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Resumen de la tesis que presenta Anahi Lezama Baldenebro como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestra en Ciencias en Nanociencias.

Comparacion del efecto de la morfologia entre esferas y rodillos de oro incorporados en hidrogeles
en la biocompatibilidad en fibroblastos para su uso potencial en la cicatrizacion

Resumen aprobado por:

Dr. José Manuel Romo Herrera Dra. Karla Oyuky Judrez Moreno
Co-director de tesis Co-directora de tesis

La quimica superficial, tamafio y forma de las nanoparticulas de oro son propiedades fisicoquimicas
utiles para diversas aplicaciones biomédicas, sobre todo para promover la cicatrizacidon de heridas.
Uno de los enfoques principales para probar sistemas nanocompuestos en biomedicina es combinarlos
con sistemas micro/macroscépicos, logrando como resultado la sinergia de sus propiedades
fisicoquimicas; por ejemplo, las nanoparticulas de oro embebidas en hidrogeles para crear dispositivos
multifuncionales para la ingenieria de tejidos. La biocompatibilidad es un pardmetro fundamental para
promover el crecimiento y reparacion tisular, se ha reportado que las nanoparticulas de oro pueden
propiciar el crecimiento celular por lo que al encontrarse embebidas en una red de hidrogel tienen
gran potencial como nuevo biomaterial para aplicaciones en la ingenieria de tejidos. Este trabajo
expone la sintesis y evaluacion de la biocompatibilidad en fibroblastos murinos de nanoparticulas de
oro con morfologia esférica y de rodillo, al haber introducido estos nanomateriales en hidrogeles
poliméricos. La caracterizacion demostré el didmetro promedio para nanoesferas de oro 25 nm vy la
relacion de aspecto de 8.62 para nanorodillos; a su vez se evalud su citotoxicidad con base en su
morfologia y concentracion sin obtener afecciones en la viabilidad del cultivo celular, sin embargo, al
combinar las nanoparticulas de oro con la sintesis de hidrogeles de alginato, la biocompatibilidad de
las células se vio comprometida ante la presencia del nanocompuesto, dado que la produccion de
especies reactivas de oxigeno se aumentd y los sistemas AuNPs-Hidrogeles no promovieron la
adhesién necesaria al material hibrido impidiendo el crecimiento de la linea celular de fibroblastos
murinos.

Palabras clave: Nanoparticulas de oro, hidrogeles, nanocompuesto, fibroblastos, regeneracion de
heridas



Abstract of the thesis presented by Anahi Lezama Baldenebro as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Nanoscience.

Comparison of the morphological effect between gold spheres and rods incorporated
into hydrogels on fibroblast biocompatibility for their potential use in healing

Abstract approved by:

Dr. José Manuel Romo Herrera Dra. Karla Oyuky Judrez Moreno
Thesis Co-director Thesis Co-Director

The surface chemistry, size, and morphology of gold nanoparticles are physicochemical properties
valuable for various biomedical applications, particularly in promoting wound healing. One of the main
approaches to test nanocomposite systems in biomedicine is to combine them with
micro/macroscopic systems, resulting in the synergy of their physicochemical properties. For example,
embedding gold nanoparticles in hydrogels can create multifunctional devices for tissue engineering.
Biocompatibility is a fundamental parameter for promoting tissue growth and repair. It has been
reported that gold nanoparticles can enhance cell growth, making them highly promising as a new
biomaterial for tissue engineering applications when embedded in a hydrogel network. This work
presents the synthesis and evaluation of biocompatibility in murine fibroblasts of gold nanoparticles
with spherical and rod-like morphologies when introduced into polymeric hydrogels. Characterization
demonstrated an average diameter of 25 nm for gold nanospheres and an aspect ratio of 8.62 for
nanorods. Their cytotoxicity was evaluated based on morphology and concentration, showing no
adverse effects on cell viability. However, cell biocompatibility was compromised when combining gold
nanoparticles with alginate hydrogel synthesis, in the presence of the nanocomposite. This was
evidenced by an increase in the production of reactive oxygen species, and the AuNPs-Hydrogels
systems did not promote the required cell adhesion for the growth of murine fibroblast cell line.

Keywords: Gold nanoparticles, hydrogels, nanocomposite, fibroblasts, wound healing
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Capitulo 1. Introduccidn

Mientras que la nanociencia se refiere al estudio de los fenédmenos y la manipulacién de materiales a
escala atdmica, molecular y macromolecular, donde las propiedades difieren significativamente de las de
una escala mayor; la nanotecnologia conlleva el disefio, |la caracterizacion, la elaboracion y la aplicacion
de estructuras, dispositivos y sistemas mediante el control de la forma y el tamafo a escala nanométrica
(The Royal Society, 2004). Los nanomateriales, por su parte son aquellos materiales que tienen al menos
una dimensién que cae en la escala nanométrica e incluyen nanoparticulas, puntos cuanticos, nanovarillas
y nanocables, peliculas delgadas y materiales a granel hechos de bloques de construccidon a nanoescala
(Cao & Wang, 2011). Los nanomateriales han revolucionado nuestra perspectiva del mundo y la materia,
puesto que muestran propiedades opticas, eléctricas y quimicas diferentes en comparacién con los
materiales macroscdpicos debido a su tamafio en escala nanométrica. Ademas, el estudio de la
nanotecnologia y los nanomateriales han tenido importantes aportaciones en areas como biomedicina,
medio ambiente, electrdénica, construccion, fuentes de energia limpia y alternativa, entre otros ambitos

(Debnath & Das, 2020).

Debido a sus propiedades superficiales y dependiendo del tamaiio, forma y estado de agregacion de los
mismos, los nanomateriales pueden ejercer diferentes efectos en los sistemas bioldgicos que dependeran
entre muchos otros factores del tipo de célula, rutas de absorcidn y efecto en los diferentes organelos, por
lo que es primordial estudiar y considerar la interaccién de los nanomateriales o nanoparticulas con el
entorno bioldgico que los rodea, ya que esto conlleva un impacto en su actividad bioldgica abriendo una
ventana de posibilidades para una mayor comprension de estas interacciones y el desarrollo de los

nanomateriales con fines diagndsticos y terapéuticos (Zhang, 2015).

Uno de los materiales que en particular resalta dentro de la nanotecnologia, son las nanoparticulas
metalicas, por su alto potencial de ser utilizadas en aplicaciones bioldgicas, ya que pueden sintetizarse y
modificarse con varios grupos funcionales quimicos que les permiten conjugarse con anticuerpos, ligandos
y farmacos de interés. Por lo tanto, abren una gama amplia de aplicaciones potenciales en biotecnologia,
separacidon magnética y preconcentracidon de analitos objetivo (Amini, 2019). Las nanoparticulas pueden
ser sintetizadas de metales u oxidos metalicos, uno de los metales mas utilizados es el oro. Las
caracteristicas intrinsecas de las nanoparticulas de oro (AuNPs, por sus siglas en inglés) se derivan de sus
propiedades de quimica superficial, tamafio y forma (figura 1). Entre ellas destacan el coeficiente de

absorcién de rayos X alto, facilidad de manipulacién sintética, fuerte afinidad de unién a tioles, disulfuros



2
y aminas, propiedades optoelectrdnicas distintas y Unicas relacionadas con la forma (como la resonancia
de plasmdn de superficie localizado), relacion superficie-volumen grande, biocompatibilidad y toxicidad
baja. Estos atributos fisicoquimicos hacen que las AuNPs sean materiales prometedores para aplicaciones
diversas en campos terapéuticos, de deteccidn y diagndstico, bioetiquetado, administracidon de farmacos,

deteccién quimica y bioldgica, imagenes, dptica no lineal, fotovoltaica y catdlisis (Elahi et al., 2018).
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Figura 1. Propiedades fisicoquimicas de AuNPs (Hammami et al., 2021).

Cuando se trata de integrar AuUNPs para aplicaciones biomédicas es primordial considerar la citotoxicidad
del nanomaterial, en este sentido las propiedades fisicoquimicas de los nanomateriales que afectan esta
toxicidad como la forma, el tamafo, la superficie quimica y la concentracién; ademds, también es
importante considerar el tipo de células en los que se pretende realizar ensayos, ya que pueden tener una
susceptibilidad diferente a cada tipo de nanomaterial (Hammami et al., 2021). Otro factor importante es
la formacién de la corona proteica sobre el nanomaterial, una vez que esté en contacto con un medio
bioldgico, ya que este recubrimiento biolégico puede modificar las propiedades fisicoquimicas y la funcién

del nanomaterial (Yadid et al., 2019).

Dentro de la biomedicina, la combinacién de sistemas nanométricos con sistemas a escalas mayores da
como resultado la sinergia de las propiedades de cada sistema trabajando en conjunto; ejemplo de esto
son las AuNPs embebidas en hidrogeles para crear dispositivos multifuncionales. La incorporacién de
nanomateriales en redes de hidrogel brinda diversidad estructural con propiedades biomédicas y

quimicas, lo cual puede conducir a aplicaciones terapéuticas prometedoras (Choi et al., 2022).

Los hidrogeles son redes tridimensionales de polimeros hidrofilicos que pueden hincharse al absorber agua
y retener una gran cantidad de esta, mientras mantienen su estructura debido al entrecruzamiento

quimico o fisico de las cadenas de polimeros individuales (Bahram et al., 2016). Algunas de sus atributos
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caracteristicos incluyen propiedades mecanicas como la estabilidad y elasticidad, hinchazén, tamafo de
red y degradacion (Caliari & Burdick, 2016). Los hidrogeles poliméricos se han utilizado para encapsular
farmacos y administrar productos terapéuticos debido a su capacidad para absorber agua con grupos
funcionales hidrofilicos en el esqueleto del polimero. Segun el polimero utilizado y la densidad de la
estructura de la red, los hidrogeles poliméricos pueden contener hasta 40 veces mas contenido de agua y
fluidos bioldgicos. El hidrogel tiene una estructura y composiciéon que podria llegar a ser comparable a la
matriz extracelular (ECM) de los tejidos de los mamiferos, tienen una mecdnica similar a la de muchos
tejidos blandos y pueden ayudar a la adhesion celular y el secuestro de proteinas, por lo que han
demostrado ser utiles en una variedad de aplicaciones de cultivo celular, lo que puede permitir la unién
de células y biomoléculas, ademds, su excelente biodegradabilidad permite que sea excretado del cuerpo

sin respuestas inmunes o inflamatorias (Caliari & Burdick, 2016; Choi et al., 2022).

Los hidrogeles sufren una transicion de fase de volumen significativa, conocida como transicién de fase
sol-gel en respuesta a ciertos estimulos fisicos (temperatura, campos eléctricos y magnéticos, composicion
del solvente, entre otros) y quimicos (pH, iones y composiciones quimicas especificas). Cabe resaltar que
en la mayoria de los casos tales transiciones son reversibles; por lo tanto, los hidrogeles son capaces de
volver a su estado inicial después de una reaccién tan pronto como se retire el estimulo. La respuesta de
los hidrogeles a los estimulos externos esta determinada principalmente por la naturaleza del monémero,
la densidad de carga, las cadenas sueltas y el grado de entrecruzamiento; aunado a esto, la magnitud de

la respuesta también es directamente proporcional al estimulo externo aplicado (Bahram et al., 2016).

La combinaciéon de dos materiales diferentes, por ejemplo, nanoparticulas e hidrogeles, conducen a
materiales avanzados con propiedades Unicas, ausentes en los componentes individuales. Retomando el
ejemplo, se han propuesto tres modelos supramoleculares de sistemas de nanoparticulas e hidrogeles;
estos son: micro o nanogeles que estabilizan nanoparticulas individuales/multiples, nanoparticulas
inmovilizadas no covalentemente en una matriz de hidrogel y nanoparticulas inmovilizadas
covalentemente en una matriz de hidrogel. En el desarrollo de sistemas de nanoparticulas e hidrogel se
han utilizado cinco enfoques principales para obtener una distribucién uniforme (figura 2): 1) formacion
de hidrogel en una suspension de nanoparticulas, 2) incrustacion fisica de las nanoparticulas en la matriz
de hidrogel después de la gelificacién, 3) formacién de nanoparticulas reactivas dentro de un gel
preformado, 4) reticulacidon usando nanoparticulas para formar hidrogeles y 5) formacion de gel utilizando

nanoparticulas, polimeros y distintas moléculas gelificadoras (Thoniyot et al., 2015).
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Figura 2. Enfoques principales utilizados para obtener sistemas de nanoparticulas embebidas en hidrogeles (Thoniyot
et al., 2015).

