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1 Resumen 
Los hidrogeles a base de celulosa son materiales innovadores que han sido parte de muchas 

aplicaciones biomédicas debido a su baja toxicidad, biocompatibilidad. En la búsqueda de un 

hidrogel que tenga características clave para poder retener células entre sus redes poliméricas, esta 

tesis introduce un nanomaterial biocompatible, los nanocristales de celulosa, que son 

funcionalizados con el fin de cambiar su química superficial por grupos -COOH que mejoraran las 

interacciones en los hidrogeles formando así un material más homogéneo. La funcionalización de 

los CNC se dio por medio de solventes eutécticos profundos formados de cloruro de colina y ácido 

oxálico. En este trabajo se reportan nanocristales de celulosa funcionalizados a cuatro diferentes 

tiempos, CNC-OSO3H, CNC-1h, CNC-2h y CNC-3h. Estos materiales fueron caracterizados por FTIR, 

valoración conductimétrica, pruebas de retención de agua y DMEM, microscopía confocal y SEM. 

Además, debido a sus propiedades biocompatibles y a su potencial aplicación biomédica, la 

citocompatibilidad de estos materiales fue estudiada en cultivo de células de colon HT-29 y 

fibroblastos 3T3-L1; sus niveles de toxicidad fueron medidos mediante ensayos de MTT, resazurina 

y microscopía confocal. Esto resultó en un hidrogel que exhibió propiedades químicas, físicas, 

mecánicas y biocompatibles que, en conjunto, proporcionaron un soporte físico para las células HT-

29 y los 3T3-L1. 
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3 Introducción 
3.1 Tejidos 

En el proceso de crecimiento de los organismos multicelulares complejos como las plantas y los 

animales, las células progenitoras experimentan cambios que las convierten en diferentes tipos de 

células, cada una con sus propias composiciones, estructuras y funciones características. Las células 

de un tipo dado suelen agruparse para formar un tejido y desempeñar cooperativamente una 

función común.1 Un tejido es la unidad básica de la estructura de los órganos, el cual está compuesto 

de un conjunto de células similares que se agrupan para llevar a cabo una función específica. 

Distintos tejidos pueden organizarse para formar un órgano. Cuando las células diferentes de los 

tejidos funcionan coordinadamente permite que el organismo realice muchas actividades 

esenciales. 

Los diferentes tejidos, a pesar de su forma y función se agrupan en cinco clases principales: epitelial, 

conectivo, muscular, nervioso y sangre.  

3.1.1 Tejido conectivo y no conectivo 

3.1.1.1 Tejido conectivo (no epitelial) 

El tejido conectivo se distingue de otros tejidos sólidos por su composición, ya que la mayor parte 

de su volumen está formado por matriz extracelular (MEC) en lugar de células. Aunque existen varios 

tipos de células presentes en los tejidos conectivos, la mayoría de sus componentes son producidos 

por fibroblastos. Los fibroblastos son células mesenquimales diversas que participan en el 

mantenimiento del tejido al producir una MEC compleja y crear nichos de señalización a través de 

señales biológicas y bioquímicas.2 

Estos componentes comúnmente suelen ser fibras proteicas insolubles, proteoglucanos, diversas 

proteínas multiadhesivas y hialuronano, un glicosaminoglicano no sulfatado de gran tamaño. La 

proteína más abundante en el tejido conectivo es el colágeno, esta molécula se suele asociar para 

formar polímeros fibrilares que proporcionan resistencia mecánica entre los tejidos conectivos.3 

3.1.1.2 Tejido no conectivo (epitelial) 

El tejido epitelial es aquél que cumple la función de revestir las superficies internas y externas de los 

órganos, este suele ser una capa similar a una lámina y se conoce como epitelio. Las células del tejido 
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epitelial se clasifican como células polarizadas debido a que sus membranas plasmáticas están 

estructuradas en al menos dos regiones separadas. Las diferentes superficies en una célula epitelial 

se denominan apical (parte superior), basal (parte inferior) y lateral (lados). La basal generalmente 

entra en contacto con la MEC subyacente. La lateral y basal, juntas se encuentran en el lado más 

cercano a los vasos sanguíneos. Y el lado apical es el que se encuentra en contacto con la sangre.1 

 

Figura 1.- Esquema representativo de las diferentes superficies de una célula epitelial polarizada y su interacción con el 
tejido conectivo. 

Estas láminas del tejido epitelial de varias capas pueden actuar como barreras que sean 

selectivamente permeables, regulables, además de generar comportamientos en el organismo que 

pueden ser químicos. La lámina de tejido epitelial de una sola capa actúa como medio para 

transportar iones y moléculas pequeñas de un lado de la capa a otro. Además, este epitelio puede 

presentar morfologías y funciones específicas al encontrarse en diversas partes del cuerpo. Los 

epitelios de varias capas. 

3.1.2 Matriz Extracelular (MEC) 

La Matriz Extracelular (MEC) es una matriz fibrosa típicamente compuesta de sustancias bioquímicas 

que son segregadas por las células que habitan el tejido u órgano. En consecuencia, la composición 

y topología de la MEC es única para cada tejido y varía dependiendo de las necesidades fisiológicas, 

esto hace que esta proporcione las condiciones para que todas las clases de células puedan 

sobrevivir y proliferar.4 Está compuesta de proteínas estructurales (laminina, colágeno, fibronectina), 

factores de crecimiento, polisacáridos y glicosaminoglicanos dispuestos en una estructura 

tridimensional.4 
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Figura 2.- Imagen representativa de la MEC y las proteínas que la componen. Tomado y editado de Biomaterials (2016), 
86, 68-82.4 

La MEC que brinda el entorno, que sirve como soporte físico esencial, desencadena señales 

bioquímicas y biomecánicas requeridas para que se genere la difusión de nutrientes, transferencia 

de desperdicios metabólicos y el transporte de gases, también permite que las células presenten 

morfogénesis, diferenciación y homeóstasis del tejido.5  

En la MEC de todos los tejidos, predominan tres tipos de moléculas: en primer lugar, los 

proteoglucanos altamente viscosos que amortiguan el contacto entre las células y unen moléculas 

extracelulares; las fibras de colágeno, que proporcionan fuerza mecánica y elasticidad a los tejidos 

y; las proteínas multiadhesivas, que se unen e interconectan los receptores de adhesión de la 

superficie celular y otros componentes en la MEC. 

Para los tejidos conectivo y no conectivo existen moléculas particulares para cada tejido. Los 

principales componentes para el tejido no conectivo son el colágeno tipo IV, lamininas, entactina y 

perlecano. 

In vitro, los avances en medicina, ingeniería y biología permiten mimetizar las condiciones físicas y 

químicas de un sistema vivo. El cultivo de células en 3D in vitro proporciona un modelo robusto para 

desarrollar terapias más efectivas contra el cáncer haciendo investigaciones en su progresión, 

nuevas estrategias para la detección de drogas y permite una mejor comprensión de cómo las células 

interactúan entre sí y con su entorno.  Los cultivos en 3D necesitan inducir respuestas morfológicas 

y fisiológicas correctas, expresión de genes, polaridad y morfología celular. 
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Para el cultivo celular, es imprescindible un material capaz de mimetizar las características físicas, 

químicas y mecánicas de la MEC que contenga una estructura tridimensional, gelatinosa y flexible, 

estas características brindarán el soporte necesario para generar el crecimiento, proliferación y 

comunicación entre las células.6 Además, es necesario evaluar su biocompatibilidad en términos de 

falta de toxicidad, adhesión celular, propiedades de proliferación y habilidades para diferenciarse en 

un nuevo tejido. 

Los hidrogeles son materiales altamente versátiles particularmente prometedores en los campos de 

biología y medicina. Debido a su capacidad de sintonización, los hidrogeles han demostrado su 

potencial en varias aplicaciones biomédicas, que incluyen andamios para tejidos7, lentes de 

contacto8, curación de heridas9,sistemas de liberación controlada de fármacos10 y dispositivos de 

diagnóstico11. 

3.1.3 Cultivo celular  
La célula es la unidad elemental de los seres vivos. En general, está constituida de una membrana 

fluida, organelos especializados y material genético. Las células se someten a diferenciación y son el 

origen de tejidos especializados y altamente organizados.12 

 

Figura 3.- Comportamiento celular cultivo celular 2D, donde no se representa la morfología fisiológica real vs 3D las 
células se cultivan en un ambiente similar a in vivo. Tomado y editado de Nanomaterials 2021,11481.13 

En el medio natural dentro de todos los tejidos y órganos, la mayoría de las células crecen en un 

entorno tridimensional (3D) donde están rodeadas por una matriz extracelular (MEC). La disposición 
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tridimensional de las células está regulada por las características estructurales de la MEC, que al 

brindar soporte, altera la respuesta celular al estrés mecánico, lo que conduce a la regulación de un 

destino morfológico celular a través de la mecanotransducción en respuesta a la tensión ejercida 

por las células.14  

3.2 Hidrogeles 

Los hidrogeles son redes de polímeros tridimensionales, flexibles, capaces de retener una gran 

cantidad de agua en su estado hinchado. Estos están hechos de materiales naturales o sintéticos, y 

pueden reticularse mediante enlaces covalentes, complejación iónica, enlaces de hidrógeno y 

mediante interacciones hidrófobas.15 16 Además, las propiedades que presentan los hidrogeles son 

de gran interés para aplicaciones biomédicas como las mecánicas, biocompatibilidad, degradación, 

porosidad, o hinchamiento.17  

 

Figura 4.- Aplicaciones de los hidrogeles. Tomado y editado de Carbohydrate Polymers 283 (2022) 119161.18 
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3.2.1 Características de un hidrogel para aplicaciones biomédicas 

La capacidad de los hidrogeles para modificarse y replicar las condiciones físicas y bioquímicas 

encontradas en el sistema biológico implica la necesidad de cumplir con ciertos requisitos 

específicos en términos de propiedades mecánicas, estabilidad en el pH, fuerza iónica y 

temperatura. Otro aspecto importante en los hidrogeles es el tamaño de la red del hidrogel, 

controlar los poros permite diseñar la difusión de moléculas en la matriz. Cuando el tamaño de la 

red es menor que el diámetro de las biomoléculas, el hidrogel actúa como un filtro que impide la 

difusión de las biomoléculas y viceversa.19 Es crucial que la estructura de la red del hidrogel sea lo 

suficientemente flexible y resistente, principalmente cuando se requiere mantener partículas como 

células, proteínas o nanopartículas en su interior.20 

En términos de cultivo celular tridimensional, los parámetros importantes de los hidrogeles incluyen 

resistencia mecánica, elasticidad, porosidad, facilidad de funcionalización, biodegradabilidad y 

compatibilidad celular. La síntesis de los hidrogeles normalmente incluye un último paso de lavado 

para remover los reactivos que potencialmente pueden dañar células o tejidos. Si es requerido, la 

esterilización por radiación de UV puede ser utilizada para minimizar la aparición de 

contaminaciones por microorganismos como bacterias u hongos.21 

Existen factores cruciales que representan barreras significativas en cuanto al uso extensivo de los 

hidrogeles en el campo biomédico. La mayoría de los polímeros utilizados suelen derivarse de un 

origen sintético, no biodegradable o reciclable, lo que representa grandes desafíos en cuanto a su 

sustentabilidad ambiental.22 

3.2.2 Desventajas de los hidrogeles actuales 

Durante décadas se han estudiado hidrogeles de diferentes materiales para diversas aplicaciones 

biomédicas, algunos de ellos han desencadenado en propiedades o características no deseadas al 

hacer un cultivo celular. 

Existen hidrogeles basados en alginatos, ácido hialurónico y polietilenglicol que en su forma no 

modificada suelen ser rígidos (en el orden de 10 s de kPa), presentan un tamaño de poro pequeño 

en el orden de nanómetros, no soportan una adhesión celular fuerte (basada en integrinas) y no 

pueden ser degradados por proteinasas secretadas por células. Como resultado, las células 

embebidas en estos hidrogeles pueden sobrevivir por semanas, mantenerse esféricas, migrar mal y 

proliferar lentamente.23 
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Varias investigaciones han reportado que Matrigel ofrece un entorno mecánico y químico óptimo 

para el cultivo de células in vitro, debido a que es capaz de mimetizar las propiedades encontradas 

in vivo en la MEC. Matrigel es un hidrogel comercial derivado de células de sarcoma de ratón 

Engelbreth-Holm-Swarm (EHS). Lamentablemente, debido a su origen biológico, Matrigel podría 

llevar patógenos y antígenos no identificables, además presenta variaciones lote a lote que afectan 

la reproducibilidad de estudios comparativos con el crecimiento de las células. 24 25 

Un material de hidrogel natural prometedor para cultivo celular son aquellos hechos con 

nanocristales de celulosa (CNC), estos también son utilizados como materiales biomédicos para 

aplicaciones en ingeniería de tejidos. El interés en estas aplicaciones se debe a las estructuras ligeras 

y resistentes que se pueden producir de forma eficaz. Los hidrogeles de nanocelulosa se han 

destacado como un material altamente versátil, sustentable, no tóxico y renovable para múltiples 

aplicaciones biomédicas, entre ellas el cultivo celular. 

3.3 Celulosa 

La celulosa es el polisacárido más común en la naturaleza y se encuentra en mayor cantidad en 

plantas, donde actúa como componente principal, aunque también se puede encontrar en bacterias 

y algas. La nanocelulosa puede ser extraída de madera o plantas por tratamiento mecánico, 

enzimático o químico para primero remover los residuos de lignina y hemicelulosa y después para 

deconstruir la estructura celulósica jerárquica.26 

 

Figura 5.- Estructura química de la celulosa. 

