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Resumen

Titulo: Encapsulamiento de células beta pancreaticas en una matriz a base de alginato y 6xido de

grafeno con potencial aplicacion en el tratamiento de diabetes *

Autor: Angie Viviana Rodriguez Sanabria, Maria Camila Velasquez Rincon™.

Palabras Clave: Encapsulacion celular, Hidrogel, Alginato, Insulina, Oxido de grafeno.

Descripcion: En el presente trabajo se busco sintetizar y caracterizar un hidrogel basado en
alginato y oxido de grafeno mediante gelificacion ionica, para encapsular células beta pancreaticas
BRIN BD11, con el fin de simular un ambiente apropiado para el crecimiento y proliferacion
celular, con potencial aplicacion para el tratamiento de diabetes tipo 1.

Se estudio la influencia del GO a tres concentraciones diferentes (10, 25 y 50 pg/mL) dentro de la
matriz de alginato (ALGO10, ALGO25 y ALGO50). En el proceso de caracterizacion se
emplearon diferentes tecnologias para analizar las propiedades fisicoquimicas, mecanicas y
biologicas de los hidrogeles. Los resultados de este estudio mostraron a través del SEM que al
aumentar el contenido de GO en los hidrogeles, se presentd mayor rigidez y grosor en la superficie,
con uniformidad de las hojuelas de GO, evidenciando la correcta incorporacion del mismo a la
matriz de alginato. Adicionalmente, se determiné que los hidrogeles ALGO25 y ALGO50
presentaron mayor entrecruzamiento, dando como resultado una estructura mas compacta, menos
hinchada y con menor tasa de degradacion. Por otro lado, se observo a través del DMA que al
adicionarle GO hubo un aumento significativo en el modulo de elasticidad para los hidrogeles
ALGO25 y ALGO50 (0.0055 y 0.0056 MPa), esto es debido a que se formaron enlaces que
reforzaron la matriz polimérica, presentando un comportamiento elastico similar al del pancreas.
En cuanto a las propiedades biologicas se presentaron resultados favorables con el aumento del
contenido de GO, ya que su viabilidad fue de 143,61 y 199,67% para los hidrogeles ALGO25 y
ALGO50, respectivamente. Siendo el hidrogel ALGO25 el candidato potencial para la
encapsulacion celular ya que obtuvo mejores resultados en cuanto a citotoxicidad y proliferacion
de las células BRIN BD11. Este estudio permite tener un punto de partida para investigaciones
futuras en el area de biomateriales.

* Trabajo de Grado

" Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria MetalGrgica y Ciencia de los Materiales. Directora:
Natalia Rocio Moreno Castellanos. Doctora en Biomedicina. Codirector: Oscar Andrés Vargas Ceballos. Doctor en
Quimica.



HIDROGEL A BASE DE ALGINATO Y OXIDO DE GRAFENO | 13

Abstract

Title: Encapsulation of beta pancreatic cells in a matrix based on alginate and graphene oxide with

potential application in the treatment of diabetes™

Author: Angie Viviana Rodriguez Sanabria, Maria Camila Velasquez Rincon™.

Key Words: Cell encapsulation, Hydrogel, Alginate, Insulin, Graphene oxide.

Description: In the present work we sought to synthesize and characterize a hydrogel based on
alginate and graphene oxide by ionic gelification, to encapsulate pancreatic beta cells BRIN BD11,
in order to simulate an appropriate environment for cell growth and proliferation, with potential
application for the treatment of type 1 diabetes.

The influence of GO was studied at three different concentrations (10, 25 and 50 pg/mL) within
the alginate matrix (ALGO10, ALGO25 and ALGO50). Different technologies were used in the
characterization process to analyze the physico-chemical, mechanical and biological properties of
the hydrogels. The results of this study showed through the SEM that by increasing the GO content
in the hydrogels, greater rigidity and thickness was presented on the surface, with uniformity of
the GO leaflets, evidencing the correct incorporation of the same to the alginate matrix, In addition,
it was determined that the hydrogels ALGO25 and ALGO50 showed a greater cross-linking,
resulting in a more compact structure, less swollen and with a lower rate of degradation. On the
other hand, it was observed through the DMA that when adding GO there was a significant increase
in the modulus of elasticity for the hydrogels ALGO25 and ALGO50 (0.0055 and 0.0056 MPa),
this is because bonds were formed that reinforced the polymer matrix, showing an elastic behavior
similar to that of the pancreas. Regarding biological properties, favorable results were presented
with the increase in GO content, since its viability was 143.61 and 199.67% for the hydrogels
ALGO25 and ALGO50, respectively. The ALGO25 hydrogel was the potential candidate for cell
encapsulation as it obtained better results in terms of cytotoxicity and proliferation of BRIN BD11
cells. This study provides a starting point for future research in the area of biomaterials.

* Degree Work

" Faculty of Physicochemical Engineering. School of Metallurgical Engineering and Materials Science. Director:
Natalia Rocio Moreno Castellanos. Doctor of Biomedical. Co-director: Oscar Andrés Vargas Ceballos. Doctor of
Chemical.
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Introduccién

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabOlica que abarca multiples
padecimientos cronico-degenerativos, la cual se caracteriza por incrementar los niveles de glucosa
en la sangre y se clasifica en diabetes tipo I y tipo Il. En 1980 la organizacion mundial de la salud
(OMS) calculd que alrededor de 108 millones de adultos padecian diabetes, un valor que ha ido
aumentando vertiginosamente con el paso de los afios, ya que para el 2014 fueron reportados 422
millones de adultos con esta enfermedad y se estima que para el 2030 alrededor de 578 millones
de personas la padezcan, lo cual constituye un serio problema de salud pablica mundial (World
Health Organization, 2016).

