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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 buUsqueda de un
hidrogel que tenga caracteristicas 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 quimica superficial por grupos -COOH que mejoraran las
interacciones en los hidrogeles formando asi un material mas homogéneo. La funcionalizacion de
los CNC se dio por medio de solventes eutécticos profundos formados de cloruro de colina y acido
oxalico. En este trabajo se reportan nanocristales de celulosa funcionalizados a cuatro diferentes
tiempos, CNC-0OSO3H, CNC-1h, CNC-2h y CNC-3h. Estos materiales fueron caracterizados por FTIR,
valoracién conductimétrica, pruebas de retencién de agua y DMEM, microscopia confocal y SEM.
Ademas, debido a sus propiedades biocompatibles y a su potencial aplicacion 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 microscopia confocal. Esto resulté en un hidrogel que exhibié propiedades quimicas, fisicas,
mecdnicas y biocompatibles que, en conjunto, proporcionaron un soporte fisico para las células HT-

29y los 3T3-L1.
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3 Introduccion
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 caracteristicas. Las células
de un tipo dado suelen agruparse para formar un tejido y desempefiar cooperativamente una
funciéon comuin.! Un tejido es la unidad bdsica de la estructura de los érganos, el cual estd compuesto
de un conjunto de células similares que se agrupan para llevar a cabo una funcién especifica.
Distintos tejidos pueden organizarse para formar un 6rgano. 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 funcién 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 sélidos por su composicion, ya que la mayor parte
de su volumen esta formado por matriz extracelular (MEC) en lugar de células. Aunque existen varios
tipos de células presentes en los tejidos conectivos, la mayoria 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 sefializacién a través de

sefiales bioldgicas y bioquimicas.?

Estos componentes comiUnmente suelen ser fibras proteicas insolubles, proteoglucanos, diversas
proteinas multiadhesivas y hialuronano, un glicosaminoglicano no sulfatado de gran tamafo. La
proteina mas abundante en el tejido conectivo es el colageno, esta molécula se suele asociar para

formar polimeros fibrilares que proporcionan resistencia mecénica entre los tejidos conectivos.?

3.1.1.2 Tejido no conectivo (epitelial)

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

drganos, este suele ser una capa similar a una laminay se conoce como epitelio. Las células del tejido



epitelial se clasifican como células polarizadas debido a que sus membranas plasmaticas estan
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 mas

cercano a los vasos sanguineos. Y el lado apical es el que se encuentra en contacto con la sangre.?
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Figura 1.- Esquema representativo de las diferentes superficies de una célula epitelial polarizada y su interaccion con el
tejido conectivo.

Estas laminas del tejido epitelial de varias capas pueden actuar como barreras que sean
selectivamente permeables, regulables, ademas de generar comportamientos en el organismo que
pueden ser quimicos. La ldamina de tejido epitelial de una sola capa actia como medio para
transportar iones y moléculas pequenas de un lado de la capa a otro. Ademds, este epitelio puede
presentar morfologias y funciones especificas 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 tipicamente compuesta de sustancias bioquimicas
gue son segregadas por las células que habitan el tejido u érgano. En consecuencia, la composicion
y topologia de la MEC es Unica para cada tejido y varia dependiendo de las necesidades fisioldgicas,
esto hace que esta proporcione las condiciones para que todas las clases de células puedan
sobreviviry proliferar.® Estd compuesta de proteinas estructurales (laminina, coldgeno, fibronectina),
factores de crecimiento, polisacdridos y glicosaminoglicanos dispuestos en una estructura

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

La MEC que brinda el entorno, que sirve como soporte fisico esencial, desencadena sefiales
bioquimicas y biomecdnicas requeridas para que se genere la difusién de nutrientes, transferencia
de desperdicios metabdlicos y el transporte de gases, también permite que las células presenten

morfogénesis, diferenciaciéon y homedstasis del tejido.’

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 coldgeno, que proporcionan fuerza mecanica y elasticidad a los tejidos
y; las proteinas multiadhesivas, que se unen e interconectan los receptores de adhesion 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 colageno tipo IV, lamininas, entactina 'y

perlecano.

In vitro, los avances en medicina, ingenieria y biologia permiten mimetizar las condiciones fisicas y
guimicas de un sistema vivo. El cultivo de células en 3D in vitro proporciona un modelo robusto para
desarrollar terapias mas efectivas contra el cancer haciendo investigaciones en su progresién,
nuevas estrategias para la deteccidn de drogas y permite una mejor comprension de cémo las células
interactlan entre si y con su entorno. Los cultivos en 3D necesitan inducir respuestas morfoldgicas

y fisioldgicas correctas, expresidn de genes, polaridad y morfologia celular.
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Para el cultivo celular, es imprescindible un material capaz de mimetizar las caracteristicas fisicas,
guimicas y mecanicas de la MEC que contenga una estructura tridimensional, gelatinosa y flexible,
estas caracteristicas brindaran el soporte necesario para generar el crecimiento, proliferacion y
comunicacion entre las células.® Ademds, es necesario evaluar su biocompatibilidad en términos de
falta de toxicidad, adhesién celular, propiedades de proliferacién y habilidades para diferenciarse en

un nuevo tejido.

Los hidrogeles son materiales altamente versatiles particularmente prometedores en los campos de
biologia y medicina. Debido a su capacidad de sintonizacidn, los hidrogeles han demostrado su
potencial en varias aplicaciones biomédicas, que incluyen andamios para tejidos’, lentes de
contacto®, curacidon de heridas®,sistemas de liberacion controlada de farmacos® y dispositivos de
diagndstico™,

3.1.3 Cultivo celular

La célula es la unidad elemental de los seres vivos. En general, estd constituida de una membrana
fluida, organelos especializados y material genético. Las células se someten a diferenciacién y son el

origen de tejidos especializados y altamente organizados.!?

Cultivo celular 2D Cultivo celular 3D

Figura 3.- Comportamiento celular cultivo celular 2D, donde no se representa la morfologia fisioldgica 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 drganos, la mayoria de las células crecen en un

entorno tridimensional (3D) donde estan rodeadas por una matriz extracelular (MEC). La disposicién
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tridimensional de las células estad regulada por las caracteristicas estructurales de la MEC, que al
brindar soporte, altera la respuesta celular al estrés mecdnico, lo que conduce a la regulacién de un
destino morfolégico celular a través de la mecanotransduccidn en respuesta a la tension ejercida

por las células.'

3.2 Hidrogeles

Los hidrogeles son redes de polimeros tridimensionales, flexibles, capaces de retener una gran
cantidad de agua en su estado hinchado. Estos estan hechos de materiales naturales o sintéticos, y
pueden reticularse mediante enlaces covalentes, complejacion idnica, enlaces de hidrégeno y
mediante interacciones hidréfobas.’ ® Ademads, las propiedades que presentan los hidrogeles son
de gran interés para aplicaciones biomédicas como las mecanicas, biocompatibilidad, degradacioén,

porosidad, o hinchamiento.?”
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Figura 4.- Aplicaciones de los hidrogeles. Tomado y editado de Carbohydrate Polymers 283 (2022) 119161.18
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3.2.1 Caracteristicas de un hidrogel para aplicaciones biomédicas

La capacidad de los hidrogeles para modificarse y replicar las condiciones fisicas y bioquimicas
encontradas en el sistema biolégico implica la necesidad de cumplir con ciertos requisitos
especificos en términos de propiedades mecdnicas, estabilidad en el pH, fuerza idnica y
temperatura. Otro aspecto importante en los hidrogeles es el tamano de la red del hidrogel,
controlar los poros permite disefiar la difusion de moléculas en la matriz. Cuando el tamafo de la
red es menor que el didmetro de las biomoléculas, el hidrogel actiia como un filtro que impide la
difusion de las biomoléculas y viceversa.'® Es crucial que la estructura de la red del hidrogel sea lo
suficientemente flexible y resistente, principalmente cuando se requiere mantener particulas como

células, proteinas o nanoparticulas en su interior.?°

En términos de cultivo celular tridimensional, los pardametros importantes de los hidrogeles incluyen
resistencia mecdnica, elasticidad, porosidad, facilidad de funcionalizacidn, biodegradabilidad y
compatibilidad celular. La sintesis de los hidrogeles normalmente incluye un ultimo paso de lavado
para remover los reactivos que potencialmente pueden dafiar células o tejidos. Si es requerido, la
esterilizacion por radiacion de UV puede ser utilizada para minimizar la aparicion de

contaminaciones por microorganismos como bacterias u hongos.?

Existen factores cruciales que representan barreras significativas en cuanto al uso extensivo de los
hidrogeles en el campo biomédico. La mayoria de los polimeros utilizados suelen derivarse de un
origen sintético, no biodegradable o reciclable, lo que representa grandes desafios en cuanto a su

sustentabilidad ambiental.?

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 caracteristicas no deseadas al

hacer un cultivo celular.

Existen hidrogeles basados en alginatos, acido hialurdnico y polietilenglicol que en su forma no
modificada suelen ser rigidos (en el orden de 10 s de kPa), presentan un tamafio de poro pequefo
en el orden de nandmetros, no soportan una adhesién 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.?
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Varias investigaciones han reportado que Matrigel ofrece un entorno mecanico y quimico éptimo
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 ratén
Engelbreth-Holm-Swarm (EHS). Lamentablemente, debido a su origen biolégico, Matrigel podria
llevar patdgenos y antigenos no identificables, ademas presenta variaciones lote a lote que afectan

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

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 ingenieria 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 versatil, sustentable, no téxico y renovable para multiples

aplicaciones biomédicas, entre ellas el cultivo celular.

3.3 Celulosa

La celulosa es el polisacdrido mds comun en la naturaleza y se encuentra en mayor cantidad en
plantas, donde actia como componente principal, aunque también se puede encontrar en bacterias
y algas. La nanocelulosa puede ser extraida de madera o plantas por tratamiento mecdnico,
enzimatico o quimico para primero remover los residuos de lignina y hemicelulosa y después para

deconstruir la estructura celuldsica jerarquica.?®
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Figura 5.- Estructura quimica de la celulosa.