Este polímero lineal está compuesto de moléculas D-glucopiranosa y presenta enlaces covalentes β-

1,4-glucosídicos, donde el carbono C1 de una molécula está unido al carbón C4 de la unidad 

adyacente. En cada unidad de glucopiranosa, existen dos grupos hidroxilos secundarios en C2 y C3, 
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así como un grupo hidroxilo primario en C6, además de un átomo de oxígeno en el grupo éter. Estos 

enlaces controlan su habilidad para enlazarse con hidrógenos, su organización en estructuras 

jerárquicas que pueden afectar su solubilidad en agua, y las propiedades mecánicas de las 

estructuras formadas. La celulosa es insoluble en agua y forma suspensiones coloidales.27 La unidad 

repetitiva de la celulosa se denomina celubiosa.28 

Las interacciones hidrofóbicas predominan en la estructura cristalina celulósica, lo que influye en su 

solubilidad debido a la naturaleza anfifílica del polímero. Esta asociación desempeña un rol 

fundamental en la solubilidad de la celulosa, lo que la hace insoluble en agua y que tienda a formar 

suspensiones coloidales.27 

En las últimas décadas la celulosa ha experimentado un aumento significativo en su utilización, 

debido a su abundancia y versatilidad en la creación de una amplia gama de nanomateriales. Los 

nanomateriales de celulosa (CNM) varían en tamaño, proporción, forma y composición química 

superficial. Se pueden obtener varios tipos de CNM a partir de la celulosa utilizando diferentes 

métodos, estos pueden ser nanofibras de celulosa (CNF), celulosa bacteriana (BNC) y los 

nanocristales de celulosa (CNC). 

3.3.1 Nanocristales de celulosa (CNC) 

Los nanocristales de celulosa (CNC) son partículas en forma de aguja, generalmente con dimensiones 

que oscilan entre los 2-50 nm de ancho y 100-200 nm de largo, que han atraído atención significativa 

en muchas investigaciones. Están compuestos por fragmentos de cadenas de celulosa y exhiben una 

estructura altamente cristalina. Es posible obtener varios tipos de CNC con variaciones en estructura, 

morfología, propiedades fisicoquímicas y aplicaciones y esto depende de factores como el origen y 

madurez de la celulosa, las condiciones de reacción y los métodos de procesamiento utilizados.29 

Los CNC son un tipo de material único que deriva de las fibras naturales de la celulosa. Estos tienen 

excelentes propiedades como alta relación de aspecto, baja toxicidad, un excelente rendimiento 

mecánico y buena biocompatibilidad. Es bien sabido que su alta fuerza mecánica es atribuida a su 

alta estructura cristalina y a la existencia de enlaces de hidrógeno intra e intermoleculares. Además, 

su gran área superficial y su abundancia en grupos hidroxilo proporciona la posibilidad de 

modificaciones químicas. 30 
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Figura 6.- Micrografía TEM de los CNC marca CelluForce NCC. Tomado de ACSSustainable Chem. Eng. 2021, 9, 45.31 

3.3.2 Obtención de los CNC 

Los CNC se obtienen por hidrólisis con ácido fuerte de la pulpa de celulosa, disolviendo las partes 

amorfas de las fibras mientras sus dominios cristalinos se mantienen intactos. Los ácidos 

comúnmente usados para la síntesis de los CNC son ácido sulfúrico, ácido clorhídrico, ácido 

fosfórico.32 Dependiendo del tipo de fuente de celulosa y del proceso del tratamiento va a variar el 

tamaño de los CNC.  

El primer paso en la obtención de los CNC es la eliminación completa o parcial de materiales no 

celulósicos de la materia prima para producir fibras de celulosa individuales a partir de un 

compuesto ácido en una concentración conocida (hidrólisis ácida). Las moléculas de ácido penetran 

en las fibras de celulosa y luego se rompen las regiones amorfas para formar los CNC. Además, se ha 

informado que sales inorgánicas y sales de metales de transición, actúan como catalizadores en la 

hidrólisis ácida.33 34 

La hidrólisis enzimática es un método alternativo que es económico y ambientalmente viable. Se 

utilizan celulasas que actúan como catalizadores, la endoglucanasa se ataca, hidroliza y degrada las 

regiones amorfas de una mezcla, mientras que la exoglucanasa reacciona con la cadena celulósica 

desde los extremos reductores o no reductores.35 Estas enzimas trabajan en sinergia en la hidrólisis 

de la celulosa. 



17 
 

 

Figura 7.- Esquema de la estructura de la madera desde un árbol a la molécula de la celulosa y aplicaciones biomédicas 
mayores. Tomado y editado de Cellulose (2021) 28:1893–1931.36 

Se han empleado métodos mecánicos como la microfluidización, la ultrasonificación y la 

homogeneización a alta presión o la molienda con bolas, en combinación con otros métodos, para 

la producción de CNC. Además, numerosos estudios han demostrado recientemente que los 

solventes eutécticos profundos (DES) pueden utilizarse como medios de reacción eficientes y 

alternativos para la hidrólisis controlada y selectiva de la celulosa para aislar CNCs.37 

Independientemente de su fuente, todos los tipos de nanocelulosa pueden formar hidrogeles. 

3.3.3 Hidrogeles de CNC para aplicaciones biológicas 

Los hidrogeles de celulosa son materiales suaves con alto contenido de agua (de 95 a 99.9% en peso), 

presentan una red con poros de diferentes diámetros y rigidez que, exhiben excelentes propiedades 

mecánicas.38 Además, difieren de muchos hidrogeles ya que su polímero constitutivo es insoluble en 

agua. Esto significa que los CNC forman una suspensión coloidal en agua mientras otros geles forman 

una solución.39 Esta suspensión provoca que se generen interacciones entre los CNC que ayudan a 

mantener la estructura de hidrogel. Las fuerzas de interacción física incluyen la electrostática, 

enlaces de hidrógeno, enredo de cadenas, Van der Waals, e interacciones hidrofóbicas y iónicas. 

Estas interacciones reversibles se alteran fácilmente cuando la fuerza interactuante entre las fibras 

se desintegra.  
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Figura 8.- a) Dispersión de CNC al 1% en agua, c) Hidrogel de CNC al 15% en agua. Tomada y modificada de Chem. Soc. 
Rev., 2018, 47, 2609—2679.40 

Los hidrogeles a base de CNC ya han sido clasificados como no citotóxicos, no carcinógenos, son 

biodegradables y biocompatibles y presentan propiedades térmicas y mecánicas deseadas, lo que 

los hace una opción competitiva para múltiples aplicaciones biomédicas. Además, los CNC muestran 

una buena habilidad de hinchamiento macroscópico debido al efecto osmótico también conocido 

como entropía del contraión. 16 Esto significa que las cadenas de polímero cargado en un medio 

acuoso deben estar rodeadas de contraiones para alcanzar la neutralidad electrostática.41  

Esta capacidad de absorber agua permite el control del tamaño de poro y su distribución dentro de 

la estructura local del gel; esto también afecta las propiedades mecánicas del gel como flexibilidad 

y rigidez. Al igual que otros hidrogeles, es posible ajustar este entorno acuoso a cierto pH o fuerza 

iónica específica mientras se mantiene la estructura de red y la estabilidad coloidal.42 Además, se 

pueden añadir aditivos como azúcares, sales o aminoácidos para lograr un equilibrio osmótico y 

regular el flujo de agua en el medio.43 

Los CNC con superficies modificadas se utilizan como agentes antibacterianos y antivirales, 

andamios para ingeniería de tejidos, biomarcadores o sensores, vectores génicos, vehículos de 

administración de medicamentos y andamios para biocatalizadores.  

Cuando se trata de cultivo celular, la mayoría de las células en nuestro organismo requieren un punto 

de anclaje, lo que implica que necesitan adherirse a un sustrato para mantenerse con vida. Sin 

embargo, en el caso de los hidrogeles diseñados para la encapsulación de células, suelen carecer de 

las interacciones de unión necesarias. Por lo tanto, es fundamental incorporar compuestos que 

promuevan la adhesión celular en estos hidrogeles para permitir la unión celular y, al mismo tiempo, 

mantener la viabilidad celular.5  
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Los hidrogeles de CNC presentan una alta relación de aspecto y área superficial, lo que los convierte 

en candidatos ideales a ser químicamente modificados con grupos funcionales o incorporando 

biomoléculas.16 La funcionalización de los CNC proporciona mejoras en las propiedades físicas o 

químicas y un mejor control de interacciones biológicas, adaptando los hidrogeles a aplicaciones 

específicas. 

3.3.4 Técnicas de modificación superficial para los CNC para aplicaciones biomédicas. 

Escoger la técnica más apropiada para procesar el hidrogel de CNC dependerá de la aplicación final 

deseada y sus requerimientos. Una de las reacciones más comunes es la esterificación de la celulosa, 

ya que esta es base para otros tipos de modificación superficial.44 Después de la hidrólisis de las 

materias primas, los CNC resultantes tienen diferentes grupos funcionales en su superficie 

dependiendo del agente de hidrólisis. La mayoría de estos grupos se pueden utilizar para anclar otras 

moléculas en los CNC a través de diversas reacciones. Algunos de los métodos más importantes de 

modificación superficial son: 

• Oxidación: Se utiliza el reactivo 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-il-oxidanilo (TEMPO) 

para oxidar CNC carboxilados. 

• Amidación: Se utiliza el reactivo 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodimida (EDCI) 

el cual se aplica siempre durante la conjugación de proteínas en la superficie de los 

CNC carboxilados. 

• Esterificación: Se pueden utiizar piridina, microondas, TEMPO o anhidros ácidos 

para esterificar los CNC sulfatados, oxidados o fosforilados. 

• Carbamación: Los isocianatos pueden reaccionar con los grupos hidroxilo en la 

superficie de los CNC. Estas reacciones suelen utilizarse para la modificación de la 

superficie de los CNC con moléculas fluorescentes u otros grupos funcionales. 

Sin embargo, las técnicas utilizadas para crear estos grupos funcionales deseados utilizan disolventes 

o productos químicos que suelen ser tóxicos y no biodegradables. 

3.4 Solventes Eutécticos Profundos (DES) 

Los disolventes eutécticos profundos o DES por sus siglas en inglés (Deep Eutectic Solvent) son 

sustancias químicas novedosas y prometedoras que pueden funcionar como disolventes, reactivos 

y catalizadores en muchas aplicaciones.45 
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 Los DES son mezclas binarias de sales cuaternarias de amonio (aceptores de enlaces de H) con un 

donador de enlaces de H, cuya composición corresponde a un punto eutéctico.46 Estos componentes 

forman una mezcla eutéctica,  lo que lleva a una significativa disminución del punto de congelación, 

con un punto de fusión más bajo que los componentes individuales y se obtiene una temperatura 

de transición vítrea.47 

Existen cuatro clasificaciones de DES los cuales están basados en la fórmula general descrita por 

Abbott et al.48 En la Figura 9 se observa un diagrama de estas clasificaciones. La diversidad de 

combinaciones posibles de los materiales iniciales proporciona una herramienta poderosa para 

controlar las propiedades físicas de los DES. 

 

Cat+X-zY 

Donde: “Cat+” es normalmente un amonio, sulfonio o fosfonio; “X”- es una base de Lewis; “Y” 

representa un ácido de Lewis o ácido de Brønsted y; “z” es el número de moléculas “Y” que 

interactúan con el anión correspondiente.49 

 

Figura 9.- Cuatro tipos de DES basados en la fórmula general. 

Los DES tipo III son los más estudiados en la literatura. Desde el primer informe de un DES reportado 

por Abbott et al.,50 en el cual se utilizó una proporción molar 1:2 de coluro de colina (ChCl) y urea 

respectivamente, se han investigado nuevas combinaciones de donadores de enlace de hidrógeno y 
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aceptores de enlace de hidrógeno. Uno de los aceptores de enlaces hidrógeno más comunes es el 

ChCl, posiblemente por su disponibilidad, el cual se suele combinar con diferentes tipos de 

donadores de enlaces hidrógeno muy diversos.51 El ChCl ha despertado un gran interés en los DES 

debido a su bajo costo, baja toxicidad52, biodegradabilidad y biocompatibilidad53 de la sal.  

