 2017), polivinil-alcohol (PVA) (Atlan et al.,
2018), acido polilactico (Li et al., 2017) y poliuretanos de
diferentes naturalezas (Zia et al., 2016), ademas de
biopolimeros como la fibroina (Wang, Liu and Fan, 2017),
una proteina que permite la inmovilizacion de heparina a
través de sus grupos amino terminales, y con la cual se
pueden fabricar injertos vasculares que permitan el
crecimiento de células endoteliales (Fazley Elahi, Guan and
Wang, 2014).

E1 PV A es un polimero biocompatible ampliamente utilizado
en la fabricacion de biomateriales como membranas
electrohiladas (Truong et al., 2017), liberadores de farmacos
(Wang et al,, 2010) o dispositivos para aplicaciones
cardiovasculares (Atlan et al., 2018; Rizwan et al., 2020).

Por su parte, la fibroina es una proteina que se puede extraer
del capullo del gusano de seda Bombyx mori, y que se
caracteriza por la repeticion de la secuencia de aminoacidos
glicina-alanina-glicina-alanina-glicina-serina (Gly-Ala-Gly-
Ala-Gly-Ser) en su estructura molecular (Murphy and
Kaplan, 2009), teniendo una diversidad amplia de
aplicaciones como la  fabricacion de implantes
cardiovasculares (Koh et al, 2015; Enis, Sezgin and
Sadikoglu, 2017; Wang, Liu and Fan, 2017; Zhang et al.,
2017), construccion de plataformas de crecimiento celular
(Gupta et al., 2007; Soffer et al., 2008; Liu et al., 2013; Du
et al., 2014; Sagnella et al, 2016; Wang et al, 2017),
liberadores de medicamentos (Liu et al., 2009; Yang et al.,
2011) y materiales para el contacto con la sangre (Xue and
Greisler, 2003; Lovett et al., 2007; Lu et al., 2007), sin
embargo, su resistencia mecanica se ve comprometida

cuando se solubiliza en sistemas ternarios del tipo
H20:C2H50H:CaCla, razén por la cual, esta proteina suele ser
utilizada en materiales compuestos con diferentes polimeros
como poli-ester-uretano (Du et al., 2018), quitosano (Wang
et al.,2011) y poli-vinil alcohol (PVA) (Zhou et al., 2013).
A pesar de lo anterior, cualquier material que se utilice en la
fabricacion de injertos vasculares presentara la limitacion de
producir coagulos sobre su superficie dado que éstos
activaran la cascada de coagulacién a través de la via
intrinseca por activacion de los factores IX, XI y XII (Betts
et al., 2017), por lo tanto, evitar dicha problematica es tema
de interés en diversos estudios, para lo cual, la fibroina puede
servir como molécula de anclaje de un anticoagulante como
la heparina dado que la estructura molecular de esta proteina
permite la inmovilizacion de heparina a través de sus grupos
amino terminales utilizando la ruta de la carbodiimida
(Linhardt, Murugesan and Xie, 2008; Seib et al., 2014).

El objetivo del presente trabajo fue inmovilizar heparina
sobre un material a base de fibroina y PVA parcialmente
entrecruzado mediante dos técnicas diferentes (por acople de
carbodiimida y por aprovechamiento de interacciones
electrostaticas), posterior a esto, se evalud la capacidad
antitrombogénica del material utilizando la prueba de
recalcificacion de sangre.

Materiales y métodos
Materiales

Los capullos del gusano de seda Bombix Mory fueron
adquiridos en la Corporaciéon Para el Desarrollo de la
Sericultura del Cauca (CORSEDA), el poli vinil
alcohol (PVA, 130 kDa, 99 % hidrolizado), la solucién
de glutaraldehido (Glu, 25 % m/v), el alcohol etilico
(99% v/v), y el CaCl,, fueron adquiridos en SIGMA
Aldrich, mientras que el glicerol fue adquirido en
Quimicos JM.

Preparacion de las soluciones base

La solucion de fibroina fue preparada tomando fragmentos
de esta proteina en forma de seda, la cual fue previamente
extraida de los capullos, los cuales fueron inmersos en una
solucion ternaria de CaCl2:H20:C2HsOH con relacién molar
1:2:8 a 60°C y puestos en agitacion magnética durante dos
horas. Posterior a esto, la solucion resultante fue puesta en
dialisis contra agua destilada durante cuatro dias empleando
membranas de acetato de celulosa. Una vez terminado este
proceso, se determind la concentracion final de la solucion de
fibroina por gravimetria.
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La solucion de PV A fue preparada adicionando este polimero
lentamente en agua a 80°C durante aproximadamente 2 horas
hasta llegar a una concentracion del 8% (m/v), luego se dejo
la solucion a temperatura ambiente.

Inmovilizacion de heparina sobre la fibroina

La fibroina solubilizada fue funcionalizada por dos
metodologias; por acople de carbodiimida y por
aprovechamiento de interacciones electrostaticas.

Para el acople por carbodiimida, se diluyo la heparina (5000
U.U/ml, Blau Farmacéutica Colombia S.A.S) en solucién
amortiguadora de 4cido 2-etanosulfonico (MES) a pH= 6.0,
luego, la heparina se activo haciéndola reaccionar con N-
hidroxisuccinimida (NHS, peso molecular 115.09g/mol,
Sigma-Aldrich) durante 10 minutos, una vez activa la
heparina, ésta se hizo reaccionar con hidrocloruro de N-(3-
dimetilaminopropil)-N #-etilcarbodiimida ~ (EDC,  peso
molecular 190.70g/mol, Sigma-Aldrich) y fibroina en
solucion a pH= 6.0 durante 6 horas a temperatura ambiente.
Una vez finalizada la reaccion, la fibroina funcionalizada fue
puesta en dialisis contra una solucion de Na2HPO4 0.1 M a
pH= 6.0 durante 2 horas para eliminar la heparina que no
reacciond, posteriormente fue puesta 3 veces en dialisis
contra una solucion de NaCl 2M a pH= 6.0 durante 24 horas
para remover el exceso de Na2HPOs, y finalmente, puesta 3
veces en dialisis contra agua destilada durante 24 horas para
eliminar el NaCl. Una vez terminados todos los procesos de
dialisis, se calculdé la concentracion final de la fibroina
funcionalizada por gravimetria.

Por su parte, la funcionalizaciéon de las muestras por
aprovechamiento de interacciones electrostaticas se realizo
mezclando las soluciones de fibroina y heparina a pH 6.0
durante 6 horas con el fin de mantener las condiciones
similares a la funcionalizacion por acople de carbodiimida,
luego de esto, se calculd la concentracion de la solucion de
fibroina por gravimetria.

Preparacion de las muestras

Las muestras a evaluar consistieron en peliculas delgadas de
aproximadamente 1 cm? y para su preparacion el
procedimiento experimental comenzo6 poniendo a reaccionar
la solucion de PV A con glutaraldehido en proporcion 100:0.8
en masa (PVA:Glu) durante 10 minutos bajo agitacion
magnética, posterior a esto, se agrego la solucion de fibroina
para que la mezcla tuviera una composicion en masa de 70/30
(Fibroina/PVA), inmediatamente se agregdé el glicerol
manteniendo una proporcion Fibroina:glicerol de 3:2 (g:g), y
se le permitio al sistema evolucionar durante una hora, luego
de pasar este tiempo, se tomaron 10 ml de la formulacién y
se depositaron en moldes antiadherentes y se llevaron a
secado en estufa a 30°C durante 96 horas, finalmente, las
peliculas fueron retiradas y almacenadas para los analisis
posteriores.

El material funcionalizado se preparé utilizando este mismo
procedimiento, pero usando la fibroina funcionalizada con
las metodologias descritas anteriormente.

La nomenclatura de las muestras se puede observar en la
Tabla 1.

Tabla 1. Nomenclatura de las muestras a evaluar

Muestra Tipo de funcionalizacion
Control Ninguno

AC Acople de carbodiimida
AIE Electrostatico

Evaluacién del contacto entre el material y coagulos
de sangre

Las muestras mencionadas anteriormente se analizaron por la
prueba de recalcificacion de sangre, para ello, primero se
extrajo sangre de tres voluntarios segun el protocolo de
extraccion a través de un catéter venoso [ 18], y siguiendo los
protocolos del comité de ética de la universidad de Antioquia.
La sangre fue depositada en tubos especiales con citrato de
sodio para desactivar la cascada de coagulacion, posterior a
esto, en un tubo que contenia un fragmento de
aproximadamente 1.0 cm? del material a evaluar se
depositaron 400 pl de la sangre extraida, luego a este sistema
se le agregaron 40 pl de solucion de Cloruro de calcio (CaClz)
0.1 M para reactivar la cascada de coagulacion en la sangre;
finalmente, se realizaron retiros del material evaluado cada
10 minutos durante 60 minutos y se midié la masa total de
coagulos adheridos a la superficie haciendo uso de una
balanza analitica de precision.

Como tiempo infinito, las muestras se dejaron en contacto
con la sangre durante 6 horas y se midi6 la masa de coagulos
adheridos en las muestras luego de este tiempo. Todas las
mediciones anteriores se realizaron por triplicado para cada
material con la sangre de cada voluntario, teniendo asi un
total de 9 réplicas por material.

Resultados y discusion

En la Figura 1 se muestran las fotografias de las muestras
evaluadas por la prueba de recalcificacion de sangre.

En la parte superior de la Figura 1 se presenta la fotografia de
las muestras previo a la prueba de recalcificacion de sangre,
y en la parte inferior las muestras luego de 6 horas de analisis.
En la figura se observan las muestras de control (a), las
muestras funcionalizadas por acople de carbodiimida (AC)
(b), y funcionalizadas por aprovechamiento de interacciones
electrostaticas (AIE) (c).

Se pude observar que las muestras funcionalizadas por ambos
métodos permanecen relativamente libres de coagulos
adheridos a su superficie comparadas con la muestra de
control, la cual tiene casi toda su superficie cubierta con
coagulos, sugiriendo que la inmovilizacion de heparina en el
material logra que éste evité la agregacion plaquetaria
superficial.
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Figura 1. Fotografias de las muestras de control (a), funcionalizada
por acople de carbodiimida (b) y funcionalizada por
aprovechamiento de interacciones electrostaticas (c).

La Figura 2 presenta la curva de cuantificacion de coagulos
de sangre sobre la superficie de los materiales de control y
los materiales funcionalizados por las dos técnicas
empleadas.
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Figura 2. Cuantificacion de coagulos de sangre sobre la superficie
de las muestras de control, las muestras funcionalizadas por acople
de carbodiimida, y funcionalizadas por aprovechamiento de
interacciones electrostaticas

En la figura 2 se puede observar que las muestras de control
adquieren un maximo de masa de coagulos adheridos de
aproximadamente 0.32 g en los primeros 10 minutos de
analisis, disminuyendo gradualmente hasta finalmente
estabilizarse luego de 6 horas en aproximadamente 0.14 g, lo
que se explica debido a que estas muestras de control, al no
estar funcionalizadas con heparina, permiten que los
coagulos formados por recalcificacion se adhieran a su
superficie dado que cuando la sangre entra en contacto con
dicho material, la respuesta inmunologica activara la cascada
de coagulacion a través de la via intrinseca, lo que estimulara
la produccion de fibrina y formara el coagulo que se adherira
a la superficie del material.

Por otra parte, las muestras funcionalizadas por ambos
métodos muestran un comportamiento completamente
diferente a cuando no estan funcionalizadas, alcanzando un
maximo de masa de aproximadamente 0.020g y 0.019 g para
la muestra AC y AIE respectivamente, destacando que estos
valores permanecieron practicamente iguales durante todo el
tiempo de analisis, lo que se da ya que, al momento de tener

contacto la sangre y el material funcionalizado, la heparina
disponible en la superficie formara un complejo con la
antitrombina III (ATII), proteina encargada de evitar la
coagulacion de la sangre por medio de su enlazamiento a
serina proteasas (Conrad, 2001), y catalizara su accion y
evitando que la sangre se coagule cuando entra en contacto
con la superficie del material (Rogers., 2011; Suuronen and
Ruel, 2015; Betts et al., 2017), por lo tanto, en una primera
aproximacion, estos materiales pueden ser usados como base
para construir dispositivos para el contacto con la sangre que
sean candidatos a aplicaciones cardiovasculares.

Conclusiones

Una caracteristica que deben cumplir los materiales que se
van a usar en la construccion de injertos vasculares
artificiales, es que dichos materiales no favorezcan el
mecanismo de la cascada de coagulacion a través de la ruta
intrinseca, de este modo, se concluye que los materiales
funcionalizados con heparina por los dos métodos empleados
cumplen con este propdsito.

La estructura molecular de la fibroina permite que se pueda
inmovilizar heparina sobre su estructura molecular, y
teniendo en cuenta que el material en cuestion contiene un
70% en masa de fibroina funcionalizada, se podria pensar en
una primera aproximacion que su actividad se sostendra un
tiempo adecuado.
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Introduccion

El procesamiento del café por ruta himeda deja en cada etapa
diferentes residuos. La cascarilla de café se obtiene luego del
trillado de los granos secos y resulta ser uno de los residuos
mas abundantes (Alves et al., 2017). Actualmente, los usos
que se da a este residuo estan relacionados principalmente
con produccion de energia, compostaje, o como aditivo en
forrajes, ninguno de los cuales representa un uso con valor
agregado que sugiera un aprovechamiento mas adecuando
del material (Franca et al., 2009; Limousy et al., 2017;
Rodriguez Valencia & Zambrano Franco, 2010). Se ha
reportado que este material presenta una composicion rica en
celulosa con un 40 — 49 % en peso del material (Bekalo &
Reinhardt, 2010), lo que resulta de interés ya que la celulosa
ha sido ampliamente estudiada en diferentes campos,
incluyendo el biomédico y de Ingenieria de Tejidos, debido
a sus propiedades mecanicas, morfoldgicas, quimicas, y
bioldgicas (Abdul Khalil et al., 2015; George & Sabapathi,
2015).

La celulosa nanométrica ha mostrado las mejores
propiedades para aplicaciones en Ingenieria de Tejidos
emergiendo con esto, estudios alrededor de la aplicacion de
celulosa nanométrica para fabricacion de matrices de
crecimiento celular que propicien la proliferacion de
diferentes tejidos (Moohan et al., 2020). Este tipo de celulosa
ha sido obtenida a partir de diferentes materiales vegetales
(Csiszar et al.,, 2016; Kouadri & Satha, 2018; Nasri-
Nasrabadi et al., 2014; Novo et al., 2016; Ventura-Cruz &
Tecante, 2019), sin embargo no se ha explorado su obtencion
a partir de cascarilla de café.

Sin embargo, como primer paso en la obtencion de celulosa
nanométrica vegetal se debe remover la lignina y la
hemicelulosa, lo que se logra en un proceso que comunmente
se denomina blanqueamiento, dado que la lignina tiene un
color café oscuro, y una vez removida, el material se torna
blanco, siendo el color un indicador cualitativo del proceso
de remocion. Este proceso se lleva a cabo con tratamientos
con clorito de sodio, hipoclorito de sodio o peroxido de
hidrégeno, que degradan la lignina (Kouadri & Satha, 2018;
Nasri-Nasrabadi et al., 2014; Zhang et al., 2016).

Dado que el color es un indicativo del proceso de remocion
de lignina se puede establecer un indice de blancura (IB) que
proporciona una medida cuantificable que da cuenta indirecta
del proceso de remocion de lignina. Este indice es
principalmente utilizado para determinar el desempeiio de

blanqueamiento de textiles de algodon (Haque et al., 2018;
Yeo & Lau, 2021) asi como en blanqueamientos dentales
(Gerlach et al., 2002; Pérez et al., 2016); sin embargo,
también se ha demostrado su empleabilidad para determinar
el desempefio de remocion de lignina en residuos
lignocelulésicos (Wang & Zhao, 2021).

El indice de blancura puede ser calculado a partir de
mediciones de color en el espacio CIELAB que es un sistema
coordenado cartesiano definido por tres coordenadas
colorimétricas: L, a, y b, utilizando la ecuacion [1] (Wang &
Zhao, 2021).

IB % =100 — /(100 — L)% + a? + b2 [1]

Donde IB % es el indice de blancura, L la iluminacion, a el
contenido de rojo, y b el contenido de amarillo.

Asi, el proposito de este trabajo fue optimizar el indice de
blancura en el proceso de blanqueamiento alcalino de la
cascarilla de café empleando perdxido de hidrogeno, de
modo que se determind la granulometria y las
concentraciones de las soluciones de hidroxido de sodio
(NaOH) y de peroxido de hidrogeno (H202) necesarias para
obtener un indice de blancura 6ptimo.

Materiales y métodos

Se realizd un disefio experimental central compuesto con
puntos de estrella con los factores y niveles especificados en
la Tabla 1. La variable respuesta fue el indice de blancura.
Los puntos experimentales se realizaron por triplicado.

Al material crudo se le realizd previamente una extraccion
con etanol (95%) para remover la mayor cantidad de
extractivos presentes, en una proporcion 1:10 (gramos de
material: mL de etanol), se llevo a ebullicion por 15 minutos
con agitacion frecuente, luego se decantd y finalmente se
llevé a secado en estufa a 50°C.

Para cada uno de los puntos experimentales se pesaron 5 g
del material extraido y se agregaron 50 mL de soluciéon de
NaOH, se llevo a agitacion continua y se gotearon 25 mL de
solucion de H20:. El proceso se dejo por 3 horas, y luego se
filtr6 las granulometrias gruesas con membrana de poliéster
y las finas con membrana de celulosa. Seguidamente se
adicionaron 50 mL de solucién de NaOH y en agitacion
continua se gotearon 25 mL de solucion de H202,y se dejo el
proceso nuevamente por 3 horas, para luego filtrarlo de la
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misma manera que antes y finalmente llevar las muestras a
secado por 24 horas a 50 °C.

Tabla 2: Factores y niveles del disefio usado para la optimizacion
del indice de blancura.

Nivel | Nivel | Punto | Pumtos
Factor . de
alto bajo | central

estrella
Concentracion 0.29
de NaOH (%) 7.00 2.00 4.50 8.70
Concentracion 1.59
de H202(%) | 1500 | 500 | 10.00 | o0
Diametro 104
medio (um) 1000 332 625 1295

Luego de esto a las muestras se les realizd6 molienda para
obtener un material con un didmetro medio menor a 250 pum,
el cual se llevo una caja adaptada a una camara fotografica
digital con sensor Sony IMX486 de 12 megapixeles. Se
control6 la iluminacion, la distancia focal, la velocidad de
captura, y el balance de blancos, y a cada muestra se le
realizaron 3 tomas fotograficas. Las fotografias fueron
procesadas con el software MATLAB para convertirlas del
espacio RGB a CIELAB. Se realizé6 un promedio de los
valores de L, a y b en toda la imagen y con estos se determind
el indice de blancura haciendo uso de la ecuacion [1]. Los
datos del disefio experimental fueron analizados en el
software STATGRAPHICS 19.

Resultados y discusion

Se realizé un analisis exploratorio de los datos obtenidos,
mostrando normalidad en la variable respuesta para una
prueba de bondad de ajuste de Kolmogoérov-Smirnov. Se
aplicd un modelo lineal general para el ajuste de la variable
respuesta en términos de los factores evaluados, se evaluo la
significancia estadistica de las interacciones triples, términos
cubicos, cuadraticos y simples, y luego de retirar los términos
no significativos se logré llegar al modelo de la ecuacion [2].

IB = 57.5603 + 3.52353 x A + 4.36955 * B
+2.75561 % C - 0.975333 * A2
—0.350051 % B2 + 0.0651155 * A3
+0.00945305 B3 [2]

Donde:

1B es el indice de blancura,

A es la concentracion de NaOH en %,

B es la concentracion de H2O2 en %

C es el diametro medio de la particula del material en mm.

Este modelo permiti6 determinar las condiciones 6ptimas de
blanqueamiento presentadas en la Tabla 2.

Es de anotar que el indice de blancura optimo se determind
experimentalmente realizando blanqueamientos sucesivos al
material hasta no observar cambios de coloracion; este valor
se establecio en 87 %, de aqui que las condiciones dptimas se
eligen para un valor cercano a este y no para 100 %, ya que
el modelo puede predecir valores de IB mayores a 87% a una
concentracion de peroxido de hidrogeno superior, pero esto
realmente no ocurre.

Tabla 3. Condiciones optimas para el blanqueamiento predichas
por el modelo estadistico encontrado

. . r Diametro
IB% Concentracion | Concentracion medio
de NaOH (%) de H202 (%)
(mm)
88.42 2.4 20 1.5

En la Figura 1 se observa la superficie de respuesta en
términos de la concentracion de NaOH y H2Oz para un
diametro medio de particula de 1.5 mm. Se aprecia que a una
concentracion de NaOH de 10 % también se obtienen valores
altos de IB; sin embargo, se sabe que las condiciones de
blanqueamiento son mejores cuando el pH del proceso esta
alrededor de 12 (Renard et al., 1997), el cual no se lograria
con concentraciones de NaOH tan altas, de este modo, estos
puntos de la superficie no son tenidos en cuenta como
maximos reales.

IB
N 50.0
I 55.0
N 60.0
I 65.0
= 70.0
75.0
80.0
85.0

1B (%)

Peroxido de hidrogeno (%)
Hidroxido de sodio (%)

Figura 3: Superficie de respuesta para IB en términos de la
concentracion de NaOH y H,0,, para un diametro medio de 1.5 mm

Por otra parte, si bien el efecto del didmetro medio fue
estadisticamente significativo, al observar la Figura 2 y
Figura 3, se puede ver que el comportamiento del IB respecto
de esta variable es lineal, como lo predice el modelo, pero se
observa, ademds, que en los valores Optimos de
concentracion de NaOH y H2O2 se logran valores de IB
bastante altos, mayores a 84.

Este resultado es interesante dado que significa que no es
necesario un ajuste de tamaflo para el material crudo, y por el
contrario puede usarse el material con su distribucion
granulométrica original y obtener ain valores de IB
aceptables.

Adicionalmente, en la Figura 2 y Figura 3 se observa que el
efecto del diametro medio es creciente, es decir, que a mayor
diametro, mayor IB, lo cual es contrario a lo esperado, ya que
el tamafio del material suele ser muy preponderante en los
procesos de extraccion, en tanto un menor tamafio supone
una mayor area de contacto con el medio (Mosier et al.,
2005). Pese a lo contradictorio de este resultado, se comprobd
experimentalmente que en efecto se logran mejores IB
cuando el tamafio de material es grande, comparado con la
fraccion de finos del mismo.
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IB (%)

Diametro medio
Hidroxido de sodio (%)
Figura 4. Superficie de respuesta para IB en términos de la

concentracion de NaOH y diametro medio, para una concentracion
de H202 de 20%.

B

I 60.0
Il 64.0
I 68.0
I 72.0
i 76.0
1 80.0
84.0
88.0
92.0

IB (%)

Digmetro medi
Peréxido de hidrogeno(%) 1ametro medio

Figura 5. Superficie de respuesta para IB en términos de la
concentracion de H,O, y didmetro medio, para una concentracion
de NaOH 2,4 %.

Este resultado podria estar relacionado con el espesor del
material. La cascarilla de café es un material con un espesor
pequeiio, lo cual favorece los procesos de difusion al interior
del material y por tanto el proceso de blanqueamiento, al
permitir con mayor facilidad que el medio de blanqueamiento
penetre el interior de este. Asi, con este resultado es posible
plantear la necesidad de remover la fraccion de finos del
material crudo para mejorar el IB en el proceso.

El modelo fue corroborado experimentalmente empleando
las condiciones optimas predichas obteniendo un indice de
blancura de 84%, el cual si bien no es el valor predicho, si se
encuentra por encima de todos los valores obtenidos en los
puntos experimentales lo cual implica una mejoria en las
condiciones usadas y no representa una variaciéon mayor al
5% respecto de lo predicho, lo cual hace al modelo adecuado.
Finalmente, el modelo establecido es de importancia debido
a que como se dijo antes, el proceso de blanqueamiento es un
paso esencial para la obtencion de celulosa nanométrica. Con
este modelo se logr6 determinar las mejores condiciones de
blanqueamiento para asi tener un material de partida
apropiado para la obtencion de celulosa nanométrica que
podria ser de interés en el area de biomateriales por sus
multiples aplicaciones en la Ingenieria de Tejidos gracias a

sus propiedades (Abdul Khalil et al., 2015; George &
Sabapathi, 2015; Moohan et al., 2020).

Conclusiones

Se logro determinar un modelo que describe el
comportamiento del blanqueamiento de la cascarilla de café
en términos del diametro medio y la concentracion de NaOH
y H202, arrojando como valores 6ptimos una concentracion
de 2.4% de NaOH, 20% de H202 y un diametro medio de 1.5
mm.

Se determind que, si bien el didmetro medio es
estadisticamente significativo, puede ignorarse y aun asi
tener valores de IB satisfactorios.
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Introduccion

Los polihidroxialcanoatos son plésticos biodegradables con
propiedades térmicas, fisicoquimicas y mecéanicas similares
a los polimeros de origen petroquimico. También cuentan
con propiedades inherentes a su estructura molecular y
proceso de obtencidon como son: biocompatibilidad, no
toxicidad y ser amigable con el ambiente. Todo esto lo
convierte en un material promisorio para uso en diferentes
aplicaciones, incluso médicas (Anjum et al., 2016).

Para la extraccion de PHAs se han utilizado diferentes
métodos, entre ellos: extraccion con solventes, digestion
quimica, digestion enzimatica, entre otros. Cada uno de estos
métodos presenta ventajas y desventajas en su aplicacion
industrial, permitiendo en algunos casos procesos mas
amigables con el ambiente y a su vez viables desde un punto
de vista econéomico (Koller et al., 2013; Rodriguez-Perez et
al., 2018).

La técnica de extraccion con solventes es una de las mas
ampliamente usadas en el laboratorio para la recuperacion de
PHAs desde biomasa rica en este compuesto, ya que su
aplicacion a gran escala, por el uso de solventes, se identifica
como un método que no es amigable con el ambiente, ademas
de requerir altos costos operacionales y de capital. Sin
embargo, con este método es posible obtener PHA muy puro,
con alto peso molecular y una degradacion despreciable del
mismo. Este método consiste en dos etapas: la primera es la
modificacion de la permeabilidad de 1a membrana celular, de
tal manera que permita la liberacion del PHA y su posterior
solubilizacion; la segunda, es la precipitacion del mismo
usando un no-solvente (Kunasundari et al., 2011).