Las propiedades impartidas a los sistemas poliméricos dependen del tipo de nanoparticulas incorporadas,
gue a su vez esta determinada por la aplicacidn propuesta del disefo. Varios grupos han demostrado que
los sistemas compuestos de AuNPs e hidrogeles son conductores y sensibles a estimulos. Ademas, han
demostrado su eficacia en sensores basados en resonancia de plasmén de superficie localizado (LSPR, por
sus siglas en inglés) y aplicaciones antibacterianas, pero el costo alto del oro ha impedido hasta ahora la

implementacidn a gran escala de AuNPs para tales aplicaciones (Thoniyot et al., 2015).

Una aplicacién potencial para estos sistemas compuestos es propiciar la cicatrizacién de heridas. La piel es
un érgano muy importante, que a su vez es vulnerable, ya que cubre la superficie del cuerpo humano y
contacta directamente con el ambiente. Ademas, tiene los efectos de sentir estimulos externos y regular
la temperatura corporal, protegiendo asi al cuerpo humano de los factores abidticos. Las heridas en la piel
se refieren a una interrupcion de la estructura y funcién del tejido que constituye la piel; en donde se
pierde su mecanismo protector, lo que puede permitir que microorganismos ingresen, formen colonias,
infecten el sitio herido y retrasen el proceso de curacidn, incluso causando complicaciones potencialmente
mortales. El proceso de cicatrizacion de heridas consta de 4 etapas principales: hemostasia, inflamacion,
proliferacién y remodelacién que, en ultima instancia, conducen a la formacién de cicatrices (Liang et al.,

2021; Ramani et al., 2015).
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Debido a su buena hidrofilia, biocompatibilidad y estructura porosa tridimensional (3D), que puede
mimetizar el arreglo fisico de la ECM, los hidrogeles se han convertido en buenos candidatos para el
tratamiento de heridas (Liang et al., 2021). No obstante, las AuNP también pueden ser eficientes en la
cicatrizacion, ya que pueden promover la curacién e inhibir la colonizacidon microbiana, al mismo tiempo
que son transdérmicamente activos. Recientemente, se ha demostrado que compuestos de AuNPs e
hidrogeles pueden promover el crecimiento, migraciéon y diferenciacion de queratinocitos, fibroblastos y
células endoteliales, sin afectar la viabilidad celular (Mihai et al., 2019; Ramani et al., 2015). Con el
aprovechamiento de las propiedades de estos materiales, es posible obtener un material compuesto
impulsado por la sinergia de las cualidades de cada una de las partes. Es por lo que en este trabajo se
abordara la sintesis, caracterizacidon e impregnacién de AuNPs dentro de una matriz de hidrogel para
evaluar el efecto de la morfologia en la biocompatibilidad de estos nanomateriales en células de la piel

derivadas de fibroblastos, ademds de analizar su uso potencial como auxiliar en la cicatrizacién de heridas.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Nanoparticulas de oro (AuNPs)

El uso de nanoparticulas de oro (AuNPs) se remonta a la época de los antiguos romanos, mas adelante,
en la era moderna de la sintesis de AuNPs con el trabajo de Michael Faraday, se observé que las
dispersiones de oro coloidal tienen propiedades que difieren del oro macroscdépico. Durante el ultimo
medio siglo, se han desarrollado métodos confiables y de alto rendimiento para la sintesis de AuNPs,
incluidos aquellos con formas esféricas y no esféricas (Giljohann et al., 2010). La fisicoquimica de las AuNPs
ha surgido como una nueva subdisciplina en el dominio de los coloides, ya que las propiedades épticas
inusuales de las particulas de oro pequefias, su electroquimica dependiente del tamafio y su alta
estabilidad quimica las han convertido en el sistema modelo de eleccién para explorar una amplia gama
de fendmenos que incluyen autoensamblaje, biomarcaje, catalisis, teorias de transferencia de electrones,

transferencia de fase, fusion, ensayos de ADN y crecimiento de cristales (Sardar et al., 2009).

Hasta la fecha, existen numerosos métodos para la sintesis de AuNPs, que siguen metodologias “top-
down” y “bottom up” (de arriba hacia abajo y de abajo hacia arriba, respectivamente), como se muestra
en la figura 3. En general, los procedimientos para la sintesis de Au NP se pueden organizar en métodos
quimicos, fisicos y bioldgicos, donde en cada uno se busca obtener el tamafo, forma, solubilidad,

estabilidad y funcionalidad deseados. Dentro de los métodos fisicos se encuentran la irradiacién de rayos
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vy, la irradiacién de microondas (MW), el método sonoquimico, la irradiacién con luz ultravioleta (UV), la
ablacidn con laser, el proceso termolitico y el proceso fotoquimico. En los métodos quimicos, las
reacciones quimicas se realizan en un medio acuoso mediante un agente reductor y un precursor de oro.
La sintesis bioldgica o biosintesis pretende que el medio o solvente, los agentes reductores y estabilizantes
deben ser no tdxicos y seguros, ademas que los compuestos y derivados de plantas, bacterias, hongos,

algas, levaduras y virus sean empleados como recursos comunes (Elahi et al., 2018).
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Figura 3. Enfoques basicos para la preparacidén de nanoparticulas (Elahi et al., 2018).

Las nanoparticulas de oro son ampliamente utilizadas como agentes antibacteriales y antimicrobianos, ya
que este efecto las hace adecuadas para el uso complementario potencial con antibidticos. Las AuNPs
ejercen su actividad antibacteriana a través de la formacion de agujeros en la pared celular bacteriana, lo
que conduce a la muerte celular debido a la pérdida del contenido celular. Ademas, los AuNPs pueden
inhibir el proceso de transcripcion al unirse al ADN bacteriano y prevenir el desenrollado del ADN durante

la transcripcion y pueden inhibir uropatdégenos resistentes a multiples farmacos (Arafa et al., 2018).

Las AuNPs también tienen propiedades antioxidantes, las cuales han sido evaluadas en la curacion de
heridas. Por lo general, durante el proceso de curacion, el sistema inmune libera mediadores moleculares
y produce una gran cantidad de especies reactivas de oxigeno (ROS) para reparar la lesion. Las ROS se
generan como un subproducto activo del metabolismo celular, que funciona en vias de sefializacién
celular, sin embargo, la cantidad excesiva de ROS que interactia con moléculas bioldgicas puede daiar el
ADN, el ARN, las proteinas, la funcién celular e inhibir el crecimiento. Un alto nivel de ROS conduce al
estrés oxidativo, lo cual perjudica el proceso de curacidon, entonces, los antioxidantes tienen el objetivo de
reducir el nivel de estrés oxidativo y atenuar los efectos dafiinos de las ROS. Las AuNPs tienen efectos
antioxidantes potentes en la extincidon de radicales libres como hidroxilo (OH), peréxido de hidrégeno
(H203), 6xido nitrico (NO) y 2,2-difenil-I-picrilhidrazilo (DPPH). La actividad antioxidante de las AuNPs, con

respecto a los radicales libres, va a depender en gran medida de la superficie; por ejemplo, las



7
nanoparticulas esféricas de oro tienen una gran area superficial, lo que da como resultado una alta
tendencia a aceptar electrones e interactuar con ROS para eliminarlos o desactivarlos, se convierten en un
potente agente antioxidante y desempefian un papel importante en la cicatrizacién de heridas (Lau et al.,

2017).

El grupo de Boomi et al., 2020, mediante sintesis verde utilizando extracto de Acalypha indica obtuvieron
AuNPs para evaluar su actividad antibacteriana, antioxidante, eliminacion de radicales libres y propiedades
cicatrizantes, donde se obtuvo que las AuNPs tienen actividad antioxidante eficaz contra la eliminacién de
radicales libres de DPPH. Esto puede deberse a su capacidad para donar electrones o iones de hidrégeno
a los radicales libres DPPH para neutralizarlos. Cuando se aumenta la concentracién, la eliminacién de
radicales también aumenta proporcionalmente. Ademas, la planta contiene compuestos bioactivos a los
gue se han atribuido capacidad antioxidante. También se reveld, que el extracto que contenia AuNPs
acelerd el final de la etapa inflamatoria, la formacién de vasos sanguineos y la remodelacion de la matriz
de colageno, lo que resultd en una regeneracién de la piel mas rapida y una mejor cicatrizacion de las
heridas. De acuerdo con el trabajo citado, los autores concluyen que las AuNPs posiblemente aceleran la
actividad de cicatrizacidon de heridas a través de diferentes mecanismos, como la via de la angiogénesis,
alterando el potencial de membrana, inhibiendo la enzima ATP sintasa o desencadenando las ROS

intracelulares dptimas.

1.1.2 Hidrogeles de alginato

El alginato es un polisacarido anidnico lineal derivado de algas pardas o bacterias, que consta de
unidades repetitivas de dcido D-manurdnico (M) y acido L-gulurdnico (G) enlazados en B-1,4 en cantidad
y distribucién secuencial variable dependiendo de la fuente de obtencién (Rowley et al., 1999). El alto
contenido de blogues G de alginato puede formar hidrogeles rigidos con cationes divalentes, como Ca?*,
donde cada uno de los cuales se une ordenadamente a dos bloques G opuestos para formar la llamada
conformacion de caja de huevo. Mientras que el alto contenido de bloque M del alginato es menos

adhesivo y exhibe actividad inmunoestimuladora (M. Zhang y Zhao, 2020).

El alginato ha sido investigado y utilizado ampliamente para muchas aplicaciones biomédicas debido a su
biocompatibilidad, baja toxicidad, costo relativamente bajo y gelificacidn suave. Sin embargo, a diferencia
del colageno, el alginato carece de ligandos de adhesién celular, que son fundamentales para facilitar la

unién y propagacion celular, entonces, los enfoques cldsicos para promover la unidn celular en los
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alginatos implican acoplar estos materiales a proteinas de adhesién celular como laminina, coldgeno y
fibronectina, o unir covalentemente el alginato con secuencias peptidicas cortas especificas como la
arginina-glicina-acido aspartico (RGD) y recientemente se ha investigado la incorporacién de
nanoparticulas metalicas. Los hidrogeles de alginato se pueden preparar mediante varios métodos de
reticulacién. Ademas, su similitud estructural con las matrices extracelulares de los tejidos vivos permite
una amplia aplicacién en la cicatrizacién de heridas, la administracion de agentes bioactivos, como
proteinas y farmacos quimicos pequefios, y el trasplante de células (Blaeser et al., 2016; Lee & Mooney,

2012).

Se han evaluado sistemas de hidrogeles con nanoparticulas metalicas embebidas, para aplicaciones
potenciales como ayudante en la curacion de heridas. El trabajo de Blaeser et al., 2016, muestra una
sintesis alternativa de estos materiales utilizando la técnica de ablacién ldser para la incrustacion in situ
de nanoparticulas de oro y hierro en hidrogeles. La integracién de nanoparticulas metalicas en alginato
afectd las propiedades mecdnicas de los hidrogeles, favoreciendo la capacidad de hinchamiento de estos,
sin embargo, su hidrofilia no se vio afectada. Ademds, estos nanocompuestos sirvieron como material

alternativo (debido a su capacidad de biofuncionalizacidn quimica) para favorecer la adhesién celular.

1.1.3 AuNPs incorporadas en hidrogeles

Las AuNPs pueden ser integradas a otros materiales como hidrogeles para formar materiales
compuestos, donde la sinergia de sus propiedades permita la obtencién de sistemas diversos vy
multifuncionales. Recientemente, ha tomado importancia el uso de AuNPs inmersas en hidrogeles, ya que
pueden servir como andamios celulares; por ejemplo, Navaei et al., 2016, fabricaron hidrogeles hibridos
de metacrilato de gelatina (GelMA) con nanovarillas de oro para investigar la retencion de células
cardiacas, la supervivencia, la organizacion del citoesqueleto, la expresién de un marcador de proteina
especifico, el comportamiento de latido a nivel de tejido y el transito de Ca%; donde las nanovarillas
integradas promovieron la conductividad eléctrica y la rigidez mecdnica de la matriz de hidrogel. Ademas,
los cardiomiocitos sembrados en hidrogeles hibridos GelMA-GNR, exhibieron una excelente retencion

celular, viabilidad y actividad metabdlica.