Los DES poseen una gran cantidad de características que los convierten en sustancias novedosas, 

entre estas se pueden encontrar: compatibilidad con el agua, baja presión de vapor, no 

inflamabilidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad son características clave que hacen que los 

DES ofrezcan ambientes únicos.47 54 Además, los DES han ganado interés porque permiten que 

ocurran reacciones químicas que no habían sido encontradas en otros solventes, como en 

temperaturas y presiones extremas al tiempo que exhiben capacidades de solvatación inusuales y 

conductividad iónica.46 

3.4.1 Aplicaciones de los DES en celulosa 

Los DES a base de ChCl son sustancias novedosas que pueden ser aplicadas en múltiples áreas donde 

se destacan por sus aspectos medioambientales, económicos y tecnológicos. El interés en los DES 

para utilizarse como un solvente compatible con la celulosa se ha incrementado en los años 

recientes, aunque este sistema de solvente no disuelve la celulosa, se ha investigado para varias 

aplicaciones con resultados prometedores. Abbott et al., 2006 Desarrollaron una cationización 

exitosa del algodón utilizando DES de ChCl y urea; esta ocurrió cuando el ChCl reaccionó con los 

grupos OH disponibles de la celulosa.55 Sirviö et al., 2015 promovieron la nanofibrilación de la pulpa 

blanqueada mediante un DES de ChCl y urea, también reportaron que algunas hemicelulosas pueden 

ser disueltas en el tratamiento y que los grupos OH pueden convertirse en carbamatos.45  

Estudios recientes demuestran que los DES basados en ChCl (ChCl/ácido oxálico, ChCl/urea) pueden 

ser usados para la modificación superficial de los nanocristales de celulosa y valorización de 

compuestos de celulosa obteniendo así ácidos carboxílicos y ésteres en la superficie de los 

materiales, estos grupos ayudan a la estabilización de los hidrogeles correspondientes.56 57 

3.4.2 Funcionalización de celulosa en DES 

Los DES se han propuesto como una alternativa ecológica para la síntesis y disolución de 

nanomateriales de celulosa, incluyendo la funcionalización o incorporación de grupos carboxílicos 

aniónicos en la superficie de la celulosa. A pesar de esto, solo muy pocas investigaciones han 

reportado la funcionalización de la celulosa con algún DES.  
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Lim et al., 2021 describieron que el uso de DES de ChCl y ácido oxálico resultó en una CNC cargada 

con grupos COOH después de un tratamiento de hidrólisis ácida en la pulpa de celulosa.58 

 

Figura 10.- Representación esquemática de los CNC derivados de las reacciones con (a) el DES de ChCl-ácido oxálico (OA) y 
(b) CNC derivada del proceso de hidrólisis. Tomado de Cellulose 2021, 28 (10), 6183–6199.58 

Sirviö et al., 2015 lograron cuantificar los mmol/Kg de grupos COOH en diferentes muestras de CNC 

tratados con DES de ChCl y ácido oxálico dihidratado y otro DES de ChCl y ácido oxálico anhidro, en 

diferentes relaciones molares y distintos tiempos de reacción.56 

Por otra parte, Cao et al., 2022 estudió la carboxilación de la celulosa en un DES de ChCl y diferentes 

donadores de enlaces hidrógeno como ácido cítrico, málico, malónico, cítrico, oxálico y succínico.59 

Haciendo una comparación con uno de los métodos más utilizados para esterificar la superficie de 

la celulosa, como es el uso del TEMPO, el uso de DES sobresale en este proceso de funcionalización 

debido a la biodegradabilidad, baja toxicidad, facilidad de degradación y bajo costo. Aunque se han 

investigado varias aplicaciones prometedoras y se han llevado a cabo investigaciones en esta 

dirección, aún prevalece un conocimiento limitado en cuanto a las interacciones entre las fibras de 

celulosa y los DES. 
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4 Hipótesis 

La funcionalización superficial de los nanocristales de celulosa con grupos carboxilos mediante un 

DES formado por ácido oxálico y cloruro de colina permitirá la formación de hidrogeles con 

propiedades fisicoquímicas y mecánicas básicas que puedan servir como estructuras de soporte 

tridimensionales para el cultivo de células en 3D. 

5 Objetivos 

5.1 Objetivo general 

Desarrollo de un gel en medio acuoso basado en nanocristales de celulosa (CNC) funcionalizada 

empleando sistemas eutécticos profundos (DES) que sirva como andamio para promover el cultivo 

tridimensional de células de tejido conectivo y no conectivo. 

5.2 Objetivos específicos 

• Estudiar la funcionalización de los CNC en DES compuesto de ácido oxálico dihidratado / 

cloruro de colina (OxAcDi/ChCl) en una relación equimolar (1:1). 

• Caracterización de los CNC por FTIR, valoración conductimétrica, AFM, pruebas de retención 

de agua, XRD y reología. 

• Estudio de la formación de geles con los CNC en medios de cultivo. 

• Exploración comparativa en cultivos de células de tejido conectivo como fibroblastos (3T3-

L1) y de tejido no conectivo células de colon (HT-29).  
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6 Métodos 

6.1 Funcionalización de la CNC 

Reactivos: Cloruro de Colina (ChCl, Sigma Aldrich, C7527, BioReagent, suitable for cell culture, 

suitable for insect cell culture, ≥98%), Ácido Oxálico Dihidratado (OxAcDi, Sigma Aldrich, 247537, 

ACS reagent, ≥99%), Nanocristales de Celulosa (CNC, CelluForce NCC®), Alcohol Etílico (Etanol, 96°), 

Agua desionizada. 

6.1.1 Preparación del DES de Ácido Oxálico Dihidratado y Cloruro de Colina (OxAcDi/ChCl) 

Procedimiento: Para preparar el DES se secó el ChCl en un frasco de 500 mL, el cual se colocó en un 

horno de convección a una temperatura de 90 °C durante 24 horas. Luego, se mezcló el ChCl con 

OxAcDi utilizando una relación molar 1:1, y se agregó un agitador magnético recubierto con teflón. 

El frasco se tapó herméticamente y se colocó en un baño de aceite, manteniendo una temperatura 

constante de 60°C. La agitación se mantuvo constante a 500 rpm hasta obtener un líquido 

homogéneo, viscoso y transparente, este proceso aseguró la formación del DES como se puede 

observar en la Figura 11. 

 

Figura 11.- Método seguido para la preparación del DES y estructuras químicas del ácido oxálico dihidratado y cloruro de 
colina. 

6.1.2 Funcionalización de la CNC con DES 

Procedimiento: Los CNC se colocaron en un frasco de vidrio junto con el DES OxAcDi/ChCl a 60°C en 

una relación al 1% en peso de CNC respecto al DES. Se llevó el frasco a agitación (vórtex) por 30 s 

hasta obtener una mezcla homogénea. Luego, el frasco se cerró herméticamente y se sumergió en 
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un baño de aceite a 60°C, con una agitación constante a 500 rpm. Este proceso se llevó a cabo 

durante un tiempo específico para cada muestra (CNC-1h, CNC-2h, CNC-3h). Para recuperar las 

muestras, se retiraron 4 mL de la solución bien agitada y se transfirieron a un Tubo Falcon de 15 mL 

donde se añadieron 10 mL de etanol para detener la reacción de esterificación (Figura 12). La mezcla 

se agitó nuevamente durante 30 s en un vórtex. Cada tubo Falcon se colocó en una centrífuga 

Centurion Scientific (1.K241) y se centrifugó por 5 min a 6,000 rpm (usando el rotor BRK 5324). Por 

último, se lavó cada muestra con etanol hasta que la conductividad del sobrenadante fue 

aproximadamente 54 µS/cm que es la conductividad del etanol puro. Para los lavados se retiró el 

sobrenadante (en el cual se midió la conductividad), se agregaron 10 mL de etanol, se llevó el tubo 

Falcon al vórtex por 1.5 min y de nuevo se colocó en la centrífuga por 5 min a 6,000 rpm hasta que 

los CNC precipitaron formando una pastilla. Este paso se repitió 8 veces hasta que no se presentaron 

indicios de presencia de DES en la muestra.  

 

Figura 12.- Esterificación de la celulosa. 

 

 

Figura 13.- Proceso de liofilización de la CNC después del tratamiento de funcionalización con DES. 
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6.2 Caracterización de los CNC 

CNC liofilizados: Con el fin de caracterizar los CNC se retiró completamente el líquido sobrenadante 

después del octavo lavado. Luego, los CNC se dispersaron en 5 mL de agua y se sometieron a 

agitación en un vórtex durante 1 min. A continuación, se procedió a congelar la muestra durante al 

menos 6 horas a -20°C, para finalmente liofilizar la muestra por 24 h para poder obtener un material 

seco (aerogel). 

6.2.1 Análisis por Espectroscopía Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) 

Se llevó a cabo un análisis mediante FTIR con el propósito de identificar los enlaces químicos y grupos 

funcionales presentes en los CNC en función del tiempo de exposición al DES. Para esto se recurrió 

a la técnica de Reflectancia Total Atenuada (ATR). 

En la Espectroscopía Infrarroja por Transformada de Fourier, la luz infrarroja interactúa con una 

muestra, y el equipo se encarga de medir la cantidad de luz absorbida, reflejada o transmitida 

después de dicha interacción. Cada espectro infrarrojo típico corresponde a un material con señales 

de absorción o reflejancia que representan las frecuencias de vibración entre los enlaces químicos 

que componen dicho material. Dado que cada material es una composición única de grupos 

funcionales, la FTIR proporciona una identificación química distintiva de las muestras.60 Además, se 

puede utilizar para obtener información sobre una amplia gama de materiales, entre ellos los 

nanomateriales como los CNC. El espectro FTIR final muestra la absorbancia de la luz IR en función 

del número de onda.  

Reactivos: Ácido clorhídrico (HCl) (Analytyka, No. CAS 7647-01-0, 37%). 

Procedimiento: Se pesaron 50 mg de cada muestra de los CNC liofilizados en tubos Eppendorf y a 

cada una se agregaron 250 µL de HCl 0.1 N para asegurar la protonación de los ácidos carboxílicos 

en el caso de los CNC-COOH y el ácido sulfónico en los CNC-OSO3H (sulfatada comercial), 

posteriormente se dejaron secar a temperatura ambiente (25°C) por 24 h. La caracterización química 

de los CNC sin tratamiento (CNC-OSO3H) y de los CNC tratados con DES a diferentes tiempos (1, 2 y 

3 horas), se efectuó en un espectrofotómetro (Spectrum Two Perkin Elmer). Los espectros 

correspondientes a CNC-OSO3H, CNC-1h, CNC-2h y CNC-3h fueron registrados a temperatura 

ambiente en un rango de 4000 a 400 cm-1 y a una resolución espectral de 4 cm-1 utilizando el modo 

ATR. 
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6.2.2 Valoración conductimétrica 

La densidad de carga en la superficie de los CNC proporciona la repulsión electrostática necesaria 

para mantener su estabilidad coloidal en suspensiones acuosas. Además, las propiedades físicas y 

químicas del material se pueden ver influenciadas por esta carga superficial. Para cuantificar de 

manera precisa tanto los ácidos fuertes (CNC-OSO3H) como los ácidos débiles (CNC-COOH) 

presentes en la superficie de la CNC funcionalizada y comercial se deben seguir protocolos distintos. 

En este sentido, se llevó a cabo el ensayo de valoración conductimétrica descrito por Foster et al. en 

Chem. Soc. Rev. 2018, 47 (8), 2609-2679.40 

Reactivos: Agua desionizada, Cloruro de sodio (NaCl, Sigma Aldrich, 793566, Anhydrous, free-

flowing, Redi-Dri ≥99%), Hidróxido de sodio (NaOH, Analytyka, No. CAS 1310-73-2, lenteja, P.M. 

40.00), HCl (Analytyka, No. CAS 7647-01-0, 37%). 

a) Procedimiento para ácidos fuertes: Se agregaron 0.1 g de CNC-OSO3H a valorar en un vial 

de 12 mL y se añadieron 10 mL de agua desionizada para tener una muestra al 1%. 

Posteriormente se agitó la mezcla en un vórtex por 1 min luego se sonicó por 5 min y se 

repitió este paso 3 veces. La solución anterior se diluyó en 197 mL de agua desionizada, se 

dejó en agitación a 500 rpm por 5 min hasta que toda la mezcla quedó homogénea. 

Utilizando el conductímetro HANNA Instruments (HI763 100), previamente calibrado, se 

anotó la medida de conductividad. Se agregaron 2 ml de NaCl (100 mM) para incrementar 

la conductividad de la solución a un rango apreciable y se anotó la conductividad 1 min 

después. En agitación constante se añadieron 100 µL de NaOH (10 mM). Para este paso el 

pH debería estar cerca de 5 dependiendo de la concentración de CNC y la densidad de carga. 

Para cada adición de NaOH se debe permitir que la conductividad estabilice por 45 s antes 

de anotar el valor. Al llegar al punto equivalente, el exceso de NaOH debe ser añadido para 

obtener suficientes datos registrados para una regresión lineal estadísticamente 

significativa, aproximadamente el mismo número de puntos existentes antes del punto de 

equivalencia. Las mediciones se realizaron por triplicado. 

b) Procedimiento para ácidos débiles: Se diluyeron 10 mL de CNC-COOH al 1% en 197 mL de 

agua desionizada, se dejó en agitación a 500 rpm por 5 min hasta homogeneizar la mezcla. 

Utilizando el conductímetro, previamente calibrado, se anotó la medida de conductividad 

cuando esta se estabilizó. Se agregaron 2 mL de NaCl (100 mM) para incrementar la 

conductividad a un rango apreciable y se anotó la conductividad 1 min después. Se agregó 
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1 mL de HCl (100mM) para compensar la carga iónica y nuevamente se anotó el valor de 

conductividad después de estabilizar la reacción por 1 min. En agitación constante se 

añadieron 100 µL de NaOH (10 mM). Para cada adición de NaOH se debe permitir que la 

conductividad se estabilice por 45 s antes de anotar el valor. Al llegar al punto equivalente, 

se debe añadir un exceso de NaOH. 