También la extraccion con fluidos supercriticos constituye
una técnica de interés para producir PHA de grado médico.
Se reportd que el dioxido de carbono supercritico (sCO2)
puro es altamente eficiente para extraer contaminantes
lipofilicos de las células ricas en PHA. Posteriormente,
mezclas supercriticas de COz y "solventes convencionales"
pueden ser aplicadas para la extraccion de alto rendimiento
de PHA extremadamente limpio. Especialmente los (medium
chain length) mcl-PHA muestran una excelente solubilidad
en las mezclas supercriticas; por ejemplo, el
Polihidroxioctoato (PHO) extraido de manera supercritica en
un solo paso de extraccion alcanzé un nivel de pureza del
100% y contenia 25-150 veces menos material residual de
biomasa, que el mismo tipo de PHA aislado por extraccion y
precipitacion convencionales (Koller et al., 2013).

Otras técnicas que se han reportado para la extraccion de
PHA son: digestion quimica, método que se basa en la
solubilizacion de la masa celular, diferente a PHA. Se han
usado como precursores hipoclorito de sodio y surfactantes

como el dodecil sulfato de sodio (SDS), Triton X-100 y
betaina. La calidad del PHA obtenido usando surfactantes o
hipoclorito de sodio de manera independiente no ha sido
buena, por lo cual se han realizado estudios en los cuales
combinan ¢l uso de ambas sustancias (Kunasundari et al.,
2011). Ademas, algunos investigadores aclaran que el uso de
hipoclorito de sodio para la recuperacion de PHA representa
un riesgo de formacion de compuestos halogenados tdxicos,
por lo cual no lo consideran como una técnica promisoria
para ser aplicada a gran escala (Koller et al., 2013).

Por otro lado, la digestion enzimatica, busca la solubilizacion
de la masa celular que no es PHA a partir de un tratamiento
con calor, una hidrélisis enzimatica y un lavado con agua.
Especialmente se han usado las proteasas para este fin. Esta
técnica es atractiva por tener condiciones operacionales
moderadas y por la especificidad de las enzimas, lo que
permite recuperar un PHA con una buena calidad. Sin
embargo, su alto costo es una de las desventajas de este
proceso (Kunasundari et al., 2011).

Acorde a lo anterior, la seleccion del proceso de extraccion a
usar en la obtencion de PHAs es muy importante, ya que este
afecta de manera directa el costo del producto y sus
caracteristicas finales, las cuales son decisivas para definir la
aplicacion en la cual puede ser usado el material obtenido.

En este sentido, este trabajo buscd comparar dos métodos
para la extraccion de PHA a partir de biomasa de Halomonas
boliviensis rica en dicho polimero, mediante la
caracterizacion del material obtenido para identificar cual
método puede ser el mas apropiado.

Materiales y métodos

La biomasa rica en PHA se obtuvo a partir de Halomonas
boliviensis, en fermentacion a escala de bioreactor de 3 L y
usando como fuente de carbono hidrolizado de raquis de
palma y como fuente de nitrogeno hidrolizado de gluten;
ambas, fuentes no convencionales.

Extraccion de PHA con fluido supercritico

Se definieron las condiciones reportadas por Koller et al.
(2013) (Koller et al., 2013) asi: fluido COz, presion 200 atm,
temperatura 40 °C y un tiempo de 100 min. Esta extraccion
se realizo en el equipo Applied separations, modelo Spe-ed
SFE-2  Supercritical ~ System. El  recipiente  de
almacenamiento de muestra de este equipo tiene una
capacidad de 100 ml y debe llenarse minimo en un 70 %, por
tanto, para cumplir esta condicidn se usaron perlas de
ebullicion, ya que la muestra de biomasa no fue suficiente.
Se us6é una muestra de biomasa liofilizada con un peso de
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5.648 g. Para conocer la cinética de extraccion se realizd
seguimiento al peso del material extraido cada 12 min.

Extraccion de PHA con solvente (cloroformo)

En este caso, la extraccion de PHA de las células se realizod
con la metodologia empleada por Z. Ujang et al., (2009) (Z.
Ujang et al., 2009) que consiste en mezclar cloroformo e
hipoclorito al 5 % (m/v) en una relacioén 1:2 con las células.
Luego se someten a 40 °C y 200 rpm por un tiempo de 180
min. Después se toma la mezcla y centrifuga a 15000 rpm
durante 10 minutos de donde se obtiene una mezcla de tres
fases. Posteriormente se hacen tres lavados con etanol a la
parte solida obtenida con el procedimiento anterior y se
finaliza lavando con agua destilada. Se deja secar a
temperatura ambiente.

Stock de
cClulas

Cultivo en Acumulacién l)l'CCiFi(J(i(’)n
Exlenmeyer de PHA en |—»]| de células por

biorreactor centrifugaciéon

La figura 1 muestra el flujo de proceso de extraccion de la
muestra por ambas técnicas.

Caracterizacion del PHA

La caracterizacion del PHA se realizd por Espectroscopia
Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) en un equipo
marca Thermo Scientific, referencia Nicolet iS10, con
detector Smart iTR. Fue llevada a cabo por comparacion con
un estandar de PHB marca Aldrich, ya que por referencias
bibliograficas éste era el tipo de PHA que se esperaba
obtener.

También se realiz6 analisis térmico diferencial DSC, en un
rango de temperatura desde -20 °C hasta 200 °C aumentando
10 °C/min, con un enfriamiento posterior hasta -50 °C con un
decremento de 20 °C/min, en una atmésfera de nitrogeno.

Condiciones:
Fluidos Sistema 200 atm, 40
supcercriticos supcrcritico C, 100 min,

Lavados con
agua |—o
descilada

Scparacién de
[—] trifiisica por

Lavados con P
centrifugacion

etano.

Mezcla de cloroformo
+ hipoclorito de sodio

Figura 1. Representacion esquematica de las técnicas de extraccion de PHA evaluadas en este estudio. Elaborado por el autor.

Resultados y discusion

Extraccién con fluido supercritico
En la tabla 1 se presenta la cinética de extraccion del PHA,
mostrando el progreso en la extraccion con COz supercritico,

validando asi el tiempo definido para el procedimiento.

Tabla 1. Cinética de extraccion de PHA con CO, supercritico

Tiempo (min) Peso (g/L)*

0 0

12 0,0759
24 0,0916
36 0,1103
48 0,1151
60 0,1232
72 0,1245
84 0,1253
96 0,1333

La cantidad final extraida de biopolimero fue de 0.1333 g, lo
que representd un porcentaje de extraccion del 2.4 %. El
porcentaje de recuperacion obtenido por Koller et al., (2013),
con las condiciones usadas en este ensayo fue del 89 %, lo
que muestra que es una técnica con potencial. La diferencia
dada en el porcentaje de extraccion de este ensayo con
respecto al reportado por Koller et al., (2013), se puede deber
a la presencia de las perlas de ebullicion en la muestra
adicionada en el recipiente de almacenamiento del equipo
para realizar la extraccion, ya que, al tener una proporcion tan
alta de ellas, se puede ver reducida el area de contacto de la
biomasa con el fluido de extraccidn necesario para la
transferencia de masa. Asi como a la baja relacion de biomasa
rica en PHA, con respecto a las perlas de ebullicion
adicionadas para cumplir con las indicaciones del equipo

ocupar al menos el 70 % del volumen del recipiente de
almacenamiento para realizar la extraccion, lo cual muestra
que es necesario revisar la importancia de la cantidad de
muestra de biomasa utilizada para realizar la extraccion por
esta técnica.

Extraccion con solvente

Al usar la técnica convencional de extraccion con solventes,
usando el cloroformo, se logré un 70.8 % de recuperacion, lo
cual representa una diferencia significativa entre las dos
técnicas. Sin embargo, cabe aclarar, que la técnica de fluidos
supercriticos se ve bastante afectada por la cantidad de
muestra que se tiene para realizar la extraccion, ya que este
proceso puede ser usado para escala piloto y/o industrial sin
problema. Ademas, permite un proceso mas amigable con el
ambiente y obtener un material libre de solventes que pueden
ser contaminantes y por tanto limitar las posibilidades de
aplicaciones para el material obtenido (Koller et al., 2013).

Caracterizacion del PHA

Analisis de Espectroscopia Infrarroja con Transformada
de Fourier (FTIR)

En la Figura 2 se presenta el espectro infrarrojo de las
muestras extraidas por los dos métodos usados en este
estudio. En comparacion con el espectro del estandar (Figura
2a), la muestra extraida por los solventes cloroformo e
hipoclorito de sodio (Figura 2b) presenta la banda
caracteristica a los 1725 cm’! que representa a la vibracion
del enlace éster (RC=0) (Porras et al., 2014). La intensidad
de banda alrededor de los 2950 cm™ indica la presencia de los
grupos alifaticos CHs y CHz cuya intensidad se debe al
desorden conformacional obtenido en el proceso de
cristalizacion, especificamente la banda de absorcion en 2955
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cm! es asignada al grupo metilo asimétrico, la banda en 2925
cm! al CHz asimétrico de las cadenas monoméricas laterales
y la absorcion a 2855 cm! al grupo metilo simétrico (Gumel
et al.,, 2014). La muestra extraida por medio del fluido
supercritico CO2 presenta ambas bandas caracteristicas a los
1725 cm! y 2950 em! (Figura 2c), con lo cual se puede
validar que el material obtenido por la extraccion supercritica
presenta caracteristicas mas similares a la de la muestra
comercial PHB, por lo tanto, se puede sugerir que el
biopolimero podria ser polihidroxibutirato (PHB).

Comparando estos resultados con los presentados por
Narayanan et al., (2021), en ambos espectros, se identifican
adicionalmente, bandas residuales en el rango de los 1000 y
1300 cm! que corresponden al estiramiento del enlace C-O
del grupo éster, asi como la banda que se presenta a los 1380
cm’! que representa el estiramiento de CH3; los cuales apoyan
la idea de la similitud del material obtenido con el PHB,
teniendo en cuenta que en dicho estudio validaron por
analisis con resonancia magnética nuclear NMR que el
material obtenido fue PHB.

Es importante tener en cuenta que la aplicabilidad del método
de extraccion depende de diversos factores, de acuerdo con
lo mencionado por Koller et al. (2013), uno de ellos es la

fragilidad de la pared celular que dependera de la especie que
se esté utilizando. En este caso Halomonas boliviensis es una
bacteria Gram-negativa, es decir, que posee adicionalmente
una membrana externa compuesta principalmente por
proteinas y lipopolisacéridos, a diferencias de las bacterias
Gram-positivas; por lo que es posible que el proceso de
recuperacion del PHB requiera de un proceso mas riguroso
de ruptura celular y que contemple una buena remocion de
restos celulares. Ademas, es vital la seleccion de un solvente
adecuado que sea capaz de atravesar la membrana celular y
también remueva la capa de proteinas que envuelven los
granulos de PHB, de tal manera que no se impacte la masa
molecular y las propiedades del PHB obtenido (Mannina, et
al., 2020). Complementariamente, como se esquematizo en
la Figura 1, el método de extraccion por solventes requiere
una serie de pasos que se deben realizar con especial cuidado
y rigurosidad, cualquier dificultad técnica en la ejecucion de
la purificacion del material también podria arrojar resultados
no esperados.
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Figura 2. Espectros obtenidos con las pruebas FTIR, (a) Estandar de PHB de Sigma Aldrich, (b) muestra de biopolimero extraido por
solventes cloroformo e hipoclorito, (c) muestra de biopolimero extraido por CO, supercritico.
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Analisis térmico diferencial (DSC)

Las propiedades térmicas del biopolimero extraido bajo la
técnica con solventes se presentan en la Tabla 2, en
comparacion con un estandar de PHB. No se presentan
propiedades térmicas del material obtenido por fluidos
supercriticos ya que la muestra no fue suficiente para realizar
en este analisis. En ella se puede observar que el material
extraido por la técnica con solventes presentd una
temperatura de fusion y de transicion vitrea cercanas a la del
PHB estandar, mientras para la temperatura de cristalizacion
presenta una desviacion del 35,4%. Estas caracteristicas
permiten sugerir que el material obtenido por la técnica de
solventes también es PHB.

Tabla 2. Propiedades térmicas del PHB

Polimero Tm (°C) | Tg (°C) | Tee (°C)
PHB extracciéon con 167 1 31
solventes
PHB comercial, 175.4 3,5 48
reportado por
Tanadchangsaeng &
Yu, 2012)

Conclusiones

Con ambas técnicas se pudo obtener el bipolimero a partir de
biomasa rica en PHA. Sin embargo, la técnica de extraccion
con solventes permitié lograr un mayor porcentaje de
recuperacion al obtenido con la técnica de fluidos
supercriticos. Adicionalmente, desde la caracterizacion por
FTIR se puede inferir que se obtuvo un PHB con mayor grado
de pureza con la técnica de fluidos supercriticos en
comparacion con el obtenido por extraccion con solventes.

Se puede sugerir, a partir de la caracterizacion por FTIR, que
el biopolimero extraido por el método de extraccion de
fluidos supercriticos, podria ser polihidroxibutirato (PHB),
ya que presenta caracteristicas similares a las de la muestra
comercial de este material.

Se puede sugerir, a partir de la caracterizacion térmica con
DSC, que el biopolimero extraido por el método de
extraccion con solventes, podria ser polihidroxibutirato
(PHB).

A partir de la caracterizacion realizada, se identifica que el
PHB obtenido con COz supercritico presenta mayor grado de
pureza con respecto al obtenido por la técnica de solventes
usando cloroformo.
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Introduction

Stomach cancer is a major health problem in many countries
(American Cancer Society, 2020). This is caused by
abnormal cell growth that begins in the stomach (American
Cancer Society, 2021); is the fourth most common and the
second most common cancer deaths worldwide (Mayo
Clinic, 2020). In 2017, more than 1.22 million incident cases
of stomach cancer occurred worldwide, and almost 865,000
people died of stomach cancer (Etemadi, 2019). Early
detection is important to improve the patient's prognosis and
may lead to effective initial treatment that reduces cancer
development (American Cancer Society, 2021). A
Chemopreventive treatment should be focused at the initial
stage of cancer; to treat the first part of the mucosa, which the
first part of the stomach of being altered by cancer cells In
order to treat stomach cancer (Patra, 2018), one of the non-
invasive treatment options is a drug delivery systems (DDS),
these treatments doesn’t affect other body parts, so its
toxicity and side effects are greatly reduced (Chong Li,
2019). To provide a therapeutic effect using DDS, a carrier is
needed to transport the drug. Therefore, natural polymers as
Bacterial Nanocellulose (BNC) are of great interest, a
polymeric structure that encapsulates the drug may have
advantages, such as improving the amount of drug that
reaches the site of interest, improving circulation in the body,
improving the kinetics and stability of the drug (Lakshmana,
2017). As drugs for cancer chemoprevention, there has been
a great interest in natural phytochemicals (Tiwari, 2012),
since they have unique advantages, such as lower toxicity or
almost zero side effects, low price, and good therapeutic
potential (Wang, 2012). One phytochemical, which has been
shown to have anticancer properties, is curcumin (Zielinska,
2020). Studies have shown that curcumin has potential
beneficial  properties, such as anti-inflammatory,
antiproliferative, antimetastatic, anticancer, analgesic, and
immunomodulatory properties, among many other effects
due to its antioxidant activity (Hassanalilou, 2019).
Nevertheless, there is a great amount of literature to
encapsulate curcumin, there is no literature that treats with
the adsorption and desorption thermodynamics of curcumin
encapsulated in biopolymers, such as BNC, and specially,
related to stomach cancer treatment. This study aims to find
thermodynamic parameters that allow to control the time of
drug release while keeping the dose within the expected
delivery window. This supports the biological effects of the
drug over time and allows the design of drug release, from
the carrier by controlling, the amount of drug loaded. It is
essential to find the relationship between the amount of drug
adsorbed and the time of release, in order to adjust drug
administration within the effective therapeutic window.

Materials and methods

The methodology used to produce BNC membranes was
described by (Molina, 2017), the materials used were:
glucose, peptone, yeast, Monosodium phosphate NaH2POs,
Monopotassium phosphate heptahydrate Kx2HPO4.2H>0, and
Magnesium sulphate MgSOs; these reagents were analytical
grade obtained from Merck. To produce BNC, the bacterial
strain used was Komagataeibacter medellinesis. Unrefined
cane sugar (obtained from a local market) was used to make
the culture medium. To adjust the pH of the culture medium,
citric acid purchased from Merck with analytical grade was
used. Once the membranes were obtained, they were washed
with 90% technical grade KOH flakes. The curcumin used in
the experiments, was food grade, the reagent was donated by
Colorquimica (Medellin, Colombia). Using the high-
performance liquid chromatography (HPLC) technique, the
amount of curcumioids present in the solution donated by
Colorquimica were 32.153 + 0.857 mg/ml.

Adsorption experiments

For the isotherm experiments a stock solution of curcumin
with a concentration of 11.36 mg/ml and a BNC stock
dispersion with a concentration of 11 mg/ml were mixed in
sterile 15 ml falcon tubes to do the adsorption experiments
(Stohs, 2020). These were made under four different
temperatures: 6 °C, 10°C, 20 °C and 40 °C, to identify the
most efficient adsorption temperature, also the pH of the
medium and the agitation of the samples at 100 rpm remained
constant for each temperature. Once the solutions were
prepared, they were left under stirring and constant
temperature for 24 h. Subsequently, the samples were filtered
with a vacuum pump system, to obtain the supernatant and
then it was analyzed spectrofotrometrically at 424 nm, to find
the adsorbed concentration of curcumin on BNC. Finally, the
equilibrium pigment concentration (Ce) from the slope of the
curcumin calibration curve coupled to Lambert's Beer law
(R?>0.999). The process described above, was repeated three
times for each temperature. Then, the amount of curcumin
adsorbed by the BNC at equilibrium (qe) was calculated, from
the mass balance equation, the initial curcumin concentration
(Ci) and Ce.

The procedure to carry out the adsorption kinetics experiment
was like the described above, but aliquots were taken at 5
min, 10 min, 20 min, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, and 4 h. In addition,
for this experiment, a curcumin concentration of 6mg /ml was
chosen, as well as for encapsulation, since it was determined
with the data obtained from the isotherms, that it was the
most suitable for the adsorption phenomenon. Also, the data
obtained are plotted and from this graph the value qm is
obtained, this variable is related to q; of the adsorption
kinetic models, since when q; tends to infinity it is equal to
be qm. Using the Excel solver tool, it was possible to solve
the non-linear equations of each kinetic and isotherm models.
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Transmission electron microscopy (TEM)

To observe how was the curcumin adsorbed on the BNC
fibers, drops were taken from the samples obtained from the
supernatant after the adsorption kinetic experiments (the
concentration to assure the equilibrium monolayer) and they
were deposited onto glow-discharged carbon-coated electron
microscopy grids and negatively stained with 2wt% uranyl
acetates. All samples were observed using a Tecnai
microscope operating at an acceleration voltage of 20 kV and
15000 magnifications.

Scanning electron microscopy (SEM)

SEM was used to analyze the curcumin previously
encapsulated in BNC fibers, by having stirred a solution such
as those formulated for adsorption kinetics and subsequently
filtered to remove excess curcumin. This to determine their
surface characteristics. Samples were prepared by placing
dry particles onto carbon tapes followed by a coating with
gold for 90 s using a plasma coater. Images were captured
using a Jeol JCM 6000 plus microscope operating at an
acceleration voltage 15 kV voltage acceleration and 1000X.

Attenuated total reflection Fourier transform infrared
spectroscopy (ATR-FT-IR)

A thin film of 1 mm? of curcumin encapsulated in BNC was
placed in a Nicolet 6700 series spectrometer equipped with a
single reflection attenuated total reflectance (ATR) and a

800

700 7
® Experimental curve for
600 4 6°C
Langmuir
&5 x
? i . Freundlich
T y
y
300 A P
200 /
? n-BET
100 P4
g
/ H-J
0w
0 1000 2000 3000
Ce{mg/L)

C

& Experimental curve for
20°C

Langmuir

Freundlich

-R-P

n-BET

H-J

0 1000 2000 3000

Ce{mg/L)

type IIA diamond mounted tungsten carbide. The diamond
ATR had an approximate sampling area of 0.5 mm? and
applied a consistent, reproducible pressure to every sample.
The infrared spectra were collected with a 4 cm™! resolution
over 64 scans. This analysis was carried out to investigate the
presence of different organic functional groups and to probe
the interactions between the adsorbed curcumin and the
BNC.

Thermogravimetrical analysis

Thermogravimetric analyses were performed show the
thermal stability of encapsulated curcumin. The experiment
was carried out using a Mettler Toledo TGA/SDTA 851e
instrument in a nitrogen atmosphere at 40 ml.min"!' and a
heating rate of 10 °C min’'. The samples were heated from
30 °C to 800 °C.

Results and discussion

The data from the experimental adsorption of curcumin on
BNC is seen in figure 1. This data was modeled with different
isotherms for each temperature. In these models, their
respective constants and variables were found (see table 1).
After having calculated the concentration of the pigment at
equilibrium (Ce) and the amount of the curcumin adsorbed on
the BNC at equilibrium (qe).
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Figure 1. Isotherm model curves that best fit curcumin adsorption on BNC fibers: (a) 6°C, (b) 10°C, (c) 20°C and (d) 40°C.

Table 1. Isotherm model parameters that best fit curcumin adsorption on BNC fibers.

Model Parameters 6°C 10°C 20°C 40°C
ki(L/mg) 5.179E-06 0.001 1.923E-06 8.885E-07
Langmuir qm(mg/g)  5.467E+04  550.925 1.522E+04 9.752E+04
RL(L/mg) 0.985 0.323 0.995 0.998
R? 0.977 0.923 0.708 0.895
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kmg "Lg)  0.212 13.634 14.833 1.189
Ereundlich ng 0.964 2.357 2.112 1.493
1/n¢ 1.037 0.424 0.473 0.670
R2 0.978 0.843 0.968 0.976
kr 0.281 0.298 11.834 1273.498
Rendlich-Petersom _ br(L/mg) 0 2.265 0.550 0.230
(R-P) ar(L/g) 3.172E-04  1.490E-08 0.651 2365.073
R? 0.977 0.985 0.968 0.967
queer(mg/g)  31698.732  41603.098  156095.344 41828.526
CaEr 0.363 0.736 0.404 0.992
n-BET Cs 44003.664  84418.425  2598.082 46585.378
NBET 4.445 3.313 0.019 0.048
R 0.978 0.987 0.960 0.974
BHJ 87051.897 147919.604  210277.386 32842.229
Harkins-Jura(EL-J) AHJ 4.925 6.106 6.116 6.772
Cs 20.963 19.940 8.895 6.452
R? 0.907 0.704 0.899 0.912

For the Langmuir model, the low values obtained for the
Langmuir's constant (KL) indicate that the energy for the
adsorption is very low. The value very close 1 of the
equilibrium parameters (Rr) for the temperature of 10°C,
indicates that the adsorption phenomenon is linear; for the
other temperatures that have values near 1, Rp indicates a
correct adsorption of the active compound occurs (Saadi,
2015). For the Freundlich model, as the values of
Freundlich's exponent (nf) and constant (k) are greater than
0, the data show favorable results for the adsorption (Liu,
2013). However, at 6 °C, krand nrare closer to 0 than at other
temperatures, which indicates that this temperature isn’t the
most suitable for the adsorption process. 1/nr indicates the
adsorption intensity of adsorbate onto the adsorbent or
surface heterogeneity (Kumara, 2014). The values between 0
and 1 indicates favorable adsorption isotherm and values of
1/nr above 1 are indicative of unfavorable adsorption, which
is corresponding to the temperature of 6°C (Saadi, 2015). The
Rendlich-Peterson model has three parameters: the R-P
adsorption capacity constant (kr), the R-P isotherm constant
(ar) and the exponent (bg) that is between 0 and 1. For
experiments carried out at 6°C, 20°C and 40°C, the R-P
equation is closer to becoming the Freundlich isotherm
equation, since br is equal to or close to 0 (Kumara, 2014).
The n-Brunauer-Emmett-Teller (BET) isotherm model is a
theoretical model that extends the concept of the Langmuir
isotherm to a multilayer adsorption system, where there is a
maximum of n layers that can be adsorbed on the inner
surface. The n-layers limit the adsorption, when the
adsorption space is finite. The Harkins-Jura isotherm model
describes a multilayer system, especially for a type II
isotherm. At high concentrations, the Harkins-Jura model
resembles the Halsey model to fit the experimental
adsorption data, which may be due to the existence of a
heterogeneous pore distribution. Of the three-parameter
multilayer isotherms, the Harkins-Jura model is the best to fit
the equilibrium experimental data (Saadi, 2015). Modelling
the experimental data using n-BET models, where the
constant nger says that the temperature of 6°C and 10°C are

a multilayer model (nser > 1.0) and the temperatures of 20°C
and 40°C are monolayer models.

The experimental data of the adsorption of curcumin on BNC
fibers through time was modeled using pseudo N order
(PNO) (see figure 2 and table 2).
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Figure 2. Kinetic model curves that best fit rcumin adsorption on
BNC fibers: (a) 6°C, (b) 10°C, (c) 20°C and (d) 40°C.

Table 2. Kinetic model parameters that best fit curcumin adsorption
on BNC fibers

Model Parameters 6°C 10°C 20°C 40°C
qe(mg/g) 1.023 0.129 0.711 0.251
n
PNO 0.337 2.00E-5 0.440 0.213
ka(1/s) 182.614 223883.892 665594.696 438987.616
R? 0.995 0.938 0.885 0.527

The pseudo N order (PNO) is used to measure the initial
charge of particles on the surface to which they are adsorbed
and their permanence on it as time passes. The value of the
amount of pigment adsorbed in the equilibrium ge, showed a
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positive initial adsorption, although it is not exactly the value
of q in the final time, which indicates that the equilibrium
can occur in a time prior to that proposed for kinetics (Liu,
2014). According to the table at 20 °C the adsorption constant
is the fastest compared to the others evaluated temperatures.

500 hm

Uonrats  NdeRA o

A characterization by transmission electron microscopy
(TEM) was performed for each temperature to observe how
the adsorption was carried out, as seen in figure 3.

o T Vs 3
adsorbed curcumin on BNC fibers: (b) 6°C, (c) 10°C, (d) 20°C and (e)

40°C.