En la actualidad, se han desarrollado diversas investigaciones enfocadas en el
encapsulamiento de células beta, con el fin de reemplazar las células afectadas en pacientes con
DM tipo 1 (Arifin et al., 2019). Este tratamiento de microencapsulacion se ha implementado en
roedores y primates diabéticos logrando restaurar con éxito la normoglucemia e incluso reducir
los requisitos de insulina sin necesidad de emplear farmacos inmunosupresores. No obstante, se
identificd la necesidad de un mayor desarrollo en los materiales usados en la fabricacion de
capsulas, debido a las limitaciones presentadas en hidrogeles comunmente utilizados, como lo es
el caso del alginato (Orive et al., 2018).

Los hidrogeles fabricados a base de alginato presentan propiedades mecanicas bajas con
respecto a los requerimientos para su aplicacion, por lo que es necesario reforzarlos con otros
materiales (Serrano Aroca et al.,2018), puesto que las microcapsulas deben ser lo suficientemente
resistentes al medio en el cual son injertadas y a las fuerzas de cizallamiento generadas en el

trasplante (Arifin et al 2019). Por lo anteriormente expuesto, este trabajo de investigacién propone
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sintetizar un hidrogel a base de alginato con adicién de 6xido de grafeno (GO) debido a que podria
mejorar las propiedades fisicoquimicas, mecénicas y bioldgicas del biomaterial, ya que el GO es
un material biocompatible, no toxico y con excelentes propiedades fisicas (Zhao et al 2014), que
ha dado lugar a numerosas aplicaciones en el campo de los biomateriales, ingenieria de tejidos y

en biomedicina (Wang et al.,2014).
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General
Desarrollar un hidrogel basado en alginato y éxido de grafeno para encapsular células

productoras de insulina.

1.2 Objetivos Especificos

Sintetizar un hidrogel basado en alginato y 6xido de grafeno para la encapsulacion de
células productoras de insulina.

Caracterizar las propiedades fisicoquimicas, microestructurales y mecanicas del
biomaterial desarrollado.

Evaluar la viabilidad y proliferacion celular en los hidrogeles fabricados.
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2. Marco Tedrico

2.1 Aspectos generales sobre la diabetes
2.1.1 Funciones dentro del pancreas

El pancreas es un 6rgano de forma alargada, situado en la cavidad abdominal, posterior en
el abdomen y cercano al higado. Este 6rgano tiene dos funciones principales, la primera de ellas
es la funcion exocrina, cuando los alimentos ingresan al estémago, las glandulas exocrinas liberan
enzimas dentro de un sistema de conductos que llegan al conducto pancreatico principal, las cuales
ayudan en el proceso de digestion de las grasas, los carbohidratos y las proteinas provenientes de
los alimentos. Por otro lado, la segunda funcidn del pancreas es la funcion endocrina conocida por
la generacion de hormonas como el glucagén, la insulina, la somatostatina y el polipéptido
pancreatico, siendo las dos primeras, las principales para mantener el nivel adecuado de glucosa
en la sangre y la homeostasis fisiologica (Pancreatic Cancer Action Network, 2017).
2.1.2 Células Beta pancreaticas

Dentro del pancreas endocrino existen agregados celulares llamados islotes de Langerhans,
que contienen cuatro tipos principales de células, las cuales son: Células productoras de insulina
(células PB), células productoras de glucagdn (células a), células productoras de somatostatina
(células d) y células productoras del polipéptido pancreatico (PP), cada una con diferentes
caracteristicas ultraestructurales, contenido hormonal y funcion definida (Elizondo & Mendoza,
2018).
2.1.3 Diabetes

En el pancreas suelen ocurrir alteraciones que provocan dos trastornos: diabetes mellitus

(DM) y carcinoma endocrino pancreético, siendo la DM la de mayor presencia en gran parte de
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los casos. Esta enfermedad se clasifica en dos tipos mayoritarios: diabetes tipo 1 (DM1), que es
el resultado de la destruccion autoinmune de las células beta productoras de insulina en el pancreas
y diabetes tipo 2 (DM2), la cual consiste en la resistencia periférica a la accion de la insulina y de
respuesta secretora inadecuada por las células pancreéticas. Es importante notar que, ambos tipos
de diabetes tienen mecanismos fisiopatologicos diferentes, pero en el desarrollo de este proyecto
se le darda mayor enfoque a la DML, ya que los pacientes que la presentan, son dependientes de la
insulina en la mayoria de los casos a temprana edad, principalmente porque en ausencia de insulina
ocurren graves complicaciones metabdlicas agudas (cetoacidosis diabética (CAD), el sindrome
hiperglucémico hiperosmolar (SHH) y la hipoglucemia iatrogeénica) que pueden llevar a la
mortalidad y morbilidad significativa (Chawla, 2011), esto ocurre una vez se haya destruido mas
del 90% de las células B, las cuales son consideradas extranas por el organismo en el desarrollo de
la fisiopatologia (Elizondo & Mendoza, 2018).
2.2 Avances en la ingenieria biomédica
2.2.1 Encapsulacion celular

En los Gltimos afios, se han realizado multiples intentos para prevenir el rechazo de las
células trasplantadas por parte del sistema inmunoldgico en pacientes con DM1, siendo la
encapsulacion celular una opcién prometedora en la bioingenieria y un gran avance en la ciencia
de los materiales. Esta tecnologia implica colocar las células trasplantadas dentro de una
membrana biocompatible en un intento de aislar las células del ataque inmune del huésped y
mejorar o prolongar su funcion in vivo (Lim et al., 2010).