Dado que la conductividad está directamente relacionada con la cantidad de electrolitos en solución 

es fundamental que la conductividad medida sea ajustada según el volumen de NaOH añadido a 

cada punto. Este ajuste se realiza utilizando la siguiente ecuación: 

 

Conductividadc=(Conductividadm)(
Vi+V0

Vi
) ( 1 ) 

 

En ambos tipos de ensayos, la cuantificación de los grupos CNC-OSO3H y CNC-COOH se determinó 

mediante la siguiente fórmula: 

−OSO3H / -COOH=(
volNaOH × [NaOH]

mCNC
) 

( 2 ) 

Cálculo de la carga molar equivalente: 

CNC-OSO3H: Se calcula mediante el volumen de NaOH añadido a una concentración molar conocida, 

el cuál es determinado como la intersección de las dos regresiones (punto de neutralización) que 

corresponde a la cantidad de ácidos fuertes -OSO3H presentes en la superficie de la CNC. (Figura 

14a). 

CNC-COOH: Se calcula mediante dos puntos de equivalencia (PE); el primero es la zona en que el 

NaOH ha titulado todos los ácidos fuertes y el segundo es donde el NaOH ha titulado todos los ácidos 

débiles. El contenido de ácidos carboxílicos corresponde a la diferencia de volumen de NaOH 

añadido entre ambos puntos de equivalencia. (Figura 14b) 
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Figura 14.- a) Curva de valoración conductimétrica característica para ácidos fuertes. b) Curva de calibración típica para 

ácidos débiles con presencia de ácidos fuertes titulados con NaOH. 

6.2.3 Análisis por Microscopía de Fuerza Atómica (AFM) 

La AFM es una técnica que implica un proceso en el que un escáner piezoeléctrico barre la superficie 

de una muestra. Durante este proceso, la interacción punta/superficie se detecta por un fotodiodo, 

que determina con gran precisión las variaciones en la inclinación o amplitud de la oscilación de la 

punta. Esta capacidad de detección permite alcanzar una resolución a nivel atómico.61 

Con el propósito de comprobar las dimensiones de partícula o aglomeraciones presentes en los CNC 

como resultado del proceso de funcionalización, se llevó a cabo un análisis a través de la técnica de 

AFM. Esta metodología se considera uno de los enfoques más efectivos para obtener esa 

información.62 

1° PE 2° PE

Neutralización

a)

b)
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Procedimiento: Las muestras de CNC-OSO3H y CNC-3h se dispersaron en agua desionizada y 

posteriormente se depositaron en un sustrato de silicio y se dejaron secar a temperatura ambiente 

para obtener una dispersión uniforme. Se utilizó un Microscopio de Fuerza Atómica marca Bruker 

(Dimension Edge) para examinar la morfología superficial de los CNC antes y después de la 

incorporación de los grupos -COOH en su superficie. Las imágenes fueron obtenidas en modo 

contacto con una sonda Bruker SL10. 

6.2.4 Análisis por Difracción de rayos X (XRD) 

Se realizó un estudio de XRD para poder verificar el índice de cristalinidad en la muestra de CNC 

funcionalizada y hacer una comparación con la CNC sulfatada comercial. 

Procedimiento: Se utilizaron las muestras de CNC-OSO3H y CNC-3h secas las cuales se colocaron en 

los porta muestras del equipo de Difracción de Rayos X Rigaku Ultima IV, la técnica se realizó 

mediante un análisis de polvos en un arreglo Bragg-Brentano. 

Además, se calculó el índice de cristalinidad (CI) a partir de la intensidad del pico del plano cristalino 

principal (002) de la intensidad Imax a 22.4° y la intensidad Iam del pico a 18° asociado a la fracción 

amorfa de la celulosa, según la siguiente ecuación:63 

CI =  
Imax-Iam

Imax
×100 

( 3 ) 

 

6.3 Hidrogeles de CNC 

CNC húmedos: Para obtener una muestra que fuera capaz de hincharse después de la 

funcionalización, los CNC se suspendieron en etanol y se almacenaron a una temperatura de 4°C. 

6.3.1 Pruebas de retención con agua 

La ventaja clave de utilizar nanomateriales en diversas aplicaciones radica en su alta área superficial, 

como lo expresa la famosa frase “there’s plenty of room at the bottom”. Por lo tanto, resulta 

fundamental identificar las estrategias más efectivas para lograr la máxima dispersión en el medio 

de interés. Previo a la investigación de la potencial bioaplicación de los hidrogeles, se llevaron a cabo 

estudios para analizar cómo se hinchan los hidrogeles en agua en distintas concentraciones y bajo 

diferentes procesos de secado de los CNC una vez funcionalizados. 
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Procedimiento: (1) Se pesaron 100 mg de las muestras de CNC (CNC-OSO3H y CNC-3h liofilizada) a 

las cuales se le agregó agua destilada a una concentración conocida para evaluar su capacidad de 

retención de agua. (2) En otro experimento, se hizo una dilución de CNC-OSO3H y CNC-3h liofilizada 

al 1% en peso de CNC para observar su comportamiento de dispersión. (3) Finalmente, se prepararon 

diversas concentraciones utilizando los CNC húmedos (1%, 2%, 3%, 4%, y 5% en peso de CNC) de 

ambas muestras, CNC-OSO3H y CNC-3h, en agua destilada, utilizando agitación vigorosa (vórtex) 

para asegurar una mezcla homogénea. Esto con el propósito de determinar la concentración mínima 

requerida para la formación de un gel con alta viscosidad verificada visualmente como resistencia al 

flujo.  

6.3.2 Pruebas de retención con medio de cultivo (DMEM) 

Una vez identificada la estrategia para alcanzar la óptima dispersión de los CNC para la formación de 

un gel viscoso que no fluye (hidrogel de CNC), se llevaron a cabo ensayos utilizando el medio de 

cultivo conocido como “Dulbecco’s Modified Eagle Medium” (DMEM). El DMEM es una solución de 

cultivo que consiste en una combinación de sales y aminoácidos que, cuando se complementan con 

suero fetal bovino (SFB), proporcionan un entorno favorable para el crecimiento de diversas células 

de mamífero.  

Reactivos: Tampón de fosfato salino (PBS; 1X, estéril con un pH de 7.4), blanco de calcoflúor (1%), 

agua Mili Q, Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; suplementado con 1% de L-glutamina, 

1% de estreptomicina/penicilina, 1.5 g/L de bicarbonato de sodio; esterilizado y ajustado a un pH de 

7.4), Suero Fetal Bovino (SFB). 

Procedimiento para Microscopía Confocal: En 3 tubos Eppendorf se añadieron 40 mg de CNC-3h 

agregando a cada uno 1 mL de PBS y 20 µL de blanco de calcoflúor (0.1%), se dejaron reposar por 10 

minutos. Posteriormente, el contenido de cada tubo se sometió a tres lavados con PBS llevándolos 

a agitación en un vórtex durante 1.5 min, para después centrifugar las muestras a 5,000 rpm durante 

5 min, eliminando el sobrenadante. Una vez retirado el sobrenadante, cada muestra fue dispersada 

en 1 mL de agua Mili Q para obtener un hidrogel de CNC al 4% en peso de CNC respecto al agua.  

Cada tubo con el hidrogel se diluyó en 1 mL de diferentes medios (agua Mili Q, DMEM sin SFB y 

DMEM con SFB al 10%) y se sometieron a agitación en un vórtex para obtener hidrogeles al 2% en 

peso de CNC respecto al medio acuoso utilizado. Finalmente, cada hidrogel se colocó en un plato 

para cultivo celular con fondo de vidrio y se incubó durante 48 h a 37°C. Las imágenes se obtuvieron 
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utilizando el microscopio confocal Zeiss Axio LSM 880, a un aumento de 10X, se realizó un z-Stack 

(reconstrucción 3D) y se utilizaron 3 canales para su análisis: campo claro, yoduro de propidio 

(emisión 617 nm y excitación 535 nm) y blanco de calcoflúor (emisión 475 nm y excitación 380 nm).   

Procedimiento para Microscopía Electrónica de Barrido (SEM): Se pesaron 40 mg de CNC-3h en 3 

tubos Eppendorf y se hidrataron con 1 mL agua Mili Q, cada tubo se llevó al vórtex por 1.5 min para 

obtener un hidrogel al 4% en peso de CNC respecto al agua. El hidrogel de cada tubo fue transferido 

en un vaso de precipitado de 5 mL y se diluyeron en 1 mL de diferentes medios. (agua Mili Q, DMEM 

sin SFB, DMEM con SFB al 10%). Esto permitió obtener hidrogeles al 2% en peso de CNC respecto al 

medio acuoso correspondiente. Las 3 muestras se llevaron a incubar por 48 h a 37°C. 

Posteriormente, las muestras fueron congeladas a -20°C y liofilizadas por 24 horas. Las imágenes 

fueron obtenidas mediante un Microscopio electrónico de barrido por emisión HITACHI SU8230 de 

emisión de campo de cátodo frío. 

6.3.3 Reología 

La reología estudia cómo la materia se deforma y fluye ante la aplicación de diferentes esfuerzos. La 

reología de los líquidos poliméricos es complicada y depende de varios factores como la temperatura 

y la concentración. Estudiar la reología de los materiales poliméricos aporta conocimientos para 

optimizar sus propiedades físicas y químicas.64 

Procedimiento: Para los ensayos de reología se prepararon dos muestras, la primera de CNC-3h (2% 

en peso), en agua destilada (CNC-AGUA) y la segunda en agua-DMEM (1:1 relación volumen) (CNC-

DMEM); ambas soluciones se agitaron en un vórtex por 1 min. Se realizaron barridos de deformación 

y frecuencia para ambas muestras utilizando el reómetro AR-G2 de TA Instruments con una 

geometría cono truncado de 40 mm de diámetro con una inclinación de 2°, manteniendo la 

temperatura a 37°C durante el ensayo. 

6.4 Cultivo celular en 3D 

Reactivos: DMEM (suplementado con SFB al 10%, 1% de L-glutamina, 1% de 

estreptomicina/penicilina, 1.5 g/L de bicarbonato de sodio; esterilizado y ajustado a un pH de 7.4), 

Solución Tripsina/EDTA 1 X (estéril, almacenada a -20°C hasta su uso), PBS (estéril), MTT (bromuro 

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol; Sigma Aldrich, M5655), azul tripano, tween al 20%, 

Resazurin sodium salt (al 10%, Sigma Aldrich R7017, Bioreagent, suitable for cell culture).  
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Para todos los experimentos los CNC (CNC-OSO3H, CNC-1h, CNC-2h, CNC-3h) fueron esterilizados 

por 10 min con luz UV antes del contacto con las células. 

Cultivo celular de fibroblastos: La línea celular 3T3-L1 corresponde a células de fibroblastos 

obtenidas a partir de tejido desagregado de un embrión de ratón suizo albino (Mus musculus),65 

estos fueron cultivados en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino SFB al 10%, bajo 

condiciones de 37°C y 5% de CO₂. 

Cultivo de células de colon: La línea de células de colon HT-29 corresponde a células 

provenientes del adenocarcinoma intestinal humano,66 fueron cultivadas en medio DMEM 

suplementado con SFB al 10% bajo condiciones de 37°C y 5% de CO₂. 

6.4.1 Ensayo de MTT 

El MTT es capaz de permear la membrana celular e identificar pequeñas alteraciones en la actividad 

metabólica que se correlaciona con el número de células en crecimiento tras la exposición a un 

agente tóxico. Este ensayo consiste en la conversión del colorante amarillo soluble en agua (bromuro 

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) en un compuesto púrpura insoluble conocido como 

formazán, mediante la acción de la reducción mitocondrial (Figura 15). Las células que tienden a 

dividirse tienen una mayor velocidad en la reducción del MTT. Posteriormente el formazán se 

disuelve y extrae en isopropanol, su concentración se determina mediante densidad óptica a 595 

nm. Este ensayo tiene una sensibilidad por encima de ~106 células por pozo67 y fue desarrollado por 

Tim Mosmann en 1983.68 Se realizó un ensayo del MTT con el fin de demostrar la viabilidad celular 

(3T3-L1 y HT-29) en presencia de los materiales de CNC a bajas concentraciones en correspondencia 

a ensayos típicos de nanocristales de celulosa.69 70 

Procedimiento: En el ensayo con MTT, se utilizó una placa de 96 pozos, y en cada pozo se colocaron 

10,000 células (3T3-L1) con 100 µL de DMEM y se incubó por 24 h a 37°C con 5% de CO₂. Se 

prepararon diferentes tratamientos para el ensayo, variando las concentraciones (0.25, 0.5, 1, 1.5, 2 

y 4 mg de CNC liofilizados por mL de DMEM) utilizando distintas muestras liofilizadas (CNC-OSO3H, 

CNC-1h, CNC-2h, CNC-3h); cada tratamiento se sometió a sonicación por 10 min para lograr una 

buena dispersión de las muestras. 
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Figura 15.- Reducción de MTT a Formazán. 

Tras las 24 h de incubación de las células, se retiró el medio de la placa de 96 pozos y se añadieron 

100 µL de cada tratamiento por pozo. Los tratamientos se administraron según la Figura 16, para el 

control positivo se agregaron 100 µL de DMEM por pozo y para el tratamiento negativo se agregaron 

100 µL de Tween al 20%. Posteriormente, la placa se incubó por 24 horas a 37°C y 5% de CO₂. 