The figure 3 shows curcumin crystals settle on BNC fibers
for 6 °C and 10 °C (see arrows). In the figure 3d and d it was
possible to observe a uniform layer of curcumin on the BNC
fibers for 20°C and 40°C, as predicted by Toth adsorption and
n-BET models. A characterization by scanning electron
microscopy (SEM) at low magnification to observe the
morphology of the BNC curcumin drug delivery system (see
figure 4). According to figure 4, the curcumin was properly
encapsulated by being adhered to the surface of BNC (Figure
4 b-e.) fibers, without having generated agglomerations, with
a homogeneous surface and without apparent disaggregation
at micrometric scale. BNC fibers with encapsulated curcumin
are less compacted and hornified than BNC alone (Fig. 4 a.).
Phenomenon more apparent for 20 °C and 40 °C as shown in
the grains indicated by the arrows. This encapsulation system

. ¥

204im =

fligh-vac. , SED" PC-high 7 KV, % 1000%
Figure 4. SEM micrographs of (a) BNC fibers without curcumin and adsorbed curcumin on BNC fibers: (b) 6°C, (c) 10°C, (d) 20°C and (e)
40°C.

is ideal for a drug delivery system, since as soon as the pH of
the medium changes, for example when it reaches the
stomach or colon, the nanofibres open and allow the
curcumin desorption while floating in the gastric conditions.

20
52000
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025721\ Highvac, . SED PC-high 15KV, %4000
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Figure 5a show the FTIR spectra for the adsorbed curcumin
at 6 °C, 10 °C, 20 °C and 40 °Con BNC.
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Figure 5. Chemical and thermal characterization (a) FT-IR and (b)
TGA of adsorbed curcumin on BNC fibers

STAR® SW 10.00

The IR spectrum of curcumin demonstrated stretching
vibrations due to phenolic hydroxyl groups (-OH) at 3200-
3500 cm!, peaks at 2950 and 2900 cm’! originated from
stretching vibrations of methyl (CH3) and methylene (CHz-)
groups, respectively (Siregar, 2018). At 1725 cm™ attributed
to the vibration of the carbonyl bond (C=0) accompanied by
a small shoulder at 1762 cm™" due to Keto-enol tautomerism
of curcumin compound (zebib, 2010). Stretching vibration at
1490 cm! associated with the aromatic C=C bond and a
bending vibration at 1246 cm! attributed to the phenolic C-
O group (Ismail, 2014). The bending vibrations of CH3 and
CHa were also observed at 1339 and 1423 cm’!, respectively.
Conjugated carbonyl group was observed at 1655 cm’!, lower
than in unconjugated carbonyl and three bands at 1406, 1332,
1320 cm! attributed to vibrational mode of C-O elongation
of alcohol and phenol groups.

Compared with the reference spectrum of curcumin, all
complexes show a great decrease in the intensity of the ban
c.a. 1725 em!(C=0), as reported in the literature for similar
systems, indicating an interaction between curcumin and
BNC (Zebib, 2010).

Finally, TGA analysis (see figure 5.b.) The curcumin is
thermally stable up to 160°C, decomposition is related to the
deshydroxylation of OH groups by elimination of two water
molecules (Zebib, 2010). With the encapsulation in of
curcumin BNC, the degradation of the BNC-CUR system
begins around 270°C, which implies that curcumin is
protected against environmental conditions and is probably
more stable. This DDS is of great interest due to the
remarkable chemical, mechanical, structural, and biological
properties, as well as their high degree of biocompatibility,
biodegradability and bioavailability of the BNC, and the
enhanced properties of curcumin such as stability.

Conclusions

It was possible to model the system BNC-CUR by monolayer
and multilayer mathematical models. In addition, it was
found that the adsorption at 6°C and 10°C relates to a
multilayer, and it depends on the temperature, while for the

temperature of 20°C and 40°C the adsorption relates to a
monolayer model. From the three temperarutes, the ideal the
adsorption was reached at 20°C as shown by the TEM images
and the parameters found in the adsorption kinetics.

Finally, thin layer drug delivery systems were developed with
a homogeneous surface at low magnifications and high
magnifications. The chemical analysis showed the presence
of curcumin and BNC. Moreover, BNC improves the thermal
stability of curcumin, going from 160°C to 270°C, thanks to
the interactions between the two components of the
controlled release system. With all of the above, BNC is a
biomaterial with great potential for the development of
curcumin drug delivery system for the chemoprevention of
stomach cancer.
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Introduccion

El tubo orotraqueal es un dispositivo médico empleado para
la aplicacion de ventilacion mecanica invasiva en pacientes
que presentan fallas respiratorias. La neumonia asociada a la
ventilacion mecanica (NAV), se desarrolla después de la
intubacion orotraqueal y el inicio de la ventilacion mecanica.
Esta infeccion presenta alta incidencia en la Unidad de
Cuidados Intensivos (UCI), y com@nmente se asocia con
aumentos significativos en la duraciéon de la estancia
hospitalaria, con una prevalencia que oscila entre el 8 y el
28% de todas las infecciones adquiridas en los hospitales
(Daengngam et al., 2019).

Una de las principales causas de morbilidad debido alaNAV,
son las infecciones asociadas a los microorganismos que se
localizan en las vias aéreas de los pacientes que requieren de
ventilacion mecanica, estos microorganismos representan un
grave problema, debido a que colonizan la zona donde se
encuentran y forman una biopelicula sobre la superficie del
tubo orotraqueal, siendo capaces de resistir los mecanismos
de defensa del huésped y el tratamiento con antibiodticos,
aumentando asi el riesgo de complicaciones durante la
estancia hospitalaria, debido a que contribuyen al deterioro
en la salud del paciente e incluso causan la muerte
(Daengngam et al., 2019).

Esta problematica ha sido estudiada a nivel mundial, sin
embargo, las estrategias preventivas contra la adhesion
bacteriana y la formacion de la biopelicula no han evitado por
completo el desplazamiento de estos microorganismos hacia
los pulmones; ni han sido suficientes los estudios y
modificaciones que se han realizado a estos dispositivos
médicos para disminuir completamente la problematica
(Bassi et al., 2015, Spapen et al., 2017, Jaillette et al., 2017).
No obstante, la modificacion superficial con agentes
antimicrobianos es el enfoque mas prometedor en la
actualidad para inhibir la colonizacion bacteriana en la
superficie del tubo orotraqueal (Busico et al., 2013, Schilardi
et al., 2020). Actualmente, los tubos orotraqueales son
fabricados en materiales transparentes que permiten ver las
secreciones, como el polivinilcloruro (PVC) y silicona (Serna
et al., 2012, Busico et al., 2013, Ochoa Franco, 2019).

Al realizar la modificacion superficial a estos materiales que
estan en contacto con tejidos del cuerpo para que presenten
propiedades antibacterianas, es necesario que el material
tenga fundamentalmente propiedades tales como baja
adherencia e hidrofobicidad, esta tltima es debido a que las

bacterias hidrofilicas muestran una mayor adhesion a las
superficies hidrofilicas, dado que tienen la capacidad de
absorber el medio hidrico que le rodea, por tanto, entre mas
hidrofobico sea el material, menor sera la adhesion de estos
microorganismos sobre la superficie (Hasan et al., 2013,
Cano Melguizo et al., 2019).

Por otro lado, durante las ultimas décadas se ha informado
que las nanoparticulas plata (AgNPs) exhiben propiedades
fisicoquimicas excepcionales, y actividades biologicas
elevadas, lo que posibilita su utilizacién en multiples campos.
Estas han demostrado gran importancia debido a su amplio
espectro antimicrobiano contra varios patdogenos, incluidos
bacterias y hongos, tales como Salmonella, Staphylococcus,
Pseudomonas, entre otras. Por lo anterior, las AgNPs han
sido empleadas para modificar las propiedades de otros
materiales que por si solos no poseen propiedades
antibacterianas (Ortiz et al., 2015, Osorio Echavarria, 2020).
Estudios previos reportan el efecto antibacteriano de
materiales a base de PVC donde incorporan AgNPs a través
de un método de colado (Braga et al., 2018, Duta et al., 2020).
Por otra parte, Daengngam et al. realizo la incorporacion de
AgNPs en la superficie de un tubo orotraqueal de PVC, donde
la adicion de las nanoparticulas sobre el tubo fue llevada a
cabo mediante inmersiones en un medio acuoso que contenia
nitrato de plata. Al evaluar la eficiencia antibacteriana, se
observé una reduccion significativa en el crecimiento
bacteriano (Braga et al., 2018, Daengngam et al., 2019, Duta
et al., 2020). Otros estudios reportan modificaciones
realizadas al PVC mediante la adicion de AgNPs a la
superficie del polimero, usando técnicas, tales como
electrohilado, recubrimiento de vapor, implantacion de iones
o pulverizacion, entre otras. No obstante, es necesario tener
claro que estos métodos son costosos o requieren mayor
cantidad de material para la sintesis, lo cual puede afectar la
transparencia del material que esta siendo modificado (Braga
etal., 2018).

Teniendo en consideracion lo mencionado anteriormente,
este trabajo tuvo como objetivo evaluar un proceso de
modificacion superficial en porciones de tubos orotraqueales
comerciales fabricados con un polimero biocompatible
polivinilcloruro (PVC), mediante el método quimico de
inmovilizacion de nanoparticulas de plata AgNPs
sintetizadas quimicamente. Se verifico el éxito de la
modificaciéon quimica de la superficie y la posterior
inmovilizacion de las nanoparticulas, con analisis de los
cambios superficiales del material evaluando la mojabilidad
con la medicién por angulo de contacto y los cambios
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quimicos superficiales mediante FTIR. Se concluye que, el
material modificado tiene potencial para mejorar las
caracteristicas de un material para su uso en la fabricacion de
tubos orotraqueales.

Materiales y métodos

Para la sintesis de nanoparticulas de plata, se empleé como
agente precursor el nitrato de plata (AgNO3) marca PanReac
100% puro y como agente reductor, citrato trisodico
dihidratado marca PanReac al 99% de pureza. En el proceso
de inmovilizacién de las nanoparticulas de plata sobre los
tubos orotraqueales se usaron tubos fabricados por Covidien.
Los reactivos empleados para este procedimiento fueron m-
fenilendiamina y cisteamina de la marca Sigma-Aldrich,
trimesoilo de cloruro de la marca Alfa Aesar al 98% de
pureza, hexano y etanol de la marca PanReac.

Sintesis de nanoparticulas de plata

Se sintetizaron nanoparticulas de plata (AgNPs) por via
quimica mediante reduccion. Se llevaron 100 mL de agua
destilada hasta una temperatura de 94°C con agitacion
magnética a 200 rpm, luego se agregd una solucion de nitrato
de plata al 0.1M, manteniendo la solucién en agitaciéon por
10 min. Una vez culminado este tiempo, se procedio a gotear
una solucion de citrato trisddico al 1% con bureta, sobre la
solucion preparada previamente. El volumen final de citrato
trisddico agregado fue de 12.5 mL y esta fue preparada con
agitacion magnética por 5 minutos y sin temperatura. Cuando
se termino el goteo del citrato trisddico sobre la solucion de
nitrato de plata y agua, la solucion presentd un viraje amarillo
al punto final. Después de finalizar el goteo, la solucion se
dejé 3 minutos en agitacion magnética y finalmente la
solucion se introdujo en un bafio maria inverso, con el
objetivo de detener la reaccion.

Caracterizacion de las nanoparticulas de plata

Para analizar las nanoparticulas de plata obtenidas, se
emplearon las técnicas de espectroscopia de absorcion de luz
ultravioleta-visible (UV-Vis) en el equipo de UV-VIS
MAPADA 3200 PC y microscopia electronica de
transmision (TEM) en el equipo Tecnai F20 Super Twin
TMP de FEI. Con las imagenes obtenidas mediante TEM, se
hizo la medicion de tamafio de particula a 60 particulas que
fueron seleccionadas empleando el software Image J.

Inmovilizacion de nanoparticulas de plata sobre
polivinilcloruro (PVC)

Inicialmente se tomaron porciones de 1 cm de largo de tubos
orotraqueales comerciales de PVC, los cuales fueron
sumergidos en una solucién de 2g de m-fenilendiamina
(MPD) y 98 mL de agua destilada durante 3 minutos. Luego
fueron inmersos en una solucion de 0.1 mL de trimesoilo de
cloruro (TMC) y 152 mL de hexano puro durante 30
segundos para formar una pelicula delgada de poliamida
(PA) en la superficie de PVC. El material fue lavado con
hexano y etanol puros para eliminar excedentes y
posteriormente se sumergio en una solucion acuosa de 77.15
mg de cisteamina y 50 mL de agua destilada por 4 h para
obtener el grupo tiol (SH) en la superficie del material. Para
concluir las muestras fueron inmersas en 50 mL de solucion
madre de nanoparticulas de plata (AgNPs) durante 24 h, con
el objetivo de que las nanoparticulas formaran enlaces

covalentemente unidos a los grupos tiol presentes en la
superficie del PVC (Yin et al., 2013, Maharubin et al., 2019).

Caracterizacion del polivinilcloruro
modificado superficialmente

(PVC)

La modificacion superficial de las muestras de PVC fue
verificada evaluando la mojabilidad con la medicién por
triplicado del angulo de contacto, usando el equipo marca
Dataphysics OCA 15EC con un tamafio de gota de 0.5 uL de
agua destilada. Los cambios quimicos superficiales fueron
analizados por espectroscopia de infrarrojo por transformada
de Fourier FTIR empleando el equipo SHIMATZU IR-
TRACER 100 en un rango de barrido entre 400 y 4000 cm’!
y un nimero de ciclos de 24.

Resultados y discusion
Sintesis de nanoparticulas de plata

En la Figura 1 se presenta la imagen de la solucion de AgNPs
obtenida después del proceso de sintesis, en donde se
evidencia la coloracion amarilla tipica de este tipo de
nanoparticulas (Cuervo et al., 2020). Se resalta que, al
emplear la metodologia desarrollada se observd gran
reproducibilidad en los resultados.

Figura 1. Coloracion de la solucion que contiene AgNPs.

Caracterizacion de nanoparticulas de plata
Espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis)

En la Figura 2 se presenta el espectro obtenido para el analisis
UV-Vis, en donde es posible evidenciar que en el rango de
los 420-450 nm se da la formacion del tipico pico de la
resonancia del plasmén superficial, el cual indica la
formacion de las AgNPs, segun lo reportado por la literatura
(Sanchez, 2017, Cuervo et al., 2020) .
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Figura 2. Espectroscopia UV-Vis nanoparticulas de plata.

Microscopia electronica de transmision (TEM)
De las micrografias TEM presentadas en la Figura 3 es

posible evidenciar que las nanoparticulas presentan una
geometria cuasi esférica. Ademas, es posible observar las
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nanoparticulas de manera individual permitiendo asi realizar
un conteo de una poblacion de nanoparticulas y la
determinacion estadistica de su tamafio promedio. Es
necesario aclarar que de las micrografias se tiene un tamaiio
promedio para las particulas, pero también existen particulas
de un tamafio menor al promedio como se observa en la
Figura 3.b, donde se ven particulas mucho mas pequeiias.

p oo 5 7
Figura 3. Micrografias TEM de las nanoparticulas de plata
sintetizadas.

En la Figura 4 se muestra el histograma de frecuencia del
tamafio de particula para las 60 mediciones realizadas con el
software Image J, donde la mayoria de las particulas se
encuentran entre un tamafio de 59,29 y 70,71 nm; con un
tamafio promedio de 59,67 nm.

Numero de particulas

2

25,00 36,43 47,86 59,29 70,71 82,14 93,57
Tamariio de particulas (nm)
Figura 4. Histograma para 60 mediciones realizadas a la muestra
AgNPs.

De los resultados obtenidos en esta seccion, resulta posible la
utilizacion de las particulas de plata para la inmovilizacion
sobre PVC, debido a que en la literatura se reporta un
nanomaterial como un material que contiene particulas
sueltas o formando un agregado en el que el 50% o mas de
las particulas presente una o mas dimensiones externas en el
intervalo de tamafios comprendido entre 1 y 100 nm
(Camacho et al., 2016). Ademas, estudios previos en los
cuales se llevd a cabo modificaciones de materiales
poliméricos con nanoparticulas de plata reportan tamaiios de
particulas comprendidos entre este rango (Oliveira et al.,
2014, Daengngam et al., 2019, Duta et al., 2020).

Inmovilizacién de nanoparticulas de plata sobre
polivinilcloruro (PVC)

En la Figura 5 se presenta la imagen de las fracciones de los
tubos de PVC comerciales, luego de realizar la modificacion
quimica de la superficie y la posterior inmovilizacion de
AgNPs sobre la superficie.

Figura 5. Porciones de tubos de PVC con AgNPs inmovilizadas.

La modificacion superficial realizada revela que las
porciones de tubos originalmente transparentes presentan una
apariencia translicida con el tono marrén amarillento, el cual
es caracteristico de AgNPs e indica la correcta
inmovilizacion de AgNPs en la superficie de la muestra (Yin
et al., 2013, Daengngam et al., 2019).

Caracterizacion del polivinilcloruro
modificado superficialmente

(PVC)

Angulo de contacto

En la Figura 6 se presenta el valor de los angulos de contacto
de las superficies de PVC. De los resultados obtenidos, es
posible confirmar que las porciones de tubo de PVC son
hidrofébicas puesto que el angulo obtenido es muy cercano a
90°. Lo anterior, coincide con los resultados obtenidos en un
estudio previo que se realizd sobre la superficie de tubos de
PVC de grado médico (Daengngam et al., 2019).
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Figura 6. Comparacion en el angulo de contacto para muestras de
PVCy PVC-AgNPs.

Adicionalmente, en la Figura 6 es posible evidenciar los
valores para los angulos de contacto obtenidos después de
realizar la inmovilizacion de las AgNPs sobre la superficie
de PVC. Tras la modificacion con AgNPs, los valores de
angulo de contacto se redujeron, sin embargo, el cambio
generado no es significativo, debido a que la diferencia en los
angulos de contacto es de aproximadamente 10.88%. Lo
anterior se atribuye a la presencia de AgNPs sobre la
superficie del material, que generan un incremento en la
polaridad de la superficie, convirtiéndola en hidrofilica, por
tanto, el angulo disminuye. Estos resultados son consistentes
con los informes en la literatura debido a que las AgNPs se
acumulan en la superficie, lo que implica un efecto mas
directo sobre la hidrofobicidad de la superficie. (Esteban
Tejeda, L., 2012, Yin et al., 2013, Jiménez, 2018).

Espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR)

En la figura 7 se muestran los resultados del analisis FTIR
realizado a las superficies de PVC sin tratamiento. De los
resultados obtenidos, es posible verificar que el material
posee hidrocarburos clorados correspondientes a los picos
caracteristicos distintivos de C-Cl observados entre 600 y
650 cm™!, de igual manera se observaron picos entre 1000 y
1100 cm™ caracteristicos del enlace C-C, asi como la
terminal CH3 entre 1400y 1425 cm™'. Ademds, los picos
entre y 2910 y 2970 cm™! se atribuyen al modo de vibracion
de estiramiento asimétrico de la terminal CH:. Estos
resultados se encuentran dentro del rango reportado por la
literatura para el PVC (Daengngam et al., 2019, Pandey et al.,
2016). Adicionalmente, se presenta el espectro obtenido para
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el analisis de la composicion quimica de las superficies de los
tubos de PVC comerciales en cada etapa del proceso de
modificacion quimica de la superficie y posterior
inmovilizacion de AgNPs. De los espectros obtenidos es
posible evidenciar la presencia de picos adicionales después
de la formacion de la pelicula de poliamida (Espectro PVC-
PA) entre 1450 y 1650 cm™, entre los cuales destacan el pico
alrededor de 1650 cm™! generado por una amida I, donde las
vibraciones de estiramiento del enlace C=O es caracteristico
de la amida, el pico a 1610 cm™' es caracteristico del
estiramiento del enlace N-H y el pico a 1547 cm™! para una
amida II, donde se da las vibraciones de flexion del enlace N-
H en el plano y el estiramiento del enlace C-N. Finalmente,
alrededor de 1450 cm™! se da el estiramiento C=0 y la flexion
O-H del acido carboxilico (Poletto et al., 2012, Yin et al.,
2013, Ndesendo et al., 2015, Munje et al., 2017). Lo anterior
confirma la formacion de la pelicula de PA sobre la superficie
de PVC.

Por otra parte, en el espectro PVC-SH donde se debia
identificar la formacion del grupo tiol, que deberia mostrar
una banda entre 2540-2560 cm™', no se evidencia, no
presentando diferencias con respecto a la etapa anterior. Esto
puede ser debido a la baja sensibilidad del grupo tiol en FTIR

250

debido a la alta polarizacién del azufre o debido a que la
cantidad de grupos funcionales generados sobre la superficie
fueron pocos, estos resultados coinciden con lo reportado en
la literatura (Yin et al., 2013).

Finalmente, se observo un cambio apreciable entre 3200 y
3600 cm™! después de la formacion de PA y al agregar las
AgNPs, esta region corresponde a las frecuencias de
vibracion molecular de estiramiento del grupo amida (N-H)
(Poletto et al., 2012, Ndesendo et al., 2015, Munje et al.,
2017). Lo anterior debido a que al sumergir las muestras en
cisteamina que presenta en su estructura los grupos
funcionales aminas (N-H) y tiol (SH), va a presentar picos
debidos al grupo amina, sin embargo, al agregar las AgNPs
recién sintetizadas, estas se van a unir a la superficie de la
muestra a través del enlace quimico Ag-S (Yin et al.,, 2013).
Por otra parte, para el caso de las AgNPs, los grupos
funcionales C=0 y N-H caracteristicos de las amidas pueden
ser responsables de evitar la aglomeracion de las particulas y
estabilizarlas en el medio, ademas de generar un
recubrimiento en las nanoparticulas, esto debido a que puede
existir una interaccion entre estos grupos funcionales con los
iones de plata (Narasimha et al., 2013, Akintola et al., 2020).
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Figura 7. Espectros FTIR durante el proceso de la inmovilizacion de AgNPs sobre PVC.

Conclusiones

El proceso de sintesis quimica de nanoparticulas de plata
concluy6 con la sintesis de un tipo de particulas con tamafo
promedio de 59,67 nm, y con caracteristicas de tamafio
optimas para su potencial uso en modificaciones
superficiales.

Es posible concluir que el PVC con el cual esté fabricado el
tubo orotraqueal comercial, es hidrofébico, ademas, la
disminuciéon en el angulo de contacto después de la
modificacion superficial se atribuye a la inmovilizacion de
AgNPs, debido a que generan un cambio en la polaridad de
la muestra.

En las porciones de tubos de PVC, fue posible evidenciar de
manera visual la presencia de AgNPs en la superficie. Lo
anterior, fue corroborado con los resultados obtenidos por
FTIR, debido a que los grupos funcionales presentes después
de la inmovilizacion de las AgNPs, los cuales tienen la
capacidad de unirse al ion plata de modo que actian como

agentes de recubrimiento, para prevenir la aglomeracion de
las particulas y estabilizarlas en la superficie del material.
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Introduccion

Las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) son las areas de
mayor importancia en un hospital debido a los multiples
procedimientos invasivos o no invasivos a los que son
sometidos los pacientes que ingresan a ella (Cifuentes, Y., et
al., 2008). Aproximadamente del 65% de estos pacientes
necesitan un recurso terapéutico de soporte vital como lo es
la ventilacion mecanica (VM) (Moreira, H. E., 2017).

La neumonia asociada a la ventilacion mecanica (NAV), es
un grave problema de salud a nivel nacional e internacional
en pacientes criticamente enfermos dentro de las UCI, debido
a que presentan una morbimortalidad de alrededor del
33,33%, registrando muertes diariamente del 1% en pacientes
intubados durante el primer mes de ventilacion mecanica
(Chastre, J., et al., 1984)( Jenkins Lonidier, L., 2021).

En muchos de los pacientes con neumonia que son sometidos
a VM a través de un tubo orotraqueal (TOT) y que perduran
intubados por mas de 48 horas, la incidencia de neumonia es
3 veces mayor, respecto a los pacientes con ventilacion no
invasiva (Hunter, J. D., 2012) (Calzada Palacio, L., 2012).
Cuando la neumonia relacionada con el TOT se prolonga, las
bacterias colonizan la orofaringe provocando modificaciones
en su adherencia de las superficies mucosas. Estas
secreciones se comienzan a fijar lentamente sobre la
superficie del neumotaponador, el cual hace parte del tubo
orotraqueal, y penetran lentamente en el interior de la via
aérea y finalmente llegan al alvéolo pulmonar ocasionando
una infeccion respiratoria (Hunter, J. D., 2012).

Los TOT constan de dos partes: una es la conexion que se
conecta al ventilador mecanico, y la otra es el cuerpo en el
cual se encuentra un neumotaponador que tiene como
funcion inflarse para sellar la traquea y mantener una
ventilacion con presion positiva, reduciendo asi la aspiracion
del contenido gastrico al momento de que haya una
intubacién en un paciente. Cuando el neumotaponador
alcanza presiones superiores a 30 mmHg altera la perfusion
capilar de la mucosa y produce isquemia y dafio celular, y
con esto se produce la NAV (Avalos A, et al., 2013).

Arthur Guedel y Ralph Waters en 1928 disefiaron y
desarrollaron el primer TOT integrado con un
neumotaponador. El material del TOT y del neumotaponador

era caucho; y el neumotaponador era clasificado como de alta
presion y bajo volumen, ademas tenia forma cénica, lo que
ocasiona una deformacion en el contorno normal de la
traquea (Delgado Gomez, F., et al, 2017). Muchos de esos
neumotaponadores causaron lesiones de la mucosa traqueal y
por ello surgio la idea de fabricar neumotaponadores de baja
presion y alto volumen con un area superficial de contacto
mayor que reduce la lesiéon de la mucosa traqueal. En la
actualidad, los neumotaponadores estan siendo fabricados en
siliconas biocompatibles, los cuales son mas suaves, de
forma cilindrica, y generan menos costos de fabricacion y
mejor proteccion contra la aspiracion de su contenido
gastrico (Busico, M., et al., 2013).