En términos mas especificos, la encapsulacion celular implica contener células
individuales o en grupo, dentro de una membrana polimérica semipermeable. La membrana

permite la difusion de nutrientes esenciales como la glucosa y la insulina para el caso de la DM,
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al mismo tiempo que restringen la difusion de moléculas inmunoldgicas mas grandes (Orive et al.,
2014).

Las células se pueden encapsular en dos geometrias distintas, denominadas macro y
microcapsulas. En las macrocépsulas las células son inmovilizadas en un dispositivo relativamente
grande en los que el transporte de solutos depende de la difusion o la conveccion, mientras que, en
las microcépsulas, las células estan atrapadas dentro de un polimero tipicamente esférico a base de
hidrogel, logrando el objetivo de liberar su contenido a velocidades controladas bajo condiciones
especificas (Orive et al., 2018), las particulas que tengan un tamafio entre 1 a 1000 um son
consideradas microcéapsulas, aunque algunos autores extienden el tamafio hasta 5000 um (Garcia,
2019). Estos hidrogeles son sistemas coloidales compuestos por uno o varios polimeros hidrofilos
cuyas cadenas estan entrecruzadas por uniones fisicas o quimicas formando redes
tridimensionales, los cuales se caracterizan por su capacidad de captacion y retencion de fluidos
acuosos del medio que los rodea, con una capacidad de hinchamiento que les permite hidratarse
hasta el equilibrio como un balance entre hidratacion y fuerzas elasticas (Martinez Martinez,
2016). Los hidrogeles basados en polimeros naturales brindan diferentes ventajas de
biocompatibilidad, biodegradabilidad y reconocimiento biolégico celular, en comparacion a los
polimeros sintéticos (Martinez Martinez, 2016).

2.3 Biomateriales para la fabricacion de la capsula
2.3.1 Alginato

Es un polimero natural derivado del &cido alginico de estructura lineal, destacado por sus
propiedades gelificantes, conformado por acido alfa-L-gulurénico y &cido beta-D-manuronico.
Ademas, al ser preparado en forma de hidrogel es utilizado en la elaboracion de microcapsulas

esféricas para sistemas de liberacion de farmacos, macromoléculas o células, cuya matriz de gel
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aporta resistencia mecénica, rigidez y flexibilidad (Diaz Benito, 2019). Este polimero es
biocompatible, no tdxico y cuenta con diferentes propiedades fisicoquimicas (alta solubilidad,
capacidad de retencion de agua, formacion de peliculas, propiedades gelificantes, y por dltimo
viscosidad y rigidez que dependen de factores como peso molecular, concentracion, temperatura,
pH y fuerza idnica.) que lo hacen adecuado para distintos tipos de aplicaciones biologicas
(Elizondo & Mendoza, 2018), debido a que presenta una estructura similar a la matriz extracelular
creando un microambiente himedo. Su proceso de gelificacion ocurre en presencia de cationes
multivalentes (excepto el magnesio), de los cuales el ion calcio es el mas empleado, ya que, al
difundirse en la solucion de sal de alginato hasta unirse a la cadena polimérica, ocasiona un
reordenamiento estructural, lo cual da como resultado un material sélido (Kaklamani G et al.,
2014). Cuya preparacion normalmente es en frio a diferencia de otros polisacaridos gelificantes
(Diaz Benito, 2019).
2.3.2 Oxido de grafeno

Se denomina éxido de grafeno (GO) a las ldminas exfoliadas monomoleculares, producto
de la dispersion del 6xido de grafito en un medio &cido. EI método tipico de sintesis de GO fue
desarrollado por Hummers y colaboradores. Este material contiene grupos funcionales hidroxilos,
carbonilos y epoxi. La presencia de oxigeno en los bordes y planos basales de GO aumenta su
hidrofilidad y mejora su dispersabilidad en agua en comparacion con el grafeno (Jalaja et al.,
2016).

Este nanomaterial bidimensional es bastante atractivo, debido a sus excelentes propiedades
fisicas, como lo es su mddulo de elasticidad promedio de 32 GPa 'y esfuerzo ultimo a la fractura
de 120 Mpa (Zhu et al., 2010), ademas presenta alta relacion superficie/volumen, gran facilidad

de dispersarse, tanto en agua como en solventes organicos, asi como su biocompatibilidad y no
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toxicidad, lo cual le ha permitido ser utilizado en diversas aplicaciones prometedoras en la
biomedicina, especialmente para la funcionalizacion de un hidrogel, con propiedades mecénicas y
térmicas superiores, en donde dependiendo del método de mezcla se puede llegar a obtener una
mejora significativa del médulo de compresién y la difusividad agregandole pequefias cantidades
de GO al hidrogel (Serrano-Aroca et al., 2018)..
3. Metodologia Experimental

Para cumplir con los objetivos propuestos en este trabajo de investigacion, se realizaron
las siguientes etapas:
3.1 Fabricacion del hidrogel basado en alginato y 6xido de grafeno
3.1.1. Preparacion de solucion de Alginato

Se prepard una solucién de alginato al 1,87% (p/v) en agua destilada a temperatura de 35
a 40°C aproximadamente, en agitacion magnética a 350 rpm y posterior filtracién. Finalmente se
midio el pH hasta alcanzar un rango de 7.0-7.4.
Figura 1.