Este polimero lineal estd compuesto de moléculas D-glucopiranosa y presenta enlaces covalentes B-
1,4-glucosidicos, donde el carbono C1 de una molécula estd unido al carbén C4 de la unidad

adyacente. En cada unidad de glucopiranosa, existen dos grupos hidroxilos secundarios en C2 y C3,
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asi como un grupo hidroxilo primario en C6, ademas de un dtomo de oxigeno en el grupo éter. Estos
enlaces controlan su habilidad para enlazarse con hidrégenos, su organizacién en estructuras
jerarquicas que pueden afectar su solubilidad en agua, y las propiedades mecanicas de las
estructuras formadas. La celulosa es insoluble en agua y forma suspensiones coloidales.?’” La unidad

repetitiva de la celulosa se denomina celubiosa.?®

Las interacciones hidrofdbicas predominan en la estructura cristalina celulésica, lo que influye en su
solubilidad debido a la naturaleza anfifilica del polimero. Esta asociacion desempefia un rol
fundamental en la solubilidad de la celulosa, lo que la hace insoluble en agua y que tienda a formar

suspensiones coloidales.?’

En las ultimas décadas la celulosa ha experimentado un aumento significativo en su utilizacion,
debido a su abundancia y versatilidad en la creacidon de una amplia gama de nanomateriales. Los
nanomateriales de celulosa (CNM) varian en tamano, proporcion, forma y composicién quimica
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 particulas en forma de aguja, generalmente con dimensiones
que oscilan entre los 2-50 nm de ancho y 100-200 nm de largo, que han atraido atencidn significativa
en muchas investigaciones. Estdn compuestos por fragmentos de cadenas de celulosa y exhiben una
estructura altamente cristalina. Es posible obtener varios tipos de CNC con variaciones en estructura,
morfologia, propiedades fisicoquimicas y aplicaciones y esto depende de factores como el origen 'y

madurez de la celulosa, las condiciones de reaccidn y los métodos de procesamiento utilizados.?

Los CNC son un tipo de material Unico que deriva de las fibras naturales de la celulosa. Estos tienen
excelentes propiedades como alta relacidon de aspecto, baja toxicidad, un excelente rendimiento
mecanico y buena biocompatibilidad. Es bien sabido que su alta fuerza mecanica es atribuida a su
alta estructura cristalina y a la existencia de enlaces de hidrégeno intra e intermoleculares. Ademas,
su gran area superficial y su abundancia en grupos hidroxilo proporciona la posibilidad de

modificaciones quimicas. ¥
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Figura 6.- Micrografia TEM de los CNC marca CelluForce NCC. Tomado de ACSSustainable Chem. Eng. 2021, 9, 45.31

3.3.2 Obtencién de los CNC

Los CNC se obtienen por hidrélisis con acido fuerte de la pulpa de celulosa, disolviendo las partes
amorfas de las fibras mientras sus dominios cristalinos se mantienen intactos. Los acidos
comuinmente usados para la sintesis de los CNC son 4cido sulfurico, acido clorhidrico, acido
fosférico.3 Dependiendo del tipo de fuente de celulosa y del proceso del tratamiento va a variar el

tamafio de los CNC.

El primer paso en la obtencion de los CNC es la eliminacién completa o parcial de materiales no
celuldsicos de la materia prima para producir fibras de celulosa individuales a partir de un
compuesto acido en una concentracién conocida (hidrélisis acida). Las moléculas de acido penetran
en las fibras de celulosa y luego se rompen las regiones amorfas para formar los CNC. Ademas, se ha
informado que sales inorganicas y sales de metales de transicidon, actian como catalizadores en la

hidrdlisis acida.3? 34

La hidrdlisis enzimatica es un método alternativo que es econémico y ambientalmente viable. Se
utilizan celulasas que actuan como catalizadores, la endoglucanasa se ataca, hidroliza y degrada las
regiones amorfas de una mezcla, mientras que la exoglucanasa reacciona con la cadena celulésica
desde los extremos reductores o no reductores.?® Estas enzimas trabajan en sinergia en la hidrdlisis

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

Se han empleado métodos mecanicos como la microfluidizacién, la ultrasonificacion y la
homogeneizacion a alta presion o la molienda con bolas, en combinacién con otros métodos, para
la produccion de CNC. Ademds, numerosos estudios han demostrado recientemente que los
solventes eutécticos profundos (DES) pueden utilizarse como medios de reaccion eficientes y
alternativos para la hidrélisis controlada y selectiva de la celulosa para aislar CNCs.’

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

3.3.3 Hidrogeles de CNC para aplicaciones bioldgicas

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 didmetros y rigidez que, exhiben excelentes propiedades
mecanicas.®® Ademas, difieren de muchos hidrogeles ya que su polimero constitutivo es insoluble en
agua. Esto significa que los CNC forman una suspension coloidal en agua mientras otros geles forman
una solucién.® Esta suspensidon provoca que se generen interacciones entre los CNC que ayudan a
mantener la estructura de hidrogel. Las fuerzas de interaccién fisica incluyen la electrostatica,
enlaces de hidrégeno, enredo de cadenas, Van der Waals, e interacciones hidrofébicas y idnicas.
Estas interacciones reversibles se alteran facilmente cuando la fuerza interactuante entre las fibras

se desintegra.
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Figura 8.- a) Dispersion de CNC al 1% en agua, c) Hidrogel de CNC al 15% en agua. Tomada y modificada de Chem. Soc.
Rev., 2018, 47, 2609—2679.4°

Los hidrogeles a base de CNC ya han sido clasificados como no citotdxicos, no carcinégenos, son
biodegradables y biocompatibles y presentan propiedades térmicas y mecanicas deseadas, lo que
los hace una opcidon competitiva para multiples aplicaciones biomédicas. Ademas, los CNC muestran
una buena habilidad de hinchamiento macroscépico debido al efecto osmadtico también conocido
como entropia del contraién. © Esto significa que las cadenas de polimero cargado en un medio

acuoso deben estar rodeadas de contraiones para alcanzar la neutralidad electrostatica.*

Esta capacidad de absorber agua permite el control del tamafo de poro y su distribucién dentro de
la estructura local del gel; esto también afecta las propiedades mecanicas del gel como flexibilidad
y rigidez. Al igual que otros hidrogeles, es posible ajustar este entorno acuoso a cierto pH o fuerza
idnica especifica mientras se mantiene la estructura de red y la estabilidad coloidal.*> Ademds, se
pueden afadir aditivos como azlcares, sales o aminoacidos para lograr un equilibrio osmdtico y

regular el flujo de agua en el medio.®

Los CNC con superficies modificadas se utilizan como agentes antibacterianos y antivirales,
andamios para ingenieria de tejidos, biomarcadores o sensores, vectores génicos, vehiculos de

administracion de medicamentos y andamios para biocatalizadores.

Cuando se trata de cultivo celular, la mayoria 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 disefiados para la encapsulacidn de células, suelen carecer de
las interacciones de unién necesarias. Por lo tanto, es fundamental incorporar compuestos que
promuevan la adhesion celular en estos hidrogeles para permitir la union celular y, al mismo tiempo,

mantener la viabilidad celular.’
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Los hidrogeles de CNC presentan una alta relacién de aspecto y area superficial, lo que los convierte
en candidatos ideales a ser quimicamente modificados con grupos funcionales o incorporando
biomoléculas.’® La funcionalizacién de los CNC proporciona mejoras en las propiedades fisicas o
guimicas y un mejor control de interacciones bioldgicas, adaptando los hidrogeles a aplicaciones

especificas.

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

Escoger la técnica mds apropiada para procesar el hidrogel de CNC dependera de la aplicacién final
deseada y sus requerimientos. Una de las reacciones mas comunes es la esterificacion de la celulosa,
ya que esta es base para otros tipos de modificacion superficial.** Después de la hidrdlisis de las
materias primas, los CNC resultantes tienen diferentes grupos funcionales en su superficie
dependiendo del agente de hidrdlisis. La mayoria de estos grupos se pueden utilizar para anclar otras
moléculas en los CNC a través de diversas reacciones. Algunos de los métodos mas importantes de

modificacién superficial son:

e Oxidacion: Se utiliza el reactivo 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-il-oxidanilo (TEMPO)
para oxidar CNC carboxilados.

e Amidacién: Se utiliza el reactivo 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodimida (EDCI)
el cual se aplica siempre durante la conjugacién de proteinas en la superficie de los
CNC carboxilados.

e Esterificacion: Se pueden utiizar piridina, microondas, TEMPO o anhidros acidos
para esterificar los CNC sulfatados, oxidados o fosforilados.

e Carbamacion: Los isocianatos pueden reaccionar con los grupos hidroxilo en la
superficie de los CNC. Estas reacciones suelen utilizarse para la modificacién 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 quimicos que suelen ser téxicos 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 quimicas novedosas y prometedoras que pueden funcionar como disolventes, reactivos

y catalizadores en muchas aplicaciones.*
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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 composicidn corresponde a un punto eutéctico.*® Estos componentes
forman una mezcla eutéctica, lo que lleva a una significativa disminucion del punto de congelacidn,
con un punto de fusidon mas bajo que los componentes individuales y se obtiene una temperatura

de transicion vitrea.*’

Existen cuatro clasificaciones de DES los cuales estan basados en la férmula general descrita por
Abbott et al.*® 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 fisicas de los DES.

Cat™XzY

Donde: “Cat*” es normalmente un amonio, sulfonio o fosfonio; “X”" es una base de Lewis; “Y”
representa un acido de Lewis o acido de Brgnsted y; “z” es el nimero de moléculas “Y” que

interacttan con el anién correspondiente.*

Férmula General:
Cat* X zY

Tipo I:
Y= sal de metal MCl
M=2Zn, Sn, Fe, Al,
Ga, In

Tipo ll: Tipo llI:
Y=sal de metal Y= donador de enlaces
hidratada MC| + H,0 hidrégeno RZ,
M= Cr, Co, Cu, Ni, Fe Z= COOH,, COOH, OH

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

Los DES tipo Ill son los mas estudiados en la literatura. Desde el primer informe de un DES reportado
por Abbott et al.,*® en el cual se utilizé6 una proporcién molar 1:2 de coluro de colina (ChCl) y urea

respectivamente, se han investigado nuevas combinaciones de donadores de enlace de hidrégeno y
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aceptores de enlace de hidrégeno. Uno de los aceptores de enlaces hidrogeno mas comunes es el
ChCl, posiblemente por su disponibilidad, el cual se suele combinar con diferentes tipos de
donadores de enlaces hidrégeno muy diversos.’! El ChCl ha despertado un gran interés en los DES

debido a su bajo costo, baja toxicidad®?, biodegradabilidad y biocompatibilidad® de Ia sal.