Retomando y aprovechando el efecto antimicrobiano de las AuNPs, Mahmoud et al., 2019, sintetizaron,

caracterizaron y cargaron en un hidrogel termosensible, AuNPs de forma esférica y de varilla con
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modificaciones superficiales (polimeros cargados neutros, catidnicos y anidnicos) para realizar una
comparativa sobre la morfologia y superficie en la cicatrizacidon de heridas de ratén. Los hidrogeles con
AuNPs exhibieron una excelente estabilidad coloidal y demostraron un comportamiento de liberacion de
nanoparticulas lenta y prolongada durante 48 h de exposicion utilizando un modelo in vitro.
Particularmente, los hidrogeles de polietilenglicol (PEG) con nanovarillas de oro (AuNRs) y clorhidrato de
polialilamina catidénica (PAH)-AuNRs demostraron notables propiedades de cicatrizacion de heridas tras la
aplicacion tépica en heridas utilizando un modelo animal, ademas de exhibir una potente actividad
antibacteriana in vitro contra Staphylococcus aureus (S. aureus) y Pseudomonas aeruginosa (P.

aeruginosa).

1.1.4 Comportamiento celular ante AuNPs-hidrogeles

El fibroblasto es la célula predominante de los tejidos conectivos del cuerpo, ademas, es una célula
dinamica, la cual ejerce funciones tisulares a nivel local y del sistema inmune; dentro de sus funciones
principales se encuentra la formacién de fibras del tejido conectivo denominadas coldgeno y elastina; sin
embargo, cabe destacar que el fibroblasto desempefia otros roles importantes (Acosta, 2006). En el
proceso de la curacion de heridas los fibroblastos juegan un papel crucial, ya que estas células migran hacia
el tejido lesionado y producen colageno de tal manera que se forma tejido conectivo fresco que rellena la
herida y con esto se puede dar pie a la angiogénesis para finalizar la remodelacién del tejido dafiado

(Arenas, 2003), como se muestra en la figura 4.

Colageno Fibroblasto

Proliferacion Tejido remodelado

Figura 4. Proliferacion de fibroblastos (Beanes et al., 2003).

Uno de los enfoques principales para probar sistemas nanocompuestos en biomedicina, es probar la
vialidad de las células dependiendo del objetivo del sistema. En particular para la ingenieria de tejidos
enfocado a la cicatrizacion de heridas, es primordial la citocompatibilidad de los materiales con

fibroblastos. Por ejemplo, Nezhad-Mokhtari et al., 2020, desarrollaron un nuevo disefio de hidrogeles
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inyectables a base de colageno, celulosa nanocristalina modificada con aldehidos y quitosano cargados
con nanoparticulas de oro (Coldgeno/ADH-CNCs/CS-Au), donde reveld que las distintas proporciones
molares de colageno/CNC y la presencia de contenido de CS-Au tienen efectos significativos en la
morfologia microscépica, el hinchamiento en equilibrio, la degradacién in vitro y las propiedades
mecdanicas de los hidrogeles; ademas, las pruebas celulares mostraron una mayor proliferacién y la
viabilidad de las células aumenté al estar en presencia las AUNPs como componente conductor en el
sistema, ya que puede mejorar el crecimiento celular; por lo que la red de hidrogel preparada tiene un

gran potencial como nuevo biomaterial para aplicaciones de ingenieria de tejidos.

1.2 Hipotesis

La morfologia de las nanoparticulas de oro embebidas en hidrogeles de alginato como sustratos afecta las

propiedades de adhesién y proliferacion de fibroblastos murinos.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la morfologia de las nanoparticulas de oro incorporadas en hidrogeles en la

biocompatibilidad y morfologia de fibroblastos murinos.

1.3.2 Objetivos especificos

Sintetizar nanoesferas de oro estabilizadas en citrato y nanorodillos de oro estabilizados en CTAB.
Transferir los nanorodillos de oro de CTAB a citrato.

Sintetizar hidrogeles de alginato.

Incorporar las nanoparticulas en los hidrogeles.

Evaluar la biocompatibilidad de los hidrogeles en fibroblastos murinos.

o v ok w N

Determinar el efecto de los hidrogeles en la produccion de especies reactivas de oxigeno en
fibroblastos murinos.

7. Visualizar la morfologia de los fibroblastos cultivados sobre los hidrogeles.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Preparacion de nanomateriales de oro en hidrogeles

2.1.1 Sintesis de nanoesferas de oro (AuNEs)

Para la sintesis de nanoesferas de oro se siguid la metodologia descrita por Bastus et al., 2011, que
parte de la sintesis de semillas de oro utilizandose una solucion reductora de citrato de sodio (CS, 150 mL,
2.2 mM), la cual se llevd a calentamiento con agitacion constante. Al alcanzar 100 °C de temperatura, se
inyectd acido tetraclorodurico (HAuCls, 1mL, 25 mM) y se dejaron transcurrir 10 minutos, la solucidn pasé
de ser incolora a ser color rosa intenso. Transcurrido el tiempo determinado, la soluciéon se mantuvo en
calentamiento a 90 °C. A continuacidn, se siguid el crecimiento de las semillas de oro en el mismo
recipiente de reaccién, diluyendo la muestra al extraer 55 mLy en su lugar agregando 53 mL de agua mQ
y 2 mL de CS (2 mM). Cuando la temperatura alcance nuevamente los 90 °C, se realizaran dos inyecciones
de 1 mL de HAuCl, (25 mM) en un intervalo de tiempo de 30 min. Este paso de crecimiento que comprende
la dilucién de la muestra mas 2 inyecciones de HAuCl, se repetira iterativamente hasta que las particulas

alcancen el tamafio deseado. El procedimiento se muestra en la figura 5.

HAUCla ¥ HAuCla
25 mM & asmm

100 °C | so°c B
10 min /Zi%/,\ 30 min “
Gx
e x = Generacién de
Citrato de sodio Semillas H20 mQ ‘ 7 nanoparticulas
22mM Citrato de sodio ! \
60 mM

Figura 5. Sintesis de Bastus et al., 2011, para nanoparticulas de oro esféricas.
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2.1.2 Sintesis de nanorodillos de oro (AuNRs)

A partir de la metodologia descrita por Chang & Murphy, 2018, ilustrada en la figura 6, se llevd a cabo
la sintesis de nanorodillos de oro, partiendo de la preparacion de la solucién semilla. En un matraz de
fondo redondo se afiadié HAuCl; (0.5 mL, 10 mM) a una solucién de bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(CTAB, 9.5 mL, 100 mM). En seguida, se afadid de forma abrupta NaBH; (0.46 mL, 10 mM, recién
preparado con una solucion de NaOH 10 mM). El color de la solucién cambié de amarillo a café
instantdneamente. Esta solucion de semillas se dejé bajo reposo a 27°C durante 2 horas antes de su uso.
Por otro lado, la solucidn de crecimiento se preparé afiadiendo HAuCl, (0.5 mL, 10 mM) y CTAB (8 mL, 100
mM) en un vial de 20 mL. Posteriormente para controlar la morfologia de crecimiento se afiadié una
solucion de AgNOs (46 pL, 100 mM) seguido de distintos volimenes de HCI (19, 21, 23, 25 uL; 1 M), los
cuales permitieron la elongacidon de las semillas de AuNRs y subsecuentemente se agregd hidroquinona
(0.5 mL, 100 mM), que funge como agente reductor dependiente del pH; por ultimo, después de unos
minutos en agitacidn, cuando la solucién se volvio incolora, se agregd la solucion de semillas de AuNRs (2

mL). Finalmente, la solucidon resultante se mantuvo en reposo a 27°C durante 16-20 horas.

-
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Figura 6. Sintesis de Chang & Murphy, 2018, para nanorodillos de oro.

AuNRs@CTAB
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2.1.3 Transferencia de nanorodillos de oro

Para lograr que los nanorodillos estabilizados en CTAB ahora estuviesen estabilizados en citrato, se
siguié la metodologia descrita por Zhou et al., 2018, con algunas modificaciones. Este método implica el
crecimiento de una delgada capa de plata sobre la superficie del nanomaterial de oro, como se
esquematiza en la figura 7. El objetivo de la transferencia de agente estabilizante para los AuNRs, es reducir
la toxicidad del medio en el que el nanomaterial se encuentra disperso, para posteriormente realizar

pruebas de viabilidad celular.

33
2835

011
~ ~* Deposito de Ag Erosion de Ag
" we » >
o e Intercambio de
& by ligando
§URe
Nanoesferas de Au Nanoesferas nucleo-coraza Nanoesferas de Au
recubiertas con CTAC Au@Ag recubiertas con citrato
we CTA' X Citrato

Figura 7. Intercambio de ligandos en la superficie de nanoparticulas de oro a través del depdsito y erosion de plata
(zhou et al., 2018).

A partir de la sintesis estandar para obtener 1 mL de nanorodillos estabilizados en CTAB, se mezclaron
polivinilpirrolidona (PVP, 4.8 mL, 47 mM), para reforzar la estabilidad de los rodillos, los AuNRs@CTAB (1
mL) y acido ascorbico (AA, 0.1 mL, 40 mM), a temperatura ambiente. En seguida se afiadid AgNOs (1 mL,
0.3 mM), para lo que el AA sirvi6 como agente reductor, y la reaccidon se agitd durante 10 min a
temperatura ambiente, como se ilustra en figura 8. Posteriormente las particulas se recolectaron mediante
centrifugacion a 16,000 g durante 35 min y luego se redispersaron en agua con citrato de sodio (200 pL,
10 mM). Inmediatamente se erosioné quimicamente la capa de plata de los nanorodillos de Au@Ag con

perdxido de hidrégeno (H.0,, 0.9 mL, 3%) a temperatura ambiente durante 3 h.

Las particulas se recuperaron por centrifugacidon a 16,000 g durante 35 min y luego se redispersaron en
agua con citrato de sodio (100 pL, 10 mM). Las particulas se mantuvieron en reposo a temperatura
ambiente durante 12 h para a continuacién afiadir H,O mQ (900 pL) y centrifugar a 16,000 g durante 35

min y finalmente redispersar los nanorodillos en 1 mL de H,O mQ.
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PVP 47 mM
AA 40 mM ]
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Figura 8. Transferencia de ligando de AUNRs@CTAB a citrato (Zhou et al., 2018).

2.1.4 Sintesis de hidrogeles de alginato

La preparacién de hidrogeles se realizd con base al procedimiento descrito por Jauregui Michel, 2021,
dispersandose 50, 100 y 200 mg de alginato de sodio en 2 mL de agua desionizada bajo agitacion vigorosa,
obteniendo una mezcla homogénea. A continuacién, se afiadid cloruro de calcio (CaCl;, 2 mL 100 mM) a
la solucién mediante las paredes del vial sin agitacién con el fin de servir como agente entrecruzante.
Posteriormente, las mezclas se refrigeraron durante 2, 24 y 48 horas antes de desmoldarse. El

procedimiento se muestra esquemadticamente en figura 9.

CaCl,
100 mM

‘ 4 o

Refrigeracion
2,24,48h

Alginato de sodio

Figura 9. Preparacién de hidrogeles de alginato de sodio.
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2.1.5 Incorporaciéon de nanoparticulas en hidrogeles

Al determinar la mejor relacion de contenido de alginato y tiempo de refrigeracion, siendo esta relacidn
100 mg y 24 h respectivamente, se prepararon hidrogeles con nanoparticulas embebidas a partir de la
metodologia descrita por Jauregui Michel, 2021. A 2 mL de dispersién de nanoparticulas, se le afiadié
alginato de sodio y se agitd la mezcla mediante el uso de vortex hasta conseguir una solucion homogénea,
el procedimiento se muestra en la figura 10. Después, se prosiguié a afiadir una solucién de cloruro de

calcio y refrigeracion, de manera similar a la seccidn 2.1.4.

is
ﬁaclz

Alginato de
Sodio
100 mg

" |
&

AUNPs g \‘/ gt J
——

AuNEs-Hidrogel

i —

—— —

! L) Refrigeracion AuNRs-Hidrogel
Ll

L 24 h

| i

Figura 10. Preparacidn de hidrogeles con nanoparticulas de oro embebidas.