Aunque se han realizado mejoras en el material, atin persiste
el problema de la adhesion de microorganismos. La opcion
de adicionar agentes antimicrobianos, como las
nanoparticulas de plata (AgNPs), posibilita tener un material
para la fabricacion de neumotaponadores con un mejor
desempefio. En estudios para el desarrollo de otras
aplicaciones, Chong, W. X_, et al. (2021) evaluaron el efecto
antimicrobiano de AgNPs en silicona maxilofacial contra
Staphylococcus _aureus , Candida albicans 'y biofilms de
especies mixtas, donde las AgNPs proporcionaron eficacia
contra ambas cepas antimicrobianas, la lixiviacion de iones
de plata y la internalizacion celular . Meran et. al (2018),
utilizaron silicona comercial cubierta con nanoparticulas de
plata para desarrollar una protesis facial y evaluar la
biocompatibilidad con los fibroblastos dérmicos humanos y
la eficacia antifiingica contra Candida albicans, encontrando
biocompatibilidad con las células in vitro y propiedades
antifungicas.

Es asi, como en este trabajo se propone el desarrollo de un
material compuesto de silicona con nanoparticulas de plata
para la potencial fabricacion de dispositivos médicos como
los neumotaponadores y la evaluacion de sus propiedades
morfoldgicas y superficiales.

Materiales y métodos
Sintesis de nanoparticulas de plata

Se sintetizaron nanoparticulas de plata siguiendo un
protocolo modificado de Cuervo et al (Cuervo Osorio, G. et
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al., 2020) mediante reduccion quimica con nitrato de plata
como precursor en solucion al 0.1 M y como agente reductor
citrato trisodico dihidratado en una solucién al 1%, ambos
reactivos quimicos de grado analitico de la marca PanReac
applichem. Se inicié con 100 mL de agua destilada a 100 °C
con 200 rpm de agitacion magnética constante;
posteriormente, se adicion¢ el nitrato de plata y luego de 10
minutos de agitacion, se agreg6 el citrato trisddico mediante
un goteo lento con bureta. Después de finalizado el goteo, la
solucion se dejo por 3 minutos mas a una temperatura de 100
°C y a 200 rpm de agitacion, hasta obtener una solucion de
un color amarillo. Finalmente se hizo un choque térmico en
un bafio maria inverso para detener la reaccion y la solucion
se almaceno a 4°C en un recipiente donde no ingresara luz.

Caracterizacion de las nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas obtenidas fueron analizadas mediante
espectrofotometria UV-VIS en el equipo MAPADA 3200 PC
haciendo un barrido entre una longitud de onda de 300 y 600
nm, verificando el pico caracteristico de plasmon superficial
de este tipo de nanoparticulas, entre 400 — 450 nm, el cual
indica la formacion de las nanoparticulas de plata. Por otro
lado, se verifico el tamafio de las nanoparticulas usando el
microscopio electronico de transmision (TEM) en el equipo
Tecnai F20 Super Twin TMP del FEI. Las imagenes
obtenidas fueron analizadas utilizando el software Imagen J,
siendo medidas 100 nanoparticulas de plata, para obtener un
valor promedio del tamafio.

Fabricacion del material compuesto silicona-AgNPs

Para garantizar una buena mezcla de las nanoparticulas de
plata con la silicona, polimero que es inmiscible en
soluciones acuosas, la solucion de nanoparticulas de plata
debio ser previamente secada; para tal objetivo se evaluaron
dos técnicas: concentracion al vacio y liofilizacion (Ali, M.,
etal., 2016).

Para la técnica de concentracion al vacio se utilizé el equipo
SpeedVac® Concentrator Savant SPD111V, Thermo
Scientific, el cual se caracteriza por realizar un proceso
conjunto de concentracion y secado de pequefios volumenes.
Se hizo un centrifugado a una velocidad de 15000 rpm, y a
su vez se calent6 la solucion de nanoparticulas de plata a una
temperatura de 80 °C, durante el tiempo que fue necesario
hasta obtener una separacion y evaporacion total del agua.
Por su parte, la liofilizacion consistié en someter la solucion
de nanoparticulas de plata previamente congelada a -20 °C, a
un vacio de -180 milibar a -87 °C en el equipo Labconco
2.5L; para lograr la sublimacion del agua y separarla de las
nanoparticulas de plata.

Por ultimo, la elaboracion del material se realizd utilizando
un material compuesto de silicona comercial VST-HD 50 con
1% en peso de nanoparticulas de plata secas, mezclado
manualmente durante 2 minutos. Para eliminar las burbujas
generadas por la mezcla se utiliz6 una bomba de vacio y
finalmente se dejo secar a temperatura ambiente por 8 horas.

Caracterizacion del material compuesto silicona-
AgNPs

Se observo la distribucion y forma de las nanoparticulas de
plata inmersa en la silicona mediante un estereoscopio de

marca Zeiss Jena a un aumento de 16X para la muestra
liofilizada, la obtenida por secado al vacio y para la silicona
sola. Un proceso similar se realizé con un microscopio optico
invertido de marca Motic AE2000, para un mismo aumento
de 4X, los analisis fueron realizados por triplicado.

La mojabilidad de la silicona con las AgNPs y de la silicona
sola, fue analizada mediante el equipo de angulo de contacto
DataPhyssics OCA 15EC, con un tamaifio de gota de agua
destilada de aproximadamente 0.5 pL. Esta prueba se realizd
por triplicado.

Con la finalidad de determinar los grupos funcionales y
componentes principales de la silicona con y sin
nanoparticulas, se procedio a realizar un analisis infrarrojo de
una porcion de cada muestra mediante ATR usando un
equipo PerkinElmer Spectrum FT-IR en un rango de barrido
entre 400 y 4000 cm’!.

Resultados y discusion

Sintesis de nanoparticulas de plata

En la figura 1 se observa la solucion de nanoparticulas de
plata obtenida con ayuda del protocolo anteriormente
descrito, la cual esta caracterizada por tener un color amarillo
tipico de este tipo de sintesis (Cuervo-Osorio, G. et al., 2020).

Figura 1. Muestra obtenida por reduccién quimica de
nanoparticulas de plata.

Caracterizacion de las nanoparticulas de plata

En la Figura 2, se encuentran el espectro del analisis de
espectrofotometria UV-VIS. Se observa un maximo de
absorcion a una longitud de onda de 432 nm, resultado que
concuerda con lo reportado en la literatura donde se atribuye
la aparicion de un pico dentro del rango de 400 a 450 como
indicativo de la presencia de AgNPs (J. Morales, et al., 2009).
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Figura 2. Espectro UV-VIS de las nanoparticulas de plata.

Absorbancia (u.a)

En la Figura 3 se presenta la micrografia TEM, en la que se
observa que las AgNPs sintetizadas tienen una morfologia
casi esférica. Luego del andlisis de aproximadamente 100
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nanoparticulas de plata se obtuvo un diametro promedio de
70.53 nm.

El tamafo encontrado esta reportado como adecuado para
entrar en el interior de las bacterias y combatirla, debido a su
forma de clusteres de atomos de plata (Gonzalez Jiménez, A.
et al, 2020). Sin embargo, también puede penetrar en el
interior de células, por lo que se recomienda tener en cuenta
la evaluacion futura de su toxicidad (Gonzalez Jiménez, A. et
al, 2020).

Figura 3. Micrografia TEM de nanoparticulas de plata.

Secado de las nanoparticulas de plata
En la Figura 4 se muestran las nanoparticulas de plata en
solucion y secas (polvo negro), por concentracion al vacio.

Figura 4. Solucién de AgNPs y nanoparticulas secas obtenidas por
concentracion al vacio.

En la Figura 5 se observa la solucion de AgNPs antes y las
nanoparticulas secas después del proceso de liofilizado.

Figura 5. Solucién de AgNPs y nanoparticulas secas obtenidas por
liofilizacion.

Utilizando la técnica de concentracion al vacio se extrajo 0.1
g de AgNPs de 100 mL de la solucion acuosa de
nanoparticulas de plata y se obtuvo particulas de menor
tamafio y que no formaban aglomerados, debido a que no se
humidificaba facilmente. Por otro lado, cuando se realizo el
secado por el método de liofilizacion, las nanoparticulas se
aglomeraron formando agregados de gran tamafio a causa de
la humidificacion adquirida; aunque esta técnica generara
aproximadamente 1,3 g de AgNPs secas, se observo que se
humidificaban facilmente posteriormente al sacado en el
liofilizador; por tal motivo se decidié almacenar las muestras
en un recipiente desecante con silica gel para tratar de
disminuir la humedad.

Caracterizacion del material compuesto silicona-Ag

Al mezclar las AgNPs con la silicona VST-HD 50, se obtuvo
una mezcla homogénea y con una aparentemente buena
distribucion de las AgNPs. En la Figura 6 y 7 se observan las
imagenes de los compuestos mediante el estereoscopio y el
microscopio optico invertido, respectivamente. En la Figura
6-a'y 7-a es la silicona sola, la Figura 6-b y 7-b es la mezcla
de silicona y AgNPs por concentracion al vacio y la Figura
6-c y 7-c es mezcla de silicona AgNPs por el método de
liofilizacion, todas estas observadas mediante el
estereoscopio.

Figura 6. Distribucion y forma de las nanoparticulas de plata
observadas mediante el estereoscopio con un aumento de 16X.

Figura 7. Distribucion y forma de las nanoparticulas de plata
observadas mediante el microscopio 6ptico invertido con un
aumento de 4X.

En las Figuras 6 y 7, se observan puntos negros, los cuales se
pueden atribuir a la presencia de las nanoparticulas de plata
en la silicona. También se puede observar que esos puntos
negros se ven de mayor tamafio en la mezcla por el método
de liofilizacion y de una forma poco homogénea, en
comparacion con la mezcla por concentracion al vacio, donde
esos puntos negros son de menor tamafio. Con los resultados
obtenidos, se decidid seguir utilizando la técnica de
concentracion al vacio, ya que es mas efectivo para generar
particulas de tamafio nanométrico y poder generar un
material al combinarse con la silicona que puedan combatir
las bacterias al tener AgNPs (Gonzalez Jiménez, A. et al,
2020).

En la Figura 8 se muestra el analisis de mojabilidad mediante
angulo de contacto. Se puede observar que la silicona se

comporta de manera hidrofobica cuando se adiciona la gota
de agua en su superficie, ya que se genera un angulo mayor a

90°.

Figura 8. Prueba de mojabilidad de la silicona.

Luego de analizar cada superficie de la silicona, superior e
inferior, siendo la superior la parte que qued6 expuesta al
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ambiente y la parte inferior la que estaba en contacto con el
molde, se realizé un promedio de los respectivos angulos y
se encontrd que la silicona fue la que obtuvo mayor angulo
de contacto con relacion a las mezclas, siendo esta, una
superficie ligeramente mas hidrofobica y esto se analiza con
la grafica de barra presentada en la Figura 9.
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Figura 9. Angulos de contactos para las mezclas de silicona con
nanoparticulas de plata y de la silicona (blanco).

Estadisticamente, el angulo de contacto obtenido tanto para
la mezcla de silicona con nanoparticulas de plata por la
técnica de liofilizacion y por concentracion al vacio no tuvo
diferencia, sin embargo, si hubo una mayor mojabilidad para
estos, debido a la presencia de nanoparticulas de plata
(Espejo Espada, B, 2015) (Esteban Tejada. L, 2012)
(Villamizar Pazmifio, C., 2017).

La Figura 10 muestra el espectro FTIR de la silicona y la
mezcla de la silicona con las AgNPs obtenidas por
concentracion al vacio y liofilizacion. En los tres espectros se
puede evidenciar cuatro bandas caracteristicas de la silicona.
En la region de 1258 cm! aparecen las deformaciones
simétricas del dimetilo y trimetilo; entre1000-1100 cm™! hay
casi una doble banda que corresponde al estiramiento del
enlace Si-O-Si y aproximadamente en 862 cm! se observan
cambios en la distancia del enlace Si-C. Por otra parte, otro
punto caracteristico que tienen las tres muestras es el
estiramiento amplio que se produce en el rango de 3400-2400
cm!, centrado en 2905 cm!, el cual puede deberse a las
vibraciones de estiramiento del N-H de las aminas, las sales
de amina, las sulfonamidas, el C-H de los alquenos y los
alcanos, y el C=0 de los acidos carboxilicos (Martinez-
Orozco, R. D. et al., 2013) (Gutierrez Bouzan, M.C, et al.,
2010).
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Figura 10. Espectros FTIR para las mezclas de silicona con
nanoparticulas de plata y de la silicona blanco.

La igualdad de los tres espectros se debe a la gran proporcion
de silicona en comparacion con la mezcla de nanoparticulas,
generando que las nanoparticulas se enmascaren por la
presencia de la silicona, polimero que las embebe. Es
necesario realizar otros analisis como degradacion y analisis
en agares en cultivos de bacterias para determinar la
interaccion de las nanoparticulas con fluidos fisiologicos y

verificar su poder antimicrobiano, caracteristica fundamental
en este material.

Conclusiones

Se confirmd que la interaccion del nitrato de plata y el citrato
trisddico, con la accion de la temperatura y el tiempo propicié
la reduccién de AgNPs en la solucion. Con el protocolo de
sintesis utilizado se obtuvo nanoparticulas de tamafio muy
similar.

Las dos técnicas de secado realizados liofilizacion y
concentracion de vacio permitieron establecer cual de los dos
genera una mejor opcion para su posterior mezcla con la
silicona. La técnica de concentracién en vacio fue mas
efectiva debido a que se obtuvieron nanoparticulas de menor
tamafio y una mezcla mas homogénea.

Al analizar la mojabilidad del material compuesto se
encontrd que las mezclas generan hidrofobicidad, lo cual es
beneficioso para evitar la adhesion de bacterias, y genera asi
gran potencial para la fabricacién de los neumotaponadores
de tubos orotraqueales, con potenciales propiedades
antibacteriales.
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Introduccion

La biomimética es una estrategia que emplea la ingenieria de
tejidos con el fin de desarrollar soportes que imiten la matriz
extracelular natural (MEC), para favorecer la adhesion,
proliferacion y diferenciacion celular (Teeri et al. 2007).
Cuando se habla de imitar la MEC del tejido dseo, es
importante tener en cuenta que este tejido estd compuesto por
una fase orgénica y otra inorganica, cada una con una funcioén
especifica dentro del tejido. Por ejemplo, la fase organica
compuesta por colageno tipo I y otras proteinas le imparten
flexibilidad al tejido, mientras que la fase inorganica
compuesta por fosfatos de calcio le proporciona rigidez
(Goharian et al. 2017). Desde el punto de vista de las
caracteristicas composicionales y bioldgicas del hueso, es
importante tener presente que este es un tejido altamente
dinamico, que varia considerablemente durante el proceso de
maduracion dsea y constantemente durante el proceso de
remodelacion o6sea (Legros et al. 1987; Boskey and
Mendelsohn 2005).  Por esto, el material ideal para el
reemplazo dseo debe permitir la formacion de nuevo hueso a
través de la osteogénesis, la osteoconduccion y la
osteoinduccion (Sharif et al. 2016).

Una de las caracteristicas mas atractivas de la nanocelulosa
bateriana (NCB), es su estructura nanofibrilar tinica que imita
la estructura de la matriz extracelular nativa (MEC), lo que
permite una rapida cicatrizacion y regeneracion del tejido,
libre de cualquier infeccion cruzada asociada a biomateriales
de origen natural como el colageno (Wan et al. 2007). En
ingenieria de tejidos 6seos, la NCB se ha evaluado como
soporte tridimensional poroso para la regeneracion de huesos
(Zaborowska et al. 2010) y como soporte para inducir la
diferenciacion de células madre mesenquimales de médula
oOsea en osteoblastos (Favi et al. 2013). Pero la NCB por si
sola, posee una baja habilidad para unirse directamente al
hueso. Su versatilidad le permite que pueda ser modificada
con otros materiales tales como la hidroxiapatita (HA),
variantes de fosfato de calcio (CaP) o vidrios bioactivos, para
aumentar su bioactividad. Los resultados de algunas
investigaciones han manifestado que la NCB tiene un gran
potencial como injerto en 6seo la regeneracion de tejidos
duros (Hong et al. 2006; Wan et al. 2006; Grande et al. 2009;
Tazi et al. 2012; Fan et al. 2013; Park et al. 2015). Pero aun,

hay que seguir investigando en el diseflo de soportes 3D
microporosos que permitan la migracion y proliferacion
celular, y, ademas, se deben buscar alternativas de como
incrementar la bioactividad de este biomaterial, sin afectar la
morfologia de los poros y su interconexion.

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue disefiar
soportes 3D microporosos basados en nanocelulosa
bacteriana  (NCB)  utilizando la  cepa  nativa
Komagataeibacter medellinensis, teniendo en cuenta las
caracteristicas estructurales y quimicas del tejido dseo. Se
evaluaron 2 métodos de biomineralizacion en los soportes,
tratando de imitar el proceso de mineralizacion natural de los
huesos, teniendo en cuenta el contenido idnico, el pH y la
temperatura corporal.

Materiales y métodos

Los soportes de nanocelulosa bacteriana (NCB) fueron
obtenidos a través de la fermentacion de la bacteria
Komagataeibacter medellinensis NBRC 3288 (Yamada
2014). Esta cepa fue aislada en la Central Minorista de
Medellin y fue identificada en la Universidad Pontificia
Bolivariana (Castro et al. 2013). A partir de la fermentacion
de este microorganismo en cultivos estaticos se prepararon
los soportes 3D. Se utilizé como agente porogénico particulas
de parafina. Los soportes fueron preparados teniendo en
cuenta el protocolo descrito por Cafas-Gutiérrez et al
(Cafias-Gutiérrez et al. 2020).

Para mejorar la bioactividad de la nanocelulosa bacteriana,
los soportes fueron tratados con 2 métodos de
biomineralizacion. Primero se realizé un pretratamiento con
una solucioén supersaturada de cloruro de calcio (CaClz) a un
pH=7. En el método 1, después del pretratamiento con CaCla,
los soportes fueron tratados con soluciones fosfato disddico
(Na2HPOs4) en 3 ciclos consecutivos, cada uno de 48 horas
(NCB CaP). En el método 2 los soportes fueron inmersos en
1.0X de fluido fisiolégico simulado (SBF), por 14 dias,
renovando la solucion cada 24 horas (NCB Ca-SBF).

La morfologia y la microestructura de los soportes 3D

microporosos de NCB, se estudiaron mediante microscopia
electronica de barrido (SEM). La composicion quimica de los
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soportes, se analizaron mediante espectroscopia de rayos X
de dispersion de energia (EDS) y mediante fluorescencia de
rayos X (XRF) en la superficie de cada soporte liofilizado.
En los analisis de EDS, las composiciones quimicas se
analizaron utilizando mapas elementales de rayos X en el
modo de exploracion. Para determinar las fases minerales y
organicas presentes en los soportes biomineralizados, se
utiliz6 la espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) en el modo de reflexion total atenuada (ATR).
Por medio de difraccion de rayos X (DRX) se determind las
fases cristalinas de los soportes. Para los soportes
biomneralizados, los resultados de DRX se analizaron
usando el software HighScore Plus Release: Version 3.0d
para determinar las fases cristalinas presentes en cada soporte
modificado, utilizando la funcién Search and Match (Aguiar
et al. 2018). Los ensayos bioldgicos in vitro se realizaron con
células madre mesenquimales de médula 6sea humana
(CMM-MO) ATCC PCS-500-012. Los soportes de NCB
fueron esterilizados en una autoclave LabTech por 20
minutos a 121 °C. La cantidad de células viables en contacto
directo con los soportes se determiné mediante la formacion
de un compuesto coloreado, con el bromuro de 3- (4, 5-
dimetiltiazol-2-il) -2, 5-difenil-2H-tetrazol-3-io0 (MTT),
siguiendo el estandar internacional ISO 10993-5 2009. La
actividad de la secrecion de la enzima fosfatasa alcalina (FA)
se determind usando el kit de ensayo Alkaline Phosphatase
Detection kit, fluorescence (APF — 1KT) marca Sigma-
Aldrich. La expresion de las proteinas osteopontina (OP) y
osteocalcina (OC) se identifico a través de la técnica de
Western Blot.

Los datos obtenidos en cada ensayo (réplicas), se sometieron
a pruebas de normalidad W (Shapiro-Wilk) y
homocedasticidad (Bartlet), para realizar una prueba
estadistica paramétrica o no paramétrica.

Resultados y discusion

En la figura 1-a se observa que se obtuvieron soportes
altamente porosos, con una distribucién de poros homogénea
y una alta interconexion entre los poros. La distribucion del
tamafio de los poros fue entre 70 y 350 pm. Segln algunos
estudios, esta distribucion del tamafio de poro permite la
migracion y la proliferacion celular (Bodin et al. 2007;
Zaborowska et al. 2010). En la figura 2-b se puede observar
la nanoestructura de las fibras de la celulosa que imita la
matriz organica de colageno permitiendo la precipitacion de
los fosfatos de calcio (Arkharova et al. 2016).
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Figura 1. Micfograﬁas electronicas tomadas por SEM: a) soporte
3D microporoso de nanocelulosa bacteriana a 60x; y b)
nanoestructura de las fibrillas de celulosa a 25000x.

Como se reportd en estudios anteriores (Cafias-Gutiérrez et
al. 2020), en la figura 5-1 y 5-j, se puede observar los soportes
3D microporosos de NCB luego de los 3 ciclos de
biomineralizacion (NCB CaP). En las micrografias de 5000x,
se puede observar que los cristales se forman sobre las
fibrillas de celulosa, a lo largo de toda la superficie de los

poros de la NCB, pero aun se conserva la interconectividad
entre los poros. En las micrografias de 25.000 X se observa
que el crecimiento de los cristales alrededor de las nanofibras
de celulosa, tienen forma de barras o agujas como lo reportan
otros autores (Hutchens et al. 2006; Saska et al. 2011). Los
mapas elementales tomados con el EDS, mostraron que la
distribucion de los iones de calcio y fosfato a lo largo de la
superficie de la NCB es homogénea y sin aglomeraciones
(resultados en proceso de publicacion). Esto sugiere que los
tratamientos ciclicos con soluciones saturadas de CaCl
seguidas de soluciones de Na;HPOs, en condiciones
dindmicas permiten simular las condiciones de
mineralizacion de los tejidos dseos. Al igual que como lo
reportan Zimmermann, et al. (2011), con este método en
particular, se demostré que el pretratamiento con calcio
permitid crear un sitio de nucleacion para el crecimiento del
cristal de fosfato de calcio (Zimmermann et al. 2011).

En la figura 5-e y 5-f de este mismo estudio realizado (Cafias-
Gutiérrez et al. 2020), se puede observar los soportes luego
del método de biomineralizacion realizado con SBF (NCB
Ca-SBF). La forma de los cristales obtenidas por este método
es mucho mas esférica y no crece en forma de barras o agujas
como se observo por el método 1. Esta formacion de cristales
con forma globular concuerda con los estudios realizados por
Nge et al. (Nge and Sugiyama 2006). La fina estructura de
cada globulo esta compuesta por pequefios cristales finos en
forma de placa se unen directamente a la superficie de las
microfibrillas. Al igual que en los soportes biomineralizados
por el método 1, en el método 2 también se observa una
distribucion de Ca y P de manera homogénea a lo largo de la
superficie, pero adicionalmente, también se observd una gran
cantidad de iones Mg y K (resultados en proceso de
publicacion). La presencia de estos iones en los tratamientos
con SBF podria ser ventajoso en términos de composicion
idnica y desempefar un papel de apoyo en el proceso de
regeneracion, porque segin varios estudios, estos iones
juegan un papel vital en las reacciones bioldgicas asociadas
con el metabolismo 6seo (Figueiredo et al. 2010; Wu, S., Liu
and Yeung, K. W. K. Liu, C., Yang 2014).

En la tabla 1 se encuentran reportados los resultados
obtenidos por FRX. Alli se observa que después de los ciclos
de biomineralizacioén los elementos Ca y P son los que se
encontraron en mayor porcentaje sobre la superficie de la
NCB, seguidos del elemento Na. El calcio es el elemento con
mayor concentracion en todos los soportes, debido a que el
grupo hidroxilo del carbono 6 de la celulosa, cre6 una
superficie cargada negativamente a pH ~ 7.0, lo que permite
la interaccion de iones calcio entre los grupos funcionales por
interaccion electrostatica. Por lo tanto, hay interaccion débil
ion-dipolo entre el ion calcio y un grupo hidroxilo. Ademas,
todos los grupos hidroxilo de la celulosa tienen dipolos
negativos fuertes que podrian quelar los iones de calcio
(Ca?") en solucion y formar un enlace coordinado (Cafias-
Gutiérrez et al. 2020). La relacion Ca/P obtenida en ambos
métodos de biomineralizacion fue menor que la de la
hidroxiapatita comercial utilizada como referencia.

Tabla 1. Resultados del analisis elemental por FRX
Contenido i6nico (% en masa)
Sample Ca P Na Mg K Cl  Ca/P**
NCB CaP 20,7 12,9 0,7 - - 0.1 1.24

NCB Ca-SBF 19.7 127 23 0.6 0.1 0.1 1.20
HA 39.9 19.1 - 0.2 - - 1.64
*El contenido de elementos se determiné mediante relaciones estequiométricas de los
compuestos oxidados encontrados por XRF
** Relacion molar de Ca/P
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En la figura 2, se observa en los espectros de los infrarrojos
que en ambos tratamientos de biomineralizaciéon desaparece
labanda ~3350 cm’!, atribuida a la NCB (Nge and Sugiyama
2006; Wan et al. 2007) y aparece mas definida y con mayor
intensidad la banda v3 PO+ en ~1200-900 cm™, la cual se
asocia a los fosfatos de calcio (Nge et al. 2010; Mamede et
al. 2018). La amplitud de esta banda esta asociada a la
cristalinidad de los fosfatos de calcio (Wan et al. 2007,
Querido et al. 2013); es decir, que en ambos métodos de
biomeralizaciéon se estd formando una o varias fases de
fosfatos de calcio. En ambos métodos de biomineralizacion,
se observa que aparecen las otras bandas caracteristicas vy
PO43 asociadas a los iones fosfato resuelven en dos picos
alrededor 650-500 cm™! (Alverez-Lloret et al. 2006; Querido
etal. 2013).