Los DES poseen una gran cantidad de caracteristicas que los convierten en sustancias novedosas,
entre estas se pueden encontrar: compatibilidad con el agua, baja presion de vapor, no
inflamabilidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad son caracteristicas clave que hacen que los
DES ofrezcan ambientes Unicos.*” ** Ademas, los DES han ganado interés porque permiten que
ocurran reacciones quimicas que no habian sido encontradas en otros solventes, como en
temperaturas y presiones extremas al tiempo que exhiben capacidades de solvatacion inusuales y

conductividad idnica.*

3.4.1 Aplicaciones de los DES en celulosa

Los DES a base de ChCl son sustancias novedosas que pueden ser aplicadas en multiples dreas donde
se destacan por sus aspectos medioambientales, econdmicos y tecnoldgicos. El interés en los DES
para utilizarse como un solvente compatible con la celulosa se ha incrementado en los afios
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 cationizacidn
exitosa del algoddn utilizando DES de ChCl y urea; esta ocurrié cuando el ChCl reacciond con los
grupos OH disponibles de la celulosa.>® Sirvié et al., 2015 promovieron la nanofibrilacién 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.*

Estudios recientes demuestran que los DES basados en ChCl (ChCl/4cido oxalico, ChCl/urea) pueden
ser usados para la modificacion superficial de los nanocristales de celulosa y valorizacion de
compuestos de celulosa obteniendo asi acidos carboxilicos y ésteres en la superficie de los

materiales, estos grupos ayudan a la estabilizacidn de los hidrogeles correspondientes.>® 7

3.4.2 Funcionalizacién de celulosa en DES

Los DES se han propuesto como una alternativa ecoldgica para la sintesis y disolucidn de
nanomateriales de celulosa, incluyendo la funcionalizacién o incorporacidn de grupos carboxilicos
anidnicos en la superficie de la celulosa. A pesar de esto, solo muy pocas investigaciones han

reportado la funcionalizacidn de la celulosa con alguin DES.
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Lim et al., 2021 describieron que el uso de DES de ChCl y acido oxalico resulté en una CNC cargada

con grupos COOH después de un tratamiento de hidrdlisis dcida en la pulpa de celulosa.>®

o)
Cf
{a) D‘\\C/ %O
OH CH,OH OH o
Ho O OA-ChCIDES uo 9
/o o OH = HsC o OH
s} o
RsC CH,OH HO ho CH,OH HO Ho
o
0
(®) 4
/o
OH CH,OH OH g
HO ] H.SO,  Ho \ 9
/0 o OH __ 5 HC . OH
] 0
H
HaC CH,CH HO © CH,0H HO Ho

Figura 10.- Representacion esquemadatica de los CNC derivados de las reacciones con (a) el DES de ChCl-dcido oxdlico (OA) y
(b) CNC derivada del proceso de hidrdlisis. Tomado de Cellulose 2021, 28 (10), 6183-6199.58

Sirvié et al., 2015 lograron cuantificar los mmol/Kg de grupos COOH en diferentes muestras de CNC
tratados con DES de ChCl y 4cido oxalico dihidratado y otro DES de ChCl y acido oxalico anhidro, en

diferentes relaciones molares y distintos tiempos de reaccién.>®

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

donadores de enlaces hidrégeno como acido citrico, malico, maldnico, citrico, oxalico y succinico.®

Haciendo una comparacién con uno de los métodos mas utilizados para esterificar la superficie de
la celulosa, como es el uso del TEMPO, el uso de DES sobresale en este proceso de funcionalizacién
debido a la biodegradabilidad, baja toxicidad, facilidad de degradacidén y bajo costo. Aunque se han
investigado varias aplicaciones prometedoras y se han llevado a cabo investigaciones en esta
direccién, aun prevalece un conocimiento limitado en cuanto a las interacciones entre las fibras de

celulosay los DES.
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4 Hipotesis
La funcionalizacién superficial de los nanocristales de celulosa con grupos carboxilos mediante un
DES formado por acido oxalico y cloruro de colina permitird la formacidon de hidrogeles con

propiedades fisicoquimicas y mecanicas basicas 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 especificos

e Estudiar la funcionalizacion de los CNC en DES compuesto de acido oxalico dihidratado /
cloruro de colina (OxAcDi/ChCl) en una relacién equimolar (1:1).

e Caracterizacidon de los CNC por FTIR, valoracion conductimétrica, AFM, pruebas de retencidn
de agua, XRD y reologia.

e Estudio de la formacién de geles con los CNC en medios de cultivo.

e Exploracidn 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 Meétodos

6.1 Funcionalizacion de la CNC

Reactivos: Cloruro de Colina (ChCl, Sigma Aldrich, C7527, BioReagent, suitable for cell culture,
suitable for insect cell culture, 298%), Acido Oxalico Dihidratado (OxAcDi, Sigma Aldrich, 247537,
ACS reagent, 299%), Nanocristales de Celulosa (CNC, CelluForce NCC®), Alcohol Etilico (Etanol, 96°),

Agua desionizada.

6.1.1 Preparacion del DES de Acido Oxalico Dihidratado y Cloruro de Colina (OxAcDi/ChCl)

Procedimiento: Para preparar el DES se secé el ChCl en un frasco de 500 mL, el cual se colocé en un
horno de conveccidn a una temperatura de 90 °C durante 24 horas. Luego, se mezclé el ChCl con
OxAcDi utilizando una relacién molar 1:1, y se agregé un agitador magnético recubierto con teflén.
El frasco se tapd herméticamente y se colocd en un bafio de aceite, manteniendo una temperatura
constante de 60°C. La agitacion se mantuvo constante a 500 rpm hasta obtener un liquido
homogéneo, viscoso y transparente, este proceso asegurd la formacion del DES como se puede

observar en la Figura 11.

DES
OxAcDi/ChClI

cl|_
T

Figura 11.- Método seguido para la preparacion del DES y estructuras quimicas del dcido oxdlico dihidratado y cloruro de
colina.

6.1.2 Funcionalizacidon 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 relacion al 1% en peso de CNC respecto al DES. Se llevé el frasco a agitacién (vortex) por 30 s

hasta obtener una mezcla homogénea. Luego, el frasco se cerré herméticamente y se sumergié en
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un bafio de aceite a 60°C, con una agitacidon constante a 500 rpm. Este proceso se llevd a cabo
durante un tiempo especifico para cada muestra (CNC-1h, CNC-2h, CNC-3h). Para recuperar las
muestras, se retiraron 4 mL de la solucidn bien agitada y se transfirieron a un Tubo Falcon de 15 mL
donde se afadieron 10 mL de etanol para detener la reaccidn de esterificaciéon (Figura 12). La mezcla
se agitd nuevamente durante 30 s en un vértex. Cada tubo Falcon se colocé en una centrifuga
Centurion Scientific (1.K241) y se centrifugd por 5 min a 6,000 rpm (usando el rotor BRK 5324). Por
ultimo, se lavd cada muestra con etanol hasta que la conductividad del sobrenadante fue
aproximadamente 54 uS/cm que es la conductividad del etanol puro. Para los lavados se retird el
sobrenadante (en el cual se midio la conductividad), se agregaron 10 mL de etanol, se llevé el tubo
Falcon al vortex por 1.5 min y de nuevo se colocé en la centrifuga por 5 min a 6,000 rpm hasta que
los CNC precipitaron formando una pastilla. Este paso se repitid 8 veces hasta que no se presentaron

indicios de presencia de DES en la muestra.

O OH
OH W OS <o
%w 7o | 2

0 HO ,g/o HO 0
0 o]
HO— © QA 0L ©

OH . OH

OH ) Cloruro de Colina OH
n Acido Oxalico * 2H,0 N
Celulosa Celulosa

Funcionalizada

Figura 12.- Esterificacion de la celulosa.

Tratamiento
con DES N

\,

Liofilizada

100 mg de CNC

100 mg de CNC tratada
con DESYy liofilizada

Figura 13.- Proceso de liofilizacion de la CNC después del tratamiento de funcionalizacién con DES.
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6.2 Caracterizacion de los CNC

CNC liofilizados: Con el fin de caracterizar los CNC se retiré completamente el liquido sobrenadante
después del octavo lavado. Luego, los CNC se dispersaron en 5 mL de agua y se sometieron a
agitacion en un vértex durante 1 min. A continuacién, se procedié 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 Analisis por Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Se llevd a cabo un andlisis mediante FTIR con el propésito de identificar los enlaces quimicos y grupos
funcionales presentes en los CNC en funcidn del tiempo de exposicidn al DES. Para esto se recurri

a la técnica de Reflectancia Total Atenuada (ATR).