2.2 Biocompatibilidad en modelos celulares

Se utilizé la linea celular 3T3-L1 de fibroblastos aislados del embrién de un ratén. Esta linea celular es
comunmente utilizada para estudiar los mecanismos celulares basicos asociados con la diabetes, la
obesidad y enfermedades relacionadas. Las células 3T3-L1 se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) suplementado al 10% con suero de ternera (CALF), 1% de
antimicdtico/antibidtico (penicilina y estreptomicina), 1% de L-glutamina (Sigma-Aldrich) y bicarbonato de

sodio (2 g/L).
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El cultivo celular fue realizado en una cabina de flujo laminar previamente desinfectada y esterilizada, al
igual que todo el instrumental y materiales utilizados. Primero se descongeld un vial de criopreservaciéon
con la linea celular 3T3-L1 de fibroblastos murinos, posteriormente se traspasé el liquido (medio de
criopreservacion y células) del vial a un tubo eppendorf para centrifugar la solucién a 2236 g (5000 rpm)
por 5 minutos, en seguida se decanté el sobrenadante y se resuspendio el pellet de células en 1 mL de
medio de cultivo; entonces, se repitid el proceso de centrifugacién y resuspensién en 1 mL de medio de
cultivo para en seguida adicionar esta solucién de células en una caja de cultivo celular con 4 mL de medio
de cultivo previamente anadidos. A continuacién, la caja de cultivo se llevé a incubacidn durante 24 horas
a 37°C en una atmodsfera de 5% de CO,, después del tiempo de incubacion se observaron las células
adheridas a la superficie de la caja mediante microscopia éptica y se lavaron las células con buffer de
fosfatos (PBS 1x) para posteriormente reemplazar la cantidad de medio de cultivo por medio fresco, y
nuevamente llevar a incubacién el cultivo en las mismas condiciones. El medio de cultivo fue reemplazado

cada 48 horas hasta observar confluencia del 70-80% de la poblacién celular.

Los subcultivos o pases de células se realizaron a partir de una caja de cultivo celular ya confluente, donde
primero se retiré el medio de cultivo de la caja para lavar las células no adheridas con 2 mL de PBS y
comenzar el proceso de tripsinizacién. Se afiadié 1 mL de tripsina (la cual escinde las proteinas de la
membrana de adhesién) y se incubd la caja de cultivo a 37°C durante 3 minutos. A continuacién, se
recuperd la soluciéon de tripsina con células en un tubo eppendorf y se llevd a centrifugacion a 5000 rpm
por 5 minutos, en seguida se decantd el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet de células en 1 mL medio
de cultivo fresco. A su vez, en otro tubo eppendorf se adicionaron 90 pL de solucién azul tripano y 10 uL
de células 3T3-L1 en solucién (Vr= 100 uL) para realizar el conteo celular utilizando la cdmara de Neubauer
y un microscopio 6ptico. Partiendo del resultado del conteo celular se realizaron los calculos para obtener

el nimero total de células en 1 mL de solucién, segun sea el factor de dilucion (ec. 1)

Concentracion de cels.= (Células vivas + 4) X factor de dilucién x 10,000 (1)

Una vez obtenido el nimero total de células se calculd el volumen de células necesario para realizar un
nuevo pase de la linea celular, para realizar un experimento en placas de 96 pocillos o para congelar en

medio de criopreservacion.

2.2.1 Ensayo colorimétrico de reduccion del MTT

Para determinar la citotoxicidad de un nanomaterial, se realizé el ensayo de viabilidad celular por la

reduccion del reactivo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a un reactivo
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llamado (E, Z)-5- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazano (formazan, cristales de color purpura). Esta
reduccion es realizada por accién de enzimas deshidrogenasas mitocondriales, principalmente, por la
succinato deshidrogenasa y algunas enzimas citosélicas. Por lo tanto, la cantidad de MTT reducido es un
indicador indirecto de la actividad mitocondrial y, por lo tanto, también de la viabilidad celular (Salinas,

2020).

El ensayo de viabilidad celular por reduccion del MTT, se realizé en una placa de 96 pozos, en la cual se
sembraron células de la linea 3T3-L1 de fibroblastos murinos en cada pozo, en un volumen final de 100 uL
de su respectivo medio de cultivo celular para luego incubarlo por 24 horas a 37 °C en una atmdsfera de
5% de CO,. Posteriormente, se decantd el medio de cultivo de la placa de 96 pozos y se agregaron a cada
pozo y por triplicado, las diferentes concentraciones de AuNPs en solucién aforadas a un volumen final de
100 pL de medio de cultivo celular para luego incubarlo por 24 horas a 37°C en una atmdsfera de 5% de
CO,. Como controles positivo y negativo se utilizaron medio de cultivo celular y Tween (compuesto que
induce a la muerte celular), respectivamente. Al concluir las 24 horas de incubacién, se decanté el medio
de cultivo de la placa y se lavaron las células con 100 pl de PBS 1x luego se agregd a cada pozo 10 ul de
MTT (3 mg/mL) y 90 pL de medio de cultivo, la placa nuevamente se incubd por 4 horas en las mismas
condiciones. Transcurrido el tiempo de incubacién, a cada pozo se le agregaron 100 pL de isopropanol
puro, la muestra se resuspendio varias veces para disolver los cristales de formazan, posteriormente, la
placa se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad. Finalmente, se realizé la
medicion de absorbancia del formazan a 595 nm de longitud de onda en el equipo de lector de placas
ELISA. Para realizar los cdlculos de viabilidad celular el valor de la absorbancia del control positivo fue
tomado como el 100% de la viabilidad celular y a partir de ahi, se calculé el porcentaje correspondiente
para cada uno de los valores de las absorbancias de cada muestra. Para calcular la viabilidad celular se

utilizé la siguiente relacién matematica:

Abs real de la muestra = Abss;o — AbSggg (2)

El promedio de las lecturas de las células del control negativo de viabilidad celular tratadas con Tween,
(células muertas), se restaron a todos demas valores. Por ultimo, se calculé el porcentaje de viabilidad
celular utilizando la siguiente férmula:

Abs real de la muestra

Viabilidad celular = x 100 (3)

Abs real del control positivo
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2.2.2 Produccién de especies reactivas de oxigeno en fibroblastos

La evaluacién de la produccién de las especies reactivas de oxigeno (ROS), se realiz6 mediante la
cuantificacion de la fluorescencia del compuesto diacetato de 2',7'- diclorodihidrofluoresceina (DCFDA), el
cual es una sonda fluorogénica que se usa para detectar la presencia de ROS, ya que es permeable a la
membrana plasmdtica de las células. Dentro de la célula, las moléculas de DCFDA no fluorescente son
oxidadas por las ROS intracelulares generando el 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (DCF), un producto
altamente fluorescente que puede analizarse por espectrofluorometria; siendo la intensidad de

fluorescencia un valor proporcional a los niveles intracelulares de ROS (Geraldo, 2021).

Para medir la produccidn de ROS, se cultivaron fibroblastos 3T3-L1 en una placa de 96 pozos afiadiendo
100 pL de medio de cultivo con células por pozo y se incubaron por 24 horas a 37°C y 5% de CO..
Posteriormente, se decantd el medio de cultivo y se agregaron 100 uL de medio de cultivo que contenian
distintas concentraciones de AuNPs; como control positivo se utilizaron células sin presencia de AuNPs.
Las células se incubaron en presencia de los hidrogeles durante 24 horas a 37°Cy 5% de CO,. Al finalizar
los tiempos de incubacién, se decantd el medio con AuNPs de todos los pozos, y la placa se lavd con
solucién PBS 1X. Después se agregd a cada pozo 100 uL de solucién de medio con DCFDA y se incubd
durante 1 hora a 37 °Cy 5% de CO,. Al finalizar el tiempo de incubacién se removié el medio y se lavé con
PBS 1X para posteriormente agregar 100 pyL de medio de cultivo. Finalmente, se realizé la lectura de la
fluorescencia con una longitud de onda de excitacion/emision de 485/530 nm utilizando un
espectrofluorometro, tomando como control la fluorescencia de las ROS producidas de forma endégena,

es decir en células no expuestas a AuNPs.

En el caso del desarrollo de este experimento para células en presencia de AuNPs-Hidrogeles se utilizé una
placa de 12 pozos donde se colocaron rebanadas de =0.3 mm de grosor de cada tipo de hidrogel,
posteriormente se afnadid 1 mL de medio de cultivo y se incubd la placa por 24 horas a 37 °Cy 5% de CO,,
después del tiempo de incubacidn se retiré el medio de cultivo y se afiadieron por goteo células 3T3-L1 en
suspension. Luego, se ainadiod a cada pozo el medio de cultivo necesario para quedar al nivel de la superficie
del hidrogel. Las placas experimentales se incubaron por 7 dias en las mismas condiciones para después,
se extraer los AuNPs-hidrogeles de la placa y tripsinizar las células adheridas a cada pozo, utilizando 150
pL de tripsina por pozo e incubacién a 37 °C por 3 minutos, se recuperaron las células en suspension y se
aforo el volumen total de cada tupo a 800 uL afadiendo medio de cultivo. Al finalizar el centrifugado se
decantd el sobrenadante y se resuspendio el pellet de células en 150 pL de medio de cultivo con DCFDA.

Por ultimo, las células en suspensidn se depositaron en una placa de 96 pocillos y se incubaron durante 1



19

hora a 37 °Cy 5% de CO,, para después remover el medio, lavar con PBS y agregar 100 uL de medio de

cultivo, con lo que se realizé la lectura de la fluorescencia en el espectrofluorémetro.

2.2.3 Ensayo de reduccidén de la resazurina

Para evaluar la viabilidad celular se seguira el protocolo de ensayo de resazurina, el cual se basa en la
reduccion, de la resazurina (compuesto de color azul, no fluorescente) a resorufina (rosado, altamente
fluorescente) mediante oxidoreductasas de la cadena respiratoria mitocondrial en células vivas. La
resorufina es excretada al medio permitiendo el continuo monitoreo de la proliferacion y/o la citotoxicidad
de sustancias sobre células humanas, animales, bacterias e incluso hongos. La cantidad de resorufina
producida es directamente proporcional al nimero de células vivas, ademds, las mediciones de
proliferacién se pueden controlar mediante un espectrofotémetro estdndar o un lector de placas ELISA.
La resorufina tiene una longitud de onda de absorcién a 570 nm y longitudes de onda de Ex/Em de 530-

560/590 nm (Rivera et al., 2010).

Para cuantificar el efecto citotéxico de las AuNPs-hidrogeles se aplicé la prueba fluorométrica de
resazurina, para medir la actividad metabdlica y determinar la proliferacion de fibroblastos, siguiendo el
procedimiento de Munive-Olarte et al., 2022, con algunas modificaciones. Primero se colocaron rebanadas
de cada tipo de AuNPs-hidrogel en una placa de 12 pocillos, luego se afiadié 1 mL de medio celular a cada
pocillo para sumergir el hidrogel por completo, en seguida se llevé a incubacidn a 37 °C, COz al 5 % durante

24 h.

Transcurrido el dia de hinchamiento de los geles, se procedié a retirar el medio de cultivo y se afiadieron
las células 3T3-L1 en suspension para ser sembradas mediante goteo. Luego, se aifiadiéo medio de cultivo a
cada pozo, de tal manera que el nivel de medio estuviera al ras de la superficie del hidrogel. Las placas
experimentales se incubaron por 7 dias para finalmente, se extraer los AuNPs-hidrogeles y colocarlos en
un pocillo nuevo para entonces reemplazar el medio de cultivo por medio nuevo con resazurina al 10 %
(v/v) a 700 uM. La placa se incubd a 37 °C durante 4 h, y se midié la densidad dptica de las soluciones
resultantes a 570/600 nm en un lector de microplacas. El cultivo de células sin AuNPs- hidrogel se utilizd

como control. La proliferacion de fibroblastos se calculé mediante la siguiente formula:

(oniGOO ><AbSS7O)_(E17xl:570 XAbSe00)

(ETed570XC0)_(ETed600 XCs70

Reducciéon de rezasurina % =
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2.2.4 Evaluacion de la morfologia de fibroblastos

Para observar como influye la presencia de AuNPs-hidrogeles a manera de andamio de crecimiento para
fibroblastos, se evaludé la morfologia de estas células mediante microscopia 6ptica, utilizando el
microscopio invertido donde se colocaron placas de 12 pozos para visualizar cada uno de los pozos con

cultivo de fibroblastos en participacién de AuNPs-Hidrogeles.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Nanoparticulas de oro incorporadas en hidrogeles de alginato

3.1.1 Sintesis de nanoesferas de oro (AuNEs)

Se realizé la sintesis de nanoesferas de oro para posteriormente caracterizar el material obtenido
mediante espectroscopia de absorbancia ultravioleta visible (UV-Vis). Las primeras sintesis obtenidas se
realizaron hasta la tercera generacion de nanoesferas, donde el color de la muestra incrementaba de
intensidad conforme a la generacién, como se muestra en la figura 11; a su vez se muestra el espectro de
UV-Vis normalizado en 400 nm, donde la intensidad de la sefial LSPR aumentd en absorbancia conforme

la generacién de AuNEs.
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Figura 11. Generaciones de nanoesferas de oro con su espectro de UV-Vis.