Esquema del proceso de preparacion de la solucion de alginato

Filtracion con filtro Solucion final
de jeringa estéril de de alginato de
0,25pm sodio

Agitacion magnética

10 mL Agua destilada
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3.1.2 Sintesis de 6xido de grafeno

El 6xido de grafeno (GO) se sintetizd mediante el método de Hummers modificado
(Vargas, O., 2013). Para realizar la sintesis, se agreg6 en un vaso de precipitados de 1 L, 2 g de
grafito natural, 120 mL de H2SO4 (98%) y 80 mL de HNO3 (65%). La suspensién se mantuvo en
un bafio de hielo con agitacion durante 20 minutos. Pasado este tiempo se agrego el oxidante, 10g
de KMnOyg, en pequefias porciones. Una vez terminado, se retird el bafio de hielo y se mantuvo la
agitacion durante 2 horas. Se afiadieron 400 mL de agua destilada. Luego se agregd 8.6 mL de
H20,. Cuando la temperatura de la suspensién descendid, se agregaron 100 mL de disolucion
acuosa (10 %) de HCl a la mezcla.

Mediante continuos ciclos de centrifugacion y lavado con agua destilada se retiraron las
especies disueltas hasta que el residuo obtuvo un pH neutro. El material decantado en los tubos de
la centrifugadora paso a pH acido. Finalmente, se obtuvo el 6xido grafitico (cerca de 2.8 g) al secar
el gel durante 12 horas a 80 °C en una estufa de vacio como se ha descrito previamente.

Figura 2.

Esquema del proceso de sintesis del GO a partir de grafito.

I 400 mL agua destilada I

$.6 mL H,O0,

Se quita el bafio de
hielo y se mantiene
la agitacion por 2

Baio de hielo con 10g KMnOy4
agitacion por 20
minutos

¥ r.x-,_)_., ~ - - N
_'._ > 12 horas de Gel Ciclos continuos de
I 2,8g Oxido grafitico | secado en estufa centrifugacioén y
al vacio a 80°C lavado
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3.1.3 Hidrogel de alginato y 6xido de grafeno

Una vez obtenida la solucion de alginato al 1,87% (p/v), se realiz6 la suspensién de 6xido
de grafeno a una concentracién de 1mg/mL seguido de sonicacion.
Para preparar los hidrogeles de alginato y GO se realizaron diferentes diluciones con el fin

de evaluar varias concentraciones de GO en solucién de alginato al 1,5%. Se evaluaron las

concentraciones de GO 10 pg/mL; 25 pg/mL y 50 pg/mL.

Una vez se obtuvieron las mezclas de las soluciones de alginato y GO, se extruyeron y se
ajusto el pH en el rango 7.0-7.4. Finalmente, para favorecer la gelificacion iénica de las perlas

resultantes de alginato y GO (AL 1,87%, ALGO 10, ALGO 25 y ALGO 50), se pusieron en
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contacto en una solucion de CaCl, (1L00mM) en agitacion a 230 rpm durante 15 minutos.

Figura 3.

Esquema del proceso de preparacion de los hidrogeles AL 1,87%, ALGO10, ALGO25 y ALGO

50
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3.1.4 Encapsulacion de las células beta pancreéticas

Inicialmente, las células BRIN-BD11 (Apéndice A) fueron cultivadas a una densidad de
2000 células /cm? en medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino 10 % (V/v),
antibiético/antimicéticos 1001U/ml a 37°C en una atmdsfera de 5% de CO2 tras confluencia y para
realizacion del ensayo, las células fueron levantadas empleando 0,25% de tripsina-EDTA y se
suspendieron en las soluciones previamente realizadas de alginato y GO. La gelificacion i6nica,
mediante el método de extrusion fue el mecanismo utilizado para la encapsulacion celular, el cual
consistio en producir pequefias gotas de material por medio de una pipeta y éstas caian en un bafio
de iones calcio formando asi una céapsula de gel (Ortiz et al., 2021), cuyo didmetro final fue de
4mm aproximadamente. Como controles, se realizd la suspension de las células BRIN-BD11 en
la matriz de alginato y GO encapsuladas y sin encapsular, asimismo se suspendieron en una
solucion de alginato sin GO, para evaluar el aporte de este Gltimo a la matriz.
3.2 Caracterizacion fisicoquimica del hidrogel basado en alginato y 6xido de grafeno
3.2.1 Analisis elemental

Para evaluar la pureza y composicion quimica del GO se realizd la técnica de analisis
elemental, con el fin de determinar el contenido total de carbono (C), hidrogeno (H), nitrégeno (N)
y oxigeno (O) presentes en la muestra solida, esta técnica consistié en la oxidacion completa del
oxido de grafeno mediante la combustién con oxigeno puro, la cual genera gases compuestos
uniformes de C, H, N y diferentes productos de combustion CO2, H,O y N2, (STTI, 2021). se
utiliz6 un SDCHN435 Carbon Hydrogen & Nitrogen Analyzer, Con un tiempo de analisis por

muestra <5 minutos, y un consumo de helio de 0.7 L/min.
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3.2.2 Analisis de contenido de cenizas

Para determinar la cantidad de impurezas presentes en el 6xido de grafeno se procedio a
pesar el remanente de carbon o coque quemado de la muestra en condiciones estrictamente de
temperatura, tiempo, atmésfera y especificaciones del equipo.