En la Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier, la luz infrarroja interactda con una
muestra, y el equipo se encarga de medir la cantidad de luz absorbida, reflejada o transmitida
después de dicha interaccion. Cada espectro infrarrojo tipico corresponde a un material con sefiales
de absorcidn o reflejancia que representan las frecuencias de vibracién entre los enlaces quimicos
gue componen dicho material. Dado que cada material es una composicion Unica de grupos
funcionales, la FTIR proporciona una identificacion quimica distintiva de las muestras.®® Ademas, se
puede utilizar para obtener informaciéon 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 funcién

del nimero de onda.
Reactivos: Acido clorhidrico (HCI) (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 uL de HCI 0.1 N para asegurar la protonacion de los acidos carboxilicos
en el caso de los CNC-COOH vy el &acido sulfénico en los CNC-OSOsH (sulfatada comercial),
posteriormente se dejaron secar a temperatura ambiente (25°C) por 24 h. La caracterizacidon quimica
de los CNC sin tratamiento (CNC-OSOsH) y de los CNC tratados con DES a diferentes tiempos (1, 2y
3 horas), se efectud en un espectrofotometro (Spectrum Two Perkin Elmer). Los espectros
correspondientes a CNC-OSOsH, CNC-1h, CNC-2h y CNC-3h fueron registrados a temperatura
ambiente en un rango de 4000 a 400 cm™ y a una resolucidn espectral de 4 cm™ utilizando el modo

ATR.
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6.2.2

Valoracion conductimétrica

La densidad de carga en la superficie de los CNC proporciona la repulsién electrostatica necesaria

para mantener su estabilidad coloidal en suspensiones acuosas. Ademas, las propiedades fisicas y

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

manera precisa tanto los acidos fuertes (CNC-OSOsH) como los dacidos débiles (CNC-COOH)

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

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

Chem. Soc. Rev. 2018, 47 (8), 2609-2679.%°

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

flowing, Redi-Dri 299%), Hidroxido 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 acidos fuertes: Se agregaron 0.1 g de CNC-OSOsH a valorar en un vial

de 12 mL y se aifadieron 10 mL de agua desionizada para tener una muestra al 1%.
Posteriormente se agitd la mezcla en un vértex por 1 min luego se sonicd por 5 min y se
repitié este paso 3 veces. La solucién anterior se diluyé en 197 mL de agua desionizada, se
dejo en agitacidon a 500 rpm por 5 min hasta que toda la mezcla quedé homogénea.
Utilizando el conductimetro HANNA Instruments (HI763 100), previamente calibrado, se
anoto la medida de conductividad. Se agregaron 2 ml de NaCl (100 mM) para incrementar
la conductividad de la solucién a un rango apreciable y se anotd la conductividad 1 min
después. En agitacidn constante se afiadieron 100 pL de NaOH (10 mM). Para este paso el
pH deberia estar cerca de 5 dependiendo de la concentracidon de CNCy la densidad de carga.
Para cada adicion 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 afiadido para
obtener suficientes datos registrados para una regresion lineal estadisticamente
significativa, aproximadamente el mismo nimero de puntos existentes antes del punto de
equivalencia. Las mediciones se realizaron por triplicado.

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

agua desionizada, se dejd en agitacion a 500 rpm por 5 min hasta homogeneizar la mezcla.
Utilizando el conductimetro, previamente calibrado, se anoté la medida de conductividad
cuando esta se estabilizd. Se agregaron 2 mL de NaCl (100 mM) para incrementar la

conductividad a un rango apreciable y se anotd la conductividad 1 min después. Se agregd
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1 mL de HCI (100mM) para compensar la carga idnica y nuevamente se anoté el valor de
conductividad después de estabilizar la reaccién por 1 min. En agitacién constante se
afiadieron 100 pL de NaOH (10 mM). Para cada adicién 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 anadir un exceso de NaOH.

Dado que la conductividad estd directamente relacionada con la cantidad de electrolitos en solucidn
es fundamental que la conductividad medida sea ajustada segun el volumen de NaOH afiadido a
cada punto. Este ajuste se realiza utilizando la siguiente ecuacién:

Conductividadc=(Conductividadm)(vi;#) (1)

En ambos tipos de ensayos, la cuantificacién de los grupos CNC-OSO3H y CNC-COOH se determind

mediante la siguiente férmula:

volyaon X [NaOH]) (2)

—0S03H / -COOH=( —
CNC

Calculo de la carga molar equivalente:

CNC-0SOs3H: Se calcula mediante el volumen de NaOH afiadido a una concentracion molar conocida,
el cudl es determinado como la interseccion de las dos regresiones (punto de neutralizacién) que
corresponde a la cantidad de acidos fuertes -OSOsH 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 acidos fuertes y el segundo es donde el NaOH ha titulado todos los acidos
débiles. El contenido de acidos carboxilicos corresponde a la diferencia de volumen de NaOH

afiadido entre ambos puntos de equivalencia. (Figura 14b)
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Figura 14.- a) Curva de valoracion conductimétrica caracteristica para dcidos fuertes. b) Curva de calibracion tipica para
dcidos débiles con presencia de dcidos fuertes titulados con NaOH.

6.2.3 Analisis por Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM)

La AFM es una técnica que implica un proceso en el que un escaner piezoeléctrico barre la superficie
de una muestra. Durante este proceso, la interaccidn punta/superficie se detecta por un fotodiodo,
que determina con gran precision las variaciones en la inclinacidon o amplitud de la oscilacién de la

punta. Esta capacidad de deteccién permite alcanzar una resolucién a nivel atémico.®*

Con el propdsito de comprobar las dimensiones de particula o aglomeraciones presentes en los CNC
como resultado del proceso de funcionalizacidn, se llevd a cabo un analisis a través de la técnica de
AFM. Esta metodologia se considera uno de los enfoques mas efectivos para obtener esa

informacidn.®?
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Procedimiento: Las muestras de CNC-OSOsH y CNC-3h se dispersaron en agua desionizada vy
posteriormente se depositaron en un sustrato de silicio y se dejaron secar a temperatura ambiente
para obtener una dispersion uniforme. Se utilizé un Microscopio de Fuerza Atémica marca Bruker
(Dimension Edge) para examinar la morfologia superficial de los CNC antes y después de la
incorporacion de los grupos -COOH en su superficie. Las imagenes fueron obtenidas en modo

contacto con una sonda Bruker SL10.

6.2.4 Analisis por Difraccion de rayos X (XRD)

Se realizé un estudio de XRD para poder verificar el indice de cristalinidad en la muestra de CNC

funcionalizada y hacer una comparacion con la CNC sulfatada comercial.

Procedimiento: Se utilizaron las muestras de CNC-OSOsH y CNC-3h secas las cuales se colocaron en
los porta muestras del equipo de Difraccion de Rayos X Rigaku Ultima IV, la técnica se realizd

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

Ademas, se calculé el indice de cristalinidad (Cl) a partir de la intensidad del pico del plano cristalino
principal (002) de la intensidad Imax @ 22.4° y la intensidad lam del pico a 18° asociado a la fraccidn

amorfa de la celulosa, segun la siguiente ecuacién:®

I -l
cl = 2 24100 (3)

Imax

6.3 Hidrogeles de CNC

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

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

6.3.1 Pruebas de retencién con agua

La ventaja clave de utilizar nanomateriales en diversas aplicaciones radica en su alta area superficial,
como lo expresa la famosa frase “there’s plenty of room at the bottom”. Por lo tanto, resulta
fundamental identificar las estrategias mas efectivas para lograr la maxima dispersion en el medio
de interés. Previo a la investigacion de la potencial bioaplicacién de los hidrogeles, se llevaron a cabo
estudios para analizar cdmo 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-OSOsH y CNC-3h liofilizada) a
las cuales se le agregd agua destilada a una concentracién conocida para evaluar su capacidad de
retencién de agua. (2) En otro experimento, se hizo una dilucién de CNC-OSOsH y CNC-3h liofilizada
al 1% en peso de CNC para observar su comportamiento de dispersién. (3) Finalmente, se prepararon
diversas concentraciones utilizando los CNC humedos (1%, 2%, 3%, 4%, y 5% en peso de CNC) de
ambas muestras, CNC-OSOsH y CNC-3h, en agua destilada, utilizando agitacién vigorosa (vértex)
para asegurar una mezcla homogénea. Esto con el propdsito de determinar la concentracién minima
requerida para la formacién de un gel con alta viscosidad verificada visualmente como resistencia al

flujo.
6.3.2 Pruebas de retencién con medio de cultivo (DMEM)

Una vez identificada la estrategia para alcanzar la dptima dispersién de los CNC para la formacién 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 solucién de
cultivo que consiste en una combinacién de sales y aminoacidos que, cuando se complementan con
suero fetal bovino (SFB), proporcionan un entorno favorable para el crecimiento de diversas células

de mamifero.

Reactivos: Tampon de fosfato salino (PBS; 1X, estéril con un pH de 7.4), blanco de calcofltor (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 Microscopia Confocal: En 3 tubos Eppendorf se afiadieron 40 mg de CNC-3h

agregando a cada uno 1 mL de PBS y 20 L de blanco de calcofltor (0.1%), se dejaron reposar por 10
minutos. Posteriormente, el contenido de cada tubo se sometié a tres lavados con PBS llevandolos
a agitacion en un voértex 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 diluyé en 1 mL de diferentes medios (agua Mili Q, DMEM sin SFB y
DMEM con SFB al 10%) y se sometieron a agitacidon en un vortex para obtener hidrogeles al 2% en
peso de CNC respecto al medio acuoso utilizado. Finalmente, cada hidrogel se colocé en un plato

para cultivo celular con fondo de vidrio y se incubd durante 48 h a 37°C. Las imagenes se obtuvieron
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utilizando el microscopio confocal Zeiss Axio LSM 880, a un aumento de 10X, se realizé un z-Stack
(reconstruccidn 3D) y se utilizaron 3 canales para su analisis: campo claro, yoduro de propidio

(emision 617 nm y excitacidn 535 nm) y blanco de calcoflior (emisién 475 nm y excitaciéon 380 nm).

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

tubos Eppendorfy se hidrataron con 1 mL agua Mili Q, cada tubo se llevé al vértex 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 mLy se diluyeron en 1 mL de diferentes medios. (agua Mili Q, DMEM
sin SFB, DMEM con SFB al 10%). Esto permitié 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 imagenes
fueron obtenidas mediante un Microscopio electréonico de barrido por emisiéon HITACHI SU8230 de

emisién de campo de catodo frio.

6.3.3 Reologia

La reologia estudia cdmo la materia se deforma y fluye ante la aplicacién de diferentes esfuerzos. La
reologia de los liquidos poliméricos es complicada y depende de varios factores como la temperatura
y la concentracién. Estudiar la reologia de los materiales poliméricos aporta conocimientos para

optimizar sus propiedades fisicas y quimicas.®*

Procedimiento: Para los ensayos de reologia 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 relacién volumen) (CNC-
DMEM); ambas soluciones se agitaron en un vortex por 1 min. Se realizaron barridos de deformacion
y frecuencia para ambas muestras utilizando el redmetro AR-G2 de TA Instruments con una
geometria cono truncado de 40 mm de didmetro con una inclinacién 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),
Solucidn 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 linea celular 3T3-L1 corresponde a células de fibroblastos

obtenidas a partir de tejido desagregado de un embridn de ratén suizo albino (Mus musculus),5
estos fueron cultivados en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino SFB al 10%, bajo

condiciones de 37°Cy 5% de CO,.