Al obtener el espectro UV-Vis de AuNEs, se recabaron los datos de absorbancia a 400 nm de longitud de
onda, puesto que se ha reportado que a partir de esta sefial es posible estimar la concentracién de oro
metdélico [Au®]. Esta concentracidn fue calculada gracias a la relacién empirica reportada por (Scarabelli
et al., 2015), donde se reporta que para absorbancia a 400 nm de 1.2 u. a. con un paso 6ptico de 1 cm, la
concentracién de oro corresponde a 0.5 mM; por ello, realizando un ajuste pertinente para un paso éptico
de 1 mm en lugar de 1 cm de espesor, fue posible estimar la concentracion de oro en cada una de las
muestras obtenidas (ec. 5). También se registraron las sefiales del pico del LSPR para cada generacion

como se muestra en la tabla 1.
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Abs@400 (u.a)  Au® [mM]

Celdalcm 1.2 > 05
Celdal mm 0.12 , 0.5
% = [Au®] (celda de 1mm) (5)

Tabla 1. Datos de UV-Vis de nanoesferas de oro.

Diametro
Muestra | Abs400 nm | Au’[mM] LSPR (nm)
estimado (nm)*

GO 0.041 0.17 521 =18
G1 0.127 0.53 523 =22
G2 0.172 0.72 526 =31
G3 0.198 0.83 528 =36

*Datos extraidos de Bastus et al., 2011 .

A partir de los datos reportados por Bastus et al., 2011, correlacionando la posicién del LSPR en longitud
de onda con el didmetro promedio del coloide de AuNPs para las tres primeras generaciones de
nanoesferas, se puede estimar de forma aproximada el tamafio de las nanoparticulas obtenidas en

nuestros coloides GO, G1, G2 y G3 (ver Tabla 1y 2).

Tabla 2. Diametro de AuNEs segun lo reportado por Bastus et al., 2011.

Generacion | Diametro (nm) | Seiial SPR (nm)
Semillas 84+10 518
12 17.6+1.2 521.5
22 223+2.2 5235
32 31.1+2.8 525.5

3.1.2 Estimacién del tamafio 6ptimo de AuNEs

Fue necesario determinar el tamafio 6ptimo requerido para las nanoesferas. Para ello, fue importante
considerar a la par a los nanorodillos, buscando obtener esferas del mismo volumen (cantidad de oro) que

los nanorodillos. Se realizd entonces la igualacidn de las ecuaciones del volumen de la esfera y del cilindro,
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considerando que estas morfologias deben tener volimenes aproximados para fines del proyecto; a partir

de ello se adecuaron los datos para obtener dichos volimenes como se muestra en las ecuaciones 6-8.

Vesfera = Vrodillo

—nrd = L

3 (6y7)
7, = radio de la esfera
7, = radio del rodillo
L = longitud del rodillo

A partir de la igualacién de las fdrmulas se realizé el despeje del radio de las esferas (re):
3
2= -1l (8)
4
Considerando pardmetros geométricos sintetizables para los nanorodillos, de acuerdo con lo reportado

por Chang & Murphy, 2018:

= L ~864nm

D, = didmetro de los rodillos

L .
o = razon de aspecto
T

Entonces de la ecuacién (8) se obtiene:

w
I

2L

(4.5 nm)?(86.4 nm)

Slw S w

r2 = 1312 nm3

Teniendo definido el tamafio del didmetro éptimo requerido para las nanoesferas, se determind el
intervalo de la longitud de onda donde se expresa la sefal LSPR correspondiente a dicho didmetro segln
los datos reportados por Bastus et al., 2011 (ver tabla 2). Para ello, se ajustd una linea recta con los datos
de las semillas (D, = 8.4 nm, A = 518 nm) y los datos (D, = 17.6 nm, A = 521.5 nm), obteniéndose la
ecuacion:

Ap, = 0.38(D,) + 514.81 nm (9)
A partir de la ecuacion (9) puede estimarse una A (D, = 22 nm)~523 nm, con lo cual se definié que el

intervalo del LSPR de las nanoesferas sintetizadas debe estar entre 522 y 524 nm de longitud de onda.
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3.1.3 Escalamiento de la sintesis y caracterizacién de AuNEs

A continuacidn, se realizd el escalamiento de la sintesis en volumenes de 50, 90 y 160 mL, y recabando los
datos de sefal LSPR y concentracion de oro, los primeros dos volumenes para G1 presentaron mejores

resultados conforme a los calculos tedricos y el intervalo de sefal establecido, como se muestran en la

figura 12.
2 . — . , .
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Figura 12. A) Espectro UV-Vis del escalamiento de sintesis de AuNEs y B) tabla de datos de absorbancia y
concentracién de Au®.

Para corroborar el tamafo de las nanoesferas de oro y poder observar su distribucidn se analizé la muestra
de G1 en volumen de 90 mL mediante microscopia electrénica de transmision (figura 13 A-C). Las
fotografias obtenidas muestran la morfologia cuasi-esférica del material, ademds de una buena
distribucion de tamafios y dispersién entre particulas. A su vez, se realizaron mediciones de las
micrografias para obtener el didmetro promedio de las esferas mediante el uso del programa ImageJ, el
histograma de datos se muestra en la figura 13D, donde se reporta el radio promedio de las nanoesferas
siendo 12.52 £ 0.07 nm. A partir de los resultados de sintesis de nanoparticulas esféricas se plantearon las
ecuaciones para estimar la cantidad de particulas presentes en solucién y decidir su uso en los siguientes

experimentos, lo cual se aborda en las préximas secciones.
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Figura 13. A-C) Micrografias TEM de nanoesferas de oro (G1 90 mL). D) Histograma del radio promedio de
nanoesferas de oro (n=127).

3.1.4 Estimacion de la cantidad de AuNEs

Al contar con la estimacién de la concentracién de oro metalico [Au®] en el coloide y el tamafio promedio
de las nanoparticulas, es posible aproximar el nimero de particulas en dispersién, comenzando por el

calculo de moles de oro en dispersion coloidal (nau).

Ngy = MXxV (10)

Donde M es la concentracidn de oro en moles por litro obtenida a partir de la ecuacién 5y V es el volumen
total de la dispersidn coloidal. A continuacidn, se calcula la masa de oro en gramos, multiplicando el peso

molecular del oro (MW,,) por el nUmero de moles previamente obtenido:

Myy = MWy X Ny (11)
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Subsecuentemente, se obtiene el equivalente del volumen de oro metdlico en el coloide (Vau) a partir del

cociente de la masa de oro y la densidad del oro metdlico (pau):
Vi = 224 (12)

Finalmente es posible obtener el nimero de particulas promedio en dispersidon coloidal mediante la
divisiéon de el volumen de oro obtenido entre el volumen de una nanoesfera, el cual se calcula a partir del

radio promedio de las nanoparticulas.

#NPs = —LAu (13)

Vaunps

Para la sintesis de 90 mL de nanoesferas de oro se obtuvo que hay 5.49 x 10% particulas en 90 mL de

dispersion.

3.1.5 Sintesis y caracterizacion de nanorodillos de oro (AuNRs)

Para sintonizar la razéon de aspecto (Longitud/Didmetro) de los nanorodillos, se sintetizaron
nanorodillos de oro con variaciones de volumen de HCI adicionado. Como primer experimento se realizd
la sintesis adicionando volumenes de HCl de 19 y 25 uL, el espectro de UV-Vis se muestra en la figura 14.
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Figura 14. Espectro UV-Vis de AuNRs sintetizados adicionando 19y 25 uL de HCI.
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Las sefales de LSPR transversales se presentaron a 504 nm, mientras que las sefiales longitudinales para
los materiales sintetizados se presentaron a 1110 nm y 1190 nm respectivamente. Se realizé nuevamente
el experimento tomando valores intermedios entre los extremos de los volimenes de HCl adicionado,

siendo estos 19, 21, 23 y 25 L, donde las sefiales LSPR se presentaron entre 1191 y 1283 nm (figura 15).
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Figura 15. Espectro UV-Vis de AuNRs sintonizando el volumen de HCl a aiadirse.

Entonces, se replicd el experimento un par de ocasiones mds, obteniendo tres lotes de nanorodillos para

un total de 12 muestras con sefales LSPR entre 1191 y 1308 nm, como se muestra en la figura 16.
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Figura 16. A) Espectros UV-Vis y B) sefiales de LSPR de lotes A, By C de AuNRs.

Conforme a los datos LSPR obtenidos mediante espectrofotometria UV-Vis se realizd un analisis con los

datos reportados por Chang & Murphy, 2018. Este estudio partié de la regresion lineal de los datos de
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relacidn de aspecto contra la longitud de onda de la sefial LSPR de las muestras de nanorodillos reportadas

por Chang & Murphy, 2018, (figura 17).
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Figura 17. Regresion lineal de los datos reportados por Chang & Murphy, 2018.

Gracias al ajuste anterior se obtuvo la ecuacidn de la recta de los datos de A.R y LSPR (ecuacién 14 y 15),
con la cual se calculd la relacidén de aspecto estimada segun la longitud de onda en que se presenté el LSPR
de las muestras de AuNRs sintetizadas por nosotros. Los datos calculados se presentan en inciso A de la

figura 18 y la comparativa de los mismos se muestra en el inciso B.

y = 86.17x + 386.06 (14)
y — 386.06
X="— (15)
86.17
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Figura 18. A) Tabla con la relacidn de aspecto de los AuNRs sintetizados segun la sefial LSPR; B) Grafica de la sefial
LSPRy relacidn de aspecto estimada (datos obtenidos a partir de la regresion lineal de los datos de Chang & Murphy,
2018).
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A partir de los parametros de los nanorodillos elegidos para la estimacion del tamafio éptimo de las AuNEs
en la seccién 3.1.2 (1. ~ 4.5 nm, razon de aspecto ~ 9.6 y L ~ 86.4 nm), se decidié elegir las muestras
con razén de aspecto >9.8 de acuerdo con la tabla mostrando en Figura 18.Ay 18.B. Recordando que estos
parametros éptimos de la geometria de las NPs de oro resultan importantes para poder mantener una
comparativa equitativa entre las nanoesferas y los nanorodillos obtenidos con respecto a sus volimenes

de oro.

Se seleccioné la muestra de nanorodillos con sefial LSPR mds cercana al infrarrojo (AuNRs@CTAB Lote C
(23), LSPR = 1308 nm) para observarla mediante microscopia electrénica de transmision (TEM), las
micrografias ilustradas en la figura 19A-B se muestran la morfologia y distribucion de AuNRs en la rejilla
de carbono. A partir de las fotografias obtenidas se realizaron histogramas para conocer la distribucién de
tamafios de largo y ancho (figura 19C-D), a partir de las mediciones realizadas se obtuvo que la longitud

promedio de AuNRs es de 77.60 + 1.28 nm con ancho promedio de 9.01 £ 0.19 nm.
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Figura 19. A-B) Micrografias TEM de nanorodillos. C-D) Histogramas del largo y ancho de nanorodillos de oro. E)
Histograma de la relacion de aspecto de nanorodillos de oro (AuNRs@CTAB Lote C (23)).
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Tomando la longitud y ancho de cada medicidn a cada nanorodillo de oro fue posible obtener la relaciéon
de aspecto (A.R) al calcular el cociente de estos datos (ecuacién 16); en la figura 19E se muestra el

histograma con la distribucidn de A.R donde se obtuvo que el dato promedio es de 8.62 + 0.09.

AR== (16)

3.1.6 Estimacion de la cantidad de AuNRs

Una vez obtenidos los datos de longitud y ancho promedio es posible calcular el volumen promedio de un
nanorodillo utilizando la ecuacidon 8. Dicho volumen promedio de nanorodillo, permitié calcular el nUmero
de particulas en dispersion utilizando las ecuaciones 10-13. El resultado de cada muestra se registré en la

tabla 3.

Tabla 3. Nimero de particulas calculado para AuNRs.

LSPR (nm) Numero de particulas
1308 9.40 x 101!
1297 1.45 x 108
1283 1.99 x 103
AuNEs 5.49x 10

3.1.7 Transferencia de nanorodillos de CTAB a citrato

El intercambio de ligando de CTAB a citrato para los nanorodillos de oro fue monitoreado mediante
espectrofotometria UV-Vis, donde se tuvo un punto de revisién (checkpoint) del comportamiento de la
muestra al pasar 10 min de haber afiadido AgNOs, puesto que el método deberia implicar que se forme un
recubrimiento de plata sobre la superficie del nanorodillo de oro; posteriormente al finalizar la reacciéon

se analizd la muestra nuevamente para observar si hubo cambios en la sefial LSPR.