El ensayo se realiz6 de la siguiente manera: se pes6 1 g de éxido de grafeno en un crisol
de porcelana, se colocé en una mufla fria y se calent6 gradualmente hasta una temperatura de 450-
500 °C en una hora. Posteriormente se mantuvo 1h mas hasta alcanzar una temperatura de 700-
750 °C. Una vez culminado el tiempo se extrajo el crisol con la muestra, se dejé enfriar en el
desecador y se registro el peso. (NTC 1859).

3.2.3 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Con el objetivo de obtener informacidn de las caracteristicas morfoldgica, estructurales y
quimicas del hidrogel de alginato con GO, se utilizo la técnica de Microscopia electronica de
barrido, la cual es una técnica de caracterizacion superficial que se fundamenta en el uso de
electrones para formar imagenes (Clavijo, 2013). Para esto, se usé el microscopio electronico
QUANTA FEG 650. La toma de imagenes se realizé en ultra vacio con un voltaje de 25 kV,
utilizando electrones secundarios (SE) y electrones retrodispersados (BSE), las muestras fueron
deshidratadas y recubiertas con oro previamente al ensayo. Para el analisis quimico se utilizo el
analizador de energia dispersada de rayos X (EDS) con un voltaje de aceleracion de 25 kV.

3.2.4 Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

Se utilizo la técnica de Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR) para

estudiar y verificar la incorporacién de mondémeros a la estructura de hidrogeles, asimismo

observar la presencia de los grupos funcionales caracteristicos de cada monomero. El principio
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béasico de esta técnica se basa en la excitacion de grupos moleculares por un haz de luz infrarroja,
que genera movimientos vibracionales en los enlaces de la molécula (Carr & Williams, 1997). Para
realizar esta técnica se hizo uso del espectrofotometro infrarrojo CARY 630 FTIR. Los espectros
de las muestras fueron tomados a temperatura ambiente en modo transmitancia, realizando 8
barridos dentro de un rango de nimero de onda de 4000 - 600 cm !. Las muestras fueron
previamente deshidratadas para mejorar la obtencion de datos del ensayo.

3.2.5 Espectroscopia Raman

Para determinar el grado de grafitizacion del GO, se realiz6 el analisis Raman, que es una
técnica fotonica de alta resolucion, donde la luz se dispersa por el material al hacer incidir un haz
de luz monocromatico. Se utilizé un espectrofotometro LabRAM HR Evolution Raman-HORIBA.
Las condiciones de adquisicion de los espectros RAMAN de las muestras fueron las siguientes:
rango de adquisicion de (400-4000) cm™, rejilla de 600 planos/mm, laser de 532 nm y objetivo de
50X.

3.2.6 Anélisis termogravimétrico (TGA)

Para medir la masa del GO dentro de los hidrogeles a diferentes temperaturas se hizo uso
del analisis termogravimétrico (TGA), para esto se empleo el analizador Termogravimétrico TGA
5500 (TA Instruments, Inc). Las condiciones bajo las cuales se realizo este ensayo fueron: para el
GO un rango de temperatura 0-600 °C a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min, con
oxigeno y para los hidrogeles AL 1,87%, ALGO 10, ALGO 25 y ALGO 50, se us6 un rango de
temperatura de 0-400°C a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min, con atmoésfera de

nitrégeno constante.
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3.2.7 Hinchamiento

La capacidad de hinchamiento que tienen los hidrogeles permite la determinacion de sus
propiedades mecénicas, debido a la cantidad de agua que puede absorber en su estructura, dicho
proceso comprende dos etapas, en la primera de ellas los grupos hidrofilicos mas polares de la
matriz son hidratados por las moléculas de agua y en la segunda etapa, las moléculas de agua
interaccionan con los grupos funcionales hidrofébicos de las cadenas (Farahani V, et al., 2010).
La cantidad de agua absorbida por un hidrogel depende de la temperatura y la interaccion
especifica entre las moléculas de agua y las cadenas poliméricas.

Experimentalmente, para la determinacion del grado de hinchamiento de los hidrogeles, se
prepararon 9 muestras para cada condicion (AL 1,87%, ALGO 10, ALGO 25 y ALGO 50), se
pesaron inicialmente y se registraron los datos como peso inicial (Pi), luego se introdujeron los
hidrogeles en cajas de Petri con 3 mL medio de cultivo para recubrirlos por completo y se
incubaron por 7 horas a 37°C, pasado este tiempo se retird el medio de cultivo y se seco cada
hidrogel con papel filtro para remover su exceso de medio, este peso final se registr6 como Pfy
posteriormente se realiz6 el calculo de porcentaje de hinchamiento utilizando la ecuacion 1

(Farahani V, et al., 2010).

CF=PY 100

%Hinchamiento = Pi

D

3.2.8 Degradacion

La degradacion de las muestras se evalu6 utilizando la relacion de pérdida de peso y se
calculd a partir del valor promedio del cambio de peso de 9 muestras por cada condicion de
hidrogel. La formula matematica utilizada para calcular la relacion de pérdida de peso de las

muestras se proporciona mediante la siguiente ecuacion (Huang et al., 2018).
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P;

i

% Pérdida de peso = L %100 (2)

Para realizar este ensayo se prepararon los hidrogeles y se tomaron sus pesos iniciales (Pi),
posteriormente se introdujeron 9 perlas de cada condicion en una caja Petri y se les afiadié 3 mL
de medio de cultivo a cada una y se mantuvieron en incubacion durante 7 horas a 37 °C,
seguidamente se les retird el medio de cultivo y se llevaron nuevamente a estufa donde se dejaron
secar por completo. Finalmente se toman los pesos en seco de cada hidrogel (Pf) y se procedi6 a
realizar un analisis estadistico, utilizando la ecuacion 2.