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

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

suplementado con SFB al 10% bajo condiciones de 37°Cy 5% de CO,.

6.4.1 Ensayode MTT

El MTT es capaz de permear la membrana celular e identificar pequefias alteraciones en la actividad
metabdlica que se correlaciona con el nimero de células en crecimiento tras la exposiciéon a un
agente toxico. Este ensayo consiste en la conversidn del colorante amarillo soluble en agua (bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) en un compuesto purpura insoluble conocido como
formazan, mediante la accidn de la reduccidn mitocondrial (Figura 15). Las células que tienden a
dividirse tienen una mayor velocidad en la reducciéon del MTT. Posteriormente el formazan se
disuelve y extrae en isopropanol, su concentracién se determina mediante densidad dptica a 595
nm. Este ensayo tiene una sensibilidad por encima de ~108 células por pozo®” y fue desarrollado por
Tim Mosmann en 1983.%8 Se realizé un ensayo del MTT con el fin de demostrar la viabilidad celular
(3T3-L1y HT-29) en presencia de los materiales de CNC a bajas concentraciones en correspondencia

a ensayos tipicos de nanocristales de celulosa.?® 7

Procedimiento: En el ensayo con MTT, se utiliz6 una placa de 96 pozos, y en cada pozo se colocaron
10,000 células (3T3-L1) con 100 puL de DMEM vy se incubd por 24 h a 37°C con 5% de CO,. 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-OSOsH,
CNC-1h, CNC-2h, CNC-3h); cada tratamiento se sometié a sonicacién por 10 min para lograr una

buena dispersién de las muestras.
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Figura 15.- Reduccion de MTT a Formazadn.

Tras las 24 h de incubacién de las células, se retiré el medio de la placa de 96 pozos y se afiadieron
100 pL de cada tratamiento por pozo. Los tratamientos se administraron segun la Figura 16, para el
control positivo se agregaron 100 uL de DMEM por pozo y para el tratamiento negativo se agregaron

100 pL de Tween al 20%. Posteriormente, la placa se incubd por 24 horas a 37°Cy 5% de CO,.

Después de las 24 h de incubacidn, se retird el medio y se lavé la placa dos veces con PBS. En seguida,
se agregaron 10 pL de MTT y 90 uL de DMEM por pozo y con ayuda de una micropipeta se realizd
una agitacion cuatro veces a cada uno de los pozos para asegurar una mezcla adecuada. La placa se
incub6 nuevamente durante 4 h bajo las mismas condiciones previas (37°Cy 5% de CO,). Posterior
a esto, se agregaron 100 uL 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 procedié a medir la absorbancia a 595 nm en el lector de microplacas iMark (BIO-RAD)
mediante UV-Vis. Cada ensayo se realizé por triplicado. Este mismo procedimiento se llevé a cabo

para las células HT-29.

CNC 1h CNC 2h

0.25 mg/mL

0.5 mg/mL

1.5 mg/mL

Control
positivo

Control
negativo

Figura 16.- Representacion 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 metabdlica
en cultivos celulares para aplicaciones como viabilidad celular, proliferaciéon en cultivos o estudios
de citotoxicidad.”* Como se muestra en la Figura 17, este método se basa en la reduccidn intracelular
de la resazurina a un producto fluorescente de color rosa, llamado resorufina, el cual se forma en
las células metabdlicamente activas. Este ensayo se llevd a cabo para comprobar la viabilidad de las
lineas celulares 3T3-L1 y HT-29 en concentraciones 10 veces mayores que en el MTT. A diferencia del
ensayo de MTT, la formacién del producto en este caso es soluble en agua, también es un ensayo

mas sensible y fiable.

0. ~ 0 - _OH A H
\:QT,M/ X N X O = O R A
\i;;-/" K'N' Reduccién 7 \“‘:N"/ ™~ Kf;//

|
O,
Resazurina Resorufina

Figura 17.- Reduccion de resazurina a resorufina.

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

de CNC al 4% en peso en Agua Mili Q. En una placa de cultivo de 12 pozos, se aifadié 1 mL de la
dispersion de los CNC en los pozos de las filas A y B, asi como en el control de Resazurina con CNC
(pozo C3), la placa se llevé a incubar la placa a 37°Cy 5% de CO, por 1 hora. Pasado este tiempo, se
agregd 1 mL de DMEM con 50,000 células 3T3-L1 en cada pozo de la fila A, asi como en el pozo C1.
Del mismo modo, se afiadiéd 1 mL de DMEM con 50,000 células HT-29 en los pozos de la fila By en
el pozo C2. Para finalizar, se agregaron 2 mL de DMEM al pozo C4. La placa se incubd por 48 horas
a 37°Cy 5% de CO,. Este procedimiento se repitio para los tres tipos de CNC funcionalizados (CNC-
1h, CNC-2h y CNC-3h).
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Control
Resazurina
con CNC

Control
Resazurina

Figura 18.- Disefio de experimento para el andlisis de viabilidad celular por medio de la técnica Resazurina.

Incubacién 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 incubd por 4 horas a 37 °Cy 5% de CO,.

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

pozos A3, A4, B3 y B4 utilizando una micropipeta y se transfirié cada uno de ellos a un pozo limpio,
con el fin de tomar la medida sélo 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 monitored a 570 nm utilizando 600 nm como referencia, utilizando un
espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis (Thermo Scientific). Se construyé un graficd que representa

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

E.,.600xA -(E,,;570%A, 4
%Reduccién — ( oxi 570) ( oxi 600) x100 ( )
(Ereq570xCgpp)-(Eeq600%Cs7)

Donde:

Eoxi600= 117,216, E.4600= 14,652, E.570= 80,586, E..s570= 155,677, As;o= absorbancia de la
muestra a 570 nm, Asoo= absorbancia de la muestra a 600 nm, Cs70= absorbancia del control a 570

nm y Csoo= absorbancia del control a 600 nm.
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6.4.3 Ensayo para Microscopia Confocal

Reactivos: Solucién de permeabilizacion (0.5% Triton X-100/PBS 1X), solucion de fijacion

(formaldehido al 4% en PBS), yoduro de propidio (1Img/mL en PBS), blanco de calcoflior (1%).

Para obtener imagenes reales del comportamiento tridimensional de las células 3T3-L1 en presencia
de los CNC al 2%, fue necesario realizar un andlisis mediante un microscopio confocal. La microscopia
confocal proporciona mapas de distribucién espacial altamente precisos en dos y tres dimensiones
de la concentracidn de iones en células que contienen o han sido marcados con un fluoréforo.

Ademas, permite la observacién en tiempo real de la mayoria de los eventos criticos a nivel celular.”?

Para poder observar las muestras fue necesario tefir los CNC con blanco de calcofldor y los
fibroblastos 3T3-L1 con yoduro de propidio. El blanco de calcofldor es un colorante que tiene
afinidad por los polisacéridos 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.” El yoduro de propidio es un fluorocromo que es capaz de unirse en una relacién
estequiométrica a los acidos nucleicos, lo que significa que la cantidad de fluorescencia emitida estd

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

Procedimiento: Se prepard una muestra de 1 mL de CNC-3h al 4% en peso agitada en un vértex por
1 min, con esto se formd un hidrogel que no fluye. Posteriormente, en dos cajas para microscopio
confocal con fondo de vidrio se agregaron con cuidado 500 pL de la muestra, asegurandose que

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

Tras ese periodo, se anadieron 160,000 células (3T3-L1) en 200 uL de DMEM a una de las cajas,
goteando con cuidado la solucién de células dentro de los CNC. En la otra caja se agregaron 200 pL
de DMEM sin células y se llevaron aincubar a 37°Cy 5% de CO, durante 2 horas. Luego, se agregaron
300 pL de DMEM a cada caja, dejando caer la solucién por las paredes de la caja y se mantuvieron

incubando a 37°Cy 5% de CO, por 48 horas.

Tras las 48 horas, se trataron las muestras para su posterior observacidon. A cada muestra se le
agrego 1 mL de solucion de fijacién y se llevé a 4 °C por 15 min, en seguida se hizo un lavado con
PBS (Figura 19). Después, se agregd 1 mL de solucién de permeabilizacién y se llevé a 4 °C por 15
min, posteriormente se hizo un lavado con PBS. Se afiadieron 50 puL de blanco de calcofldor y 50 L
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.

37



Retirar el medio Hidrogel de CNC Imagen real del
sobrenadante al 2% sin medio hidrogel sin
del hidrogel sobrenadante sobrenadante

Figura 19.- Ejemplificacion del retirado del sobrenadante para los lavados con PBS.

6.5 Adsorcion de proteinas

6.5.1 Método de Bradford

El método de Bradford es una técnica colorimétrica que sirve para la cuantificacion de proteinas
totales en una muestra. Este método se basa en la reaccién de las proteinas en un medio alcalino
para dar lugar a la reduccién de Cu?* a Cu*® con la deteccién altamente sensible y selectiva del catidn
cuprico. La reaccion produce un cambio de coloracidn a color purpura que se forma mediante la
quelacion de dos moléculas de acido bicinconinico (BCA) con un ién cuprico, que es directamente
proporcional a la concentracién de proteinas presentes. El compuesto muestra una absorbancia a

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

Reactivos: Acido bicinconinico (BCA reactivo A y BCA reactivo B), albimina de suero bovino (BSA).

Procedimiento: Se siguid el protocolo descrito por la hoja de seguridad de los reactivos 6. Se preparé
un estandar de 2 mg/mL y se mantuvo a 4°C hasta su uso posterior. Para preparar el reactivo de
trabajo de BCA se utilizd la ecuacion ( 5 ) para determinar el volumen total requerido que debera

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

Volumen total=(#estandares) x (#replicados) x (volumen de BCA) (5)

Para preparar la curva de calibracion se tomaron 0.05 mL de cada muestra estandar

(Tabla 1) en tubos Eppendorf apropiadamente etiquetados y se afiadieron 1 mL del
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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 esperd a que los tubos

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

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

calibracion se utilizé para determinar la concentracion de proteina en las muestras de

CNC-3h.