Después de las 24 h de incubación, se retiró el medio y se lavó la placa dos veces con PBS. En seguida, 

se agregaron 10 µL de MTT y 90 µL de DMEM por pozo y con ayuda de una micropipeta se realizó 

una agitación cuatro veces a cada uno de los pozos para asegurar una mezcla adecuada. La placa se 

incubó nuevamente durante 4 h bajo las mismas condiciones previas (37°C y 5% de CO₂). Posterior 

a esto, se agregaron 100 µL de isopropanol a cada pozo y se mezclaron siete veces con ayuda de la 

micropipeta. Finalmente, la placa se mantuvo en la oscuridad a temperatura ambiente durante 30 

min y se procedió a medir la absorbancia a 595 nm en el lector de microplacas iMark (BIO-RAD) 

mediante UV-Vis. Cada ensayo se realizó por triplicado. Este mismo procedimiento se llevó a cabo 

para las células HT-29. 

 

Figura 16.- Representación del tratamiento agregado a la placa de 96 pozos. 
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6.4.2 Ensayo con Resazurina 

La resazurina es un colorante redox azul intenso utilizado como indicador de la actividad metabólica 

en cultivos celulares para aplicaciones como viabilidad celular, proliferación en cultivos o estudios 

de citotoxicidad.71 Como se muestra en la Figura 17, este método se basa en la reducción intracelular 

de la resazurina a un producto fluorescente de color rosa, llamado resorufina, el cual se forma en 

las células metabólicamente activas. Este ensayo se llevó a cabo para comprobar la viabilidad de las 

líneas celulares 3T3-L1 y HT-29 en concentraciones 10 veces mayores que en el MTT. A diferencia del 

ensayo de MTT, la formación del producto en este caso es soluble en agua, también es un ensayo 

más sensible y fiable. 

 

Figura 17.- Reducción de resazurina a resorufina. 

Cultivo de células 3T3-L1 y HT-29 en la CNC hinchada: Siguiendo la Figura 18, se preparó una solución 

de CNC al 4% en peso en Agua Mili Q. En una placa de cultivo de 12 pozos, se añadió 1 mL de la 

dispersión de los CNC en los pozos de las filas A y B, así como en el control de Resazurina con CNC 

(pozo C3), la placa se llevó a incubar la placa a 37°C y 5% de CO₂ por 1 hora. Pasado este tiempo, se 

agregó 1 mL de DMEM con 50,000 células 3T3-L1 en cada pozo de la fila A, así como en el pozo C1. 

Del mismo modo, se añadió 1 mL de DMEM con 50,000 células HT-29 en los pozos de la fila B y en 

el pozo C2. Para finalizar, se agregaron 2 mL de DMEM al pozo C4. La placa se incubó por 48 horas 

a 37°C y 5% de CO₂. Este procedimiento se repitió para los tres tipos de CNC funcionalizados (CNC-

1h, CNC-2h y CNC-3h). 



36 
 

 

Figura 18.- Diseño de experimento para el análisis de viabilidad celular por medio de la técnica Resazurina. 

Incubación de las células con la resazurina: Una vez pasadas las 48 horas, a cada uno de los pozos se 

agregaron 0.5 mL de resazurina (0.02%). La placa se incubó por 4 horas a 37 °C y 5% de CO₂. 

Lectura en el espectrofotómetro: Una vez pasadas las 4 horas, se recolectó todo el volumen de los 

pozos A3, A4, B3 y B4 utilizando una micropipeta y se transfirió cada uno de ellos a un pozo limpio, 

con el fin de tomar la medida sólo de las células dentro del hidrogel. Luego, las placas fueron 

centrifugadas por 5 min a 5000 rpm para precipitar los nanocristales de celulosa, y se tomaron 1.5 

mL del sobrenadante de cada pozo, los cuales se transfirieron a celdas de cuarzo para su posterior 

lectura. La absorbancia se monitoreó a 570 nm utilizando 600 nm como referencia, utilizando un 

espectrofotómetro GENESYS 10S UV-Vis (Thermo Scientific). Se construyó un graficó que representa 

el porcentaje de viabilidad celular ( 4 ) en función de las muestras de CNC.  

 

%Reducción =
(Eoxi600×A570)-(Eoxi570×A600)

(Ered570×C600)-(Ered600×C570)
×100 

 

( 4 ) 

 

Donde: 

Eoxi600= 117,216, Ered600= 14,652, Eoxi570= 80,586, Ered570= 155,677, A570= absorbancia de la 

muestra a 570 nm, A600= absorbancia de la muestra a 600 nm, C570= absorbancia del control a 570 

nm y C600= absorbancia del control a 600 nm. 
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6.4.3 Ensayo para Microscopía Confocal 

Reactivos: Solución de permeabilización (0.5% Triton X-100/PBS 1X), solución de fijación 

(formaldehído al 4% en PBS), yoduro de propidio (1mg/mL en PBS), blanco de calcoflúor (1%). 

Para obtener imágenes reales del comportamiento tridimensional de las células 3T3-L1 en presencia 

de los CNC al 2%, fue necesario realizar un análisis mediante un microscopio confocal. La microscopía 

confocal proporciona mapas de distribución espacial altamente precisos en dos y tres dimensiones 

de la concentración de iones en células que contienen o han sido marcados con un fluoróforo. 

Además, permite la observación en tiempo real de la mayoría de los eventos críticos a nivel celular.72 

Para poder observar las muestras fue necesario teñir los CNC con blanco de calcoflúor y los 

fibroblastos 3T3-L1 con yoduro de propidio. El blanco de calcoflúor es un colorante que tiene 

afinidad por los polisacáridos altamente orientados, como los nanocristales de celulosa. Se ha 

planteado que este compuesto no solo se adsorbe en la superficie de los CNC, sino que lo hace de 

manera orientada.73 El yoduro de propidio es un fluorocromo que es capaz de unirse en una relación 

estequiométrica a los ácidos nucleicos, lo que significa que la cantidad de fluorescencia emitida está 

directamente relacionada al contenido de ADN presente en una célula.74  

Procedimiento: Se preparó una muestra de 1 mL de CNC-3h al 4% en peso agitada en un vórtex por 

1 min, con esto se formó un hidrogel que no fluye. Posteriormente, en dos cajas para microscopio 

confocal con fondo de vidrio se agregaron con cuidado 500 µL de la muestra, asegurándose que 

quedara en el fondo de vidrio. Estas cajas se incubaron a 37°C por 20 minutos.  

Tras ese periodo, se añadieron 160,000 células (3T3-L1) en 200 µL de DMEM a una de las cajas, 

goteando con cuidado la solución de células dentro de los CNC. En la otra caja se agregaron 200 µL 

de DMEM sin células y se llevaron a incubar a 37°C y 5% de CO₂ durante 2 horas. Luego, se agregaron 

300 µL de DMEM a cada caja, dejando caer la solución por las paredes de la caja y se mantuvieron 

incubando a 37°C y 5% de CO₂ por 48 horas.  

Tras las 48 horas, se trataron las muestras para su posterior observación. A cada muestra se le 

agregó 1 mL de solución de fijación y se llevó a 4 °C por 15 min, en seguida se hizo un lavado con 

PBS (Figura 19). Después, se agregó 1 mL de solución de permeabilización y se llevó a 4 °C por 15 

min, posteriormente se hizo un lavado con PBS. Se añadieron 50 µL de blanco de calcoflúor y 50 µL 

de yoduro de propidio a cada muestra, y se incubaron en la oscuridad durante 15 min. Finalmente, 

se hicieron 3 lavados con PBS por cada muestra. 
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Figura 19.- Ejemplificación del retirado del sobrenadante para los lavados con PBS. 

6.5 Adsorción de proteínas 

6.5.1 Método de Bradford 

El método de Bradford es una técnica colorimétrica que sirve para la cuantificación de proteínas 

totales en una muestra. Este método se basa en la reacción de las proteínas en un medio alcalino 

para dar lugar a la reducción de Cu2+ a Cu+1 con la detección altamente sensible y selectiva del catión 

cúprico. La reacción produce un cambio de coloración a color púrpura que se forma mediante la 

quelación de dos moléculas de ácido bicinconínico (BCA) con un ión cúprico, que es directamente 

proporcional a la concentración de proteínas presentes. El compuesto muestra una absorbancia a 

562 nm y tiene un amplio rango de trabajo (20-2000 µL/mL).75 

Reactivos: Ácido bicinconínico (BCA reactivo A y BCA reactivo B), albúmina de suero bovino (BSA). 

Procedimiento: Se siguió el protocolo descrito por la hoja de seguridad de los reactivos 76. Se preparó 

un estándar de 2 mg/mL y se mantuvo a 4°C hasta su uso posterior. Para preparar el reactivo de 

trabajo de BCA se utilizó la ecuación ( 5 ) para determinar el volumen total requerido que deberá 

estar en una relación 50 : 1, de los reactivos de BCA A : B.  

Volumen total=(#estándares) × (#replicados) × (volumen de BCA) ( 5 ) 

 

Para preparar la curva de calibración se tomaron 0.05 mL de cada muestra estándar 

(Tabla 1) en tubos Eppendorf apropiadamente etiquetados y se añadieron 1 mL del 

 



39 
 

reactivo de BCA a cada tubo mezclando bien. Después los tubos se cubrieron de la luz y 

se incubaron a 60°C por 30 min. Una vez pasado este tiempo, se esperó a que los tubos 

se enfriaran a temperatura ambiente. Finalmente se transfirieron las muestras a celdas 

de cuarzo para su lectura en el Espectrofotómetro a 562 nm de absorbancia. La curva de 

calibración se utilizó para determinar la concentración de proteína en las muestras de 

CNC-3h. 

Tabla 1.- Esquema de diluciones para el protocolo BCA (rango de trabajo 5-250 µL/mL) 

Vial Volumen del 

diluyente (µL) 

Volumen del 

estándar de BSA 

Concentración final 

de BSA (µL/mL) 

A 700 100 µL del estándar 250  

B 400 400 µL del vial A 125 

C 450 300 µL del vial B 50 

D 400 400 µL del vial C 25 

E 400 100 µL del vial D 5 

F 400 0 0 (blanco) 

 

Se preparó un hidrogel de CNC-3h al 2% en peso, al que se le agregó una concentración de 250 µg 

de BSA por mililitro. Luego, se incubó la muestra por 48 horas a 37°C. Después de este tiempo, se 

centrifugó la muestra a 5,000 rpm durante 5 min y se tomaron 0.05 mL de esta, los cuales se 

transfirieron a un tubo Eppendorf que contenía 1 mL del reactivo BCA. Las muestras se cubrieron de 

la luz y se incubaron a 60°C por 30 min. Finalmente, la medición se llevó a cabo utilizando un 

espectrofotómetro, midiendo la absorbancia a 562 nm. 
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7 Resultados y discusión  

7.1 Caracterización de los CNC 

7.1.1 Espectroscopía Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) 
Los nanocristales de celulosa de la marca CelluForce NCC® consisten en cadenas de celulosa 

cristalinas de 7.5 nm de ancho y 150 nm de largo que debido al método de obtención a partir de 

madera de árboles contiene grupos de semiéster de sulfato en su superficie, lo que resulta en un 

potencial Z de -51.3 ±2.3 mV.77 Para incrementar su dispersabilidad en agua y propiciar la formación 

de hidrogeles en medios acuosos, en este trabajo los CNC comerciales fueron procesados en un DES 

reactivo formado por ácido oxálico dihidratado y cloruro de colina, el cual se ha reportado que puede 

deconstruir un material lignocelulósico46 para la extracción de los nanocristales de celulosa, y bajo 

las condiciones suaves de reacción (por ejemplo 60°C) es capaz de esterificar hidroxilos pendientes 

en la superficie de la CNC debido al ácido oxálico presente.56 (Figura 12) 

Para verificar que la reacción de esterificación superficial de los CNC comerciales en el DES 

OxAcDi/ChCl se llevó a cabo, se analizaron las muestras CNC-OSO3H, CNC-1h, CNC-2h y CNC-3h 

mediante FTIR. El espectro FTIR obtenido de las muestras de CNC (Figura 20) demuestra la presencia 

de grupos carboxilos (-COOH) en la superficie de la CNC tratada con DES OxAcDi/ChCl, esto debido 

a que la esterificación de la CNC puede suceder en presencia de ácidos carboxílicos, como los 

presentes en el DES de OxAcDi/ChCl. Las vibraciones características de la celulosa se encontraron 

presentes en todas las muestras las cuales aparecen alrededor de 4000-2995 cm-1 (-OH), 2900 cm-1 

(-CH)  , 1640 cm-1, 1430 cm-1 (-CH2-), 1027cm-1 (C-O-C).30 9 

Haciendo una comparación con la muestra de CNC-OSO3H (CNC comercial), en las muestras tratadas 

con DES (CNC-1h, CNC-2h, CNC-3h) se puede observar una nueva banda alrededor de 1740 cm-1, la 

cual representa una superposición de las vibraciones del carbonilo que está presente en ésteres o 

ácidos carboxílicos. La superposición de estas vibraciones del carbonilo es característica de los 

semiésteres derivados de los ácidos dicarboxílicos de la celulosa.56 Con estos resultados se puede 

corroborar con certeza que la superficie de los CNC fue efectivamente funcionalizada con grupos 

carboxilo (-COOH). 
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Figura 20.-  Espectro FTIR de la CNC comercial (CNC-OSO3H) y de la CNC carboxilada a diferentes tiempos de reacción 
(CNC-1h, CNC-2h, CNC-3h). 

7.1.2 Valoración conductimétrica 

Con el objetivo de cuantificar de manera precisa tanto los ácidos fuertes (CNC-OSO3H) como los 

ácidos débiles (CNC-COOH) presentes en la superficie de la CNC funcionalizada y comercial se llevó 

a cabo una valoración conductimétrica utilizando NaOH (10mM).  