3.2.9 Anélisis Reologico

Con el objetivo de estudiar las propiedades de flujo y deformacion de los hidrogeles, se
realizé un analisis reologico, el cual, a través de la deformacion de cizalla aplicada permite conocer
la respuesta elastica y viscosa de los materiales. Por medio del analisis reoldgico se puede
determinar: Modulo de almacenamiento (G”) que esta relacionado con la medicion de la energia
de deformacion almacenada en la muestra durante el proceso de cizalla. Esta energia esta
completamente disponible después de que la carga aplicada es removida y actla como la fuerza
que compensa parcial o totalmente la deformacién anterior, y el médulo de pérdida o viscosidad
(G™), que es una medicidn de la energia de deformacion utilizada en la muestra durante el proceso
de cizalla y se pierde después de que se retira la carga, es decir, es la energia disipada del sistema.
(Yan & Pochan, 2010)

Para llevar a cabo los estudios de reologia, se utilizé un redmetro MCR 302 ANTON PAR,
con platos paralelos de 20 mm de didmetro y un sistema Peltier para el control de la temperatura.
Con el objetivo de determinar el modulo de almacenamiento (G") y el médulo de pérdida (G™"), se
realizaron barridos de amplitud, con una deformacion: 0.01-100% Yy una frecuencia angular de 10

rad/s, y barridos de frecuencia con una deformacion: 0.1% para todas las muestras, excepto para
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el hidrogel de ALG1,87% que fue de 0.05%, y una frecuencia: 100-0.1 rad/s a una temperatura de
25 °C.

3.3 Caracterizacion mecéanica del hidrogel basado en alginato y 6xido de grafeno

3.3.1 Ensayo de analisis dinAmico mecanico (DMA)

Se realizaron los ensayos de compresidn a cada uno de los hidrogeles de AL 1,87%, ALGO
10, ALGO 25 y ALGO 50, con el fin de determinar su maxima deformacién y médulo de Young,
esto se llevo a cabo en el equipo DMA Q800, empleando una pre-carga de 0,001 N, una rampa de
0,5 N/min a una temperatura de 37°C. ElI modulo de Young para cada uno de los hidrogeles
ensayados se obtuvo a partir de la pendiente en la region lineal de las curvas tension-deformacion.
3.4 Caracterizacion biologica del hidrogel basado en alginato y 6xido de grafeno
3.4.1 Ensayo de viabilidad celular (MTT)

Este método permitié captar el compuesto MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), por medio de la reaccion en las mitocondrias de las células vivas,
donde se redujo a formazan por la enzima succinica deshidrogenasa mitocondrial (Castro de pardo,
2006) lo cual, permitio el analisis de la cantidad de células vivas presentes en los hidrogeles
mediante espectrofotometria, ya que su tonalidad cambi6 de color amarillo a morado.

Para realizar este ensayo se sembraron células BRIN-BD11 a una densidad de 2000
células/cm? en las diferentes soluciones (AL 1,87%, ALGO 10, ALGO 25 y ALGO 50) y en el
control (células cultivadas en monocapa). Seguidamente, se realizaron las perlas de cada condicion
de hidrogeles y se depositaron 3 perlas en cada pozo de una placa de 48, se llevaron a incubacién
por 5h a una temperatura de 37 °C. Se incubaron las muestras en una proporcion 1:1 de reactivo

de MTT y medio de cultivo RPMI-1640 después de 5 horas de incubacion.
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A medida que paso el tiempo, se visualizo la precipitacion de cristales de formazan en las
células de los hidrogeles y los controles. Se extrajo la cantidad de medio de los pozos dejando
solamente los cristales y se les afiadi6 DMSO, posteriormente, la placa se mantuvo en agitacién
durante 1h. La disolucion resultante de cada pozo se depositd por triplicado a una placa de lectura
de 96 pozos debidamente marcada.

Finalmente se afiadié el blanco de reactivo por triplicado del DMSO vy se realiz6 la lectura
en un espectrofotometro a 570 nm.

3.4.2 Ensayo de citotoxicidad (Live/Dead)

El ensayo Live/Dead es una tincidbn empleada como metodo colorimétrico para la
evaluacion de la viabilidad celular, mediante la medicion de dos parametros: la actividad
intracelular esterasa y la integridad del plasma de membrana, utilizando dos tinciones: la calceina
y el etidio (Rodriguez, A., 2014).

Este ensayo se realizo con el fin de examinar la poblacion celular en el interior de cada
hidrogel de alginato y alginato con GO a diferentes concentraciones y a su vez comprobar que el
proceso de gelificacion no resultara citotoxico, el procedimiento para la realizacion de este ensayo
fue el siguiente: Se sembraron células BRIN-BD11 a densidad 2000 células/cm? en las diferentes
soluciones (AL 1,87% y ALGO 10, ALGO 25 y ALGO 50), tras incubacion durante 5 horas con
medio, posteriormente se realizaron lavados sucesivos con PBS 1X y posteriormente tincidén con
Calceina 4 Mm y Homodimero de Etidio 2 uM.