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

Vial Volumen del Volumen del Concentracion final
diluyente (pL) estandar de BSA de BSA (uL/mL)

A 700 100 pL del estdndar 250

B 400 400 L del vial A 125

C 450 300 pL del vial B 50

D 400 400 pL del vial C 25

E 400 100 pL del vial D 5

F 400 0 0 (blanco)

Se prepard un hidrogel de CNC-3h al 2% en peso, al que se le agregd una concentracion de 250 pg
de BSA por mililitro. Luego, se incubd la muestra por 48 horas a 37°C. Después de este tiempo, se
centrifugd 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 contenia 1 mL del reactivo BCA. Las muestras se cubrieron de

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

espectrofotdmetro, midiendo la absorbancia a 562 nm.
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7 Resultados y discusion

7.1 Caracterizacion de los CNC

7.1.1 Espectroscopia 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 obtencién a partir de
madera de arboles contiene grupos de semiéster de sulfato en su superficie, lo que resulta en un
potencial Z de -51.3 2.3 mV.”’ Para incrementar su dispersabilidad en agua y propiciar la formacién
de hidrogeles en medios acuosos, en este trabajo los CNC comerciales fueron procesados en un DES
reactivo formado por dcido oxalico dihidratado y cloruro de colina, el cual se ha reportado que puede
deconstruir un material lighoceluldsico® para la extraccién de los nanocristales de celulosa, y bajo
las condiciones suaves de reaccion (por ejemplo 60°C) es capaz de esterificar hidroxilos pendientes

en la superficie de la CNC debido al dcido oxélico presente.>® (Figura 12)

Para verificar que la reaccién de esterificacion superficial de los CNC comerciales en el DES
OxAcDi/ChCl se llevé 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 esterificacion de la CNC puede suceder en presencia de acidos carboxilicos, como los
presentes en el DES de OxAcDi/ChCl. Las vibraciones caracteristicas de la celulosa se encontraron
1

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

(-CH) , 1640 cm™, 1430 cm* (-CH,-), 1027cm’* (C-0-C).% ®

Haciendo una comparacidn con la muestra de CNC-OSOsH (CNC comercial), en las muestras tratadas
con DES (CNC-1h, CNC-2h, CNC-3h) se puede observar una nueva banda alrededor de 1740 cm™, la
cual representa una superposicién de las vibraciones del carbonilo que esta presente en ésteres o
acidos carboxilicos. La superposicion de estas vibraciones del carbonilo es caracteristica de los
semiésteres derivados de los acidos dicarboxilicos de la celulosa.>® 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-OSOsH) y de la CNC carboxilada a diferentes tiempos de reaccion
(CNC-1h, CNC-2h, CNC-3h).

7.1.2  Valoracion conductimétrica
Con el objetivo de cuantificar de manera precisa tanto los acidos fuertes (CNC-OSOsH) como los

acidos débiles (CNC-COOH) presentes en la superficie de la CNC funcionalizada y comercial se llevd

a cabo una valoracién conductimétrica utilizando NaOH (10mM).
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Figura 21.- Curvas de valoracién conductimétrica para las muestras de CNC-OSOsH 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 valoraciéon conductimétrica para la determinacién de los acidos fuertes se muestra en
la Figura 21, donde se presentan tres pruebas diferentes correspondientes a tres diferentes muestras
de CNC-0OSOsH, todas sometidas a las mismas condiciones de funcionalizacion (relacion de los CNC
al 1% respecto al DES OxAcDi/ChCl (1:1), 60°C). El contenido de grupos de semiéster de sulfato (acido
sulfénico en estado protonado) obtenidos en este ensayo es de 155.09 + 3.99 mmol/Kg de CNC. La
Tabla 2 muestra una comparacion de este resultado con los obtenidos en la literatura donde se
utilizan CNC cuantificados de diferentes métodos. Donde el rango comun de densidad de carga para

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

Tabla 2.- Tabla comparativa de la cuantificacion de grupos -OSOsH encontrados en diferentes CNC.

Muestra mmol/Kgene Referencia

CNC-SOOs3H 155.09 + 3.99 Este trabajo

R-OSO;H 240 + 12 (Cellulose 2015, 22 (1), 101-116)"
S-CNC 2122 (Acta Biomater. 2019, 87, 152-165)"°

(ACS Sustain. Chem. Eng. 2022, 10
(29), 9419-9430)%

CNC 355
Los ensayos de valoracion 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), agitacidon y concentracion de CNC respecto al DES (1%), se representan en la Figura 22.
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Figura 22.- Curvas de valoracion 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 comparacién con el trabajo realizado por Sirvié et al., 2016 bajo condiciones

similares de funcionalizacion.

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

Tiempo de reaccidn

Muestra (h) mmol/Kg Referencia
CNC-1h 1 236+4 Este trabajo
CNC-2h 2 34212 Este trabajo
CNC-3h 3 3752 Este trabajo
DES2 2 2004 (Biomacromolecules
DES3 3 270+ 13

2016, 17 (9), 3025—
DES4 6 230+7 3032)%
DES5 2 2303

7.1.3  Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM)

Para obtener informacién sobre el impacto de la funcionalizacién superficial de los nanocristales de
celulosa sobre sus dimensiones y aspectos morfoldgicos, se realizaron comparaciones de las

caracteristicas de los CNC por medio de microscopia de fuerza atémica (AFM).

18.6 nm 25.0 nm
-11.0 nm -23.4 nm
18.7 nm 23.3 nm
-13.7 nm § -19.4nm

Figura 23.- Imdgenes de AFM en modo sensor de altura de a) los CNC antes del tratamiento con el DES (CNC-OSOs3H) y b)
los CNC después de 3 horas de funcionalizacion con el DES CNC-3h.
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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 observacidon en comparaciéon con CNC-SOOsH. Esto podria atribuirse a la presencia
de interacciones de atraccion mas intensas entre los cristales de celulosa, debido a la incorporacién

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

A través de las imagenes 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-SOOsH corresponden a 208 nm de largo aproximadamente. A partir de estos
resultados se puede concluir que la funcionalizacién con DES compuesto de OxAcDi/ChCl no
modifica la morfologia de los CNC, ya que las dimensiones se mantienen constantes, y apunta a que
la presencia de grupos carboxilicos debido a la funcionalizacién de la CNC fue superficial, es decir,
no ocurriéd hidrdlisis de la celulosa en los nanocristales y por lo tanto no hubo pérdida de

cristalinidad, como se discutird en la seccidon de andlisis por XRD.
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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 linea 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 linea dibujada en a y su longitud.

7.1.4 Difraccion de Rayos X (XRD)
Debido a la naturaleza cristalina de la celulosa, las muestras se estudiaron por medio de difraccidn
de rayos X de polvos. Para esto se analizaron las muestras CNC-SOO3H y CNC-3h para explorar las

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

funcionalizacién 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 caracteristicos de la a-celulosa y corresponden a los planos cristalograficos (002) y

(004), respectivamente.3!

A partir de los difractogramas de rayos X se obtuvo un indice de cristalinidad del 83% para la muestra
de CNC-SOOsH y del 80% para CNC-3h. Estos resultados indican que el proceso de funcionalizacion
no tiene un impacto significativo en la cristalinidad de los CNC, incluso después de 3 horas de

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

7.2 Hidrogeles de CNC
7.2.1 Pruebas de retencién con agua

(1) Para evaluar la capacidad de retencion de agua de los CNC y verificar la concentracién de
CNC que da lugar a la formacion de hidrogeles, se llevd a cabo una prueba (Figura 26a) en la
que se anadieron cantidades conocidas de agua a una masa fija de CNC. Se observé que para
ambas muestras CNC-OSOsH y CNC-3h liofilizados, los CNC no eran capaces de retener mas
del 70% de su peso en agua. Ademas, se observd una dispersién deficiente de los CNC en
esta técnica, afiadiendo agua por goteo, ya que no se lograba una distribucién 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 dispersidn homogénea de los CNC en el medio
acuoso.

(2) Con el fin de analizar con mayor detalle el comportamiento de aglomeracion de los CNC-3h
liofilizados, se prepararon las muestras mostradas en la Figura 26b. Se observé que la
muestra CNC-3h presentaba una apariencia turbia en comparacién con la muestra de CNC-
0OSOsH a la misma concentracidn (1% en peso). Ademas, después de dejar los viales en
reposo durante 20 minutos, se observd que los CNC-3h precipitaban en grandes
aglomerados. Se intentd dispersar la muestra utilizando vértex durante 5 minutos y una
sonicacidn durante 20 minutos, pero no se logré una dispersion efectiva.

(3) Para mejorar la dispersion de los CNC, se opté por mantener los CNC en estado humedo
después de la funcionalizacion. 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 retencién de agua donde se logré obtener un
hidrogel homogéneo con una concentracion 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 facilmente. Ademas, se observé que la muestra presenta una resistencia al flujo

al alcanzar una concentracion minima del 2% de CNC.

100 mg 100 mg
CNC-0SO;H CNC-0S0;H
secos hinchados

100 mg 100 mg
CNC-COOH CNC-COOH
liofilizados hinchados

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

7.2.2 Pruebas de retenciéon con DMEM

Una vez determinada la estrategia dptima para la hidrataciéon de la celulosa y formacién de

hidrogeles en agua, se realizaron pruebas similares usando DMEM, ya que este medio de cultivo
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contiene sales y aminodacidos que podrian influir en los fenémenos de adsorcién de agua en la

superficie de la CNC.

Las imagenes 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 um para CNC-DMEM-sSFB, 255 pm para CNC-DMEM-cSFB y de 130 um para CNC-H,O.
Adicionalmente, en las imdgenes para CNC-DMEM-cSFB se puede identificar una mayor densidad de
agregados en comparacién con CNC-DMEM-sSFB y CNC-H,0. A partir de estas observaciones en los
hidrogeles, se pudo demostrar que los CNC mostraban interacciones de atraccién mas fuertes al
estar en contacto con el DMEM. Esto se evidencia con la presencia de agregados mas grandes en
CNC-DMEM-cSFB, asi como por las diferencias observadas en el espesor de las muestras, siendo este
ultimo del doble en comparacién con la muestra hidratada en agua. Ademas, se noté que la adicion
del suero fetal bovino (SFB) tuvo un impacto en el tamafio de los agregados en comparacion con la

muestra que no contenia SFB.