En los espectros del soporte NCB Ca-SBF, se observaron los
picos caracteristicos para los iones carbonato que aparecen
como una doble banda en ~1410-1445 cm™ (13 CO3%) y en
~870 cm! (12 CO3%). Estos se denominan como carbonatos
"tipo B", que sustituyen a los iones PO4+* en la fase mineral
osea (Figueiredo et al. 2010). La existencia de estos dos picos
indico que los sitios PO43>- de la fase mineral depositada sobre
el soporte estan parcialmente sustituidos por iones carbonato,
y es similar a la HA comercial (Wan et al. 2007). Esto se
puede explicar porque el pretratamiento con Ca, crea los
nucleos iniciales sobre la superficie de la NCB, permitiendo
no solo la unién de los iones fosfato, sino también la unién
de los iones de carbonato que se encuentran en el SBF (Shi
et al. 2008).

INCB control
NCB CaP u
NCB Ca-SBF L/M\\
3
3P0y

HA

Absorbancia (a.u.)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Figura 2. Analisis de los espectros obtenidos por FTIR-ATR de los
soportes 3D microporosos de NCB preparados por los métodos de
biomineralizacion.

En la figura 3 se presentan los difractogramas obtenidos de
los soportes 3D microporosos de NCB biomineralizados.
Todos los soportes mostraron los tres picos caracteristicos de
la celulosa asignados a los planos cristalograficos (1 0 0), (0
10), y (1 10), que corresponden a los angulos de difraccion
de 14,6° 16,8° y 22,8°, respectivamente. En la figura 4 se
observa que a medida que aumenta la cantidad de minerales
depositados sobre la superficie de los soportes disminuye la
intensidad de los picos de la NCB (region gris). La
disminucién en la intensidad de estos picos, demuestran que
a medida que se modifican los soportes con el tratamiento de
biomineralizacion, las fases minerales se van convirtiendo en
el componente dominante del soporte por el aumento de la
cantidad de fosfatos de calcio, como también lo afirman
estudios realizados por Hutchens et al. (2006) y Yin et al.
(2011b) (Hutchens et al. 2006; Yin et al. 2011).

Para el andlisis de fases semi-cuantitativo a través del
software HighScore, se utiliz0 como restricciones
establecidas los elementos minerales encontrados por FRX y
se eliminaron los picos caracteristicos de la celulosa. En el
analisis de fases de los soportes, se encontrd que en el método
1 se presentan fases de octacalcio di-hidrogeno fosfato
pentahidratado (OCP) y apatita (CaOH) y en el método 2 se
encontrd una fase de apatita amorfa (ACP) entre los angulos
de difraccion 30° y 35° y otra de OCP a 27°, (Drouet 2013).
Los principales picos difractados de la fase de apatita sobre
los soportes son 25.86°, 28.73°, 31.7°, 32.14°, 32.8°, 34.01°,
39.67°,46.57° y 49.41°, que corresponden respectivamente a
los planos de difraccion (002), (102),(211),(112),330
0),(202),(310),(222)y (21 3) (Aguiar et al. 2018). Los
picos difractados para la fase OCP sobre los soportes se
encontraron en 26,37° y 32,56° que corresponden a los
planos de difraccion (0 0 2) y (7 0 0), respectivamente (Iijima
et al. 1996). Estas fases minerales corresponden a las
relaciones Ca/P encontradas en los materiales por FRX, las
cuales se encuentran entre 1,19 y 1,60. Estas dos fases de
fosfatos de calcio son predominantes en los huesos humanos,
lo que nos demuestra que este método de biomeralizacion
permite diseflar materiales con gran similitud a las fases
minerales obtenidas durante la mineralizacion 6sea in vivo,
es decir, que podemos disefiar un biomaterial biomimético
del hueso. Adicionalmente, en el método 2 se encontro se una
fase de fosfato de calcio amorfo (ACP). La ACP es una fase
mineral que puede transformarse en un fosfato tricalcico, que
posteriormente se transforma en un OCP y finalmente en una
HA (Luo et al. 2015).

I\ O Apatita
/ \ ® OocP
NCB / \ O ACP
3 2 g
m‘
~— |NCB CaP a
3 o e O 8 o o
ped
|72}
[=
o8
£
NCB Ca-SBF /\\ / o
/N *
To
o o
e o
HA O o 8] o o o
10 20 30 40 50
20

Figura 3. Analisis de los difractogramas obtenidos por DRX de los
soportes 3D microporosos de NCB preparados por los métodos de
biomineralizacion.

En la figura 4-a se muestran los resultados obtenidos a través
del ensayo de MTT después de 24, 48 y 72 horas de cultivo
con las células CMM-MO. Durante las primeras 24 y 48
horas, la viabilidad celular se mantuvo por encima del 100 %
y no se observaron diferencias estadisticamente significativas
(P > 0,05), entre los diferentes soportes de NCB disefiados y
la NCB sin modificar utilizada como control. Después de 72
horas de cultivo, todos los soportes disefiados presentaron
una diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05), en el
porcentaje de viabilidad celular, con respecto al cultivo
después de 24 horas; sin embargo, la viabilidad celular se
mantuvo por encima del 90 % para todos los soportes. La
disminucién del porcentaje de viabilidad celular, se podria
explicar por el aumento de las concentraciones de Ca?* en el
medio de cultivo, liberados por los soportes que fueron
tratados inicialmente con soluciones stper saturadas de
calcio (Lee et al. 2018). En la figura 4-b se encuentra
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reportada la expresion de la fosfatasa alcalina (FA) después
de 7 y 14 dias para cada uno de los soportes, incluyendo la
NCB sin modificar y los controles. La FA juega un papel
importante en el proceso de mineralizacion 6sea y se utiliza
como un marcador temprano en la diferenciacion de CMM
hacia osteoblastos (Sharma et al. 2014). Después de 7 dias de
cultivo, se observa claramente que todos los soportes de NCB
expresan un nivel superior de FA, comparado con las CMM-
MO que no estan en contacto con ningtin soporte de NCB. La
expresion de FA no mostrd diferencias estadisticamente
significativas (P > 0,05), entre las CMM-MO cultivadas en el
plato, con respecto a las CMM-MO cultivadas sobre los
soportes NCB sin ningan tratamiento de biomineralizacion.
Como lo reportan Shi et al. (2012), la NCB por si sola no
favorece la expresion de la FA en cantidades comparables al
nivel basal de las CMM-MO (Shi et al. 2012). Después de 14
dias de cultivo se obtuvo una mayor expresion de la actividad
de la FA soélo en los soportes NCB CaP comparadas con el
nivel basal de las CMM-MO. En los otros soportes de NCB
se observa una disminucion de la FA. Una explicacion para
la disminucion de la FA, se basa en que el aumento de esta
enzima durante los primeros 7 dias, es un indicador de que
hay un proceso de diferenciacion activo de las CMM-MO
hacia pre-osteoblastos (Nardi and da Silva Meirelles 2008;
Miron and Zhang 2012). (Resultados en proceso de
publicacion)
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Figura 4. Viabilidad celular y expresion de la FA de las CMM-MO

cultivadas en los soportes microporosos de NCB biomineralizados

durante 7 y 14 dias. Como control negativo se utilizé un cultivo de
fibroblastos, los cuales son células que no expresan FA y como

control positivo células CMM-MO para determinar el nivel basal de

FA.

La expresion de osteopontina (OP) y osteocalcina (OC), se
determino con el fin de seguir los diferentes estadios en el
proceso de diferenciacion celular de las CMM-MO hacia los
osteoblastos. En la figura 5 se muestran los resultados
obtenidos por Western blot de la expresion de la OP y de la
OC de las CMM-MO cultivadas en los soportes después de
21 dias de cultivo (Resultados en proceso de publicacion). En
todos los soportes se observa que existe una expresion de OP
con tres bandas, donde la banda mas gruesa e intensa se
encuentra alrededor de los 60 kDa (peso molecular asociado
a las caracteristicas del anticuerpo primario utilizado). El
soporte de NCB sin ningun proceso de biomineralizacion,
muestra una expresion de OP con una intensidad muy baja
comparada con los soportes de NCB biomineralizados. En
general, la expresion de OP en todos los soportes de NCB
biomineralizados, indican que hay un proceso de maduracion
de los pre-osteoblastos hacia osteoblastos (Lee et al. 2018),
comparado con el control positivo y el control negativo. Este
resultado, también sugiere que los soportes disefiados tienen
un potencial osteoinductivo alto (McKee et al. 2011).

Por otra parte, en la figura 5 también se observa que después
de 21 dias de cultivo, la proteina OC se expresa alrededor de
22 kDa s6lo en los soportes NCB CaP. La OC es una proteina
especifica en los huesos que es sintetizada solo por

osteoblastos maduros y que esta involucrada con la union del
calcio y la hidroxiapatita (Miron and Zhang 2012; Oldknow
et al. 2015). Por lo tanto, la presencia de esta proteina en los
cultivos de las CMM-MO en los soportes anteriormente
mencionados, sugiere que estos materiales favorecieron la
diferenciacion osteoblastica (Ferreira et al. 2012; Sun et al.
2012) después de los 21 dias de cultivo.
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Figura 5. Expresion de osteopontina y osteocalcina de las CMM-
MO cultivadas en los soportes microporosos de NCB
biomineralizados después de 21 dias de cultivo.

Conclusiones

Los métodos de biomineralizacion permitieron precipitar
fosfatos de calcio sobre la NCB, con caracteristicas
equivalentes a las fases minerales 6seas como fosfatos de
calcio amorfo, fosfatos octa-calcicos y apatita. Ademas, con
composiciones quimicas y relaciones molares Ca/P similares
a las del hueso inmaduro. Estos procesos de
biomineralizacion no afectaron la interconexion de los poros.
Los resultados in vitro demostraron a través de la deteccion
de diferentes marcadores celulares especificos, que los
soportes de NCB biomineralizados, favorecen en general los
diferentes estadios de diferenciacion de las células madre
mesenquimales hacia los osteoblastos.
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Introduccion

La Ingenieria de Tejidos (IT) tiene como objetivo disefiar
constructos tridimensionales que actien como una matriz
extracelular, que permite rellenar el espacio que dejo el tejido
dafiado o perdido hasta que este sea regenerado por completo,
teniendo como principal funcién servir como guia para el
crecimiento de nuevos tejidos para devolverles su forma y
funcién, ademas, los constructos han demostrado ser una
alternativa, eficaz para el trasplante de organos (Melek,
2015), (Shen, 2016).

Para el disefio de los constructos tridimensionales se utilizan
materiales que pueden estar en contacto con fluidos y tejidos
biologicos y ser tolerados adecuadamente y al mismo tiempo
proveen a los tejidos la estructura ideal para dar alojamiento
a nuevas células implantadas y residentes, y asi contribuir a
la formacion de tejido nuevo, estos materiales deben ser
biocompatibles, es decir, tener la cualidad de no inducir
efectos citotoxicos al organismo (Estrada, 2020).

En cuanto a los andamios funcionan de soporte a las células
para que proliferen y se diferencien, por lo tanto, su disefio y
desarrollo debe considerar diferentes factores bioldgicos,
quimicos y fisicos. La arquitectura de los andamios requiere
de un disefio que les permita a las células realizar el proceso
de regeneracion tisular.

La principal caracteristica de un andamio es que debe ser
biocompatible; es decir, debe promover la adhesion celular,
la vascularizacion, el suministro de nutrientes y oxigeno a las
células, y también apoyar la actividad celular normal,
incluidos los sistemas de sefializacion molecular. Después de
la implantacion, el andamio no debe provocar respuestas
locales o sistémicas indeseables como: citotoxicidad
(propiedad de ciertas sustancias o células de dafiar a otras
células), genotoxicidad (capacidad relativa de un agente de
ocasionar daflo en el material genético, originando efectos
bioldgicos adversos), inmunogenicidad (capacidad que tiene
un antigeno de activar el sistema inmunitario e inducir una
respuesta inmune), mutagenicidad (alteraciones del material
genético celular), siendo algunos de los efectos que pueden
ocasionar inflamacion crénica y causar un rechazo por parte
de un cuerpo extrafio (Monroy, C.M., 2005).

El ritmo de degradacion debe calcularse de tal manera que
proporcione soporte estructural necesario y también que
permita que las células logren infiltrarlo logrando su
degradacion de forma gradual, y que sus desechos no sean
toxicos ni alteren a los tejidos.

La Sociedad Internacional de Terapia Celular ha propuesto
tres criterios para la caracterizacion “in vitro” de las Células

Troncales Mesenquimales (CSM), estos son (Rodriguez,
2010):

e Demostrar el aislamiento de células con morfologia
fibroblastoide de tipo adherente “in vitro”.

e Determinar la expresion de los antigenos: CD105, CD73
y CD90, y la ausencia de marcadores hematopoyéticos:
CD45, CD34, CD14 0 CD11b, CD79 0 CD19 y HLA-DR.

e Inducir la diferenciacion “in vitro” de las CSM en
osteoblastos, adipoblastos y condroblastos.

Las células troncales tienen la capacidad de inhibir la
respuesta inmune, suprimiendo la proliferacion de linfocitos
T, alterando la capacidad de presentacion antigénica
(Rodriguez, 2014).

Se ha demostrado que las MSC secretan una gran cantidad de
factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas, que
permiten su migraciéon y expansion, ejercen actividades
inmunomoduladoras, modulan la angiogénesis y la apoptosis
(Gebler, 2012).

Las MSC son células capaces de autorrenovarse y
diferenciarse a linajes como: osteogénico, condrogénico,
adipogénico, etc (Linero, 2014)

Las células troncales mesenquimales adultas de tejido
adiposo (Adipose tissue-derived stem cells (ADSCs)), se
caracterizan por su habilidad para auto-renovarse y
diferenciarse en multiples linajes celulares,
pluripotencialidad (capacidad de diferenciacion) y alta tasa
de proliferaciéon, inmunomoduladoras y plasticidad
(Meruane, 2011).

Martinez y cols, probaron que estas MSCat tienen
caracteristicas de células mesenquimales, ademas de su
capacidad para diferenciarse en hueso, cartilago, y tejido
adiposo, encontrando resultados positivos cuando se utilizan
en combinacion con injertos, andamios y factores que
inducen su diferenciacion. (Martinez, 2018).

Las MSCat inducidas al linaje osteogénico durante 14 dias
expresan genes y proteinas asociadas con el fenotipo 6seo
como: fosfatasa alcalina (ALP), colageno tipo I (Col 1),
Osteopontina (Op), Osteonectina (On), Osteocalcina (Oc),
Runx2, Osterix(Osx), Proteina morfogénica 6sea 2 (BMP-
2), BMP-4 yreceptores BMP I y II. (Hu, 2018).

El 4cido polilactico PLA, que fue aprobado por la Food and
Drugs Administration (FDA) en 1970, ha demostrado ser
biodegradable, no toxico, no cancerigeno para el cuerpo
humano y producido a partir de recursos renovables (Tsou,
2015).

44



IT CONGRESO NACIONAL DE BIOMATERIALES

La degradacion del PLA se produce principalmente por
hidrolisis y puede degradarse entre 10 meses a 4 afios
dependiendo de los factores del microambiente que lo rodee
(Granados, 2017) El PLA debe de cumplir con ciertas
caracteristicas como:

1. Ser biocompatible y bioabsorbible.

2. Tridimensional y poroso en su estructura para el
crecimiento celular

3. Superficie quimicamente adecuada para para fijacion
celular y diferenciacion.

4. Propiedades mecanicas adecuadas que coincidan con las
de los tejidos del sitio de la implantacion.

S.

Por todo lo anterior, en el presente estudio, nos planteamos
como objetivo principal: evaluar la biocompatibilidad de un
constructo tridimensional de PLA sembrado con MSCat
diferenciadas al linaje osteogénico.

Materiales y métodos

Para este estudio se emplearon 20 ratas de ambos sexos de la
cepa Wistar de un peso de entre 200+/-50 g. Durante la
realizacion de este estudio los especimenes tuvieron acceso a
agua y comida ad libitum durante todos los procedimientos y
con ciclos 12:12 de luz/obscuridad. Su cuidado se realiz6 en
el Bioterio CICUAE de la FES Cuautitlan en donde se tuvo
un estricto trato y cuidado de acuerdo a la “NORMA Oficial
Mexicana NOM-062- ZO0-1999” (folio Comision de ética
CE/FESI/112019/1333 y bioseguridad #105).

Los animales empleados fueron anestesiados con
Pentobarbital sodico (43 mg/kg) y Xilazina (7 mg/kg). La
eutanasia se realizo por sobre exposicion de CO? a fin de
evitar el dolor innecesario.

Los especimenes fueron pesados y anestesiados via
intraperitoneal con: Sedalphorte® (Pentobarbital sodico, 43
mg/kg) y relajante muscular de PROCIN® (Xilazina, 7
mg/kg).

El area quirtrgica fue rasurada y se realizd antisepsia con
solucion Antibenzil®, posteriormente, se realiz6 una incision
cutdnea en la zona abdominal del espécimen en una sola
incisioén de 2.5 cm de longitud aproximadamente, con el fin
de exponer el tejido adiposo subcutdneo abdominal
extrayendo la mayor cantidad posible de tejido adiposo (en
promedio se obtuvo, en todos los casos, aproximadamente 3
gramos), sin dafiar otras estructuras.

El tejido adiposo obtenido se colocd en un tubo con solucion
HBSS 1x Biowest® adicionado con antibidtico/antimicotico
al 2 % Biowest® para su transporte e inmediato
procesamiento.

La herida se sutur6 y se limpi6 la herida con antiséptico
(Antibenzil®). Los especimenes fueron medicados con
antibiotico ENROXIL 5 % (Enrofloxacina, 5 mg/ kg de peso)
y analgésico TRAMADOL JET® (Tramadol 5 mg/kg de
peso) después de la cirugia y cada 24 horas durante 3 dias.

Se realizo la extraccion de las MSCat. Se realizaron 3 lavados
del tejido con solucion (HBSS1x BIOWEST®, USA)
adicionado con 1 % de antibidtico/antimicotico
(BIOWEST®, USA). Cada lavado tuvo una duracion de 5
minutos al finalizar las muestras se colocaron en cajas Petri
de cristal, donde se realizé la disgregacion de tejidos de
forma mecanica para facilitar la digestion enzimatica, con

Colagenasa tipo 1 al 0.01 % (GIBCO®, USA) a 37 °C durante
45 minutos, con agitaciéon manual cada 5 minutos.

Después, se filtrd la muestra con un filtro de poro 100 pm y
la solucion obtenida se centrifugd a 1040 rpm a temperatura
ambiente durante 10 min. Al terminar, se elimino el
sobrenadante, para quedarse con el boton celular, que fue
sembrado en D/MEM suplementado (BIOWEST®, USA) a
37 °C con 5 % de CO? con humedad relativa. Después de 48
horas se observo la presencia de células adheridas. Se cambid
de medio cada 48 horas.

Al llegar a la confluencia (80 % de células en la superficie
del frasco de cultivo), se realizaron los subcultivos para poder
cuantificar y sembrar en el tercer pase.

Para la diferenciacion celular de los grupos de estudio a los
que se les aplicO una terapia con células troncales
mesenquimales de tejido adiposo (MSCat), cabe mencionar
que las células han sido probadas como células troncales bajo
los criterios establecidos por la ISCT en nuestro laboratorio.
Al ser diferenciadas al linaje osteogénico (MSCost), se
cultivaron en D/MEM suplementado con FBS al 1 0%,
antibiotico/antimicoético al 2 %, Dexametasona 0.1 mM, beta-
glicerol-fosfato 10 mM y ascorbato-2-fosfato 10 mM. A
partir de los 14 dias se observo la diferenciacion celular al
linaje osteogénico, evidencia previa con tinciones e
inmunohistoquimicas realizadas por Yudho y cols (Yudho
Z.R.2007) (Figura 1).

Figura 1. a) Células MSCat en el tercer subcultivo, b)Células
MSCost (diferenciacion durante 15 dias), tomando una morfologia
romboidal, Fotografia tomada con microscopio invertido ZEISS a

20X

El PLA fue donado por el laboratorio de Ingenieria de
Tejidos del Dr. Alvarez-Pérez de la Facultad de Odontologia
de la UNAM (Alvarez, 2009), (Granados, 2018), ya hecho en
laminas por medio de electrohilado al 10%, este se procesd
para poder realizar su implantacién subdérmica en los grupos
de estudios correspondientes. Fue cortado de forma circular
con 8mm de didmetro; se colocaron en placas multipocillos
de 24 y de acuerdo al grupo de estudio, se les agrego D/MEM
suplementado para los grupos de estudio PLA + MSCat, y se
incubaron a 37 ° C con 5 % CO? por 7 dias para que el
material absorbiera el medio necesario para que las células,
posteriormente, pudieran penetrar en los andamios. Para el
grupo de estudio PLA sin células, se agregd al andamio
D/MEM suplementado, y se incubaron a 37 ° C con 5 % CO?
por 7 dias antes de su implantacion; para el grupo de PLA +
MSCost, se les agrego Medio Osteogénico, y se incubaron a
37 ° C con 5 % CO? por 14 dias antes de la cirugia de
implantacion subdérmica.

Después de haber procesado los andamios de PLA y haberles
adicionado D/MEM o medio osteogénico de acuerdo al grupo
de estudio durante 7 dias, se procedi6 al sembrado con
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MSCat y MSCost en dichos andamios, y asi obtener los
constructos necesarios para su implantacion subdérmica.

En cada andamio de PLA se implantaron 50,000
células/mm?, y se incubaron a 37 °C con 5 % CO? por 7 dias
antes de su implantacion subdérmica.

Los especimenes fueron anestesiados con Sedalphorte y
PROCIN. Se rasuro la parte del lomo de los especimenes, se
desinfectd la zona con solucion ANTIBENZIL y se cubri6 la
zona con un campo estéril hendido. El acceso quirargico fue
a partir de la epidermis en el lomo de la rata Wistar tomando
como referencia anatdmica se marcé un punto medio entre
los omoplatos bajando aprox. 2.5 cm para realizar la incision
dorsal (Figura 2).

Figura 2. Disefio quirtirgico de implantacién subdérmica de

biomaterial.

Se realiz6 una incision dorsal a la altura de los omoplatos en
la linea media, siguiendo los principios de la cirugia,
aproximadamente entre 2 a 3 centimetros de longitud; de una
sola intencion que solo involucr6 la dermis.

Se utilizaron pinzas mosco para realizar la diseccion roma y
posteriormente se implantaron los constructos PLA (derecho
inferior), PLA + MSCat (izquierdo superior), PLA + MSCost
(derecho superior), Gelfoam como control (izquierdo
inferior). Finalmente se sutur6 con la técnica de puntos
simples y los especimenes fueron medicados con antibidtico
ENROXIL 5 % y TRAMADOL (5 mg/kg de peso).

Se monitorearon los especimenes vivos para observar el
grado de inflamacion en la zona receptora del constructo,
hasta terminar el tiempo de estudio (60 dias), posteriormente,
se sacrificaron por sobre exposicion de CO? en una camara
de gas.

Las muestras del tejido junto con los constructos fueron
retirados y fijados con paraformaldehido al 4 % para su
procesado por medio de técnica histologica de rutina
(Isauro,2003), las muestras se tifieron con Hematoxilina &
Eosina.

Resultados y discusion

Se realizé un control de inflamacion donde no se observd
rechazo del biomaterial o inflamacion severa. En los
resultados  histologicos, en los cortes teflidos con
Hematoxilina & Eosina, observamos: (Figura 3.)

Gealfoam (control): a los 21 dias se observo degradacion, ya
que el biomaterial ya no fue visible histologicamente, no se
observaron células inflamatorias ni capsula alrededor del
biomaterial. A los 60 dias se absorbi6 por completo.

PLA: alos 21 dias se integro sin capsula de tejido conectivo,
se observaron células a su alrededor tipo fibroblasto y no se
degrado, se observan las tres capas. A los 60 dias las células
del tejido conectivo han invadido el biomaterial en sus tres
capas y no se observan definidas.

PLA+MSCat: a los 21 dias se integrd al tejido, sin capsula,
con células entre las tres capas, no hay degradacion. A los 60
dias se degradd desde el centro hacia afuera y se observan
células dentro y alrededor del constructo

PLA+MSCost: a los 21 dias se observan entre cada capa, hay
tejido conectivo denso con fibroblastos, se observa
degradacion A los 60 dias, las tres capas estan integradas al
tejido, hay gran cantidad de células en todo el biomaterial y
las capas ya no son visibles.

El biomaterial que empleamos de PLA como lo dice Estrada
(Estrada, 2020). demostré ser compatible con los tejidos en
los que no se observo dafio, de hecho, histolégicamente
observamos la proliferacion de las células entre las capas del
biomaterial, que se integro al tejido.

Como lo mencionan Tajbakhsh y Shen y colaboradores
(Tajbakhsh, 2017), (Shen, 2016). Nuestro material demostrd
poseer las 4 caracteristicas fundamentales para contribuir a la
regeneracion tisular:

Su estructura tridimensional permitié la sobrevivencia y
proliferacion de las MSCats; se observd compatibilidad con
los tejidos de nuestras ratas vivas y demostrd que se
reabsorbe, si bien no completamente a los 60 dias, si hay un
porcentaje de mas del 60% que se reabsorbio, que depende
de la utilidad que se le quiera dar puede permitir controlar la
regeneracion, en el caso de querer generar tejido 6seo, resulta
muy util poder tener un biomaterial que no se reabsorbe por
completo en 60 dias; y por ultimo, demostré poseer
propiedades mecénicas adecuadas para poder ser usado como
relleno y como andamio en el constructo tisular.

Por su parte, las MSCats con células (Gebler, 2012), que han
demostrado ser altamente regeneradoras por la cantidad de
citoquinas que participan en ellas, que les aportan
capacidades inmunomoduladoras, asi como de angiogénesis,
y que esto se observa en las muestras histologicas en las que
hay formacion de micro vasos sanguineos alrededor, a los 21
dias, y dentro del biomaterial, a los 60 dias.

La union del PLA con células de tipo mesenquimal ya ha sido
previamente estudiado (Alvarez,2009) y quedé demostrado
que al igual que otros autores, la union de nuestras células de
tipo mesenquimal, las MSCats, son excelente opcion para ser
sembradas diferenciadas o no diferenciadas dentro del
biomaterial, en nuestros hallazgos histologicos se observo
que las células no solo sobreviven dentro del biomaterial,
sino que proliferan y contribuyen a que los tejidos
circundantes toleren la presencia del constructo.
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Figura 3. Imégenes microscopicas a 5X tefiidas con H&E 21 y 60 dias. EP (Epidermis), DE (Dermis), EC (Estrato Corneo), EG (Estrato
Granuloso), VS (Vaso Sanguineo), M (Musculo), TC (Tejido Conectivo).