 

Figura 21.- Curvas de valoración conductimétrica para las muestras de CNC-OSO3H valorado con NaOH (10mM), donde el 
punto de equivalencia corresponde a 1.63 mL, 1.65 mL y 1.57 mL respectivamente. 
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El ensayo de valoración conductimétrica para la determinación de los ácidos fuertes se muestra en 

la Figura 21, donde se presentan tres pruebas diferentes correspondientes a tres diferentes muestras 

de CNC-OSO3H, todas sometidas a las mismas condiciones de funcionalización (relación de los CNC 

al 1% respecto al DES OxAcDi/ChCl (1:1), 60°C). El contenido de grupos de semiéster de sulfato (ácido 

sulfónico en estado protonado) obtenidos en este ensayo es de 155.09 ± 3.99 mmol/Kg de CNC. La 

Tabla 2 muestra una comparación de este resultado con los obtenidos en la literatura donde se 

utilizan CNC cuantificados de diferentes métodos. Donde el rango común de densidad de carga para 

CNC con grupos de semiéster de sulfato es de 80-350 mmol/Kg.40 

Tabla 2.- Tabla comparativa de la cuantificación de grupos -OSO3H encontrados en diferentes CNC. 

Muestra  mmol/KgCNC Referencia 

CNC-SOO3H 155.09 ± 3.99 Este trabajo 

R-OSO3H 240 ± 12 (Cellulose 2015, 22 (1), 101–116)78 

S-CNC  212 ± 2 (Acta Biomater. 2019, 87, 152–165)79 

CNC  355 
(ACS Sustain. Chem. Eng. 2022, 10 

(29), 9419–9430)80 

 

Los ensayos de valoración conductimétrica para la CNC que fue funcionalizada a diferentes periodos 

de tiempo (CNC-1h, CNC-2h y CNC-3h), manteniendo constantes las condiciones de temperatura 

(60°C), agitación y concentración de CNC respecto al DES (1%), se representan en la Figura 22. 

 

Figura 22.- Curvas de valoración conductimétrica para las muestras de CNC-COOH funcionalizada a diferentes tiempos 
con DES (CNC-1h, CNC-2h, CNC 3h), valoradas con NaOH (10mM). 
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La densidad de carga de grupos -COOH correspondiente a estos ensayos se muestra en la Tabla 3 

donde se muestra una comparación con el trabajo realizado por Sirviö et al., 2016 bajo condiciones 

similares de funcionalización. 

Tabla 3.- Tabla comparativa de la cuantificación de grupos -COOH encontrados en diferentes CNC a 60°C. 

Muestra 
Tiempo de reacción 

(h) 
mmol/Kg Referencia 

CNC-1h 1 236 ± 4 Este trabajo 

CNC-2h 2 342 ± 2 Este trabajo 

CNC-3h 3 375 ± 2 Este trabajo 

DES2 2  200 ± 4 
(Biomacromolecules 

2016, 17 (9), 3025–

3032)56 

DES3  3 270 ± 13 

DES4 6 230 ± 7 

DES5 2 230 ± 3 

 

7.1.3 Microscopía de Fuerza Atómica (AFM) 

Para obtener información sobre el impacto de la funcionalización superficial de los nanocristales de 

celulosa sobre sus dimensiones y aspectos morfológicos, se realizaron comparaciones de las 

características de los CNC por medio de microscopía de fuerza atómica (AFM). 

 

Figura 23.- Imágenes de AFM en modo sensor de altura de a) los CNC antes del tratamiento con el DES (CNC-OSO3H) y b) 
los CNC después de 3 horas de funcionalización con el DES CNC-3h. 

2.0 µm

600.0 nm

a) b)

2.0 µm

600.0 nm
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En la Figura 23 se puede observar que los CNC-3h exhiben una mayor densidad de muestra en la 

misma escala de observación en comparación con CNC-SOO3H. Esto podría atribuirse a la presencia 

de interacciones de atracción más intensas entre los cristales de celulosa, debido a la incorporación 

del grupo funcional -COOH y establecimiento de enlaces hidrógeno entre ellos.  

A través de las imágenes obtenidas de nanocristales individuales (Figura 24), se pudo establecer que 

las dimensiones de los CNC-3h son aproximadamente de 207 nm de largo, mientras que las 

dimensiones de CNC-SOO3H corresponden a 208 nm de largo aproximadamente. A partir de estos 

resultados se puede concluir que la funcionalización con DES compuesto de OxAcDi/ChCl no 

modifica la morfología de los CNC, ya que las dimensiones se mantienen constantes, y apunta a que 

la presencia de grupos carboxílicos debido a la funcionalización de la CNC fue superficial, es decir, 

no ocurrió hidrólisis de la celulosa en los nanocristales y por lo tanto no hubo pérdida de 

cristalinidad, como se discutirá en la sección de análisis por XRD. 

 

Figura 24.-  a) Imagen AFM de un nanocristal de celulosa (CNC-OSO3H) en dos dimensiones con una longitud de 208 nm. 
b) Imagen tridimensional del CNC mostrado en la imagen a. c) Perfil de altura de la línea dibujada en a y su longitud. d) 

Imagen AFM de un nanocristal de celulosa (CNC-3h) en dos dimensiones con una longitud de 207 nm. b) Imagen 
tridimensional del CNC mostrado en la imagen d. c) Perfil de altura de la línea dibujada en a y su longitud. 

7.1.4 Difracción de Rayos X (XRD) 

Debido a la naturaleza cristalina de la celulosa, las muestras se estudiaron por medio de difracción 

de rayos X de polvos. Para esto se analizaron las muestras CNC-SOO3H y CNC-3h para explorar las 

características de la estructura cristalina de los CNC después de someterlos a un proceso de 

funcionalización a 60°C. Como se muestra en los patrones de XRD que se presentan en la Figura 25, 
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ambos difractogramas muestran la presencia de un pico a 22.4° y otro pico menos intenso a 34.6° 

los cuales son característicos de la -celulosa y corresponden a los planos cristalográficos (002) y 

(004), respectivamente.31  

A partir de los difractogramas de rayos X se obtuvo un índice de cristalinidad del 83% para la muestra 

de CNC-SOO3H y del 80% para CNC-3h. Estos resultados indican que el proceso de funcionalización 

no tiene un impacto significativo en la cristalinidad de los CNC, incluso después de 3 horas de 

funcionalización. 

 

Figura 25.- Espectro XRD de las muestras de CNC secos, se muestran los CNC comercial (CNC-OSO3H) y de los CNC 
carboxilados a las 3 horas de reacción con el DES. 

7.2 Hidrogeles de CNC 

7.2.1 Pruebas de retención con agua 

(1) Para evaluar la capacidad de retención de agua de los CNC y verificar la concentración de 

CNC que da lugar a la formación de hidrogeles, se llevó a cabo una prueba (Figura 26a) en la 

que se añadieron cantidades conocidas de agua a una masa fija de CNC. Se observó que para 

ambas muestras CNC-OSO3H y CNC-3h liofilizados, los CNC no eran capaces de retener más 

del 70% de su peso en agua. Además, se observó una dispersión deficiente de los CNC en 

esta técnica, añadiendo agua por goteo, ya que no se lograba una distribución homogénea 

en el medio acuoso. Por otra parte, en el caso de los CNC-3h liofilizados, se observaron 
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grandes aglomeraciones que dificultaban una dispersión homogénea de los CNC en el medio 

acuoso. 

(2) Con el fin de analizar con mayor detalle el comportamiento de aglomeración de los CNC-3h 

liofilizados, se prepararon las muestras mostradas en la Figura 26b. Se observó que la 

muestra CNC-3h presentaba una apariencia turbia en comparación con la muestra de CNC-

OSO3H a la misma concentración (1% en peso). Además, después de dejar los viales en 

reposo durante 20 minutos, se observó que los CNC-3h precipitaban en grandes 

aglomerados. Se intentó dispersar la muestra utilizando vórtex durante 5 minutos y una 

sonicación durante 20 minutos, pero no se logró una dispersión efectiva. 

(3) Para mejorar la dispersión de los CNC, se optó por mantener los CNC en estado húmedo 

después de la funcionalización. Para lograr esto, los CNC se dispersaron en una cantidad 

suficiente de etanol para cubrirlos, manteniéndolos a una temperatura de 4°C. Utilizando 

este método, se llevaron a cabo pruebas de retención de agua donde se logró obtener un 

hidrogel homogéneo con una concentración de hasta el 15% en peso de CNC en agua, como 

se muestra en la Figura 26c. Con este enfoque las muestras descritas en los métodos fueron 

dispersadas fácilmente. Además, se observó que la muestra presenta una resistencia al flujo 

al alcanzar una concentración mínima del 2% de CNC. 

 

Figura 26.- a) Pruebas de retención de agua. b) Soluciones de CNC al 1% en peso de CNC, CNC-3h liofilizada (izquierda), 
CNC comercial (derecha). c) Hidrogel de CNC-3h húmeda al 15% de CNC. 

7.2.2 Pruebas de retención con DMEM 

Una vez determinada la estrategia óptima para la hidratación de la celulosa y formación de 

hidrogeles en agua, se realizaron pruebas similares usando DMEM, ya que este medio de cultivo 
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contiene sales y aminoácidos que podrían influir en los fenómenos de adsorción de agua en la 

superficie de la CNC.  

Las imágenes obtenidas mediante el microscopio confocal (Figura 27) revelan que el espesor de los 

hidrogeles hidratados con DMEM es superior al hidrogel hidratado con agua, siendo el espesor de 

260 µm para CNC-DMEM-sSFB, 255 µm para CNC-DMEM-cSFB y de 130 µm para CNC-H2O. 

Adicionalmente, en las imágenes para CNC-DMEM-cSFB se puede identificar una mayor densidad de 

agregados en comparación con CNC-DMEM-sSFB y CNC-H2O. A partir de estas observaciones en los 

hidrogeles, se pudo demostrar que los CNC mostraban interacciones de atracción más fuertes al 

estar en contacto con el DMEM. Esto se evidencia con la presencia de agregados más grandes en 

CNC-DMEM-cSFB, así como por las diferencias observadas en el espesor de las muestras, siendo este 

último del doble en comparación con la muestra hidratada en agua. Además, se notó que la adición 

del suero fetal bovino (SFB) tuvo un impacto en el tamaño de los agregados en comparación con la 

muestra que no contenía SFB. 

 

Figura 27.- Microscopía confocal de un hidrogel de CNC-3h, teñida con blanco de calcoflúor a una concentración de 2 wt% 
respecto a diferentes medios y se dejó incubar por 48 h a 37°C. a) CNC-H₂O b) CNC-DMEM-sSFB, c) CNC-DMEM-cSFB. 

La morfología de los aerogeles, resultantes de la liofilización de los hidrogeles anteriormente 

observados por microscopía confocal, fue evaluada mediante SEM. Las micrografías obtenidas 
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(Figura 28) permiten observar la estructura microscópica y porosidades presentes en las muestras 

de CNC luego de ser liofilizadas. La muestra CNC-H2O (Figura 28a) muestra superficies más planas y 

agregados uniformemente distribuidos en toda la superficie. En cambio, las muestras con DMEM 

(Figura 28b y Figura 28c) presentan una morfología similar entre ellas, con microestructuras fibrosas 

separadas por macroporos de aproximadamente 50 µm de diámetro. Estos hallazgos proporcionan 

una comprensión más profunda de la estructura de estos materiales cuando interactúan con 

diferentes fluidos. 

 

Figura 28.- Microscopía electrónica de barrido de un hidrogel de CNC al 2 wt% respecto a diferentes medios, se dejó 
incubar por 48 h y se liofilizó. a) CNC-H₂O, b) CNC-DMEM-sSFB, c) CNC-DMEM-cSFB. 

7.2.3 Reología 

Para poder comprender y analizar las propiedades mecánicas y de flujo del hidrogel de CNC-3h al 

2% en peso y a una temperatura de 37°C, se llevaron a cabo estudios de reología. Estos estudios 

abordan dos aspectos fundamentales: la zona lineal viscoelástica en barridos de deformación, que 

corresponde a la región en la cual los módulos elástico y viscoso no se ven afectados por la 

deformación aplicada; y el comportamiento viscoelástico en barridos de frecuencia, que se refiere a 

las características de los módulos elástico y viscoso del hidrogel.  
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El módulo elástico se relaciona con la rigidez del material y su capacidad para recuperar su forma 

original después de una deformación, mientras que el módulo viscoso se refiere a la resistencia de 

un material a fluir o deformarse continuamente bajo la influencia de una fuerza aplicada.  

Las muestras que presentaron un comportamiento macroscópico consistente con un hidrogel fueron 

analizadas por medio de análisis reológicos detallados a 37°C. En la Figura 29 se presenta el barrido 

de deformación para ambas muestras, los resultados indican que la zona lineal viscoelástica, para 

CNC-AGUA se localiza entre 15% y 100% de deformación, mientras que para la CNC-DMEM se 

localiza en deformaciones menores al 7%. La información obtenida mediante los barridos de 

deformación se utilizó en los posteriores análisis de barrido de frecuencia, donde se usó una 

deformación de 20% y 1% para las soluciones CNC-AGUA y CNC-DMEM respectivamente. 