-- —
CNC
DMEM
sSFB

Figura 27.- Microscopia confocal de un hidrogel de CNC-3h, tefiida con blanco de calcofltor a una concentracion de 2 wt%
respecto a diferentes medios y se dejo incubar por 48 h a 37°C. a) CNC-H,0 b) CNC-DMEM-sSFB, c) CNC-DMEM-cSFB.

CNC
H,0

CNC
DMEM
cSFB

La morfologia de los aerogeles, resultantes de la liofilizacién de los hidrogeles anteriormente

observados por microscopia confocal, fue evaluada mediante SEM. Las micrografias obtenidas
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(Figura 28) permiten observar la estructura microscépica y porosidades presentes en las muestras
de CNC luego de ser liofilizadas. La muestra CNC-H,0 (Figura 28a) muestra superficies mas planas y
agregados uniformemente distribuidos en toda la superficie. En cambio, las muestras con DMEM
(Figura 28b y Figura 28c) presentan una morfologia similar entre ellas, con microestructuras fibrosas
separadas por macroporos de aproximadamente 50 um de diametro. Estos hallazgos proporcionan
una comprensién mas profunda de la estructura de estos materiales cuando interactlan con

diferentes fluidos.

CNC-H20 1.0kV 6.5mm x1.00k SE(UL) 50.0pm

CNCDMEMSFB 1.0kV 7.6mm x1.00k SE(UL) 50.0pm

Figura 28.- Microscopia electronica de barrido de un hidrogel de CNC al 2 wt% respecto a diferentes medios, se dejo
incubar por 48 h y se liofilizo. a) CNC-H,0, b) CNC-DMEM-sSFB, c) CNC-DMEM-cSFB.

7.2.3 Reologia

Para poder comprender y analizar las propiedades mecanicas 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 reologia. Estos estudios
abordan dos aspectos fundamentales: la zona lineal viscoelastica en barridos de deformacién, que
corresponde a la regién en la cual los médulos elastico y viscoso no se ven afectados por la
deformacidn aplicada; y el comportamiento viscoelastico en barridos de frecuencia, que se refiere a

las caracteristicas de los mdédulos elastico y viscoso del hidrogel.
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El médulo elastico se relaciona con la rigidez del material y su capacidad para recuperar su forma
original después de una deformacién, mientras que el mddulo 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 macroscépico consistente con un hidrogel fueron
analizadas por medio de andlisis reoldgicos detallados a 37°C. En la Figura 29 se presenta el barrido
de deformacidn para ambas muestras, los resultados indican que la zona lineal viscoelastica, para
CNC-AGUA se localiza entre 15% y 100% de deformacion, mientras que para la CNC-DMEM se
localiza en deformaciones menores al 7%. La informacidon obtenida mediante los barridos de
deformacién se utilizé en los posteriores andlisis de barrido de frecuencia, donde se usé una

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

En la Figura 30 se observan el médulo elastico (G’) y el mddulo viscoso (G”) en un barrido de
frecuencia, con el cual es posible estudiar el comportamiento viscoelastico de ambas soluciones. En
la Figura 11a la solucién CNC-AGUA exhibe un cruce de ambos médulos, donde existe un cambio de
comportamiento predominantemente viscoso a predominantemente eldstico a frecuencias mayores
a 10 rad/s. Por otro lado, la Figura 30b muestra que la solucion CNC-DMEM posee un
comportamiento mayormente eldstico 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 mdédulos G’ y G” en tiempos muy largos (existe un comportamiento
viscoelastico). Esto indica que en la solucion CNC-DMEM no existe un comportamiento reoldgico
tipico de un hidrogel, ya que en un hidrogel los médulos elastico y viscoso se mantienen paralelos

siendo el mddulo elastico mayor.

49



Barridos de deformacion del hidrogel en agua y DMEM
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Figura 29.- Barridos de deformacion de a) CNC-AGUA y b)CNC-DMEM

El estudio comparativo entre CNC-AGUA y CNC-DMEM demuestra que el DMEM produce una
solucién mayormente eldstica en un amplio rango de frecuencias (0.01- 100 rad/s), por lo que el
DMEM ademas de brindar nutrientes a las células también promueve un ambiente dindmico con
cambios estructurales en la organizacidn de los CNC. En este escenario las sales y proteinas presentes
en el DMEM generan interacciones que permiten tener una solucién con un comportamiento

mayormente eldstico en un mayor rango de frecuencias en comparacion con el agua.

Barridos de frecuencia del hidrogel en agua y DMEM
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Figura 30.- Barridos de frecuencia de a) CNC-AGUA y b) CNC-DMEM

Haciendo un estudio comparativo con el Matrigel segun lo reportado por X se puede demostrar que
tanto el hidrogel de CNC como el Matrigel, mantienen un comportamiento mayormente elastico en

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

llevd a cabo a 37 °C.8

7.3 Cultivo celular en 3D

7.3.1 Ensayode MTT

En esta etapa de la investigacién, se optd por llevar a cabo un estudio exhaustivo para evaluar el
potencial efecto toxicoldgico, de los CNC funcionalizados en dos tipos de células: los fibroblastos de
ratén (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-OSOsH) 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 como las diferentes
concentraciones de grupos -COOH pueden influir en la respuesta celular, especificamente 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 funcién de los CNC, medida mediante el ensayo de MTT, se
ilustra en la Figura 31. Cuando la concentracidn de los CNC aumenté de 0.25 a 4 mg/mL, la viabilidad
celular en CNC-OSOsH 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 maximo de
375 mmol/Kg) a una concentracion 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 funcidn de los CNC se ilustra en la Figura 32. Se puede observar
gue 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 concentracién 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 incubacion. El andlisis estadistico que se realizé
fue un ANOVA-two way, con el Software GraphPad Prism; en donde * p<0.05, indicando que es significativamente
diferente respecto al control. Ademds, se presenta una diferencia significativa entre medias de CNC 3h (4, 1, 0.5y 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 linea celular HT-29, Cacicedo et al., 2016,
informaron una disminucién de la viabilidad celular del 95 al 53% en sus andamios de celulosa
bacteriana con concentraciones de doxorrubicina por debajo de los 500 uM?#2. Por otro lado, el
estudio de Tentor et al., 2017 reportaron viabilidades celulares por encima del 90% para sus
andamios de quitosano con nanoparticulas de oro (AuNP), sin embargo, en sus andamios que no
contenian AuNP, las viabilidades celulares fueron significativamente mas bajas, oscilando entre el 57
y el 67% con concentraciones de hidrogel por debajo de 1000 pug/mL®. Haciendo una comparacién
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 incubacion. El andlisis estadistico que se realizé
fue un ANOVA-two way, con el Software GraphPad Prism; en donde no se mostraron diferencias significativas respecto al
control. Ademds, se demostro que existe una diferencia significativa entre las medias de CNC-Oh y CNC-1h a una
concentracion de 1.5 mg/LI.

Otros trabajos donde se reportaron viabilidades celulares para la linea celular 3T3-L1 en andamios
de quitosano con otros compuestos como acido galico®, urea® y acido succinico®, reportaron
viabilidades de 60-75% ; alrededor del 70% y del cerca del 90%, respectivamente. Realizando una
comparacioén con estas investigaciones en células 3T3-L1, los CNC se perfilan como una eleccidén mas
favorable como andamio para cultivo celular que el quitosano, ya que, las células fueron expuestas

a concentraciones mas altas de hidrogel de CNC y su viabilidad celular resulto ser superior.

Estos ensayos indicaron que los CNC liofilizados en concentraciones que oscilan entre 0.25 y 4
mg/mL presentan una toxicidad minima para las células HT-29 y 3T3-L1. Es importante mencionar
que la dilucién de los CNC con grupos -COOH en DMEM generé niveles de pH acidos, alrededor de
4, lo cual resulta no ser un medio adecuado para el cultivo celular. Esto se evidencié mediante un
cambio de color en el indicador rojo fenol presente en el DMEM. (Figura 33) Para resolver esta
situacién 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.- Reaccion 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 toxicos para las células estudiadas.

7.3.2  Ensayo de viabilidad celular por reduccién de resazurina

El propdsito de este ensayo consistio en investigar la actividad metabdlica de las células cuando se
encuentran expuestas a concentraciones mas 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 estardn completamente inmersas
en estos materiales. Estas lineas celulares corresponden a células que dan lugar a tejidos conectivo
y no conectivo, respectivamente. Este estudio comparativo permitird 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 homedstasis y sobrevivir, a diferencia
del tejido no conectivo. Donde a se espera que los CNC desempefien un papel preponderante en la

adhesién celular influenciada por los grupos -COOH.

Se evalud la actividad metabdlica de HT-29 y 3T3-L1 mediante el ensayo de Azul Alamar (reduccién
de resazurina). Se optd por una concentracidon de CNC al 2% en peso debido a resultados previos en
las pruebas de retencién de agua y reologia que demostraron que esta concentracién minima
mantiene las propiedades de un hidrogel macroscdpico y predominantemente eldstico a grandes
frecuencias, respectivamente. Esta evaluacién metabdlica se correlaciona con la proliferacion 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 metabdlicamente activas del 100% de las células inicialmente
presentes en el pozo. Para CNC-2h este porcentaje fue de 95.45% de células y alcanzé 100% en el
caso de CNC-3h. Estos resultados se lograron retirando completamente el hidrogel del pozo y
trasladdndolo en uno nuevo y estéril antes de la adicién de la resazurina para su medicién, esto evitd

la lectura de las células que quedaron adheridas a la superficie del pozo.
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Figura 34.- Ensayo Azul Alamar utilizando resazurina para evaluar la actividad metabdlica de las células de colon HT-29
en contacto con 20 mg/mL de CNC funcionalizados a diferentes tiempos. El andlisis estadistico que se realizé 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. Ademds, se demostré 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 incorporacidn de nanoparticulas de oro a estos andamios permitié que
se alcanzaran valores del 90%23. 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/mL. Estos resultados indican que los andamios de CNC presentan una opcién 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. Ademas, 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, Stréitz et al., 2020 observaron que un hidrogel compuesto de sulfatos de celulosa
oxidada resultaron toxicos cuando se alcanzaron concentraciones mayores a 0.5 mg/mL para
fibroblastos 3T3-L1%. 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
carboximetilada®®. 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 excepcién, ain manteniendo la concentracion de los CNC de hasta 20 mg/mL.
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Figura 35.- Ensayo Azul Alamar utilizando resazurina para evaluar la actividad metabdlica de fibroblastos 3T3-L1 en
contacto con 20 mg/mL de CNC funcionalizados a diferentes tiempos. El andlisis estadistico que se realizé 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. Ademds, se demostro 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
esta directamente relacionado con la actividad metabdlica, demuestran que el hidrogel de CNC en
una concentracion de 20 mg/mL se mantienen por encima del 70 % para HT-29 y por encima del
75% para 3T3-L1, siendo esto una sefal de que el hidrogel no presenta toxicidades significativas.
Ademas, cabe destacar que se consiguié 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 mayoria de las células cultivadas inicialmente.