Para los primeros experimentos se tomé una muestra de AUNRs@CTAB con seiial LSPR a 1290 nm. En la

figura 20 se muestran los espectros UV-Vis de la muestra de nanorodillos. Antes de comenzar la reaccién,
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la muestra presentaba la sefial LSPR transversal a 504 nm mientras que la seiial longitudinal se presenté a
1290 nm (curva negra). Para el checkpoint de la metodologia, nuevamente se presentaron estas dos
sefiales, con ligeros corrimientos hacia el azul situdndose en 500 y 1234 nm respectivamente (curva roja).
Por ultimo, el espectro final de la reaccidn muestra las sefiales transversal y longitudinal a 524 y 1416 nm
respectivamente (curva azul). El corrimiento hacia el azul observado durante el checkpoint es imputable a
la capa de Ag, la cual produce corrimientos a menores longitudes de onda en nanoparticulas tipo nucleo-
coraza de Au-Ag (Horiguchi et al., 2014). Se muestra también la presencia de una sefial intermedia entre
600 y 700 nm, en el primer espectro, la cual desaparece al finalizar la reaccion, por lo que esta podria
atribuirse a nanoparticulas de otras morfologias formadas al inicio en la sintesis de nanorodillos, las cuales
al realizar los lavados correspondientes de la muestra fueron desechados con el sobrenadante. Por su
parte el corrimiento final nuevamente hacia el rojo esta correlacionado con la pérdida de la capa de Ag,

aunque la considerable disminucién de la intensidad de la sefal resulta dificil de descifrar.
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Figura 20. A) Espectros UV-Vis de la transferencia de AuNRs de CTAB a citrato; B) Espectros UV-Vis de la transferencia
de AUNRs@CTAB de CTAB a citrato (V = 9.5 mL).

No obstante, se observé el funcionamiento de la transferencia mediante microscopia electrénica de
transmisién (Figura 21), donde se verifico que la morfologia del material no hubiese cambiado posterior a
la transferencia de ligando o que propiciara el aglomeramiento del nanomaterial. En las imagenes de alta
resolucidn se pretendio visualizar si después de la transferencia aun existia una coraza remanente de Ag,

observandose la ausencia de una capa de menor contraste asociada a la presencia de Ag.
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Figura 21. a-c) Micrografias TEM de AuNRs después de la transferencia de CTAB a citrato.

La composicion elemental de los nanorodillos de oro post-transferencia fue analizada mediante
espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDX), como se muestra en la figura 22; con el objetivo de
monitorear la presencia de Ag, aunque fuese en cantidades traza como remanentes. La figura 22 muestra
dos sitios (periferia y centro) de un AuNR representativo, donde ambas regiones mostraron sefiales
intensas de Au y sefales pequefias de Ag como remanentes presentes. La presencia de otros elementos

como el Cy Cu, pueden ser consecuencia de las rejillas donde se deposité la muestra.
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Figura 22. a) Micrografia TEM de AuNRs@Citrato, b-c) Andlisis elemental (espectros EDX) de AuNRs@Citrato.

A su vez, en la figura 23b-c se muestran los barridos de linea de la micrografia 23a con la sefial de Agy Au,
donde se analizaron dos regiones de nanorodillo de oro, una en la punta del AuNR y otra cruzando por el
centro de esta, intentando tener mas informacién de la distribucion espacial de la Ag remanente. En ambos
perfiles en la figura 23b-c se muestran resultados similares de la sefial de Au y Ag (aunque con una
intensidad considerablemente menor para la Ag), lo cual nos permite suponer que los remanentes de Ag

debieran estar presentes en cantidades aproximadamente del orden o menor a la monocapa atémica;



33
puesto que de haberse encontrado en mayores cantidades, el perfil del centro del AuNR para la seial de
Ag debid haber presentado dos maximos en cada orilla donde estaria acumulando mayor cantidad de Ag.
Ademas, la proporcion de sefial de Ag con respecto a la de Au no se incrementé significativamente en los
perfiles de la punta con respecto a los perfiles del centro. Consistente con la falta de un cambio de
contraste perceptible debido a la Ag. Con ello puede concluirse que la coraza de Ag formada durante el
intercambio de ligando fue eliminada a partir del tratamiento de los nanorodillos con H;0,; y lavados con
H,0 mQ, permaneciendo solo ciertos remanentes de Ag presumiblemente a un nivel aproximadamente
del orden o por debajo de mono-capa atdmica, lo cual estd estrechamente relacionado con el espectro de
UV-Vis de la figura 20A y los datos reportados por Zhou et al., 2018.
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Figura 23. a) Micrografia TEM de AuNRs@Citrato, b-c) Barridos de linea de AuNRs@Citrato.

Posteriormente, se realizd la transferencia de 3 dispersiones de AUNRs@CTAB en volumenes de 9.5 mL,
donde los espectros de UV-Vis (figura 20B) presentan los corrimientos correspondientes al intercambio de

ligando de los nanorodillos.

3.1.8 Hidrogeles de alginato

La preparacién de hidrogeles de alginato blancos fue realizada con dos variables: la cantidad de alginato

de sodio (50, 100 y 200 mg) y el tiempo de refrigeracion (2, 24 y 48 horas). Posteriormente se procedio a
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deshidratar los nueve hidrogeles obtenidos a temperatura ambiente, llevando un monitoreo del peso
durante el secado como se muestra en la figura 24. Puesto que los hidrogeles fueron preparados con 2 mL
de agua y 2 mL de solucién de CaCl, y despreciando las variaciones en la densidad del agua, tomando esta
como p= 1 g/mL, entonces cada hidrogel deberia pesar alrededor de 4 g al entrecruzarse. Los hidrogeles
de 2 horas de refrigeracidn presentaron poco entrecruzamiento, por lo cual su peso inicial no fue mayor a
1.5 g, a diferencia de los hidrogeles de 24 y 48 horas de refrigeracidon, que al estar mas tiempo en reposo
y temperatura baja hubo mas entrecruzamiento entre sus redes, provocando que pudieran retener mayor
cantidad de agua y por ende que los pesos de estos hidrogeles llegaron a superar los 1.5 g de peso, hasta
los 2.7 g. Debe mencionarse que, en estos casos, aunque hubo mayor entrecruzamiento, el peso obtenido

se mantuvo por debajo de los 4 g estimados.
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Figura 24. Curvas de secado de hidrogeles blancos con distinta cantidad de alginato y tiempos de refrigeracién (A)
2h, (B) 24 hy (C) 48 h.

El secado para los hidrogeles de 24 y 48 horas de refrigeracion tuvo un comportamiento similar con tiempo
aproximado de 20 dias para obtener convergencia a un peso contante; a diferencia de los hidrogeles de 2
horas de refrigeracién que tuvieron un peso constante en menor tiempo, debido a la menor cantidad de
agua retenida inicialmente. Subsecuentemente, todos los xerogeles se llevaron a hinchamiento con agua,

para evaluar su comportamiento, las curvas de hinchamiento se muestran en la figura 25.
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Figura 25. Curvas de hinchamiento de hidrogeles blancos con distinta cantidad de alginato y tiempos de refrigeracion
(A) 2h, (B) 24 hy (C) 48 h.
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El hinchamiento fue variado en cada caso, para aquellos con 50 mg de alginato no hubo gran absorcién de
agua a diferencia de los de mayor cantidad de alginato. Para el caso de los hidrogeles de 100 y 200 mg de
alginato y 24 y 48 horas de refrigeracién, hubo absorcidn de agua significativa, siendo la mayor absorcion
en los hidrogeles de 200 mg de alginato y 48 horas de refrigeracion, pero el inconveniente con estos
hidrogeles fue que al absorber tanta agua comenzaron a romperse. En el caso de los hidrogeles de 100 mg
de alginato, los hidrogeles de 24 horas de refrigeracién lograron una mayor cantidad de absorcion de agua
con respecto a los de 48 h, presumiblemente debido a una mayor elasticidad de sus cadenas poliméricas
ante un menor entrecruzamiento, ademads que el comportamiento de este material ante el hinchamiento
se mantuvo constante y no se degrado el material, por lo que esta fue la combinacién seleccionada para

la integracidn de nanoparticulas.

3.1.9 Hidrogeles de alginato con nanoparticulas de oro

La preparacién de hidrogeles de alginato con nanoparticulas de oro embebidas fue realizada con AuNEs,
se utilizaron viales de 8 mL de volumen siguiendo la metodologia de Jauregui Michel, 2021), con algunas
modificaciones. Los hidrogeles preparados presentaron coloracidon rosa intenso; estos materiales se
dejaron secar a temperatura ambiente donde hubo una disminucidn en el peso del hidrogel en 14 dias de
secado (figura 26).
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Figura 26. Curva de secado de hidrogeles cargados con AuNEs.
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Se repitid el experimento partiendo de la dilucién de AuNEs y AuNRs en dispersién acuosa conforme a la
cantidad de 100 x 10° nanoparticulas en dispersion. El nimero de particulas seleccionado fue determinado
a partir de los ensayos de viabilidad celular en la seccidn 3.2.1. Los hidrogeles sintetizados fueron
monitoreados en su secado en presencia de temperatura a 37 °C, como se muestra en la figura 27, donde
se observd un decremento de la masa de cada hidrogel en menor tiempo, gracias a la asistencia de calor
en el ambiente. El secado de los hidrogeles es perceptible macroscépicamente ya que el volumen que
estos ocupan dentro de los viales se ve reducido conforme pasa el tiempo de secado asistido con

temperatura (ver fotografia de la figura 27).
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Figura 27. Curva de secado de hidrogeles blancos e hidrogeles cargados con 2 mL de solucion de AuNPs.

3.2 Modelo celular en presencia de AuNPs-Hidrogeles

3.2.1 Evaluacion de la biocompatibilidad de AuNPs

La cuantificacion de la citotoxicidad de los AuNPs previo a su incorporacion en los andamios celulares,
fue llevada a cabo estableciendo un intervalo de concentraciones, el cual fue determinado con base en el
numero estimado de nanoparticulas obtenido (tabla 3) de esferas y rodillos, por lo tanto, al determinar
que el intervalo de nanoparticulas requerido seria desde 1 x 10% hasta 100 x 10° particulas, se realizaron
diluciones de cada coloide a manera de solucion madre (cada una de las diluciones fue preparada con agua

destilada estéril).
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Se cuantificd la viabilidad del cultivo de la linea celular 3T3-L1 de fibroblastos murinos, al ser expuestos a
las concentraciones de nanoparticulas utilizadas. También fue cuantificada la intensidad de fluorescencia
del reactivo DCFDA oxidado, con la finalidad de analizar la presencia de ROS intracelulares en los
fibroblastos 3T3-L1 expuestos a las diferentes concentraciones de AuNPs. Las células producen ROS de
manera intrinseca, como producto de la respiracidn aerobia, aunque también se sabe que las ROS pueden
sobreproducirse como resultado del estrés oxidante, por lo que la medicién de la produccién de ROS es
un factor determinante para identificar procesos de toxicidad de las AuNPs, y comparar esta produccion
con las ROS intrinsecas, producidas por las células que no han sido expuestas a las nanoparticulas. De tal
manera que aquellas concentraciones de AuNPs que no indujeron un considerable estrés oxidativo, fueron

utilizadas para la sintesis de hidrogeles con nanoparticulas embebidas.

En la figura 28A se muestra la grafica del porcentaje de viabilidad celular, los resultados indican que Ia
viabilidad celular tiene una tendencia a mantenerse en el 100% en todas las concentraciones de
nanoparticulas evaluadas. El analisis estadistico ANOVA de dos vias no indicé alguna diferencia significativa
entre las diferentes muestras, por lo que se puede decir que tanto las diferentes muestras como las
distintas concentraciones de nanoparticulas de oro, fueron biocompatibles. En la figura 28B, se muestran
los resultados de la generacion de ROS en células 3T3-L1 incubadas con diferentes concentraciones de
AuNPs. La mayor parte de las concentraciones de esferas utilizadas indujo una menor produccién de ROS
respecto al control (células sin tratamiento con NPs), mientras que las tres muestras de rodillos en sus
diversas concentraciones indujeron una produccién de ROS similar o por encima del control. Sin embargo,

el andlisis estadistico no indico diferencias significativas entre los resultados de cada grupo de muestras.
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Figura 28. A) Viabilidad celular y B) produccién de ROS en fibroblastos de la linea celular 3T3-L1 en presencia de
nanoparticulas de oro de morfologias esféricas (AuNEs) y de rodillo (AuNRs).
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A partir de estos resultados, se determind que, para la sintesis de los hidrogeles de alginato con
nanoparticulas de oro embebidas, se utilizaria la concentracidn mayor de particulas en solucién para el

stock de esferas y los stocks de rodillos, es decir 100 x 10° particulas.