Conclusiones

De acuerdo con nuestras observaciones histologicas el
constructo tridimensional de PLA sembrado con MSCat
diferenciadas al linaje osteogénico resulto ser biocompatible.
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Introduccion

Las nanoparticulas de ferrita tienen una gran area superficial
y presencia de fuerzas no balanceadas en la superficie ideal
para la adsorcién (Kaur et al., 2016). Recientemente, las
nanoparticulas de o¢xido de hierro, particularmente
nanoparticulas de magnetita (MNP) con la formula FeO-
Fe203 o Fe304, han emergido como adsorbentes nuevos en la
nanotecnologia para el tratamiento de aguas residuales y
muchas otras aplicaciones como biomedicina, ciencia de
materiales y ciencias biologicas (Ul-Ain et al., 2019). La
magnetita o ferrita de hierro ha sido usada para separar una
variedad de sustancias como por ejemplo para la purificacion
de biomoléculas (Hu et al., 2007).

Las particulas magnéticas de tamafio nano pueden ser
producidas con grandes areas superficiales presentando una
alta capacidad de adsorcion para proteinas. Por lo tanto,
puede ser util sintetizar particulas magnéticas en el tamafio
nano con areas superficiales grandes y utilizarlas como
portadores adecuados para la adsorcion/ desorcion de
proteinas (Peng et al., 2004).

Para el procesamiento posterior en la biotecnologia,
biomoléculas (tales como proteinas) conteniendo secuencias
de péptidos, con una afinidad de unidén especifica al
adsorbente (nanoparticulas magnéticas), tal como la etiqueta
His pueden ser usados para la separacion de la molécula
blanco de una suspension compleja. En el caso de la etiqueta
His, el acoplamiento reversible covalente de miultiples
moléculas de histidina a iones divalentes como Ni*" es usado
como mecanismo de uniéon (Schwaminger et al., 2017).
Ambos mecanismos de adsorcion y elucion son gobernados
por las propiedades superficiales tales como electrostaticas,
hidrofébicas y enlace-H entre MNP y biomoléculas. Para la
adsorcion, estas interacciones pueden resultar en fuerzas
atractivas, mientras que, en la elucion, las fuerzas repulsivas
son activadas (Fatima & Kim, 2017) .

Entre las varias técnicas de purificacion, la cromatografia de
afinidad de metal inmovilizado (IMAC) y la cromatografia
de afinidad de oxido de metal han sido utilizadas para
selectividad y confiable separacion de proteinas con etiqueta
de histidina basado en la interaccion de metal de
coordinacion entre histidina y iones de metales de transicion.
En el caso de los sorbentes IMAC, el ion de metal divalente
(Ni%*, Co*", Cu*" o Zn?") tiene constantes de afinidad
modestas y mayor estabilidad de ligando comparado con
ligandos de afinidad bioespecificos (Salimi et al., 2017). La
cromatografia de metal inmovilizado ha sido considerada
como uno de los acercamientos mas efectivos para la
separacion de proteinas etiquetadas con His (Li et al., 2016).
Cuando se usan nanoparticulas, el proceso adsortivo puede
ser realizado en una suspension en agitacion en vez del

empaquetamiento convencional ya que las nanoparticulas
presentan una disminucion de alta presion. Comparado con

los aislamientos convencionales, las ventajas de la separacion
magnética son atribuidas a su velocidad, precision, y
simplicidad. En adicion, las MNP pueden ser facilmente
recuperadas y regeneradas. Los problemas de abordaje de
membrana en la microfiltracién y los cambios de presion en
cromatografias pueden ser reducidos al usar separaciones
magnéticas (Liu et al., 2017).

En este trabajo se utilizan un nanomateriales magnéticos a
base de magnetita para la purificaciéon de una proteina
recombinante. Ya que esta comprobado que las proteinas
pueden tener afinidad por las nanoparticulas (efecto corona)
en ciertas condiciones, haciendo este método viable. Debido
a las propiedades magnéticas de las nanoparticulas, estas
pueden ser aprovechadas para reducir considerablemente el
tiempo de purificacion una vez que se conozcan las
caracteristicas y condiciones Optimas para la interaccion
nanoparticula-proteina. La proteina por purificar en este
estudio es una proteina tipo Fur (afinidad por hierro)
recombinante con etiqueta de 6xHis. Una novedad de esta
purificaciéon empleada es que las nanoparticula de hierro
sintetizadas, que se conoce que son magnéticas
(bioseparacion magnética) no contienen ningin agente de
afinidad, se observo una interaccion MNP-proteina y la
separacion del complejo formado (MNP-proteina) se realizo
en menos 1 min decantando el resto por decantacion
magnética.

Materiales y métodos

La interaccion de histidina con las MNP fue caracterizada por
espectroscopia UV-Vis y ATR FT-IR. Se realizaron tres
series a pH 3 (Glicina-HC1 0.1 M) , 7.4 (Buffer PBS) y 11
(NH3 0.1 M) de cinco soluciones de 10 mL a 60, 50, 25, 10y
5 ppm de L-histidina y 10 mg de MNP (Pan et al., 2017).
Posteriormente, se realizaron dos series a pH 7.4 (Buffer
PBS) y 11 (NH3 0.1 M) de cinco soluciones de 10 mL a 5
ppm de L-histidina y 0.5, 1, 2.5, 5 y 10 mg de MNP (Joshi
et al., 2012). Todas las soluciones se incubaron en agitacion
por 24 horas a 37 °C, se leyeron sobrenadantes en un barrido
de UV-Vis de 190 a 900 nm.

La caracterizacion del sitio de interaccion se analizo por ATR
FT-IR. Se midieron dos soluciones de MNP (10 mg) con el
aminoacido L-his a 5,000 ppm a pH 7.4 (Buffer PBS) y 11
(NHs 0.1 M). Las soluciones se incubaron en agitacion por
24 horas a 37 °C, se removio la parte solida (MNP-His pH 7
(S) y/o MNP-His pH 11 (S)), por decantacion magnética. Se
realiz6 un secado a 3 horas en una estufa a 37 °C y se obtuvo
un barrido de 4,000 a 400 cm™ de las siguientes muestras:
MNP-His pH 7(S), MNP-His pH 11(S), sobrenadantes
(MNP-His pH 7(L) y MNP-His pH 11(L)) y la solucion de
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L-his sin contacto con nanoparticulas (His pH 7(L), His pH
11(L)) (Schwaminger et al., 2015).

Obtencion de MAP3773c purificada

Se indujo una cepa de Escherichia coli BL21 (DE3) - pRSET-
MAP3773¢ en LB broth usando IPTG (1 mM) como
inductor, hasta una densidad optica de 0.6-0.7, el cultivo se
centrifuga y se lisan los pellets por sonicacion en BN Lysis
Buffer (Swamy et al., 2006). El lisado se centrifugaa 4 ° C
hasta obtener un sobrenadante claro. Para la confirmacion de
la expresidn, se precipitan las proteinas con acido
tricloroacético al 10 %, se incuba en hielo (20 min.), se
centrifugan (6000 rpm por 30 min. a 4 °C ) y se lavan con
etanol frio. Se dejan secar a temperatura ambiente, se
resuspenden en 15 pL de agua destilada y se realiza
electroforesis SDS-PAGE  (Electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio) en gel al 17%.
Para la purificacion se equilibran las nanoparticulas con 10
volimenes de buffer de equilibrio del IMAC Buffer Kit
Profinia ™ (300 mM KCl, 50 mM KH2PO4, 5 mM Imidazol
pH 8) 0 50 mM Tris buffer pH 8 (TB8) y se incuba con 0.1
mL de extracto por 1 hora bajo agitacion vigorosa. Enseguida
se lava (L1 y L2) con por duplicado con soluciones del IMAC
Buffer Kit Profinia ™, wash buffer 1 (WB1) (300 mM KCl,
50 mM KH2POs, 5 mM Imidazol pH 8) y wash buffer 2
(WB2) (300 mM KCl, 50 mM KH2PO4, 10 mM Imidazol pH
8) o con TBS tanto L1 como L2. Finalmente, se eluye (E1)
con 0.2 mL durante 24 h con buffer de eluciéon del IMAC
Buffer Kit Profinia™ (300 mM KCl, 50 mM KH2PO4, 250
mM Imidazol pH8) o IMAC Buffer (50 mM imidazol, 500
mM NaCl, 50 mM NaH2PO4-2H>0 pH 7.5) (Schwaminger,
Fraga-garcia, et al.,, 2019). Las muestras obtenidas se
analizaron por medio de una electroforesis SDS-PAGE.

Resultados y discusion

Los espectros de UV-Vis de la curva de calibracion de L-
histidina a pH 3, 7 y 11 se compararan con las soluciones que
tuvieron contacto con 10 mg de MNP a distintos pHs (3, 7 y
11). A un pH= 3 no se observd ningin cambio en la
absorbancia, mientras que a los pHs de 7 y 11 se detectd un
aumento de absorbancia en la sefial de histidina al haber
tenido contacto con las MNP.

El efecto hipercromico observado es atribuido a una
interaccion entre las MNP y L-His, que probablemente esta
interaccion ayude a suspender las nanoparticulas en solucion.
Ya que en el pH= 3 no se presentd un incremento de
absorbancia. En teoria, no existe interaccion electroestatica
entre las MNP y L-His, debido a que ambos tienen carga
positiva a este pH. Por lo tanto, el recubrimiento de particulas
con capas de adsorcion provee una mejora en la resistencia
contra la agregacion de particulas y en medios acuosos, capas
de estabilizacion electroestaticas, estéricas o combinados se
pueden desarrollar para mejorar la estabilidad quimica y
coloidal (Tombacz et al., 2013).

En adicion se observan, una (280 nm) y dos (260 y 320 nm)
sefiales en los espectros de L-His obtenidos a pH= 7 (Fig. 1)
y pH=11 (Fig. 2) respectivamente tras haber tenido contacto
con MNP. Estas sefiales no se presentaron en los espectros de
la curva de calibracion. Por lo cual, este resultado es atribuido
a un efecto hipercromico y/o un desplazamiento
batocromico. Ya que, una banda de absorcion débil en la
region de 280 a 290 nm que se desplaza hacia longitudes de
onda mas cortas cuando aumenta la polaridad del solvente,

indica la presencia de un grupo carbonilo y una banda de
absorcion débil proxima a 260 nm constituye una evidencia
de la existencia de un anillo aromatico (Skoog, 2008). Las
interacciones propuestas han sido a través de los nitrogenos
de las aminas (Nam), los nitrogenos del imidazol (Nim) y los
oxigenos de carboxilos (Oc).

—— His 60 ppm 10 mg NP
—— His 50 ppm 10 mg NP

His 25 ppm 10 mg NP
—— His 10 ppm 10 mg NP

His 5 ppm 10mg NP
—— His 5 ppm 5 NP

His 5 ppm 2.5 mg NP
—— His 5 ppm 1 mg NP
— His 5 ppm 0.5 mg NP

Absorbancia

0.0

200 250 300 350 400
A (nm)
Figura 1. Espectro de L-his a pH 7 con previo contacto con MNP.

0a 260 320
’ —— HIS 60 ppm NP 10 mg|
HIS 50 ppm NP 10 mg
HIS 25 ppm NP 10 mg,
HIS 10 ppm NP 10 mg
—— HIS 5 ppm NP 10 mg
HIS 5 ppm NP 5 mg
HIS 5 ppm NP 2.5 mg
—— HIS 5 ppm NP 1 mg
—— HIS 5 ppm NP 0.5 mg

034

0.24

Absorbancia

0.0

200 250 300 350 400 450 500
2 (nm)
Figura 2. Espectro de L-his a pH 11 con previo contacto con MNP.

En la figura 3 se comparan los espectros de IR de L-his en
polvo y las soluciones deshidratadas de L-his a 5,000 ppm
con previo contacto con MNP a pH 7 y 11. Los cambios
detectados fueron modificaciones ligeras y se observaron a
una escala entre 800-1700 cm-1. Todas las soluciones
deshidratadas tuvieron un corrimiento hacia el azul con
respecto al espectro L-his en polvo. Ya que, un cambio en la
constante dieléctrica de una solucion como resultado de
cambiar el pH o concentraciéon de buffer puede causar
cambios de frecuencias. De igual forma, la posicién de una
banda de IR sugiere una correlacion con la forma iénica y
estas bandas pueden ser utilizadas como marcadores para
determinar el estado de protonacion o el tipo de uniéon metal
ion (Mesu et al., 2005). Asi mismo, en la figura 3 se
distinguen diferencias entre las soluciones deshidratadas que
no tuvieron contacto con MNP con respecto a las que si
tuvieron. Estas diferencias pudieran apoyar el origen de los
efectos hipercromicos y batocromicos discutidos en los
espectros de UV-Vis. Sin embargo, se requieren de mas
pruebas para asegurar la presencia de MNP en estas
soluciones.
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interés. Una de las estrategias de la cromatografia IMAC es
remplazar los enlaces de coordinacion de las subunidades de
histidina a los iones de hierro por moléculas de imidazol
(Schwaminger, Fraga-garcia, et al., 2019). Por lo cual los
lavados contienen una baja cantidad de imidazol (en
comparacion con el buffer de elucion), esta razon pudiera ser
una de las razones principales de la desorcion de la mayoria
de las proteinas en los pasos de lavado. De igual forma los
buffers son a base de fosfato, los iones de fosfato tienen alta
afinidad hacia los 6xidos de hierro lo cual genera enlaces de
complejos fuertes (Schwaminger, Blank-shim, et al., 2019).

a
75

bMPM Ex Lm L1

12 F1_C

Numero de Onda (cm™)

Figura 3. Espectros de IR de 800- 1700 cm-1 de L-his
deshidratadas a distintos pHs y las fases liquidas de L-his con
previa interaccion de 24 h con nanoparticulas de Fe;Oy4 separadas
por decantacion magnética.

En la Fig. 4 se muestran los espectros de IR para las MNP y
MNP que estuvieron en contacto con L-hisapH de 7y 11 asi
como también sus respectivos sobrenadantes. Para las MNP-
his pH 7(S) se observa un aumento, ensanchamiento y
desplazamiento de las sefiales correspondientes a vibraciones
del anillo de imidazol y una ligera presencia, pero,
ensanchamiento de la sefial del grupo carbonilo. Para las
MNP-his pH 11 (S) se observa una ligera presencia y
ensanchamiento de las mismas sefiales que al pH 7 con
diferencia en las intensidades. Esto corrobora la adsorcion de
L-his alas MNP a pH 11 (Oc y/0 Nam y Nim) y a pH 7 con una
interaccion mucho mayor a Nim que @ Nam y/0 Oc (Kumar et
al., 2010; Mesu et al., 2005).
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Figura 4. Espectros de IR de 400- 4000 cm-1 de MNP y MNP que
estuvieron en contacto con L-his a pH de 7 y 11 asi como también
sus respectivos sobrenadantes.

Schwaminger et. al. (2015) observo la interaccion de L-his
con nanoparticulas de magnetita (Fe3Os4) en un sistema
coloidal a un pH de 6. Donde investigo la influencia de la
cadena lateral en la adsorcion en una interfase de magnetita-
agua con experimentos de incubacion. El espectro de IR
indico una participacion del anillo de imidazol en el enlace
con las MNP corroborado por XPS y de igual forma asumen
una adsorcion atreves del grupo carboxilo (Schwaminger et
al., 2015).

En figura 5a se muestra la purificacion realizada con los
buffers del IMAC Buffer Kit Profinia™. En los lavados (L1
y L2) se muestra como la mayoria de las proteinas se
desorben de las nanoparticulas incluyendo la proteina de
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Figura 5. a) Electroforesis en gel de SDS-PAGE de purificacion de
MAP3773c¢ por medio de NPM a partir de un extracto celular
utilizando las soluciones del IMAC buffer Kit Profinia™. b)

Duplicado. MPM (Marcador de peso molecular), Ex (Extracto), Lm
(Lavado muerto), L1 y L2 (Lavado 1 y 2), E1 (Elucionl) y C

(corona presente después de la elucion)

En el carril E1 de la figura 6a se muestra una proteina cercana
al peso de 25 KDa que podria ser MAP3773c recombinante
la cual pesa 20.6 KDa. La corona proteica dura consiste en
una o varias capas proteicas las cuales se unen de manera
dinamica en la superficie de la nanoparticula. Encima de esta
corona dura, puede existir una corona suave, la cual consiste
en una capa proteica que tiene intercambio rapido ya que
estan asociadas de manera muy débil (Docter et al., 2014).
La corona dura contiene proteinas de alta afinidad en la
superficie de las MNP (Nguyen & Lee, 2017). Por lo cual
este carril nos sugiere que las MNP bajo las condiciones
utilizadas puede generar una adecuada purificacion, ya que
en la corona dura se encuentra la proteina de interés unidad
con alta afinidad. Sin embargo, en la figura 6b se observa un
duplicado en donde la proteina cercana a los 25 KDa se
observa muy tenue indicada por una flecha, al igual que
muchos contaminantes. Esto nos da informacion de que el
periodo de incubacién pudiera ser demasiado generando una
corona dura mas densa que la suave ya que la remocion de
una proteina implica el movimiento de muchas otras (Casals
etal., 2010), agregandole a esto la temperatura de incubacion
no fue controlada. Lo cual nos indica que en este sistema la
temperatura influye en la formacion de la corona por efectos
de movilidad, posiblemente por efectos similares a los de
Vroman, lo cual consiste en adsortividad competitiva donde
proteinas con alta movilidad arriban primero y son
desplazadas después con proteinas con menos movilidad que
tienen mas afinidad por la superficie (Casals et al., 2011). Lo
cual nos dice que el sistema utilizado a cierta temperatura
genera una corona suave la cual puede ser separada por
lavados dejando como corona dura la proteina de interés a un
tiempo suficiente de 1 hora de incubacion.

Cambiando las condiciones del buffer juegan un gran papel
en la fuerza de interaccion con las nanoparticulas y el péptido
6xHis. Blank-Shim et al. (2017) demostré que la adsorcion
de homo-hexadimeros de his (6xHis) a nanoparticulas
magnéticas de FesOs muestra una gran influencia en el
ambiente (sistema de amortiguacion) principalmente en las
caracteristicas electroestaticas de la superficie de la MNP.
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Por lo cual las condiciones del buffer nos permiten afinar la
interaccion entre el péptido con las MNP (Blank-Shim et al.,
2017). El pH se decidio6 en base al estudio de Schwaminger
et al. (2019) donde en el buffer Tris a pH 7 sus NPM
adquieren una carga negativa, y en base al IEP de nuestras
NPM a pH 8 se asegura una carga superficial negativa.
AMpm Ex Lm L1 L2 D wem Ex 1m 1 12 E1

El C

36.5
31
21.
14.4

Figura 6. a)Electroforesis en gel de SDS-PAGE de purificacion de
MAP3773c¢ por medio de NPM a partir de un extracto celular
utilizando como equilibrio y lavados la solucion tris buffer pH 8 y
como elucion IMAC Buffer (50 mM imidazol, 500 mM NacCl, 50
mM NaH,PO,-2H,0 pH 7.5). b) Duplicado. MPM (Marcador de
peso molecular), Ex (Extracto), Lm (Lavado muerto), L1 y L2
(Lavado 1 y 2), E1 (Elucionl) y C (corona presente después de la
elucion)

En la figura 6 se muestra una purificacion realizada con TB8
como buffer de equilibrio, L1 y L2 e IB7.5 como elucién.
Comparando el Ex con el Lm se observa que la mayoria de
las proteinas se adsorben a las NPM. La falta de especificidad
de la adsorcion de unicamente la proteina de interés pudiera
ser debido a la falta de abundancia de esta, ya que las
proteinas en mayor cantidad son las primeras en interaccionar
con la superficie de las MNP (Nguyen & Lee, 2017).
Indicando que se requiere tener la proteina de interés en
mayor cantidad para purificarla de manera mas eficiente. Sin
embargo, en los lavados se desorben ciertas proteinas dentro
de las cuales se puede considerar la MAP3773c. La corona
suave esta formada por proteinas con baja afinidad las cuales
pueden ser despegadas por lavados (Nguyen & Lee, 2017).
Sin embargo, al lavar con soluciones libres de proteinas se
pierde el equilibrio generado de las proteinas con mayor
afinidad obligando a un reequilibrio y subsecuente
disociacion y difusion al medio. Esto como consecuencia
directa de la ley de accion de masa, generando un
desprendimiento de proteinas adheridas como corona (Pino
et al., 2014). Esto explicando la disociacion de la proteina de
interés en los lavados (los cuales no contienen imidazol) ,
aunque esta pueda ser eluida con los buffers de IMAC Buffer
Kit Profinia™ que si contenian imidazol.

La elucion muestra como se desorbe una gran cantidad de
proteinas, a pesar de ello, en las nanoparticulas atin existe una
corona después de la elucion. Esta afinidad por una gran
variedad de proteinas puede ser debido a que, 1a molécula tris
contiene un grupo amina el cual puede cargarse
positivamente y por lo tanto interactuar con cargas negativas
(Schwaminger et al., 2017). De esta forma favoreciendo a la
adsorcion de tris en la superficie negativa de las NPM y
causando adsorcion de otras proteinas contaminantes. Ya que
se ha observado que distintos aminoacidos se adsorben a la
superficie de MNP y esta adsorcion depende fuertemente de
las caracteristicas electroestaticas que pueden ser
manipuladas por las condiciones del buffer (Blank-Shim et
al., 2017). Dada la adsorcion observada de gran cantidad de
proteinas bajo las condiciones probadas en el buffer a base de
Tris se pudiera realizar una purificacion donde la proteina de
interés se localice en la corona suave y la cantidad de pasos a
realizar pudieran ser disminuidos. En adicion, la corona

proteica de las nanoparticulas se ve afectada por las
condiciones dinamicas del fluido ya que se ha observado una
diferencia en las coronas formadas en incubaciones en
condiciones estaticas (Nguyen & Lee, 2017). Las
condiciones que se deben afinar en los pasos de purificacion
realizados sin cambiar las soluciones utilizadas basandonos
en lo visto previamente son: la movilidad del fluido
(dindmica de incubacién), temperatura, concentracion de
proteina de interés y la cantidad de lavados. Ya que se ha
demostrado que a pH 8 las MNP pueden adsorben la proteina
de interés en la corona dura y eluirla en el paso de elucion.

Conclusiones

En este trabajo, las nanoparticulas de magnetita sintetizadas
por el método de US-RP con un tamaiio de cristal de ~15 nm,
y un comportamiento superparamagnético se utilizaron como
agentes de purificacion para un la proteina MAP3773¢ con
6xHis y mostraron un potencial para ser utilizadas como una
herramienta eficiente y efectiva para la purificacion de una
proteina recombinante con etiqueta 6xHis. Ya que se
comprobd la adsorcion del aminoacido a las MNP y de
proteinas dentro de un extracto celular. De igual forma la
elucion de MAP3773¢ con 6xHis en mayor cantidad que
otras proteinas en solucion.
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Introduccion

Una proteina recombinante es aquella proteina cuya sintesis se
realiza en un organismo distinto al organismo nativo, estas son
herramientas esenciales que se utilizan en una multitud de
aplicaciones. Su produccion con fines de investigacion se debe
principalmente a la rentabilidad, simplicidad y velocidad del
proceso junto con los rendimientos adecuados del producto
Geisse, S (2009).

La eleccion de los métodos de purificacion esta influenciada por
distintos factores, como: la forma en que se utilizara la proteina
purificada en los estudios, cantidad, costo de los materiales y
reactivos utilizados en la purificacion.

La adsorcion de moléculas biologicas como las proteinas sobre
superficies solidas resulta ser un tema interesante para diversas
areas cientificas y tecnoldgicas. La creacion de una capa
organica controlada, ordenada y funcional en una superficie se
ha convertido en un campo de investigacion desafiante para la
biocatalisis, los biosensores, la biocompatibilidad de implantes
artificiales en sistemas vivos, las tecnologias de membrana,
entre otros. Esto por medio de, la creacion de sistemas
inmovilizados bien definidos, dicho de otra forma, mediante el
control de la interaccién quimica y molecular de los sistemas
bioldgicos sobre una superficie Van Hong (2017).

Existen varios métodos quimicos para la sintesis de NPs, entre
los que se encuentran el hidrotermal, electroquimico,
fotoquimico,  bioldgico, sol-gel, reduccion  quimica,
microondas, sonoquimico e hibridos. En estos tltimos, existe
una combinacion de los métodos antes mencionados.

Un gran método de eleccion seria un método que emplee el uso

de energia ultrasonica, ya que se sabe que podria conducir a una
nucleaciéon homogénea y a una distribucion uniforme de la
energia térmica. Lo que daria lugar a un menor tiempo de
reaccion siendo esta una reaccion mas optima y una posible
obtencion de particulas mas homogénea Behin, J (2016).

Métodos

Las nanoparticulas de ZnOz se sintetizaron por una ruta sol-gel
asistido por sonoquimica; para este propdsito, se prepard una
solucion precursora de 50 ml utilizando 5 ml de perdxido al
30% con agua de grado HPLC de J.T Baker, la solucion se tratd
con ultrasonidos (TPC Advance Technology UC-450 Model)
durante un periodo de 2 minutos. Luego, se disolvié 1 g de
acetato de zinc (99.9%) de reactivos de TSA en la solucion
precursora se colocod en ultrasonido durante un periodo de 5
minutos hasta que se obtuvo una soluciéon homogénea.
Posteriormente se colocé en ultrasonido durante media hora a

una temperatura de 60 °C + 5 °C. Una vez transcurrido el
tiempo, se obtuvo una solucion blanca. Esa solucion se coloco
en una caja Petri y se dejo secar a 36 °C por 24 horas. Se obtuvo
un polvo blanco que se lavd 2 veces con agua destilada. De
Leon Ramirez (2020).

Para la caracterizacion de las nanoparticulas se realizaron
analisis fisicoquimicos que se describen a continuacion:

Para evaluar las propiedades Opticas de las nanoparticulas y
tratar de comprender la estructura electronica que pudieran
tener las nanoparticulas se utilizd un analisis UV-Vis el
espectrofotometro utilizado fue UV-VIS DR 6000 marca
HACH. Se utiliz6 una solucion de 30 ppm de nanoparticulas
ZnO; utilizando como disolvente agua destilada, las lecturas
se efectuaron en un rango de barrido de 700 a 190 nm y se
utilizaron celdas de cuarzo de 1 cm.