7.3.3  Morfologia celular en hidrogeles mediante microscopia confocal

Se utilizd el microscopio confocal como una técnica de observacion para analizar areas de interés
gue incluyeran a los fibroblastos 3T3-L1 cultivados en un hidrogel de CNC-3h al 2%. Las imagenes se
obtuvieron de un formato en z-Stack esto permitié el andlisis en diferentes planos en un rango de
100 um en la direccién 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 calcofltior, donde se muestra la fluorescencia emitida por los CNC
tefiidos 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 imagenes superpuestas de los canales (2) y (3); (5) Campo claro-

3T3-L1, que muestra las imagenes 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 estd en contacto directo con la superficie de la caja de cultivo.
En este plano, se pueden observar los fibroblastos con su morfologia caracteristica cuando estan
adheridos a la superficie de la caja en la que se estdn cultivando, la cual corresponde a una

morfologia fusiforme.

En a), b) y c) se pueden ver tres células marcadas individualmente en el canal de yoduro de propidio
en las cuales su nucleo presenta una morfologia circular y de menor tamanio 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 morfologia diferente
a aquellas con morfologia fusiforme. El cambio en la morfologia de las células se debe al crecimiento

tridimensional que estan 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.

CNC 3T3-L1
blanco de calcofuor Yoduro de propidio CNC-373-11

g
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Figura 36.- Imdgenes obtenidas por el microscopio confocal donde se tomé 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 calcofltor). Imdgenes
ordenadas de los planos superiores a los inferiores del z-Stack que corresponden con a), b), ¢) y d) respectivamente.

Campo claro
Campo claro p

La Figura 37 y la Figura 38muestran una construccion tridimensional de este conjunto de imagenes
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 estan rodeadas de los CNC. Por su parte, la
Figura 38 proporciona una vista lateral de esta reconstruccion tridimensional, lo que ayuda a

comprender el grosor de la muestra (110 um).

Los fibroblastos que se encuentran suspendidos en la matriz del hidrogel de CNC-3h (con una
concentracion del 2% en peso), como se puede apreciar en la Figura 38, sufren un cambio en su

estructura. Esta morfologia es indicativa de un crecimiento en tres dimensiones y es el resultado de
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las fuerzas de interaccion fisica generadas entre los cristales de CNC los cuales generan un mejor
soporte para las células al afadir grupos -COOH. Estas interacciones que se desarrollan dentro de la
red tridimensional pueden ser de naturaleza electrostaticas, enlaces hidrégeno o fuerzas de Van der
Waals. El fendmeno morfoldgico en que las células cambian su disposicién tridimensional se atribuye
a la tensién cortical que ejerce el citoesqueleto submembranoso, lo que a su vez influye en la tensién
superficial de la membrana celular lipidica. En geles hidratados, las fuerzas adhesivas y contractiles

dan forma al tejido en estructuras esféricas isotrdpicas.®® Cabe mencionar que no se encontraron

agregados celulares en la muestra del cultivo de células.

Figura 37.- Reconstruccion tridimensional. a) Vista superior. b) Imagen espejo de (a) Se remarcan las células en 3D.

Figura 38.- Reconstruccion 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 discutio anteriormente en la seccién 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
imagenes obtenidas por microscopia confocal, donde las células que permanecieron adheridas al

pozo (Figura 36d) mantienen la estructura fusiforme caracteristica de un cultivo bidimensional.

7.4 Adsorcién de proteinas

7.4.1 Método de Bradford

En esta seccion, se explord la interaccién entre la albumina de suero bovino (BSA) y los CNC
carboxilados (CNC-3h). Segun los resultados obtenidos en el apartado 7.2.2, al examinar las
imagenes del microscopio confocal, se pudo notar que los CNC al estar en contacto con el DMEM
tendian a formar agregados, lo que resultaba en una distribucién mas densa de los CNC. Ademas,
las imagenes de SEM también revelaron cambios en la morfologia de los aerogeles de CNC cuando

se exponian al DMEM en comparacidn a cuando estaban en contacto con el agua.

La morfologia del hidrogel generada por el DMEM actuard como el soporte estructural con el cual
las células interactuan para adherirse, interactuar y proliferar. Ademas, en los ensayos de la seccion
7.3.2, se evidencié 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 realizé un estudio para
determinar si la presencia de las proteinas en el DMEM tenia alguna influencia en la formacion de

estas aglomeraciones, posiblemente interaccionando con los grupos -COOH de los CNC.
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Figura 39.- Curva de calibracion para concentraciones conocidas de BSA
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La adsorcién de la albumina de suero bovino (BSA) fue estudiada en experimentos de adsorcidn
midiendo la concentracién libre de BSA en los CNC-3h, mediante espectroscopia UV-Vis. El calculo
de la concentracién final de BSA se obtuvo mediante una curva de calibracién previamente realizada

(Figura 39).

La medicidén arrojo resultados de 263.9 pg/mL de BSA presentes en la muestra de CNC, al ser 250
pg/mL la concentracion inicial se puede argumentar que el hidrogel de CNC perdié una minima
cantidad de agua al estar incubado a 37°C por 48 horas lo que llevd a que la muestra terminara mas
concentrada. Por otra parte, se puede concluir también que los CNC no adsorben BSA al estar
cargados negativamente, lo cual es resultado de la funcionalizacion con grupos carboxilicos. Lo cual
es consistente con lo reportado en otros trabajos donde se estudid la unién de la BSA en cristales de
celulosa cargados positiva (modificados con piridinio) y negativamente (sulfatados y carboxilados).*°
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 adsorcion de proteinas. En su lugar,
se deben a diferencias en las concentraciones de los medios acuosos utilizados el proceso de
retencidn. Inicialmente, el hidrogel de CNC se dispersa en agua, y luego se le agrega el DMEM. Esta
secuencia de pasos conduce a la formacion de aglomeraciones, donde un grupo de CNC previamente
hidratados en agua quedan suspendidos en la solucidn de proteinas 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 adsorcidn de cierto tipo de proteinas.
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8 Conclusiones

La esterificacion de los CNC con el uso del DES de OxAcDi/ChCl se confirmé mediante espectros FTIR,
identificando una banda caracteristica alrededor de 1740 cm™. La cantidad de grupos -COOH se
determiné conductimétricamente con NaOH, alcanzando valores de hasta 375 mmol/Kg para la
muestra de CNC-3 horas. Ademas, se comprobd que la morfologia y cristalinidad de los CNC se
mantuvieron intactas, utilizando las técnicas de AFM y XRD, respectivamente.

Los estudios sobre la formacion de hidrogeles demostraron que un hidrogel de CNC al 2% mantiene
sus propiedades a nivel macroscépico y es predominantemente eldstico a frecuencias altas. No
obstante, se observd que los CNC liofilizados tienden a formar agregados, con esto se decidid
dispersar los CNC en etanol, evitando que se sequen en el proceso. También se determiné que el
origen de estos agregados no dependia de las interacciones entre las proteinas presentes en el
medio si no a las diferencias de concentracién entre los medios utilizados por el método de
formacidn 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 concentraciéon de 4 mg/mL. Sin
embargo, los CNC generaban niveles de pH 4cido (4), que se neutralizaron con lavados de PBS. Los
estudios por reduccién de resazurina revelaron que la mayoria 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 metabdlica menor para HT-29 que para 3T3-L1, quizas debido a que los fibroblastos,
siendo tejido conectivo, favorecen la viabilidad mediante la homeostasis generada por su
entramado.

El estudio de la morfologia 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 morfologia comparado
con aquellos adheridos al pozo, esto generado por las fuerzas de interaccidn fisica entre los CNC, los
cuales generan un mejor soporte para las células al afiadir grupos -COOH.

En este trabajo, se desarrolld exitosamente un hidrogel utilizando CNC funcionalizados con grupos -
COOH mediante el uso de un DES compuesto de OxAcDi/ChCl. Este hidrogel exhibié propiedades
guimicas, fisicas, mecanicas y biocompatibles que, en conjunto, proporcionaron un soporte fisico
para las células HT-29 y los 3T3-L1. En el caso de los fibroblastos se observé un cambio en su
morfologia como resultado de interacciones tridimensionales. Estos resultados respaldan la

hipdtesis 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 optimizacién de

algunos procedimientos. Algunos puntos por remarcar son los siguientes:

e Investigar la funcionalizacion de los nanocristales de celulosa en mediante
reacciones con el DES OxAcDi/ChCl utilizando diferentes relaciones molares, con el
fin de incrementar el nimero de acidos carboxilicos por tiempo de reaccion.

e Realizar pruebas de retencién 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.

e Realizar pruebas reoldgicas utilizando hidrogeles con porcentajes mayores de CNC
con el fin de ajustar sus propiedades reoldgicas de los hidrogeles a las necesidades
especificas de cada linea celular.

e Realizar ensayos de resazurina durante periodos de tiempo mas largos, optimizando
procesos para detectar cambios en la proliferacién o viabilidad a largo plazo.

e Estudiar morfologia celular con mayor detalle en el microscopio confocal utilizando
un fluorocromo especifico para tefiir el citoesqueleto, esto proporcionaria
informacion valiosa sobre el comportamiento morfolégico de las células y cémo
interacttan con los hidrogeles.

e Realizar ensayos de microscopia confocal utilizando hidrogeles de CNC con
diferentes cantidades de grupos -COOH en su superficie, con el fin de determinar si

existe alguna concentracion ideal.
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