3.2.2 Influencia de AuNPs-Hidrogel en la produccién de ROS

Para la sintesis de hidrogeles con nanoparticulas de oro de morfologia esférica y de rodillo, se opté por
utilizar 100 x 108 particulas en solucién. Posterior a la sintesis de los nanocompuestos finales (AuNPs-
Hidrogeles), y dado que las AuNPs demostraron ser biocompatibles en todas las concentraciones
evaluadas, se midio la influencia que estos nanocompuestos podrian tener en la produccion de ROS en las

células 3T3-L1.

Los resultados de la produccidon de ROS mostraron que todos los hidrogeles tienen gran influencia en la
produccién de ROS. En la figura 29 se ilustra de manera comparativa que los hidrogeles blancos (sin
nanoparticulas embebidas), fueron los que mayor incremento en la produccién de ROS originaron, es por
ello que también los hidrogeles con AuNPs tuvieron producciones considerables de ROS, sin embargo, la
menor generacion fue ocasionada por los nanosistemas con nanoparticulas esféricas (AuNEs) vy

nanorodillos del lote con mayor sefial LSPR (H-AuNRs LC (23)-1308).

201

'_\
T

Intensidad de
fluorescencia (u.a)

H-AuNRs@Cit

Figura 29. Produccion de ROS inducida en la linea celular de fibroblastos 3T3-L1 posterior a 7 dias de incubacion en
presencia de los nanosistemas AuNPs-Hidrogeles.
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3.2.3 Viabilidad celular por reduccién de la rezasurina

Al cuantificar la citotoxicidad de los nanomateriales de oro se obtuvieron respuestas favorables para
concentraciones altas de nanoparticulas, no obstante, la respuesta citotdxica de los nanocompuestos
también fue evaluada. Nuevamente se utilizé el protocolo de la reduccién de rezasurina, debido a que la
actividad mitocondrial es un indicador directo de la supervivencia y proliferacién celular, entonces, ahora
se analizo el efecto del nanosistema completo después de 7 dias de incubacion. Se identificé que hubo
mayor efecto citotéxico para los fibroblastos 3T3-L1 en contacto con los nanosistemas de hidrogeles, a
diferencia de los ensayos realizados anteriormente solo con AuNPs, pudiendo deberse a la complejidad
del nanocompuesto. En la figura 30 se reporta la biocompatibilidad de los cuatro AuNPs-Hidrogeles y

adicionalmente se evalud la toxicidad de hidrogeles blancos al igual que en la seccién 3.2.2.

Por su parte, la figura 30A ilustra la intensidad de la absorbancia, atribuida al porcentaje de reduccién de
la rezasurina en resorufina, sirviendo como control e indicador directamente proporcional a la cantidad
de células vivas disponibles para llevar a cabo procesos celulares. Después de estar en contacto con los
nanosistemas, la grafica muestra que los hidrogeles blancos (sin AuNPs), presentan alta toxicidad, pues el
porcentaje de reduccion de la rezasurina es cercano a cero. En contraste, los cultivos de fibroblastos que
estuvieron en presencia de los cuatro nanocompuestos presentaron porcentajes de reduccion de la
rezasurina mas altos, en los casos particulares de los hidrogeles con AuNEs y AuNRs@Cit LC(23) se
obtuvieron los mayores porcentajes de reduccién fueron de = 60 u. a., mientras que los nanocompuestos
con AuNRs@Cit LC(25) y AuNRs@Cit LB(25) presentaron % de reduccién menores de =50 u. a.y =6 u. a.,

respectivamente.

Cabe destacar que, al tratarse de un ensayo colorimétrico, es posible visualizar de manera macroscépica
los cambios en las soluciones experimentales, en un resultado donde la supervivencia celular es alta, el
medio de cultivo adopta una coloracion rosa intensa, mientras que en el caso contrario adopta una
coloracion azul. En consecuencia, la figura 30B muestra el color de cada uno de los volumenes de medio
de cultivo al finalizar el ensayo; la celda con la solucién de color rosa intenso, corresponde al control
positivo de células sin contacto con nanosistemas, de manera contigua estan las celdas que contienen
medio de cultivo correspondientes a la incubacién con los nanosistemas AuNEs, AuNRs@Cit LC(23),
AuNRs@Cit LC(25) y AuNRs@Cit LC(23), finalmente en el extremo derecho se encuentra la cubeta con

medio de cultivo del ensayo con hidrogeles blancos.



40

z

Reduccién de
rezasurina (%)

H-AuNRs@Cit

(o)
-

o
1

Reduccion de
rezasurina (%)
N
o
1

iy

-20 T T T T T
o % 3 N\ 2
N & N O el
NN

N
S e
2
&8 E
ARV GRS,
H-AuNRs@Cit H-AuNRs@Cit

Figura 30. A-B) Intensidad y coloracidn de rezasurina reducida por fibroblastos 3T3-L1 adheridos a la placa después
de la incubacidon con nanocompuestos (n=3). C-D) Intensidad y coloracion de rezasurina reducida por fibroblastos
3T3-L1 adheridos a los nanocompuestos (n=3).

Durante el ensayo los nanosistemas fueron retirados de su pozo original y reubicados en un pozo nuevo
de la placa experimental, dichos nanocompuestos también fueron evaluados mediante la reduccién de
rezasurina con el objetivo de cuantificar si habia células adheridas a los AuNPs-Hidrogeles y si estas
estaban en disposicion de realizar sus procesos celulares. Las figuras 30C y 30D muestran la grafica y
coloraciéon de los resultados del ensayo, obteniendo unanimemente valores negativos de manera
significativa y coloraciones azules en los medios de cultivo, lo cual indica que no hay células vivas presentes

en los hidrogeles después de reubicarlos.

3.2.4 Adaptabilidad morfoldgica de células

Cuando se trata de analizar el efecto que los nanomateriales pueden tener en cultivos celulares no solo
es importante realizar analisis de citotoxicidad, sino que también es indispensable evaluar su morfologia
ante la exposicién mediante la visualizacidn de las células por microscopia, de esta manera es posible

observar cambios notorios en la morfologia celular.

En la figura 31 se ilustran las micrografias obtenidas para cada pozo de la placa, para evidenciar si la

morfologia de los fibroblastos 3T3-L1 en presencia de AuNPs-Hidrogeles cambiaba. El pozo control mostré



41
gran confluencia al centro del area con ligera disminucién sobre la periferia, la morfologia celular era
alargada pretendiendo el contacto entre células adyacentes. Por su parte, el pozo que contenia hidrogeles
sin nanoparticulas no presenté gran confluencia celular, en cambio las células sembradas formaron
agrupaciones con células de morfologia esférica caracteristicas de muerte celular. En cuanto a los
fibroblastos en contacto con hidrogeles con nanoparticulas de oro esféricas o rodillos un comun
denominador resulté el observar que se adhirieron pocas células a la superficie del gel, ya que se
adhirieron al fondo del pozo donde a pesar de tener contacto con el nanocompuesto, la proliferacion
celular no se vio afectada como para el caso de los hidrogeles sin nanoparticulas; de igual manera se
observdé menor crecimiento en el area céntrica del pozo a diferencia de la periferia donde la mayor
cantidad de células opté por adherirse y proliferar. Invariablemente el crecimiento de fibroblastos 3T3-L1
sobre los nanosistemas, fue menor al control.

Control H. Blancos

<
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] - e oY ¢
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Periferia

Figura 31. Micrografias de cultivos de fibroblastos murinos 3T3-L1 en presencia de hidrogeles embebidos con
nanoparticulas de oro en morfologias esféricas o de rodillo.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Nanomateriales de oro

Las nanoparticulas de oro también son conocidas como oro coloidal, son sintetizadas en un intervalo
de didmetro de 3 a 200 nm, asi como en diferentes morfologias, como cubos, estrellas y rodillos. La
morfologia comun obtenida en la sintesis de estos nanomateriales es la cuasi-esférica, porque la energia
superficial favorece la formacién de particulas esféricas (Tan et al., 2019). El objetivo de este trabajo se
enfocd en utilizar dos morfologias de nanoparticulas para comparar los efectos atribuidos a cada forma,
por ejemplo, la sefial LSPR en UV-Vis, el tamafio de particula y relacién de aspecto, ademas de sus efectos

bioldgicos, sobre todo en la viabilidad celular.

La sintesis de nanoesferas de oro (AuNEs) reportada por Bastus et al., 2011, aporta modificaciones al
método tradicional de sintesis de nanoparticulas de Turkevich, explicando un método iterativo por
generaciones de nanoparticulas segun su didmetro, con sefiales especificas en el espectro de UV-Vis para
cada tamafio, desde la generacién cero hasta la generacion 14, o bien, desde 8.4 nm hasta 180.5 nm de
didmetro, respectivamente. Entonces, se planted la blsqueda de la sintesis de AuNEs de = 22 nm de
didmetro, de acuerdo con el planteamiento de las ecuaciones 6-8 de la seccion 3.1.2, para obtener un
volumen aproximado que sea similar con la morfologia de rodillos. En consecuencia, segun los reportes de
Bastus (tabla 2) el tamafio buscado presentaria una sefial LSPR alrededor de 523.5 nm en la tercera
generacion. No obstante, al realizar la metodologia experimental y adecuarla en nuestro laboratorio, se
obtuvieron sefiales en mayores longitudes de onda en menos generaciones de manera reproducible. La

comparacién de lo reportado en la literatura y los datos obtenidos se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Comparativa de la sintesis de nanoesferas de oro de Bastus et al., 2011.
Sintesis de Bastus Sintesis realizada

Generacion LSPR Diametro (nm) | Generacion LSPR

GO 518 8.4+1.0 GO 521
G1 521.5 17.6+1.2 G1 523
G2 523.5 22.3+2.2 G2 526

G3 525.5 31.1+238 G3 528
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Se decidié entonces que independientemente de la generacidn de sintesis, el principal indicador seria
buscar obtener la sefial LSPR en el intervalo de [522, 524] nm de longitud de onda correspondiente a un
tamanfio esperado (segun Bastus et al., 2011) de 22 nm de diametro. Al realizar la caracterizacién por TEM
se corrobord que la morfologia fuera cuasi-esférica y ademas se reportd que el diametro promedio

obtenido fue de 25 nm, con sefal en UV-Vis a 524 nm.

Otro de los nanomateriales de oro que ha llamado la atencién son los nanorodillos de oro (AuNRs),
principalmente por su morfologia, ya que a partir de sus dimensiones (longitud y didmetro) es posible
calcular la relacién de aspecto, que a diferencia de la morfologia de esfera tiene un valor distinto a 1.
Entonces, la relacidn de aspecto de este nanomaterial cobra relevancia para evaluar tanto sus efectos de
superficie e interacciones bioldgicas, por ejemplo, con células de mamifero, como sus propiedades épticas

al interactuar con la luz.

Para obtener nanorodillos que fueran de acuerdo con la comparativa en volumen con las nanoesferas, se
realizaron variaciones en la cantidad de HCI adicionado durante la sintesis, ya que la metodologia
reportada por Chang & Murphy, 2018, hace hincapié en que a mayor volumen de HCl se obtienen AuNRs
con mayor relacién de aspecto debido al potencial reductor de la hidroquinona dependiente del pH, y de
acuerdo con las ecuaciones 6-8 se estimé que la longitud deberia ser aproximada a 88 nm de acuerdo con

el didmetro de 9 nm.

En los AuNRs se presentan dos sefales de LSPR, la primera de ellas se refiere al modo transversal y la
segunda al longitudinal. Al finalizar la sintesis se caracterizaron los nanomateriales por UV-Vis, en donde
se obtuvo la sefal transversal a 504 nm mientras, que las sefiales longitudinales de acuerdo a los datos
reportados por Chang & Murphy, 2018 , para los volimenes de 19 y 25 uL, debieron encontrarse a sefiales
LSPR 21167 nm; sin embargo, aunque en nuestra sintesis las sefiales LSPR fueron obtenidas a valores de
longitud de onda ligeramente menor que en la literatura, el intervalo entre ambas muestras es alrededor
de 80 nm, por lo que la diferencia entre cada muestra se mantiene similar, como se presenta en la

comparativa de la tabla 5.

Tabla 5. Sefiales de LSPR para AuNRs de 19 y 25 puL de HCI (Chang & Murphy, 2018).