Para estudiar las vibraciones de enlace de ZnO: se llevo a
cabo un analisis de FT-IR se utilizo el equipo Nicolet IS10
Thermo Scientific FT-IR, con el método de ATR realizando
un barrido de los 500 cm! a 4000 cm ! (se realizaron 100
barridos por lectura y se llevaron a cabo 3 lecturas) para ello
se utiliz6 aproximadamente 100 mg de muestra.

El espectro Raman fue analizado con ayuda de un equipo
Raman WITec Con focal Raman Microscope System
(alpha300R) utilizando un laser Nd: YVO4 con una longitud
de onda de excitacion de 532 nm. La resolucion tipica
utilizada se logr6 utilizando un objetivo de 100x.Con una
rejilla de 672 lineas/mm (4cm™) y Rejilla 1800 lineas/mm (1
cm). La velocidad de adquisicion de espectros puntuales fue
< 10ps, utilizando una potencia de lampara de 14.4 mW (para
la znosio 118um, znsio) teniendo en cuenta los efectos de la
temperatura del laser sobre la muestra. Los espectros se
corrigieron utilizando una funcion lineal.

Los experimentos de difraccion de rayos X del polvo se
realizaron en un Difractometro de Brucker D8 Advance
diffractomer (Bruker Co., Billerica, MA, USA) con una
velocidad de escaneo de 0.02 °/1.2004 s de dos pasos el tubo
de radiacion CuKa 1.5406 A se hizo funcionar a 30 kV y 30
mA. Las difracciones de rayos X en polvo (XRPD) se
tomaron en el rango de 15-75 ° (2@) en tamafios de paso de
0.02 °.

Para la evaluacion de las propiedades oOpticas la muestra se
analiz6 con un recubrimiento de oro para mejorar la resolucion
de la imagen, para el recubrimiento se sigui6 el método de
pulverizacion catddica (JFC-110 ion sputter, JEOL). Las
imagenes de las muestras se obtuvieron en un microscopio
electronico de barrido (JEOL JSM7600F Tokio, Japon) con un
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voltaje de aceleracion de 5 Kev. La distribucion del tamafio y el
tamafio del diametro promedio de grano y cristal se
determinaron contando los granos y los cristales con un
software de procesamiento y analisis de imagenes Imagenl.
Para elaborar los histogramas de distribucion de tamafio se
utiliz6 un software para graficos y analisis de datos origin pro-
8. El diametro promedio de cada particula y cristal se determind
mediante la medicion de al menos 180-200 particulas o cristales
por imagen a partir de 5 imagenes. Ademas, se realiz0 un
analisis de espectroscopia de dispersion de energia (EDS) para
la composiciéon quimica del material utilizando el mismo
microscopio electronico (JEOL JSM7600F) con un rango de
voltaje de operacion de 0-12 keV.

Las mediciones de dispersion dindmica de la luz (DLS) para
obtener el diametro hidrodindmico (Dn) se llevaron a cabo a
temperatura ambiente (25 ° C) utilizando un Zetasizer nano-ZS
de Malvern Instruments (ZEN3500). El mismo equipo también
se uso para medir la potencial zeta ({) de las soluciones de
nanoparticulas a diferentes valores de pH ajustados con HCl y
NaOH. El Dn y £ se evaluaron a temperatura ambiente con una
solucion de 300 ppm.

Antes de evaluar la interaccion nanoparticula- proteina se
decide medir la interaccion nanoparticula-histidina. Las
soluciones tampdn de enlace fueron preparadas. Antes de cada
experimento, las nanoparticulas, se colocaron en la solucion
tapon adecuado. Después de una reaccion de unioén durante 18
h a 25 °C en un baiio de agitacion, se aisla. Luego se recogieron
los sobrenadantes, y se analizaron por absorbancia UV. Para
estimar indirectamente la cantidad de histidina adherida y asi
determinar el tampon optimo y pH ademas se lleva a cabo un
analisis FT-IR donde se utiliz6 el equipo Nicolet IS10 Thermo
Scientific FT-IR, con el método de ATR realizando un barrido
de 10s 400 cm™ a2 4000 cm ™!

Posteriormente se evalta la interaccion nanoparticula-proteina.
Se seleccionaron las siguientes condiciones de induccion para
la sobreexpresion de la proteina MAP3773c con la cepa
Escherichia coli BL21 (DE3) — pRSET-MAP3773c¢: 16 horas
de incubacion a 30°C con una concentracion final del inductor
IPTG a 1 mM en el intervalo de 0.6-0.7 de densidad optica a
600 nm; enseguida se procedid a sobre expresar la proteina
MAP3773c a partir de 10 L de caldo LB estéril. Al finalizar la
induccion, el cultivo se centrifugd a 10,000 rpm por 30 minutos
a 4 °C, se recolecto el sobrenadante y las células recolectadas
se lavaron con una solucion de NaCl 0.15 M, la biomasa celular
se congelo a -20 °C.

Resultados y discusion

El método utilizado (Sol-gel asistido por ultrasonido) genero
nanoparticulas de ZnO2 de 100 nm, compuesta de nano cristales
de ~7 nm.

El tamafo de los cristales fue calculado por la ecuacion de
Scherrer y se obtuvo un tamailo de cristal de aproximadamente
8 nm. En la Figura 1 C podemos observar una micrografia de
una nanoparticula de ZnO2, en la que se puede ver que la
particula estd hecha de pequefios cristales que se midieron en
aproximadamente 6 nm. Conjuntamente en la figura 1 podemos
observar la composicion quimica de las nanoparticulas
comprobando que estan compuestas por peroxido y zinc.
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Figura 1. Las imagines (A) XRD, (B) EDX and (C) SEM
corresponden a nanoparticulas de ZnOs.

Por otro lado, la Figura 2 A muestra la medicion del didmetro
de particulas promedio de aproximadamente 100 nm con una
distribucién normal. Esto confirma el analisis DLS de la
figura 2 B en el cual se midié un Dh de ~ 100 nm. Por lo tanto,
las nanoparticulas de aproximadamente 100 nm, con una
distribucién normal estan compuestas de pequeflos cristales
de aproximadamente de 7 nm.

——————a.
= Fezilf et

Figura 2. (A) imagen SEM con un recubrimiento de oro y (B)
distribucion del diametro hidrodinamico (Dh)

La Figura 3 presenta el perfil del potencial zeta medido a un pH
variable de las suspensiones de ZnOz, calculado entre pH 3 y 9,
el pH inicial de las soluciones fue a pH 6.3 con un potencial
zeta promedio de +15 mV. A medida que aument6 el pH, se
observo que la potencial zeta disminuia gradualmente, el punto
de carga cero (PZC) se midi¢ entre pH 7,5 y 8,0, después de
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este punto, la solucién mostrd una aglomeracion en el pH 9, las
nanoparticulas tienen una carga de -18 mV +/- 2. A un pH mas
alto, las especies dominantes son Zn (OH) 2 (ac) que podrian
precipitar dando una nueva fase so6lida, Zn (OH) 2 (s). Se
observé un punto isoeléctrico (IEP) a pH 3.2 la figura 3 se
observan dos puntos, un IEP (punto isoeléctrico) a pH acido y
otro PZC (Punto de carga cero) a pH alcalino.
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Figura 3. Efecto del pH en la medicion del potencial zeta para
nanoparticulas de ZnO,.

En la Figura 4 se puede observar el espectro infrarrojo de la
histidina a pH 11 (linea verde) y el espectro de las
nanoparticulas —Histidina (Np-His) (Linea Roja) donde se
observan bandas asociadas a nanoparticulas de ZnO2 con un
desplazamiento de los picos de la nanoparticula 1405 y 1535
hacia el rango de mayor energia y en donde se encuentra las
vibraciones caracteristicas de enlace asociadas a CH2 Mesu, J.
G. (2005) que se le atribuyen a la histidina. En base al
desplazamiento observado generalmente apunta a un
mecanismo de uniéon bidentado. Sin embargo, se puede
observar la desaparicion de banda de ciertos modos de
vibracion de la histidina el modo de vibracion cercano a 3000
cm’! puede desaparecer debido a que estd muy cerca de la banda
de estiramiento de O-H. La desaparicion de la banda 1590 cm'!
asociada a COO" asi como una banda asociada a C-N lo cual

sugiere un sitio de union Np-His. Torreggiani, A. (2000).
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Figura 4. Muestra la comparacion de los espectros de histidina
(linea verde) y el complejo Nanoparticula histidina (linea)

En la figura 5 se muestra un gel de electroforesis SDS-PAGE
donde se muestra en el carril 9 pudieran ser las proteinas
formadas por la corona dura ya que estas son las proteinas que
tienen mas afinidad y las que tienen mayor grado de

complejidad de deshacer la interaccidon Mao, H (2013) ya que
esta elucion se obtuvo mediante condiciones extremas de
separacion, es por eso por lo que conforman las proteinas con
mayor afinidad hacia la nanoparticula. Sin embargo, en la
corona se observa que estd formada por proteinas de varios
pesos moleculares, por lo que se pretende mejorar los lavados y
las eluciones agregando agentes con mayor afinidad hacia la
nanoparticula.

Figura 5. Analisis SDS-PAGE de muestras de proteinas fluidas con
dos concentraciones de sal. El carril 1 es un marcador de bajo peso
molecular (MARK 12), el carril 2 representa extracto crudo; los
carriles 3 (L1) representan un lavado con Tris Buffer pH 8 el carril
4y 5 representan (E1 Y E2 ) representan eluciones a diferentes
tiempos con Tris buffer pH 8 500 mM Imidazol los carriles 6,7 y 8
representan el lavado y las eluciones que se sometieron a un proceso
de precipitacion mientras que el carril 9 representan la formacién de
la corona.

En la Figura 6 se observa que en las eluciones se detecta la
proteina de interés, sin embargo, podemos observar
contaminantes (proteinas de diferentes pesos) esto debido a
que puede ser la misma proteina, con diferente conformacion.
Este fendmeno puede darse gracias a el tiempo de exposicion
de la proteina con la nanoparticula Kim, J. S., (2007). En los
carriles de los lavados no se observan bandas, por lo cual se
puede inferir que la metodologia y los buffers de elucion
propuestos tienen el potencial de ser optimizados para
mejorar los lavados y lograr la eluciéon de proteinas no
especificas.

Figura 6. SDS-page proteina recombinante purificada

Conclusiones

Estas caracteristicas sugieren una posible aplicacion de una
purificacion, las nanoparticulas a pH 3, 7 y 11 pueden
adsorber histidina, siendo totalmente recubiertas a pH 7. Las
nanoparticulas tienen potencial como agente de purificacion
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para proteinas con etiqueta 6His y/o alto porcentaje de
histidina con oportunidad de mejorar las condiciones de
purificacion.
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Introduccion

En los ultimos aflos la sintesis de nanomateriales destinada al
area biomédica ha ido en aumento. Las terapias contra el
cancer en donde se utilizan materiales como nanoparticulas de
oro para controlar o eliminar el crecimiento tumoral ha
presentado avances prometedores en pruebas in vitro, in vivo
y pruebas preclinicas, posicionando a la sintesis de nano-
biomateriales como una alternativa para la generacion de
nuevos tratamientos. Acoplado esto ultimo a la obtencion de
nanoparticulas de oro por sintesis verde, con la finalidad de
bajar los efectos citotoxicos que presentan estas particulas en
tejido sano, buscando ser especificos. Aunque existe una gran
cantidad de trabajos que incursionan en nuevas alternativas
terapéuticas contra el cancer muy pocos estudios se enfocan en
la recidiva tumoral. La recidiva o regresion tumorales es el
proceso en el cual un tumor después de ser removido
quirtirgica o quimicamente vuelva a aparecer, mas agresivo y
resistente a las terapias convencionales. Por esta razon en este
trabajo proponemos la sintesis de nanoparticulas de oro usando
lisado de células tumorales como agente reductor, con la
finalidad de proteger a los pacientes que han pasado por una
remocién tumoral, activando su sistema inmune en contra de
las células tumorales que se utilizaron para generar el lisado y
la sintesis.

Se utilizd6 un modelo de cancer de mama murino triple
negativo (4T1), a partir de estas células en cultivo se
sintetizaron nanoparticulas de oro, las cuales se caracterizaron
por espectroscopia UV-VIS para identificar el plasmon de
resonancia superficial (PRS), dispersion de luz dinamica
(DLS) para analizar el tamafio y potencial Z, ademas de
microscopia electronica para determinar la forma de las
particulas. Como adicional se cuantifico la cantidad de
proteina en la solucion de nanoparticulas a diferentes dias
como parametro de estabilidad. Posteriormente se comprobd
la captacion de las particulas por macrofagos murinos, proceso
fundamental para el funcionamiento de la terapia, haciendo
uso de microscopia confocal. Otro de los aspectos que fueron
analizados fue el efecto de un cronograma de inmunizacion
con las nanoparticulas de oro sintetizadas a partir de lisado
tumoral de células 4T1 (AuLtNps) en un modelo murino,
después de inmunizar a los ratones por via subcutinea se
analizaron marcadores celulares de maduracion para células
presentadoras de antigenos y la proporcion de linfocitos By T
activados. Por tlltimo, se comprob¢ si al inmunizar a un grupo
de ratones con las AuLtNps se prevenia el establecimiento
tumoral usando las células 4T1 viables (Figura 1). Con este
trabajo se incursiona en una nueva rama de la nanotecnologia
denominada como nanoinmunobiologia, que se encarga de
estudiar los efectos de los nanomateriales sobre el sistema
inmune.

Materiales

Se utilizd6 medio de cultivo IMDM y DMEM (Gibco®),
Cloruro de oro (III) hidratado (Sigma®), MTT
(Methylthialazole Tetrazolium), anticuerpos anti, CD3-FITC,
CDS8-PE, CD8-APC, HLA-APC, CDI14-FITC, CD80-FITC,
CD86-PE, CD11b-FITC, CDI11¢-PE y MHC II. Se utilizo la
linea celular 4TI(ATCC®) (Cancer de mama murino).
Mientras que para los analisis in vivo se dividieron en 6 grupos
de ratones de entre 6 y 8 semanas de vida.

Métodos

Figura 1. Disefio experimental genera, en el cual se muestran los
grupos experimentales, el periodo de inmunizacion y los tipos de
muestras que fueron colectados

Sintesis de nanoparticulas de oro reducidas por

citrato de sodio

El primer tipo fue reducido a partir de citrato de sodio,
preparando una solucién de HAuCls al 2mM, ademas de una
solucion de citrato de sodio al 1 %, que se coloco en un vaso
de precipitado de 25 mL. Un volumen de 9 mL de HAuCls al
2 mM y ImL de citrato de sodio al 1%, se mezclo
vigorosamente y se expuso a luz UV en un Crosslinker
Ultravioleta a una intensidad de 6000pj/cm?, por 30 minutos,
se dejo reposar por 24 horas a temperatura ambiente y se
refriger6 para su posterior uso, estas particulas fueron
utilizadas como un control experimental.

Sintesis de nanoparticulas de oro reducidas por
lisado tumoral

Las nanoparticulas de oro reducidas a partir de un lisado de
células tumorales (4T1), fueron obtenidas a partir de un cierto
nimero de células viables las cuales fueron lisadas por
sonicacion expuestas a 3 rondas de 10 minutos, el resultante se
mescld con una solucion de HAuCl4 a una concentracion de 2
mM, se agitd vigorosamente por 2 minutos y se expuso la
solucién resultante a luz UV utilizando un Crosslinker
Ultravioleta a una intensidad de 6000uj/cm? por 30 minutos,
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se dejo reposar en refrigeracion y se almacend como minimo
una semana.

Caracterizacion de nanoparticulas de oro reducidas a
partir de lisado tumoral AuLtNps

Plasmon de Resonancia Superficial (PRS) por espectroscopia
UV-Vis. Para obtener el PRS se utiliz6 un Nanodrop 200c se
tom6 una gota de la muestra y se coloco en el pedestal del
equipo, en principio, el equipo realizara un barrido del espectro
visible (200-750nm), al poseer las particulas metalicas en
tamafios nanométricos un plasmon caracteristico en el caso del
oro abarca de 510 a 550 nm, es posible identificar la existencia
de particulas de oro en estado nanométrico.

Analisis de tamafio por Dispersion de luz dinamica (DLS) y
potencial Z. Para este ensayo se realizaron tres diluciones
seriadas de una muestra concentrada de AuLtNps, se colocaron
en celdas para espectroscopia y se introdujo en el equipo Z sizer
(Zetasizer Nano) se realizaron tres corridas de cada muestra y se
obtuvo la medicion promedio, esto se repitié al dia 1, 5, 12, 15,
24y 30. Por otro lado, el mismo equipo tiene la opcion de medir
la carga superficial neta de las particulas a partir del potencial Z,
para este ensayo se utilizo la muestra con la mejor estabilidad de
particulas y menor PDI.

Analisis de tamafio y morfologia por Microscopia electronica de
barrido SEM. Para corroborar el tamaiio de particula y visualizar
la forma y acomodo atémico de los elementos se colocd una
muestra de las AuLtNps sobre una porta muestra para SEM y se
llevo a analizar al microscopio electronico de barrido, el archivo
arrojado fue analizado utilizando el software Gwyddion, para
obtener los histogramas de tamafio correspondientes.

Curva de cuantificacion de proteina respecto al tiempo

Para cuantificar la cantidad de proteina que contienen las
AuLtNps se utilizé un kit de BCA por espectroscopia UV-VIS,
se tomaron 25 pL de las AuLtNps y se mezclaron con 200 puL de
la solucion del kit y se incubaron a 37°C por 30 minutos para
después analizar la absorbancia por espectroscopia UV-VIS
mediante la opcion de analisis por BCA en el cual se observa la
absorbancia maxima de las muestras a 563 nm y se cuantifica a
partir de dicha intensidad la concentracion de proteina, para este
ensayo se midi6 cada tercer dia durante un mes, ademas en cada
medicion se utilizaron tres muestras.

Cronograma de inmunizacion del modelo animal

Se utilizaron 6 grupos experimentales, control (PBS), Lisado
tumoral (LT), Nps de citrato de sodio/comerciales (AuCsNps),
Nps de Lisado tumoral (AuLtNps), AuCsNps+LT. Los culés
estaban conformados de 6 ratones hembra Balb/C de entre 6 a 12
semanas de edad, siguiendo el periodo de inmunizacion descrito
por Shi y colaboradores en el 2017 (Shi, et al., 2017), inyectando
a los ratones una vez por semana durante tres semanas con una
semana de descaso antes de las pruebas posteriores, en cada caso
se inmuniz6 sin sobrepasar un volumen maximo de 100 uL por
raton.

Reto de tumor

Después de una semana de la ultima inmunizacion se inoculd de
manera subcutanea en la glandula mamaria de manera gentil
utilizando una jeringa de 1 mL y una ajuga de 27-G, tomando en
cuenta que el bisel de la aguja debe estar hacia arriba, inoculando

una cantidad de 500,000 células viables 4T1 resuspendidas en 50
pL de medio de cultivo IMDM suplementado con SFB (Pulaski
& Ostrand., 2000), se dio seguimiento a la implantacion del
tumor asi como su crecimiento y desarrollo, se realizaron
mediciones cada 3 dias del peso y volumen tumoral, se
establecid como maximo 21 dias de seguimiento previo a la
inoculacion del tumor, si alguno de los ratones mostrd dolor
excesivo o incapacidad para alimentarse o moverse este fue
sacrificado de acuerdo a las normas pertinentes.

EEnsayo de captacion de antigeno por macroéfagos
peritoneales

Para este ensayo se utilizé6 medio DMEM sin suplementar a una
temperatura de 4°C, una jeringa de 10 mL, un mechero y
utensilios quirirgicos como tijeras pinzas y bisturi, se realizé un
corte en la parte de la piel que cubre el vientre el raton y se retird
la piel de la periferia que cubre el peritoneo con cuidado de no
romper o pinchar dicha membrana, utilizando la jeringa se cargé
un volumen total de 7 mL de medio en el interior del peritoneo,
se agitd suavemente y se retir6 el contenido intraperitoneal del
raton en un tubo de 14 mL el cual es centrifugado a 1350 RPM
por 10 minutos, se realizo un conteo de las células obtenidas y
se colocaron en una placa de 6 pozos alrededor de 100,000
células, estas se mantuvieron en incubacion estandar por 4 dias
con medio DMEM suplementado, pasado el tiempo se colocaron
las AuLtNps, LT, PBS, AuCsNps, estos conjugados a FTIC. Se
mantuvieron por 24 horas y fueron analizados por microscopia
confocal.

Determinacion de la presencia de citocinas
proinflamatorias

Después de extraida la sangre por puncion cardiaca fue
centrifugada para separar el suero y fue analizado por citometria
de flujo utilizando un kit de citocinas proinflamatorias CBA de
la marca BD, por citometria de flujo.

Evaluacion de marcadores celulares en bazo de
ratones inmunizados

Después de la extraccion del bazo se perfundieron utilizando
PBS para obtener las células linfoides del tejido, las células se
colocaron en tubos de 2 mL los cuales se incubaron con los
marcadores de membrana, CD4, CD3, CDS§, CD22 y CD34 a
una concentracion de 1pug/mL para su evaluacion por citometria
de flujo.

Identificacion del perfil de diferenciacion de
macrofagos en ganglios linfaticos de ratones
inmunizados

Al dia 0 de inmunizacién en todos los grupos experimentales y
después del sacrificio se extrajeron los ganglios periféricos
correspondientes a la region axilar y al inguinal, se realizaron
perfusiones con PBS por lo menos se pasaron SmL, en cada ganglio
hasta obtener una solucion turbia, después se realizo un conteo y se
colocaron un minimo de 100,000 células por ensayo, utilizando los
marcadores de membrana CD14, CD11c, CD11b, CD80, CD86 y
MHCII a una concentracion de 1pg/mL para su posterior analisis
por citometria de flujo.

Efecto antitumoral de AuLtNps en ratones Balb/C
previamente inmunizados
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De los grupos previamente inmunizados Control (1), LT (2), nlcleo metalico y recubiertas (Figura 2). Utilizando la imagen de
AuCsNps (3), AuLtNps (4), AuCsNps+LT (5), LT+Adyuvante (6),  microscopia se realizd un analisis de tamafio de particula (figura 2b)
después del periodo de recuperacion de una semana de la ultima  identificando que la mayoria de las particulas se encuentran entre 9 y

inmunizacion fueron inoculados con 5X10° células 4T1 viables de
manera subcutanea en la glandula mamaria, para posteriormente
observar la aparicion del tumor, para establecer la curva de
sobrevivencia, de implantacion y desarrollo tumoral.

Resultados y discusion
Sintesis y caracterizacion

Para identificar la formacion de Nps metdlicas se utilizd
espectroscopia UV-VIS para determinar el plasmoén de resonancia
superficial caracteristico de las Nps de oro, al analizar la muestra al
dia 1, 26 y 31 se comprob6 la estabilidad al presentar una
absorbancia maxima a los 537 nm la cual se mantuvo constante
desde el dia uno con una intensidad de 0.6 UR (unidades relativas),
hasta alcanzar 1.2 UR al dia 31 (Figura la). ya identificado el PRS
lo siguiente fue determinar el tamafio de particula, mediante
dispersion de luz dindmica o DLS, de este modo se determiné que
las AuLtNps comienzan en el dia 1 de sintesis con un tamaiio de 20
nm, pasando a 36.72 nm para el dia 7, el cual se mantuvo para el
dia 18 y para el dia 31 alcanzaron un tamafo de 77.39 nm, lo cual
indica que el aumento de tamafio es dependiente del tiempo.
Ademas, el analisis de potencial Z indico que presentaban una carga
neta de -18.9 mV para el dia 1, -20.1 mV para el dia 7, -21.4 para
el dia 18 hasta llegar a -27.6 para el dia 31, por tltimo, se determind
la concentraciéon de proteina que presentaban en diversos dias,
observando que al dia 1 presentaban una concentracion de 0.6
mg/mL y para el dia 31 llegaron hasta 0.9 mg/mL (Tabla 1).

Tabla 4. Caracterizacién de AuLtNps dependiente del tiempo

Dia PRS |Tamaifio Pot.Z mV | C. proteina
nm mg/mL
1 0.63 20 -18.9 0.6
31 1.2 77.39 -27.6 0.9

Al estandarizar y caracterizar la sintesis de las nanoparticulas de oro
a partir de lisado tumoral se observaron varios fenémenos
interesantes, como el aumento en PRS, tamafio y potencial Z
también coincidian con el aumento en la concentracion de proteina,
lo cual podria indicar la formacién de una corona de proteinas, en
este fendmeno la carga neta de la particula atrae proteinas de la
solucion con carga opuesta, esta interaccion forma la capa dura,
después las proteinas mas externas de las Nps interaccionan con
otras proteinas lo cual forma la capa blanda, aunque estas
interacciones no son permanentes las cargas presentes en la
particula indican que es suficiente para mantener la solucién en
condiciones estables mientras se mantengan las condiciones
iniciales, esto explica el incremento de la concentracion de proteina
conforme pasa el tiempo aunque no se agregue mas proteina a la
muestra (Lundqvist et al., 2011; Pino et al., 2014), un fenémeno
similar fue observado en la concentraciéon de ADN o RNA por un
polimero catiénico (Giinal et al., 2018; Kondinskaia & Gurtovenko,
2018). Aunque esto podria resultar inconveniente para un sistema
de liberacion controlado en nuestro caso es 6ptimo, ya que permite
una mejor interaccion con células presentadoras de antigeno, lo cual
fue observado al exponer las AuLtNps con macréfagos
intraperitoneales de raton, a diferencia de usar el lisado por si solo.

Para poder observar la morfologia de las AuLtNps se utilizd
Microscopia electronica de barrido (SEM), de esta forma fue posible
determinar la morfologia y tamafio de las Nps al dia 1 de sintesis. Se
observd una morfologia esférica y caracteristica de particulas con

16 nm al dia 1.

Determinacion de la captacion de AuLtNps en
macro6fagos intraperitoneales de ratén

Particulas contades

Figura 2. Microscopia electronica de barrido de AuLtNps, en donde se
aprecia la formacion de cimulos y un tamafio promedio cercano a los 20
nm

Rango de ta

Se identificé que los macréfagos captaron con mayor eficiencia las
AuLtNps en comparacion al LT, al observar el traslape de los
campos visuales se puede apreciar la fluorescencia del interior de la
célula (AuLtNps) o que recubre por completo a los macrofagos
peritoneales (CsNps+FITC) lo cual indica que existe una captacion
(Figura 3).