Para el control de vivos se agrego6 solo Calceina y para el control de muertos se agrego
solamente Homodimero de Etidio, estas preparaciones cubrieron todos los pocillos de la placa,
seguidamente se dejaron incubar 45 minutos protegidos de la luz, después de ese tiempo, se agrego

solucidon de montaje y lectura en microscopio de fluorescencia OLYMPUS.
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3.4.3 Ensayo de proliferacion celular (PicoGreen)

El método elegido para medir la proliferacién celular fue el ensayo PicoGreen. El cual es
un tinte fluorescente de &cidos nucleicos que permite cuantificar la concentracion de DNA de doble
cadena en la solucion, es decir, una medida de las células vivas en las muestras.

Para realizar este ensayo se sembraron células BRIN-BD11 a una densidad de 2000
células/cm? en las diferentes soluciones (AL 1,87%, ALGO 10, ALGO 25 y ALGO 50), y en el
control. Se prepararon perlas de hidrogel de cada condicion y se depositaron 4 perlas por pozo en
placas de 48, a los cuales se les afiadié medio y se mantuvieron en incubacién durante 24h.

Pasado ese tiempo, los hidrogeles fueron lavados y digeridos durante una noche a una
temperatura de 56 °C, mientras que los controles fueron congelados a -20 °C, luego se prepar6 una
curva estandar con el objetivo de encontrar las concentraciones de DNA en la ecuacion de la recta.
Una vez pasada las 24h, se transfirié la muestra al plato de 96 pozos, se afiadio el reactivo de
PicoGreen, se incubo y se realizo lectura en el equipo Synergy H.

3.4.4 Analisis estadistico

Para cada ensayo se montaron minimo 6 replicas, a partir de los resultados obtenidos se
sacO la media, desviacion estandar y el error estandar, con el fin de determinar diferencias
estadisticamente significativas en los porcentajes de viabilidad entre las diferentes concentraciones
de GO empleadas y el control sin tratamiento, se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) de una
via seguido de 1 test post hoc Dunnett considerando valores significativos p < 0,05 a p < 0,001.

La comprobacion de la normalidad de los datos se realizé con test de Shapiro Wilk.
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4. Resultados y Discusion
4.1 Resultados de la caracterizacion fisicoquimica del hidrogel basado en alginato y éxido de
grafeno
4.1.1 Analisis elemental
La composicidon quimica del 6xido de grafeno se determind mediante el analisis elemental
y los resultados obtenidos se expresan en la Tabla 1.
Tabla 1.

Resultado del analisis elemental realizado al GO.

Muestra Contenido del elemento (%) Razon
C H N o} C/O
GO 44,01 2,52 0,20 53,94 0,81

“0% = 100% — C% — H% — N% — Cenizas%

Después de realizar la sintesis, la relacion C/O para el 6xido de grafeno es de 0,81, lo que
indica un alto grado de oxidacion, debido a la presencia de grupos funcionales oxigenados, que se
acompafia del mayor espacio entre capas, debido al espacio que ocupan los grupos funcionales
(Aliyev et al., 2018).

4.1.2 Analisis de cenizas
Para calcular el porcentaje de cenizas se utilizo la siguiente ecuacion reemplazando los

valores obtenidos.

17,406 — 17,4026
* 100
18,4530 — 17,4026

% Cenizas =

Cenizas = 0,323%
El 6xido de grafeno empleado estaba libre de materia mineral, ya que su contenido de

cenizas es de un 0,3% Yy un 99,7% de contenido entre Carbon, Oxigeno, Nitrogeno e Hidrogeno.
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Esto indica que, el procedimiento de limpieza del GO, mediante continuos lavados con agua y
centrifugacion, fue efectivo.
4.1.4 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

En la Figura 4, se presentan las micrografias tomadas a los hidrogeles de alginato de sodio
al 1,87% vy a los hidrogeles con diferentes concentraciones de GO, con el fin de dar una idea de la
homogeneidad y la microestructura de las perlas, las cuales muestran notables diferencias en sus
morfologias.

El hidrogel de AL 1,87% (Figura 4a) muestra una matriz con microesferas granulares de
tamafo uniforme, dispersas a lo largo de la superficie como es comun en este tipo hidrogeles
(Ablouh, E. H., et al, 2019), mientras que en los hidrogeles con diferentes concentraciones de GO
(Figura 4b, c y d), se observaron cambios en la morfologia de la superficie, revelando algunas
estructuras sobresalientes en forma de laminas regulares a lo largo de la matriz, que podrian
atribuirse al GO incrustado en el alginato. Esta morfologia se atribuye a la interrupcion de las
laminas de carbono planar sp2, debido a la interaccion con carbono hibridado sp3 (Colom et al.,
2020). A medida que se aumentan dichas concentraciones se observa mayor rigidez y grosor en la
superficie del hidrogel y mayor uniformidad de las hojuelas presentes, evidenciando la
incorporacion del GO a la matriz de alginato (Li et al., 2018). Una dispersion uniforme y cierto
grado de alineacion de GO dentro de la matriz de alginato junto con una buena adhesion interfacial
entre GO vy alginato, deberian conducir a una mejora significativa en la estabilidad térmica y las

propiedades mecéanicas del hidrogel (lonita et al., 2013).
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4.1.5 Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

En la Figura 5 se presentan los espectros de las 3 concentraciones de alginato con 6xido de

grafeno (ALGO 10, ALGO 25 y ALGO 50) y como controles los espectros de GO, alginato puro

e hidrogel de AL 1,87%.
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Figura 5.