VHCI LSPRsintesis (nm) I-SPRreportado (n m)

19 pL HCI 1110 1167

25 pL HCl 1190 1245
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Otro punto importante para tener una mayor similitud en las caracteristicas fisicoquimicas de ambas
morfologias nanométricas de oro, es tomar en cuenta su carga superficial de acuerdo con el agente
estabilizante que las recubre. Para el caso de las AuNEs fueron estabilizadas con citrato de sodio, esta sal
anidnica también cubre la funcién de agente reductor durante la nucleacién de las nanoparticulas; en
cambio el estabilizante de los AuNRs es CTAB, esta es una sal catidnica de amonio que comuinmente es

utilizada como surfactante.

El hecho que las nanoparticulas no tengan el mismo estabilizante en su superficie y en especial, que tengan
cargas superficiales opuestas, evitaria una comparativa justa, principalmente para la segunda parte del
proyecto donde se involucra la evaluacion de la biocompatibilidad de ambas morfologias de oro, ya que
se ha reportado en numerosas ocasiones que el CTAB presenta efectos citotdxicos elevados (Alkilany &
Murphy, 2010). Ejemplo de ello es el trabajo reportado por Jia et al.,, 2020; en el que se describe la
nanotoxicologia de AuNRs estabilizados con CTAB y AuNRs modificados con PEG en la linea celular de
fibroblastos murinos NIH-3T3. La evaluacién de la citotoxicidad indicd que los CTAB-AuNRs de diferentes
proporciones de aspecto inducen citotoxicidad, mientras que los PEG-AuNRs tienen un efecto de
biocompatibilidad mejorada. Ademas, se investigd cdmo las caracteristicas de superficie influyen en los
efectos téxicos de los AuNRs en estudios in vivo, debido a que se reportd que los CTAB-AuNRs pueden
inducir necrosis celular aguda causada por la despolarizacién de la membrana celular gracias a la carga
positiva que recubre las particulas, puesto que para los PEG-AuNRs (los cuales tienen carga negativa), la

citotoxicidad se redujo considerablemente.

Con base en la evaluacidn citotdxica de CTAB reportada por diversos autores, se realizé el intercambio de
ligando estabilizante de CTAB a citrato segun la metodologia de Zhou et al., 2018. Se tomd una alicuota en
la parte intermedia del experimento de transferencia (checkpoint), debido a que involucra el uso de
AgNO:;, el cual se deposita en la superficie de los AuNRs y consecuentemente tiene efectos en el plasmén
de superficie. Dentro de los cambios reportados esta el corrimiento de la sefial de UV-Vis hacia longitudes
de onda menores (azul), y al finalizar la reaccién y tener los AuNRs estabilizados en citrato, el plasmén de

superficie nuevamente presenta un corrimiento de la seiial, pero ahora hacia longitudes de onda mayores.

En conformidad con el intercambio de estabilizante a citrato para los nanorodillos de oro, las condiciones
comparativas con las nanoesferas de oro fueron mas equilibradas, dado que ambas morfologias presentan
carga superficial negativa gracias a la presencia de la sal anidnica, siendo asi que la evaluacidon de ambos

materiales en la siguiente etapa del proyecto no se veria sesgada por esta propiedad.
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4.2 Hidrogeles con AuNPs

Las nanoparticulas inorganicas embebidas en hidrogeles poliméricos han resultado ser un método
eficaz para mejorar la funcionalidad de las NPs en sistemas biolégicos. Un material hibrido de este tipo
también presenta la doble ventaja de tener las propiedades tanto del hidrogel como de las NPs. Si bien
mejoran las propiedades fisicas y quimicas del hidrogel, la mayoria de las NPs metadlicas son bioactivas y
poseen naturalmente acciones antibacterianas, antivirales y antiinflamatorias (Heo et al., 2014; Tan et al.,

2019).

En la ultima década ha sido un foco de atencién la nanotecnologia aplicada para la curacién de heridas,
donde un sistema biocompatible es fundamental para este objetivo. Para ello, los nanocompuestos de
AuNPs-hidrogeles resultan idoneos para poder llevar a cabo investigaciones en el drea. Distintos autores
han reportado la indiscutible biocompatibilidad del oro coloidal en cultivos celulares o tejidos, sin
embargo, dicha biocompatibilidad va de la mano con la concentracidn de particulas utilizada, su superficie

y su morfologia, ademas del rol que conllevan inmersas en la red polimérica, es decir, el hidrogel.

Anteriormente Mahmoud, Al-Kharabsheh, et al., 2019, investigaron la citotoxicidad, captacion celular y
cicatrizacion de heridas de fibroblastos dérmicos humanos CCD-1064Sk a partir del tratamiento con
nanorodillos de oro decorados con diferentes ligandos. Los AuUNRs neutros y catidénicos decorados con PEG,
demostraron la menor citotoxicidad e internalizacidn celular, mientras que los AuNRs recubiertos con
albumina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés) anidnica mostraron citotoxicidad significativa;
ademas de que la tasa de cicatrizacion fue potenciada en los estudios in vitro donde se utilizaron AuNRs
neutros y con PEG, a diferencia de los AuNRs con BSA que ocasionaron una cicatrizacion mas lenta e
indujeron una liberacidn significativa de citocinas pro-inflamatoria. Por otro lado, Wang et al., 2017 noté
que la presencia superficial de AuNPs esféricos de 27 nm, en los hidrogeles de alginato con carga
multivalente, propiciaba el aumento de la adhesidn de células endoteliales de la vena umbilical humana
(HUVECGs), en contraste con los hidrogeles que no contenian AuNPs en su superficie. Adicionalmente Ren
et al., 2017 sintetizaron hidrogeles a base de PEG con AuNEs de 20 y 42 nm de didmetro en su superficie,
lo que este grupo pudo notar mediante microscopia éptica fue que en cultivo celular con fibroblastos
murinos de la linea celular L-929 habia una notable adhesién celular en estos nanocompuestos.
Aparentemente, las AuUNPs soportadas en estos hidrogeles, sirven como puntos de anclaje para la unién

celular, siendo mayor este efecto en los nanocompuestos con particulas de 20 nm de diametro.

En ese sentido, se corrobord que la biocompatibilidad de las nanoparticulas de oro en la linea celular de

fibroblastos murinos 3T3-L1, y con base en reportes previamente publicados, es valido afirmar que en el
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intervalo alrededor de 20 nm se pueden obtener efectos beneficiosos para la viabilidad y la adhesion
celular (Ren etal., 2017). Sin embargo, aunque las AuNPs no sean citotdxicas, los AuNPs-hidrogeles
sintetizados no tuvieron el mismo efecto, puesto que no se observé adhesidn ni proliferaciéon celular
mayor al 60% después de 7 dias de incubacién, tanto para los sistemas con nanoparticulas esféricas como
para nanorodillos, por lo que la morfologia de ambos nanomateriales de oro no derivé en un efecto mayor
0 menor en cuanto a su biocompatibilidad. Sin embargo, las nanoparticulas de oro inducen una respuesta
celular de manera dependiente del tamafioy la linea celular que se esté trabajando puesto que se obtienen

diferentes respuestas celulares incluso para nanoparticulas de tamafio similar.

No obstante, también se ha comparado la citotoxicidad entre nanoparticulas metalicas dentro de
nanocompuestos. En particular, Marsich et al., 2011 realizaron la investigacién de nanocompuestos
homogéneos basados en polisacaridos naturales (alginato) y nanoparticulas metadlicas (de oro y plata)
formadas en soluciones de quitosano modificado con lactosa (Chitlac), mediante la reduccion de iones al
calentar la solucidon de polisacdrido con HAuCl, o AgNOs. En este estudio se evalud la citotoxicidad en las
lineas celulares de hepatocarcinoma y osteosarcoma humano (HepG2 y MG63, respectivamente),
mediante un ensayo de liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH). Previamente en los hidrogeles con
nanoparticulas de plata (AgNPs), no se detectd ningln efecto citotéxico en las mismas lineas celulares vy,
por el contrario, se descubrié que los hidrogeles AuNPs ejercen actividad citotdxica por contacto directo
con las células, de tal manera que se llegd a la conclusién que las mitocondrias son el principal objetivo
intracelular de las nanoparticulas metalicas, dado que median su toxicidad a través de un estrés oxidativo
con aumento de los niveles de ROS. En este caso las células incubadas con hidrogeles de Alginato-Chitlac-
AuNPs, AuNPs y solucion coloidal de Chitlac-AuNPs demostraron un aumento significativo del nivel de ROS
después de 24 h de exposicion en todos los materiales probados, cabe destacar que el nivel de ROS fue
aproximadamente el doble que el del control (células sin tratar). Entonces, que los ensayos de viabilidad
LDH hayan sefialado un efecto téxico hacia las lineas celulares HepG2 y MG63, en contraste con los
hidrogeles a base de plata, se ve relacionado con un mecanismo apoptético inducido por el aumento

intracelular del nivel de ROS.

De manera retrospectiva, el comun denominador de nanocompuestos de tipo AuNPs-hidrogel reportados
con efectos positivos para el cultivo celular, es la funcionalizacion con los nanomateriales de oro sobre la
superficie del hidrogel, donde la interaccidon nanoparticula-célula es efectuada de forma directa y los
efectos por cargas superficiales pueden ser mas fuertes, mientras que el hidrogel sirve de soporte y aporta
estabilidad y difusién de liquidos, por ejemplo, del medio de cultivo. Por el contrario, la sintesis de AUNPs-

Hidrogel que conlleva el embeber las nanoparticulas en la red polimérica podria impedir la interaccién
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directa con las células al tener las nanoparticulas insertadas dentro del hidrogel, por lo que las
interacciones provocadas por las cargas de las AuNPs y las células resulten débiles al no tener contacto
directo en la superficie, ademas que la eleccion de 100 mg alginato y 24 h de tiempo de entrecruzamiento
resultd en que estos materiales tuvieran mayor absorcidon de agua, lo cual puede traducirse a mayor
volumen de poro, lo cual también dificulta la adhesidn celular. Otro efecto que pudo haber sucedido es
que el alginato y el entrecruzante del hidrogel pueden estar teniendo otro tipo de interacciones con los
nanomateriales de oro que no permitan la adhesién al nanocompuesto ni a la placa de cultivo, ademas

gue en consecuencia se derive el incremento de la produccién de ROS vy la citotoxicidad.

A partir de la investigacion desarrollada en este trabajo es posible destacar puntos a considerar en el
futuro, por ejemplo, el reducir el volumen de poros de los hidrogeles para evaluar si al contar con menor
absorcién de agua podria inducir un cambio en las propiedades de adhesién celular. También, podria
considerarse el aumento de concentraciones de nanoparticulas ya que al plantear la reduccién en la
cantidad de absorcién de los hidrogeles serd necesario contar con mds puntos de adhesién en su

superficie, donde las nanoparticulas de oro pueden intervenir y propiciar el anclaje y proliferacion celular.

Finalmente el desarrollo cientifico y nanotecnoldgico representa un futuro prometedor para la mejora de
todas las areas, principalmente las que implican beneficios para la calidad de vida de la poblacién mundial;
pese a las limitaciones actuales, las investigaciones disponibles proporcionan una guia para la mejora y
creacion de sistemas con mayor progreso y las nanociencias tienen un papel protagdnico en ello, pues la
manipulacion y comprensién a esta escala nos acerca hacia el conocimiento sobre el fundamento de la

materia y de la vida.
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Capitulo 5. Conclusiones

Se obtuvo la sintesis de nanoesferas de oro con morfologia cuasi-esférica y radio promedio de 12.5 nm,

asi como nanorodillos de oro con relacién de aspecto promedio de 8.5.

El intercambio de estabilizante de los nanorodillos de oro fue realizado exitosamente con corrimientos de

las senales de UV-Vis conforme a lo reportado en la literatura.

Se disefiaron hidrogeles de alginato con secado e hinchamiento buscando la mayor absorcidn de agua sin

rupturas de la matriz polimérica.

La incorporacién de los nanomateriales sintetizados en los hidrogeles dio como resultado un material

nanocompuesto.

Las AuNEs y AuNRs no ejercen un efecto citotdxico en las células de fibroblastos murinos.

Las células 3T3-L1 expuestas a AuNEs y AuNRs mantienen la produccién de especies reactivas de oxigeno

similar al control.

Los nanocompuestos AuNEs-Hidrogel y AuNRs-Hidrogel aumentan significativamente la produccién de

ROS intracelulares.

Los sistemas AuNEs-Hidrogel y AuNRs-Hidrogel no presentan adhesién celular impidiendo que promuevan

el crecimiento de las células 3T3-L1.
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