LT+Fite CsNPs+Fitc

Control

AuLT+Fitc CsNps+LT+FITC

Figura 7. Microscopia confocal de macrofagos intraperitoneales
expuestos a 24 horas de los distintos tratamientos, el color verde
indica la presencia del tratamiento marcado en las células, mientras
que el azul representa los nucleos celulares.

Presencia de citocinas proinflamatorias en suero de
ratones 24 horas después de la segunda inmunizacion
(dia -13) y una semana después de la ultima
inmunizacion (0)

Al analizar la secrecion de citocinas en sueros de ratones después
de 24 horas posteriores a la segunda inmunizacion (dia -13) con
los diferentes tratamientos, se observé que los ratones
inmunizados con AuLtNps y LT+Ady presentaron una secrecion
mayor de citocinas proinflamatorias (IFN. TNF, IL-6, IL-10 e IL-
12p70) mientras que para MCP-1 se vio una alta secrecion en el
grupo tratado unicamente con AuLtNps (Figura 4). Para
determinar si la exposicion prolongada a los diferentes
tratamientos no provocaba un efecto inflamatorio cronico, se
analizaron los sueros una semana después a la ultima
inmunizacion (dia 0), determinando que la secrecion de IL-6, IL-
10 e IFN no presentaban variacion respecto al control, mientras
que la secrecion de TNF, IL-12p70 y MCP-1 present6 variaciones
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respecto al control, sin embargo, la secrecion de citocinasab c d
e disminuy0 respecto al dia -13. Ademas, fue notorio un aumento
en la secrecion de IL12p70 en todos los tratamientos a excepcion
del grupo control (Figura 5).

Evaluacion de marcadores celulares en bazo de ratones
inmunizados una semana después de la Wltima
inmunizacién (dia 0)

Una semana después de la Gltima inmunizaciéon (dia 0) se
sacrificaron 2 ratones por grupo a los cuales se les extrajo el bazo.
Las células fueron disgregadas para posteriormente ser marcadas
con anti-CD3, CD4, CD8 y CD22 con la finalidad de observar si
se llevo a cabo una activacion del linaje linfoide después de las
inmunizaciones y si esa respuesta perduraba. Se presentd un
aumento en la proporcion de células CD3, CD8, y CD22, en el
caso de la proporcion de células CD3+ se observd un aumento
significativo para todos los tratamientos a excepcion del grupo
con LT comparado con el control. La proporcion de células CD8+
mostr6 una diferencia altamente significativa entre el tratamiento
con AuLtNps en contra de todos los grupos, esto mismo pasoé en
el caso del marcador CD22+ en el cual la proporcion de células
positivas para este marcador se vio incrementado hasta 3 veces
mas en comparacion con los otros tratamientos (Figura 6). Al
observar la secrecion de citocinas al dia -13 es notorio el aumento
en las citocinas relacionadas con el procesamiento antigénico
como, TNF, IFN, IL-10 y MCP1, lo cual se ve reflejado en las
proporciones al alza de células presentadoras de antigeno en
ganglios linfaticos (Brown et al., 2007). De igual manera se ve
reflejado en el aumento de linfocitos T y B presentes en bazo, al
apreciar como aumenta la proporcion de linfocitos CD8 + y
linfocitos B CD22+. Todo esto indicaria un correcto
procesamiento antigénico, lo cual fue demostrado al realizar el
reto de tumor.
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Figura 8. Secrecion de citocinas 24 después de la segunda
inmunizacion (dia -13). Se observa un considerable aumento en la
secrecion de citocinas como IFN, TNF, IL-10, IL-12p70 y MCP1 para
el grupo de ratones inmunizados con AuLtNps. Cada tratamiento esta
representado por una letra, al presentar esta letra de un otro
tratamiento significa que presenta diferencia significativa contra ese
tratamiento.
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Figura 5. Secrecion de citocinas una semana después de la tltima
inmunizacion (dia 0). En la cual se muestran niveles de secreciones
normales a excepcion de MCP-1 e IL-21p70.
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Figura 9. Analisis de marcadores moleculares en linfocitos
provenientes de bazo de raton inmunizado. Es apreciable el aumento
en las proporciones de linfocitos CD8 y CD22 presentes en el bazo de
ratones inmunizados con AuLtNps.

Analisis de la diferenciacion de APCs en ganglios
linfaticos de ratones inmunizados

Se identificd un aumento altamente significativo para CD80 entre
los grupos de AuCsNps, AuLtNps, LT+Ady y AuCsNps+LT
comparados con el control. Para la proporcion de células CD86 solo
existid6 una diferencia significativa para el grupo tratado con
AuLtNps en relacion al control. En el caso de la proporcion de
células CDllc+ y CDI11lb+ no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos, aunque si existid una variacion
entre todos. Las células con marcaje positivo para MHC II
presentaron un aumento significativo en el grupo de AuLtNps
comparados con el control y por ultimo 45 para el caso de las
proporciones de células CD14+ se observo un aumento significativo
en el grupo de AuLtNps comparado con el control en contraste con
las células tratadas con AuCsNps, las cuales mostraron una
disminucion notable (Figura 7).
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Efectividad antitumoral de AuLtNps en ratones Balb/C
previamente inmunizados

Se registr6 como dia de implantacion tumoral el dia en el cual el
tumor fue palpable en la zona inoculada, para el grupo control la
implantacion se registro al dia 7 en todos los ratones, para el grupo
de LT el tumor se implanto al dia 7 para 3 ratones y al 10 para 1,
para el grupo de CsNps y LT+Ady se registrd la implantacion al dia
6, mientras que para el grupo de CsNps+LT la implantacion se
observo hasta el dia 10, para el grupo de 50 AuLtNps no se registro
una implantacion (tabla 6). Todos los individuos del grupo control
al dia 21 se sacrificaron, de igual manera sucedio con el grupo de LT
los cuales fueron sacrificados ya que presentaron metastasis. Para el
grupo de CsNps un raton murid al dia 16 y los 3 restantes fueron
sacrificados al dia 28, en el caso de los ratones del grupo LT+Ady
solo 2 ratones llegaron a los 27 dias de vida mientras que 1 muri6 al
dia 5 y otro al 11. El grupo de CsNps+LT se sacrificé al dia 18
debido al deterioro general que presentaban, Los 4 individuos
tratados con AuLtNps sobrepasaron los 90 dias sin presentar
manifestaciones de aparicién tumoral o metastasis (tabla 7. figura
11). Fue evidente que los ratones inmunizados con AuLtNps no
presentaron implantacién tumoral, posiblemente al rapido accionar
del sistema inmune sobre las células tumorales, como se observd con
el grupo de los ratones tratados con nanoparticulas de oro y LT de
manera individual, en donde el tiempo de vida se extendi6 hasta los
28 dias superior a sus contrapartes individuales. Colocando a las
AuLtNps como el mejor candidato para una inmunoterapia autoéloga.
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Figura 10. Analisis de marcadores moleculares en ganglios linfaticos
provenientes de ratones inmunizado.

Tabla 5. Implantacion tumoral posterior al dia experimental dividido
por grupo experimental

Grupo experimental Dia de implantacién post- %
inoculacién
Control 74 100
Lisado tumoral 7,10 75,25
CsNps 6 100
AuLtNps 0 100
CsNps+LT 9 100
LT+Ady 6 100

Tabla 6. Analisis de sobrevida de los 6 grupos experimentales

representados en dias

Grupo experimental Sobrevida (Dias/%)

Control 21(100%)

Lisado tumoral 21(100%)

CsNps 18 (100%)
AuLtNps 90(100%)
CsNps+LT 16(75%), 28(25%)
LT+Ady 11(25%), 5(25%), 27(50%)

Conclusiones

Se lograron sintetizar nanoparticulas de oro reducidas a partir
de lisado tumoral, llegando a presentar un tamafio de hasta 73
nm, un PRS a 538 nm y potencial Z de - 27 m/V demostrando
asi la estabilidad obtenida. Se identifico que la concentracion
de proteina en soluciéon aumenta a la par del tiempo de sintesis
confirmando qué el crecimiento de las Nps se debe a la carga
de proteinas en su superficie. Se corroboro la captacion de las
AuLtNps por parte de macréfagos intraperitoneales de raton, la
cual es mayor a la presentada por el LT libre. Se identifico la
presencia de citocinas proinflamatorias en sueros de raton
inmunizados con AuLtNps, AuCsNps+LT y LT+Ady lo cual
indica una correcta estimulacion después del periodo de
inmunizacion, ademas los datos correlacionan con altos
porcentajes de linfocitos CD3, CD4, y CD34+, mientras que
para el grupo de ratones tratados con AuLtNps se present6 un
alza en linfocitos CD8+y CD22+ esto en esplenocitos extraidos
de bazo. una confirmacion de la correcta estimulacion a partir
del periodo de inmunizacion fue el incremento en APCs CD14,
CD80, CD86 y MHC 1II +, las cuales se encargan del
procesamiento antigénico y la presentacion de este a los
linfocitos T. Al evaluar el efecto antitumoral de las AuLtNps
fue contrastante la nula implantaciéon tumoral en un modelo
murino previamente inmunizado y posteriormente inoculado
con células 4T1 viables. Por lo cual las nanoparticulas de oro
reducidas a partir de lisado tumoral potencian la presentacion
de antigenos y maximizan la respuesta producida por el sistema
inmune innato y adaptativo previniendo la implantacion
tumoral.
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Introduccion

La eficacia de los farmacos utilizados actualmente para el
tratamiento del cancer se ve alterada por la falta de
distribucion especifica a las células y por la resistencia a los
farmacos. También algunos farmacos se ven limitados por su
tiempo corto de distribucion dentro de la circulacion
sanguinea y que estos son metabolizados rapidamente (Tian
et al., 2014). Para superar estas limitaciones, se han
desarrollado nanoportadores los cuales fueron reportados por
primera vez alrededor de la década de 1970 por Birrenbach &
Speiser en 1976. Inicialmente eran sistemas de particulas
coloidales con tamafios que iban desde 1 nm hasta 1000 nm,
demostrando caracteristicas unicas debido a su tamaiio.

Estos sistemas son de gran interés por su capacidad para
usarse como un vehiculo para promover la eficacia de los
farmacos, mejorando su distribucion a ubicaciones
especificas, ademas, tienen ventajas como la capacidad de
focalizacion, reduccion de resistencia al farmaco gracias a la
administracion intracelular, liberacion controlada y sostenida
que mejora la biodisponibilidad, el tiempo de retencion y
reduccion de los riesgos de toxicidad (Zhao et al., 2015).

Durante las ultimas décadas, se han desarrollado muchos
sistemas eficaces de administracion de farmacos por
nanoparticulas, para los cuales, uno de los materiales mas
usadas es la fibroina de seda, que es una biomacromolécula
utilizada  por su biodegradabilidad, excelente
biocompatibilidad, mejora de la adhesion y proliferacion
celular, potencial de modificaciéon quimica y posibilidad de
reticulacion, cualidades que la hacen un biomaterial
prometedor para la administracion de farmacos (Zhao et al.,
2015).

Existen varios métodos disponibles para la fabricacion de
nanoparticulas a base de fibroina, como precipitacion salina,
congelacion, desolvatacion, trituracion mecanica,
electropulverizacion, etc. El objetivo de este articulo es
evaluar dos técnicas para la obtencion de nanoparticulas, la
primera es la precipitacion salina, la cual utiliza el aumento
de la concentracion de sal para atraer algunas moléculas de
agua a los iones de sal, lo que resulta en la eliminacién de la
barrera de agua entre las moléculas de proteina y en el
aumento de las interacciones proteina-proteina, por lo tanto,
las moléculas de fibroina se agregan formando interacciones
hidrofébicas entre si y precipitando de la solucion (Zhao et
al., 2015); el segundo método es la congelacion, el cual es un

proceso sencillo y econémico que utiliza etanol como aditivo
para la formacion de las nanoparticulas (Chen et al., 2012).

Materiales y métodos
Extraccién y obtencién de la fibroina

Para la extraccion de fibroina a partir del capullo del gusano
de seda, se siguio el protocolo desarrollado por el Grupo de
Investigacion en Biomateriales (BioMat). Para lo cual, se
parti6 de capullos adquiridos en la Corporaciéon para el
Desarrollo la Sericultura del Cauca (CORSEDA),
posteriormente éstos se cortaron y pesaron en pequeflos
fragmentos de aproximadamente 0.5 cm, luego se prepard una
solucion de carbonato de sodio 0.01M de Na2CO3 (ac) (Carlo
Erba, Anhidro) en relacion 2/5 del peso de los capullos, y esta
solucion fue llevada a 80°C, posteriormente se agregaron los
fragmentos de capullo manteniendo la temperatura en
agitacion constante durante 4.5 horas, al terminar este tiempo
la fibroina obtenida se sec6 a 30°C durante 24 horas.

Para solubilizar la fibroina extraida, ésta se llevdo a una
solucion ternaria de cloruro de calcio:etanol:agua
(CaCI2:EtOH:H20) en relacion molar (1:2:8) bajo agitacion
constante a 60°C, por ultimo, para eliminar el exceso de sales
se realizo dialisis contra agua destilada por un tiempo de tres
dias. Todos los reactivos usados fueron de grado analitico.

Fabricacién de las nanoparticulas de fibroina

Se plantearon dos protocolos basados en los métodos de
fabricacion planteados por (Lammel et al., 2010) y (Chen et
al., 2012) con modificaciones.

Técnica de precipitacién salina

En esta técnica se utilizo fosfato 4acido de potasio (KH2POs)
como electrolito para inducir la separacion de fases entre la
fibroina y el agua, para ello se prepararon 100ml de KH2PO4
1.25 M a pH 8, esta solucion se mezclé con fibroina en
solucion variando las proporciones volumétricas desde 1:1
hasta 1:5; posteriormente, las particulas resultantes se
almacenaron en el refrigerador durante 2 horas (3 °C);
seguido de esto, se llevaron a centrifugacion a 2000 rpm por
15 minutos, y finalmente se llevaron a dialisis contra agua
destilada para eliminar el exceso de sales.

Para el procedimiento utilizaron dos concentraciones de
fibroina: 0.15 mg/ml y 1.5 mg/ml y cada ensayo se realiz6 por
triplicado.

Técnica de congelacion

Bajo esta técnica, se adiciond etanol a la solucion de fibroina
en relaciones 8:20 (v/v) y 4:20 (v/v) y se llevaron a agitacion
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constante durante 2 minutos, seguido de esto, la mezcla se
llevé a congelacion a -15°C y -80°C durante 24 horas,
posteriormente se descongelaron a temperatura ambiente y
las nanoparticulas se recolectaron por centrifugacion a 5000
rpm por 30 minutos.

Para este método se utilizaron tres concentraciones de
fibroina: 0.15 mg/ml, 1.5 mg/ml y 9 mg/ml y cada ensayo se
realizd por triplicado.

Caracterizaciéon de las nanoparticulas de fibroina

obtenidas

La primera caracterizacion constd de la evaluacion de
distribucion de tamafio de particula, la cual se llevd a cabo
mediante dispersion de luz dindmica (DLS), obteniendo como
variables de respuesta de interés la media de la poblacion
predominante y el indice de polidispersidad que describe la
cantidad de material que hay presente en las distribuciones de
diferentes tamafios, para esto se utilizo el equipo Zetasizer
Lab seleccionando un indice de refraccion de 1.45 para la
fibroina y de 1.33 para el dispersante, cada medida se realizo
por triplicado, y el resultado se expresd como el promedio de
dichas replicas junto a su desviacion estandar.

Para observar la morfologia de las nanoparticulas se utilizo
un equipo de microscopia electronica de barrido SEM JEOL
JSM-6490LV y se tomaron 2 micrografias de cada muestra a
8000X, 10000X, 15000X, 20000X y 40000X para las
muestras preparadas por precipitacion salina con relacion
SF/KH2PO4 1:3, empleando concentraciones de fibroina de
0.15 mg/ml y 1.5 mg/ml.

Prueba de liberacion de medicamento

Para evaluar el potencial uso de transporte de medicamentos
se embebieron las nanoparticulas con soluciéon de acido
folico, empleando inmovilizaciéon del mismo por ruta de
Carbodiimida segun lo planteado por Rincon et al., 2021. Una
vez terminado el proceso se dializd y se realizo el perfil de
liberacion del folato en PBS a pH 7.4.

Resultados y discusion

La formacién de nanoparticulas de fibroina con fosfato di
acido de potasio 1,25 M a pH 8, revelo particulas con tamafios
entre 132 nm y 302 nm para concentracion de fibroina de 0.15

mg/ml, y entre 214 nm y 407 nm para concentracion de 1.5
mg/ml como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Grafica de Media de poblacion predominante vs relacion
SF/KH,PO; para concentraciones de fibroina de 0.15 mg/mly 1.5
mg/ml, obtenida por el método de precipitacion salina.

Estos resultados de tamafio de particula obtenida son menores
a los reportados por Lammel et al., 2010 y Niu et al., 2020
donde obtuvieron para el mismo método tamafios entre 486
nm - 1200 nm y 2.7 pm, respectivamente. En cuanto al indice
de polidispersidad que se puede observar en la Figura 7, las
muestras con concentracion de 0.15mg/ml y relacion
Fibroina/KH2PO4 de 1:4 y 1:5 muestran valores por debajo de
0.4, es decir, una polidispersidad moderada, para las demas
muestras este valor es superior a 0.4 por lo tanto la
polidispersidad se considera amplia en concordancia con lo
reportado por Nobbmann, (2014), esto indica que presentan
una mayor cantidad de poblaciones.
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Figura 7. Grafica de indice de polidispersidad vs relacion
SF/KH,PO; para concentraciones de fibroina de 0.15 mg/mly 1.5
mg/ml, obtenida por el método de precipitacion salina.

Para el método de congelacion, los resultados mostrados en la
Figura 8 presentan los tamafios de particula obtenidos, donde
éstos varian desde 262 nm hasta 611 nm para concentraciéon
de fibroina de 0.15 mg/ml, mientras que, para 1.5 mg/ml los
tamafios varian desde 442 nm hasta 846 nm, por ultimo, para
9 mg/ml se tiene un rango mas amplio de tamafio, desde 72
nm hasta 2041 nm, con este ltimo se logra observar un efecto
contundente en la temperatura, esto debido a que para
temperaturas de -15°C se tiene un rango tamafio mas estrecho
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al variar la relacion EtOH/Fibroina, entre 72 y 101 nm,
siendo los mas pequefios para este método, pero por otro lado,
al disminuir la temperatura a -80°C se observa un efecto en el
cambio de la relaciéon EtOH/Fibroina con tamafios para la
relacion 8:20 de 2041 nm y de 592 nm para la relacion 4:20.
-15°C -80°C
EtOH/Fibroina
4:20 8:20

8:20 4:20

- - - - Concentracion de fibroina=0.15 mg/ml
Concentracion de fibroina = 1.5 mg/ml
--------- Concentracién de fibroina = 9 mg/ml

Media de poblacién predominante[nm)]

Figura 8. Grafica de Media de poblacion predominante vs relacion
EtOH/SF para concentraciones de fibroina de 0.15 mg/mly 1.5
mg/ml y temperaturas de -15°C y -80°C, obtenida por el método de
congelacion.

En cuanto al indice de polidispersidad mostrado en la Figura
9, para la mayor concentracion empleada de fibroina (9
mg/ml) se tienen valores mas elevados y con polidispersidad
amplia, al igual que 2 muestras obtenidas a -80°C, una con
concentracion de 0.15 mg/ml y relacion EtOH 8:20 y la otra
con concentracion 1.5 mg/ml y relacion EtOH 4:20, para el
resto de las muestras este indice muestra una polidispersidad
moderada al ser menores a 0.4, valores que sen encuentran
dentro de los rangos obtenidos por (Cao et al., 2007) donde
reportaron valores que van desde 0.1 hasta 0.9.
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Figura 9. Grafica de indice de polidispersidad vs relacion EtOH/SF
para concentraciones de fibroina de 0.15 mg/ml y 1.5 mg/mly
temperaturas de -15°C y -80°C, obtenida por el método de
congelacion.

Para las particulas formadas por precipitacion salina se
observa una tendencia a tamafios mas pequefios con
concentraciones mas pequeflas, esta variedad de tamafios se

puede dar debido a que la diferencia de concentraciones es
alta y esto puede conducir a la formacion de aglomeraciones
para concentraciones mayores, lo que el equipo toma como
una particula mas grande, esta formacion de particulas se basa
en el efecto de sales kosmotropicas como el fosfato de
potasio.

En un primer paso, las cadenas de proteinas forman
estructuras similares a micelas debido al aumento de las
interacciones hidrofébicas y dependiendo de la conformacion
estructural de la fibroina de seda predeterminada por el pH se
forman diferentes estructuras micelares con diferentes
densidades de empaquetamiento, en un segundo paso, las
micelas forman globulos particulados por interacciones
hidrofobas adicionales, tal como lo ha reportado Lammel et
al., (2010).

Las micelas formadas a pH 8 tienen un empaquetamiento
menos denso que las producidas a pH acido esto se da porque
todas las cadenas laterales de aminoacidos cargados, excepto
el extremo C-terminal, estdn cargadas negativamente, lo que
da como resultado una conformacién molecular bastante
alargada en solucion debido a las interacciones carga-carga
repulsivas a lo largo de la cadena principal del biopolimero,
por lo tanto, es posible un empaquetamiento mas apretado de
las micelas en las particulas debido a interacciones hidrofobas
adicionales, que podrian conducir a la mayor estabilidad
quimica, tal y como lo ha reportado (Terry et al., 2004).

Las nanoparticulas obtenidas por congelacion presentan un
comportamiento similar al descrito anteriormente en
precipitacion salina para las concentraciones de 1.5 mg/ml y
0.15 mg/ml, pero para mayores concentraciones (9 mg/ml)
hay un comportamiento diferente para aquellas formadas a -
15°C donde las particulas presentaron un tamafio aun mas
pequefio, esto puede darse porque al terminar el proceso de
congelacion la mayor parte de la proteina formo coagulos, los
cuales se descartaron luego de centrifugacion, quedando
menor cantidad de proteina en suspension y pudo inducir a
una menor aglomeracion de particulas, lo que se vio reflejado
en tamafios mas pequefios.

La formacion de particulas por este método se da gracias a
que en la solucion de fibroina los segmentos hidrofobos y los
segmentos hidrofilos se dispersan al azar, por lo tanto, las
moléculas de fibroina son faciles de agregar por estimulos
fisicos o quimicos, como vibracion, agitacion y adicion de
disolventes organicos. Teniendo en cuenta lo anterior, es bien
sabido que el etanol es miscible con agua en cualquier
proporcion, pero es un mal solvente para la fibroina, por esta
razon al agregar etanol a la solucion de fibroina, las cadenas
moleculares de fibroina pueden interactuar entre si, formando
eventualmente un gel fisicamente reticulado y cuando se
congela la solucion, las particulas en gel se comprimen hasta
formar un so6lido y se evita una mayor agregacion, por lo
tanto, el tamafio de las microesferas se atribuye a la cinética
de la cristalizacion de la fibroina, tal como lo reporta (Cao et
al., 2007).

La Figura 10 muestra las micrografias SEM de las
nanoparticulas de fibroina obtenidas por precipitacion salina
con relacion SF/KH2PO4 1:3, donde se puede observar que
estas poseen mayoritariamente geometria esférica como se ha
reportado previamente en otros estudios por Niu et al., 2020;
y también por Sun et al., 2019.

También la Figura 10A y 5D muestra que para ambas
concentraciones de fibroina se logran formar micro
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encapsulados de aproximadamente 4.5um con particulas
entre 650nm y 700nm respectivamente.

Por otro lado, la Figura 10B, 5C, S5E y 5F muestra
aglomeraciones conformadas por particulas de 200nm,
250nm, 800nm y 900nm respectivamente, donde se observa
que a concentraciones mas altas se obtienen particulas de
tamafios mas grandes; y en cuanto a las aglomeraciones
presentadas estas pueden ser causadas porque al secar las
particulas estas pierden la estabilidad dada por la propiedad
anfifilica de la fibroina en ambientes acuosos en concordancia
con lo reportado por Niu et al., 2020.

L
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Figura 10. Imagenes SEM de nanoparticulas de fibroina fabricadas
por el método de precipitacion salina con relacion SF/KH2PO4 1:3,
a diferentes concentraciones: 0.15 mg/ml (A, By C) y 1.5 mg/ml
(D,EyF).

Prueba de liberacion de medicamento

En la Figura 11 se puede apreciar la liberacion del 4cido folico
en el tiempo en la solucion buffer, se evidencia una rapida
liberacion en la primera hora, aumentando casi un 10% como
evidencia de la degradacion de la fibroina para seguir
aumentando de manera mas lenta, pero con buena eficacia
hasta finalizado el ensayo como lo reporta Misra et al., 2014,
logrando una liberacion de casi 17%, lo que evidencia que se
puede mantener una liberacion prolongada en el tiempo, esto
corrobora el potencial uso del biomaterial en la liberacion
prolongada de medicamentos para aplicaciones en el area de
la salud.
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Figura 11. Perfil de liberacion en PBS del acido folico embebido en
las nanoparticulas fabricadas por precipitacion salina.

Conclusiones

® La mayor concentracion de fibroina permite inducir a
mayor cantidad de aglomeraciones lo que se ve reflejado en
tamarios de particula mas grandes.

» El proceso de formacion de particulas por la técnica de
precipitacion salina mostrd ser un proceso efectivo para la
aplicacion deseada, una vez que las particulas obtenidas por
este método mostraron mayor estabilidad sin la formacion de
grumos al valor de pH evaluado.

« En cuanto al tamafio de particula, a pesar de obtener tamafios
aparentemente mas pequeflos para congelacion a
concentracion de 9 mg/ml, este proceso también induce a una
pérdida mas grande de material debido a la coagulacion de la
proteina.

 Las particulas obtenidas por precipitacion salina con una
relacion SF/KH2PO4 de 1:3 y concentracion de fibroina de
0.15 mg/ml, con tamanos inferiores a 200nm, son las ideales
para prolongar su duracion en circulacion sanguinea.

« La cinética de liberacion arrojada por la muestra evaluada
en la solucion buffer mostrd que las nanoparticulas fabricadas
pueden albergar en su superficie principios activos y
liberarlos paulatinamente evidenciando su potencial uso
como liberadores de farmacos.
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