En la Figura 30 se observan el módulo elástico (G’) y el módulo viscoso (G’’) en un barrido de 

frecuencia, con el cual es posible estudiar el comportamiento viscoelástico de ambas soluciones. En 

la Figura 11a la solución CNC-AGUA exhibe un cruce de ambos módulos, donde existe un cambio de 

comportamiento predominantemente viscoso a predominantemente elástico a frecuencias mayores 

a 10 rad/s. Por otro lado, la Figura 30b muestra que la solución CNC-DMEM posee un 

comportamiento mayormente elástico desde frecuencias bajas (menores a 0.01 rad/s) hasta 

frecuencias altas (mayores a 100 rad/s), sin embargo, el barrido de frecuencia muestra una 

tendencia a un cruce de los módulos G’ y G’’ en tiempos muy largos (existe un comportamiento 

viscoelástico). Esto indica que en la solución CNC-DMEM no existe un comportamiento reológico 

típico de un hidrogel, ya que en un hidrogel los módulos elástico y viscoso se mantienen paralelos 

siendo el módulo elástico mayor. 
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Figura 29.- Barridos de deformación de a) CNC-AGUA y b)CNC-DMEM 

El estudio comparativo entre CNC-AGUA y CNC-DMEM demuestra que el DMEM produce una 

solución mayormente elástica en un amplio rango de frecuencias (0.01- 100 rad/s), por lo que el 

DMEM además de brindar nutrientes a las células también promueve un ambiente dinámico con 

cambios estructurales en la organización de los CNC. En este escenario las sales y proteínas presentes 

en el DMEM generan interacciones que permiten tener una solución con un comportamiento 

mayormente elástico en un mayor rango de frecuencias en comparación con el agua. 

 

Figura 30.- Barridos de frecuencia de a) CNC-AGUA y b) CNC-DMEM 

Haciendo un estudio comparativo con el Matrigel según lo reportado por X se puede demostrar que 

tanto el hidrogel de CNC como el Matrigel, mantienen un comportamiento mayormente elástico en 

frecuencias de 0 hasta 10 rad/s, sin embargo, el Matrigel mantiene esta tendencia mientras que el 

Barridos de deformación del hidrogel en agua y DMEM

a) b)

Barridos de frecuencia del hidrogel en agua y DMEM

a) b)
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hidrogel de CNC genera una tendencia al cruce para frecuencias superiores a los 100 rad/s. Aunque, 

es importante destacar que los resultados del Matrigel fueron generados a 2°C, y este estudio se 

llevó a cabo a 37 °C.81 

7.3 Cultivo celular en 3D 

7.3.1 Ensayo de MTT 

En esta etapa de la investigación, se optó por llevar a cabo un estudio exhaustivo para evaluar el 

potencial efecto toxicológico, de los CNC funcionalizados en dos tipos de células: los fibroblastos de 

ratón (3T3-L1) y las células de colon (HT-29). Para ello se realizaron pruebas de viabilidad celular 

utilizando diferentes concentraciones de grupos -COOH en la superficie de los CNC que van desde 0 

mmol/Kg (CNC-OSO3H) hasta los 375 mmol/Kg (CNC-3h), estas mediciones se llevaron a cabo 

mediante el ensayo de MTT. El objetivo de este enfoque es investigar cómo las diferentes 

concentraciones de grupos -COOH pueden influir en la respuesta celular, específicamente en 

términos de mantener su viabilidad al estar en contacto directo con estos grupos. Es importante 

mencionar que a estas concentraciones los CNC dispersados de manera homogénea en el medio se 

encuentran de manera individual como coloides estabilizados por los grupos carboxilos en su 

superficie. 

La viabilidad de las células HT-29 en función de los CNC, medida mediante el ensayo de MTT, se 

ilustra en la Figura 31. Cuando la concentración de los CNC aumentó de 0.25 a 4 mg/mL, la viabilidad 

celular en CNC-OSO3H se mantuvo entre 87.2% ± 6.2 y 90.89% ± 4.07. Sin embargo, a medida que 

incrementa la cantidad de grupos -COOH presentes en las muestras de CNC (hasta un máximo de 

375 mmol/Kg) a una concentración de 4 mg de CNC sobre mL, la viabilidad celular fue del 84.77% ± 

3.98 para CNC-1h, 99.39% ± 7.18 para CNC-2h y 92.32% ± 10.4 para CNC-3h. 

La viabilidad de las células 3T3-L1 en función de los CNC se ilustra en la Figura 32. Se puede observar 

que en concentraciones de 4 mg/mL de CNC la viabilidad celular se mantiene por encima del 80% 

en todas las muestras. Se puede observar también que existe un aumento en la viabilidad celular de 

las muestras CNC-2h y CNC-3h conforme aumenta la concentración de CNC, esto puede deberse a 

aglomeraciones que se presentaron al utilizar CNC liofilizada para este ensayo. 
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Figura 31.- Ensayo de MTT para evaluar la toxicidad del material de los CNC funcionalizados a diferentes horas y a 
diferentes concentraciones en células de colon (HT-29) después de 24 h de incubación. El análisis estadístico que se realizó 

fue un ANOVA-two way, con el Software GraphPad Prism; en donde * p<0.05, indicando que es significativamente 
diferente respecto al control. Además, se presenta una diferencia significativa entre medias de CNC 3h (4, 1, 0.5 y 0.25 

mg/mL) y entre las medias de CNC 2h (4, 2, 1, 0.5 y 0.25 mg/mL). 

Otros trabajos que utilizaron andamios para cultivar la línea celular HT-29, Cacicedo et al., 2016, 

informaron una disminución de la viabilidad celular del 95 al 53% en sus andamios de celulosa 

bacteriana con concentraciones de doxorrubicina por debajo de los 500 µM82. Por otro lado, el 

estudio de Tentor et al., 2017 reportaron viabilidades celulares por encima del 90% para sus 

andamios de quitosano con nanopartículas de oro (AuNP), sin embargo, en sus andamios que no 

contenían AuNP, las viabilidades celulares fueron significativamente más bajas, oscilando entre el 57 

y el 67% con concentraciones de hidrogel por debajo de 1000 µg/mL83. Haciendo una comparación 

con este trabajo cabe resaltar que los CNC presentan menos toxicidad para HT-29 que aquellos con 

quitosano o aquellos en contacto con la doxorrubicina, a pesar de que se utilizaron concentraciones 

mayores. 
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Figura 32.- Ensayo de MTT para evaluar la toxicidad del material de los CNC funcionalizados a diferentes horas y a 
diferentes concentraciones en fibroblastos (3T3-L1) después de 24 h de incubación. El análisis estadístico que se realizó 

fue un ANOVA-two way, con el Software GraphPad Prism; en donde no se mostraron diferencias significativas respecto al 
control. Además, se demostró que existe una diferencia significativa entre las medias de CNC-0h y CNC-1h a una 

concentración de 1.5 mg/Ll. 

Otros trabajos donde se reportaron viabilidades celulares para la línea celular 3T3-L1 en andamios 

de quitosano con otros compuestos como ácido gálico84, urea85 y ácido succínico85, reportaron 

viabilidades de 60-75% ; alrededor del 70% y del cerca del 90%, respectivamente. Realizando una 

comparación con estas investigaciones en células 3T3-L1, los CNC se perfilan como una elección más 

favorable como andamio para cultivo celular que el quitosano, ya que, las células fueron expuestas 

a concentraciones más altas de hidrogel de CNC y su viabilidad celular resultó ser superior. 

Estos ensayos indicaron que los CNC liofilizados en concentraciones que oscilan entre 0.25 y 4 

mg/mL presentan una toxicidad mínima para las células HT-29 y 3T3-L1. Es importante mencionar 

que la dilución de los CNC con grupos -COOH en DMEM generó niveles de pH ácidos, alrededor de 

4, lo cual resulta no ser un medio adecuado para el cultivo celular. Esto se evidenció mediante un 

cambio de color en el indicador rojo fenol presente en el DMEM. (Figura 33) Para resolver esta 

situación fue necesario hacer 3 lavados con 1 mL de PBS por cada 40 mg de CNC antes de dispersarlos 

en DMEM.  
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Figura 33.-  Reacción de las muestras de CNC con el DMEM antes de los lavados con PBS.  

En resumen, se puede concluir que la presencia de grupos -COOH en la superficie de los CNC no 

tienen un impacto significativo en la viabilidad celular, ya que los CNC liofilizados en las 

concentraciones mencionadas resultaron ser poco tóxicos para las células estudiadas. 

7.3.2 Ensayo de viabilidad celular por reducción de resazurina 

El propósito de este ensayo consistió en investigar la actividad metabólica de las células cuando se 

encuentran expuestas a concentraciones más elevadas de CNC en forma de hidrogel al 2% en peso, 

con la particularidad de que en este caso las células 3T3-L1 y HT-29 estarán completamente inmersas 

en estos materiales. Estas líneas celulares corresponden a células que dan lugar a tejidos conectivo 

y no conectivo, respectivamente. Este estudio comparativo permitirá analizar el comportamiento de 

ambas en células en presencia de los CNC, debido a la tendencia del tejido conectivo de adherirse a 

la matriz extracelular circundante, para poder migrar, hacer homeóstasis y sobrevivir, a diferencia 

del tejido no conectivo. Donde a se espera que los CNC desempeñen un papel preponderante en la 

adhesión celular influenciada por los grupos -COOH. 

Se evaluó la actividad metabólica de HT-29 y 3T3-L1 mediante el ensayo de Azul Alamar (reducción 

de resazurina). Se optó por una concentración de CNC al 2% en peso debido a resultados previos en 

las pruebas de retención de agua y reología que demostraron que esta concentración mínima 

mantiene las propiedades de un hidrogel macroscópico y predominantemente elástico a grandes 

frecuencias, respectivamente. Esta evaluación metabólica se correlaciona con la proliferación de las 

células. 
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Las células de colon HT-29 se incubaron en hidrogeles de CNC por 48 horas. Los efectos de este 

soporte en las células se pueden observar en la Figura 34. Se observa que el hidrogel de CNC 

almacena el 87.8% de células metabólicamente activas del 100% de las células inicialmente 

presentes en el pozo. Para CNC-2h este porcentaje fue de 95.45% de células y alcanzó 100% en el 

caso de CNC-3h. Estos resultados se lograron retirando completamente el hidrogel del pozo y 

trasladándolo en uno nuevo y estéril antes de la adición de la resazurina para su medición, esto evitó 

la lectura de las células que quedaron adheridas a la superficie del pozo. 

 

Figura 34.- Ensayo Azul Alamar utilizando resazurina para evaluar la actividad metabólica de las células de colon HT-29 
en contacto con 20 mg/mL de CNC funcionalizados a diferentes tiempos. El análisis estadístico que se realizó fue un 
ANOVA-two way, con el Software GraphPad Prism; en donde * p<0.05 que demuestra que se mostraron diferencias 

significativas respecto al control. Además, se demostró que existe una diferencia significativa entre las medias de los 
pozos en CNC-1h y CNC-3h. 

Los resultados obtenidos en otros estudios indican que, en el caso de andamios de quitosano y 

pectina utilizados para el cultivo de células HT-29, se han reportado viabilidades del 67% por Tentor 

et al., 2017. Sin embargo, la incorporación de nanopartículas de oro a estos andamios permitió que 

se alcanzaran valores del 90%83. Por otra parte, Bombaldi de Souza et al., 2017 reporta viabilidades 

celulares de HT-29 por encima del 100% en este tipo de hidrogeles con concentraciones de hasta 50 

mg/mL86. Estos resultados indican que los andamios de CNC presentan una opción prometedora 

para el cultivo de células HT-29, ya que los resultados obtenidos son congruentes con lo que reporta 

Bombaldi de Souza et al., 2017; en este trabajo las tasas de viabilidad celular se mantienen por 

encima del 75%, incluso en concentraciones de 40 mg/mL. 
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Los resultados de la influencia de los CNC al 2% en los fibroblastos 3T3-L1 se pueden apreciar en la 

Figura 35, donde se evidencia que las tasas de viabilidad celular se encuentran por encima del 75% 

para los tres tipos de CNC. Además, el hidrogel de CNC es capaz de retener un alto porcentaje de las 

células presentes en los pozos de cultivo, siendo un 97.42% para CNC-1h, 98.62% para CNC-2h y 

94.60% para CNC-3h.  

En este sentido, Strätz et al., 2020 observaron que un hidrogel compuesto de sulfatos de celulosa 

oxidada resultaron tóxicos cuando se alcanzaron concentraciones mayores a 0.5 mg/mL para 

fibroblastos 3T3-L187. Por otro lado, Peschel et al. 2010, informaron que los porcentajes de viabilidad 

fueron superiores al 90% cuando los fibroblastos se cultivaron en celulosa sulfatada (1 mg/mL), y 

también reportan viabilidades superiores al 85% en presencia de 1 mg/mL de celulosa 

carboximetilada88. Las viabilidad celular de 3T3-L1 ya ha sido estudiada en otros trabajos en 

presencia de compuestos de celulosa mostrando toxicidades por debajo del 15%, en este trabajo 

eso no fue la excepción, aún manteniendo la concentración de los CNC de hasta 20 mg/mL.  

 

Figura 35.- Ensayo Azul Alamar utilizando resazurina para evaluar la actividad metabólica de fibroblastos 3T3-L1 en 
contacto con 20 mg/mL de CNC funcionalizados a diferentes tiempos. El análisis estadístico que se realizó fue un ANOVA-
two way, con el Software GraphPad Prism; en donde * p<0.05 que demuestra que se mostraron diferencias significativas 

respecto al control. Además, se demostró que existe una diferencia significativa entre las medias de los pozos en CNC-1h y 
CNC-3h, también en los hidrogeles entre CNC 3h con CNC 1h y CNC2h 
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En resumen, se puede concluir que los valores de viabilidad celular de ambos tipos de células, que 

está directamente relacionado con la actividad metabólica, demuestran que el hidrogel de CNC en 

una concentración de 20 mg/mL se mantienen por encima del 70 % para HT-29 y por encima del 

75% para 3T3-L1, siendo esto una señal de que el hidrogel no presenta toxicidades significativas. 

Además, cabe destacar que se consiguió estudiar el % de viabilidad celular dentro de los hidrogeles 

de CNC y que estos se mantuvieron por encima del 87.8% para HT-29 y por encima de 94.6% para 

3T3-L1. Lo cual demuestra que el hidrogel retiene a la mayoría de las células cultivadas inicialmente. 

7.3.3 Morfología celular en hidrogeles mediante microscopía confocal 

Se utilizó el microscopio confocal como una técnica de observación para analizar áreas de interés 

que incluyeran a los fibroblastos 3T3-L1 cultivados en un hidrogel de CNC-3h al 2%. Las imágenes se 

obtuvieron de un formato en z-Stack esto permitió el análisis en diferentes planos en un rango de 

100 µm en la dirección z.  

En la Figura 36 se presentan cinco canales diferentes; (1) campo claro, donde se aprecia una imagen 

inicial de la muestra; (2) blanco de calcoflúor, donde se muestra la fluorescencia emitida por los CNC 

teñidos que fueron excitados con una longitud de onda de 365 nm; (3) yoduro de propidio; donde 

se muestra la fluorescencia emitida por el ADN de los fibroblastos 3T3-L1 que fue excitado a 535 nm; 

(4) CNC-3T3-L1, que muestra las imágenes superpuestas de los canales (2) y (3); (5) Campo claro-

3T3-L1, que muestra las imágenes superpuestas de los canales (1) y (3). 

En la Figura 36, se presentan cinco planos diferentes, dispuestos en orden de superior a inferior. El 

plano d) corresponde a la capa que está en contacto directo con la superficie de la caja de cultivo. 

En este plano, se pueden observar los fibroblastos con su morfología característica cuando están 

adheridos a la superficie de la caja en la que se están cultivando, la cual corresponde a una 

morfología fusiforme.  

En a), b) y c) se pueden ver tres células marcadas individualmente en el canal de yoduro de propidio 

en las cuales su núcleo presenta una morfología circular y de menor tamaño a diferencia de aquellas 

adheridas a la superficie. En el canal correspondiente a Campo claro-3T3-L1 se pueden observar las 

células completas superpuesta a la imagen de campo claro, que presenta una morfología diferente 

a aquellas con morfología fusiforme. El cambio en la morfología de las células se debe al crecimiento 

tridimensional que están experimentando al estar inmersas en el hidrogel de CNC, esto significa que 
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los nanocristales de celulosa brindan el soporte suficiente para que estas puedan mantenerse dentro 

de él.  

 

Figura 36.- Imágenes obtenidas por el microscopio confocal donde se tomó un z-Stack con cinco diferentes canales. En rojo 
fibroblastos 3T3-L1 (yoduro de propidio), en azul hidrogel de CNC-3h al 2% en peso (blanco de calcoflúor). Imágenes 
ordenadas de los planos superiores a los inferiores del z-Stack que corresponden con a), b), c) y d) respectivamente. 

La Figura 37 y la Figura 38muestran una construcción tridimensional de este conjunto de imágenes 

z-Stack. La Figura 38 muestra una vista superior al cultivo de celular, y en b), se pueden identificar 

las células previamente resaltadas en la Figura 36, que están rodeadas de los CNC. Por su parte, la 

Figura 38 proporciona una vista lateral de esta reconstrucción tridimensional, lo que ayuda a 

comprender el grosor de la muestra (110 µm). 

Los fibroblastos que se encuentran suspendidos en la matriz del hidrogel de CNC-3h (con una 

concentración del 2% en peso), como se puede apreciar en la Figura 38,  sufren un cambio en su 

estructura. Esta morfología es indicativa de un crecimiento en tres dimensiones y es el resultado de 
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las fuerzas de interacción física generadas entre los cristales de CNC los cuales generan un mejor 

soporte para las células al añadir grupos -COOH. Estas interacciones que se desarrollan dentro de la 

red tridimensional pueden ser de naturaleza electrostáticas, enlaces hidrógeno o fuerzas de Van der 

Waals. El fenómeno morfológico en que las células cambian su disposición tridimensional se atribuye 

a la tensión cortical que ejerce el citoesqueleto submembranoso, lo que a su vez influye en la tensión 

superficial de la membrana celular lipídica. En geles hidratados, las fuerzas adhesivas y contráctiles 

dan forma al tejido en estructuras esféricas isotrópicas.89 Cabe mencionar que no se encontraron 

agregados celulares en la muestra del cultivo de células. 

 

 

Figura 37.- Reconstrucción tridimensional. a) Vista superior.  b) Imagen espejo de (a) Se remarcan las células en 3D.  

 

Figura 38.- Reconstrucción tridimensional vista lateral. Se aprecian las células 3T3-L1 marcadas en la Figura 37 como 1, 2 
y 3. 
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Como se discutió anteriormente en la sección 7.3.2, los hidrogeles de CNC-COOH presentaron un 

contenido de células superior al 94.6% (Figura 35). Este hallazgo coincide con lo que se refleja en las 

imágenes obtenidas por microscopía confocal, donde las células que permanecieron adheridas al 

pozo (Figura 36d) mantienen la estructura fusiforme característica de un cultivo bidimensional. 

7.4 Adsorción de proteínas 

7.4.1 Método de Bradford 

En esta sección, se exploró la interacción entre la albúmina de suero bovino (BSA) y los CNC 

carboxilados (CNC-3h). Según los resultados obtenidos en el apartado 7.2.2, al examinar las 

imágenes del microscopio confocal, se pudo notar que los CNC al estar en contacto con el DMEM 

tendían a formar agregados, lo que resultaba en una distribución más densa de los CNC. Además, 

las imágenes de SEM también revelaron cambios en la morfología de los aerogeles de CNC cuando 

se exponían al DMEM en comparación a cuando estaban en contacto con el agua. 

La morfología del hidrogel generada por el DMEM actuará como el soporte estructural con el cual 

las células interactúan para adherirse, interactuar y proliferar. Además, en los ensayos de la sección 

7.3.2, se evidenció que un gran porcentaje de las células vivas se encontraban inmersas en los 

hidrogeles, en contacto con las aglomeraciones de los CNC. Por lo tanto, se realizó un estudio para 

determinar si la presencia de las proteínas en el DMEM tenía alguna influencia en la formación de 

estas aglomeraciones, posiblemente interaccionando con los grupos -COOH de los CNC. 

 

Figura 39.- Curva de calibración para concentraciones conocidas de BSA 



61 
 

La adsorción de la albúmina de suero bovino (BSA) fue estudiada en experimentos de adsorción 

midiendo la concentración libre de BSA en los CNC-3h, mediante espectroscopía UV-Vis. El cálculo 

de la concentración final de BSA se obtuvo mediante una curva de calibración previamente realizada 

(Figura 39). 

La medición arrojó resultados de 263.9 µg/mL de BSA presentes en la muestra de CNC, al ser 250 

µg/mL la concentración inicial se puede argumentar que el hidrogel de CNC perdió una mínima 

cantidad de agua al estar incubado a 37°C por 48 horas lo que llevó a que la muestra terminara más 

concentrada. Por otra parte, se puede concluir también que los CNC no adsorben BSA al estar 

cargados negativamente, lo cual es resultado de la funcionalización con grupos carboxílicos. Lo cual 

es consistente con lo reportado en otros trabajos donde se estudió la unión de la BSA en cristales de 

celulosa cargados positiva (modificados con piridinio) y negativamente (sulfatados y carboxilados).90 

Cabe mencionar que los lavados con PBS ayudan a bajar la acidez de los CNC funcionalizados para 

evitar generar toxicidad en las células. 

Con este estudio se pudo verificar que la presencia de aglomeraciones en los hidrogeles de CNC al 

estar en contacto con el DMEM no se origina directamente a la adsorción de proteínas. En su lugar, 

se deben a diferencias en las concentraciones de los medios acuosos utilizados el proceso de 

retención. Inicialmente, el hidrogel de CNC se dispersa en agua, y luego se le agrega el DMEM. Esta 

secuencia de pasos conduce a la formación de aglomeraciones, donde un grupo de CNC previamente 

hidratados en agua quedan suspendidos en la solución de proteínas y sales presentes en el DMEM. 

Este estudio fue de utilidad ya que demuestra que la diferencia de carga entre los andamios para 

cultivo celular debe ser considerada si se busca modular la adsorción de cierto tipo de proteínas.  
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8 Conclusiones 

La esterificación de los CNC con el uso del DES de OxAcDi/ChCl se confirmó mediante espectros FTIR, 

identificando una banda característica alrededor de 1740 cm-1. La cantidad de grupos -COOH se 

determinó conductimétricamente con NaOH, alcanzando valores de hasta 375 mmol/Kg para la 

muestra de CNC-3 horas. Además, se comprobó que la morfología y cristalinidad de los CNC se 

mantuvieron intactas, utilizando las técnicas de AFM y XRD, respectivamente. 

Los estudios sobre la formación de hidrogeles demostraron que un hidrogel de CNC al 2% mantiene 

sus propiedades a nivel macroscópico y es predominantemente elástico a frecuencias altas. No 

obstante, se observó que los CNC liofilizados tienden a formar agregados, con esto se decidió 

dispersar los CNC en etanol, evitando que se sequen en el proceso. También se determinó que el 

origen de estos agregados no dependía de las interacciones entre las proteínas presentes en el 

medio si no a las diferencias de concentración entre los medios utilizados por el método de 

formación del hidrogel. 

Los estudios comparativos de material de CNC-COOH resultaron no presentar toxicidad en las células 

de tejido conectivo 3T3-L1 y no conectivo HT-29, incluso a una concentración de 4 mg/mL. Sin 

embargo, los CNC generaban niveles de pH ácido (4), que se neutralizaron con lavados de PBS. Los 

estudios por reducción de resazurina revelaron que la mayoría de las células iniciales permanecieron 

inmersas en los CNC, aproximadamente el 100% para HT-29 y 94.6% para 3T3-L1 en CNC-3h.  Con 

una actividad metabólica menor para HT-29 que para 3T3-L1, quizás debido a que los fibroblastos, 

siendo tejido conectivo, favorecen la viabilidad mediante la homeostasis generada por su 

entramado. 

El estudio de la morfología de las células 3T3-L1 después de 48 h de cultivo determinaron que los 

fibroblastos suspendidos en el hidrogel de CNC presentaron un cambio de morfología comparado 

con aquellos adheridos al pozo, esto generado por las fuerzas de interacción física entre los CNC, los 

cuales generan un mejor soporte para las células al añadir grupos -COOH. 

En este trabajo, se desarrolló exitosamente un hidrogel utilizando CNC funcionalizados con grupos -

COOH mediante el uso de un DES compuesto de OxAcDi/ChCl. Este hidrogel exhibió propiedades 

químicas, físicas, mecánicas y biocompatibles que, en conjunto, proporcionaron un soporte físico 

para las células HT-29 y los 3T3-L1. En el caso de los fibroblastos se observó un cambio en su 

morfología como resultado de interacciones tridimensionales. Estos resultados respaldan la 

hipótesis formulada inicialmente. 
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9 Perspectivas 

Los hidrogeles de nanocristales de celulosa son un material con gran potencial en aplicaciones para 

el cultivo celular. Los resultados alcanzados en este proyecto demuestran de manera concluyente 

que los objetivos planteados se pudieron cumplir en su totalidad. No obstante, es importante 

destacar que el desarrollo de este proyecto sienta las bases para futuras mejoras que pueden 

derivarse de los resultados obtenidos, y que existen oportunidades de mejora y optimización de 

algunos procedimientos. Algunos puntos por remarcar son los siguientes: 

• Investigar la funcionalización de los nanocristales de celulosa en mediante 

reacciones con el DES OxAcDi/ChCl utilizando diferentes relaciones molares, con el 

fin de incrementar el número de ácidos carboxílicos por tiempo de reacción. 

• Realizar pruebas de retención de agua y DMEM a diferentes relaciones volumen-

volumen entre estos dos componentes, con el fin de generar mejor respuesta en los 

ensayos de viabilidad al ajustar un porcentaje mayor de DMEM. 

• Realizar pruebas reológicas utilizando hidrogeles con porcentajes mayores de CNC 

con el fin de ajustar sus propiedades reológicas de los hidrogeles a las necesidades 

específicas de cada línea celular. 

• Realizar ensayos de resazurina durante periodos de tiempo más largos, optimizando 

procesos para detectar cambios en la proliferación o viabilidad a largo plazo. 

• Estudiar morfología celular con mayor detalle en el microscopio confocal utilizando 

un fluorocromo específico para teñir el citoesqueleto, esto proporcionaría 

información valiosa sobre el comportamiento morfológico de las células y cómo 

interactúan con los hidrogeles. 

• Realizar ensayos de microscopía confocal utilizando hidrogeles de CNC con 

diferentes cantidades de grupos -COOH en su superficie, con el fin de determinar si 

existe alguna concentración ideal. 
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