Espectros FTIR de GO, alginato de sodio puro, hidrogeles de AL 1,87%, ALGO 10, ALGO 25y
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En la region comprendida entre 3000 y 3600 cm™ se observa una banda ancha de absorcion

en todas las muestras estudiadas, lo cual es atribuido a los modos de vibracidn de grupos hidroxilos,
debido al agua absorbida (Yang et al., 2008). En el espectro de GO se encuentran presentes los
siguientes grupos funcionales: carbonilos (C=0) a~1716,68 cm™, carboxilos (COOH) a ~1619,88
cm? y epdxidos a ~1037,79 cm™ y ~969,11 cm™. Estos picos caracteristicos en el espectro FT-IR
indicaron que el GO se ha sintetizado con éxito (Wang, J. et al, 2014).

Para el caso de los espectros de alginato puro, hidrogel AL 1,87% e hidrogeles de alginato
con GO, guardan cierta similitud en la emision de sefiales que representan los mismos grupos
funcionales, debido a que la proporcion del GO en los hidrogeles es relativamente pequefia. Se
presentan bandas de absorcion entre ~1600 cm™y ~1414,44 cm?, caracteristicas de alargamientos

asimétricos y simétricos de los grupos carboxilato (COOH) del polimero de alginato; ademas, las
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bandas alrededor de ~1287,03 cm™ y ~1025,39 cm™ corresponden a la vibracion del estiramiento
de los grupos C-O, mientras que las bandas a ~ 887 cm?y ~ 818,66 cm™ se asigna a la vibracion
de estiramiento de los grupos C-O—C y se atribuyen a su estructura de polisacarido (Smitha et al.,
2005). Segun la literatura disponible (Sartori et al., 1997), la banda de deformacion simétrica del
grupo carboxilo en 1395,98 cm™ para el alginato puro, mostré un desplazamiento hacia 1414,14
cm™ en los hidrogeles de alginato cuando se afadieron iones calcio a las soluciones. Este
comportamiento es una evidencia de la reticulacién ionica de los grupos carboxilatos.

Por otro lado, con la adicién de GO, el pico en~ 3312,65 cm™ (vibracion de estiramiento
O-H) en el hidrogel AL 1,87%, se ampliaron y cambiaron a longitudes de onda mas pequefias
~3305,58 cm para los hidrogeles ALGO 10, ALGO 25 y ALGO 50, lo que puede atribuirse a la
interaccion de alginato y GO a través de enlaces de hidrogeno intermoleculares. La atraccion
electrostatica lograda y el enlace de hidrogeno entre alginato y GO pueden derivar una respuesta
mecanica mejorada (lonita et al., 2013).
4.1.6 Espectroscopia Raman

Los cambios estructurales en el GO sintetizado a partir del grafito natural, se confirmaron
mediante el uso de espectroscopia Raman presentados en la Figura 6.
Figura 6.

Espectros Raman de GO
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La banda D corresponde a la hibridacién sp3 del carbono, mientras que la banda G
corresponde a la hibridacion sp2 del carbono. La relacion de intensidad (1D / IG) de la banda D /
banda G fue de 0,85 demostrando asi el grado de oxidacion de las nano hojas de GO (o relacion
de carbono sp3/ sp2) en las perlas de alginato/GO (Zhang, Zhang, Shao y Hu, 2016).

4.1.7 Analisis termogravimétrico (TGA)

Los resultados de degradacion térmica de las distintas muestras de AL 1,87% y ALGO 10,
ALGO 25 y ALGO 50, se muestran en el termograma de las Figuras 7. En donde los diferentes
hidrogeles, sometidos al ensayo termogravimétrico, presentaron un comportamiento muy similar
con una pérdida de masa constante, desde la temperatura ambiente hasta aproximadamente 100°C,
esto debido a la cantidad de agua presente en cada muestra, alcanzando una pérdida de masa
superior al 90%. Posteriormente, se observo que a partir de los 100 °C cambia el ritmo de pérdida
de masa, lo que se puede atribuir a que el carbono presente en alginato y en el GO no llega a
guemarse, ocurriendo una pérdida continua de grupos funcionales.

Figura 7.

Termograma de los hidrogeles de alginato con diferentes concentraciones de GO.
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El ensayo realizado a la muestra de GO, no es comparable directamente con los demas
resultados de los hidrogeles de alginato, ya que no se realiz6 bajo las mismas condiciones de
atmdsfera inerte. Sin embargo, permite caracterizar el GO de forma separada.

Figura 8.

Termograma del GO.
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El GO presentd, de acuerdo con la Figura 8, una pendiente de disminucion de masa
relativamente baja antes de los 180°C, después de esta temperatura perdio el 70% de su masa,
siendo esto favorable para el objeto de investigacion, ya que el GO entre los 34°C y 41°C pierde
menos del 1% de su masa, haciéndolo muy estable y aportandole al hidrogel la estabilidad
necesaria para soportar mejor las temperaturas que presenta el cuerpo humano.

4.1.8 Hinchamiento

A continuacién, se presenta la Tabla 2 con los porcentajes de hinchamiento de los

hidrogeles de alginato y alginato con diferentes concentraciones de 6xido de grafeno.

Tabla 2.

Porcentajes de hinchamiento de los hidrogeles AL 1,87% y ALGO 10, ALGO 25 y ALGO 50.

Concentraciones AL 1,87% ALGO 10 ALGO 25 ALGO 50
% Hinchamiento 38,73% 23,84% 22.21% 15,84%
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De acuerdo a la informacion contenida en la tabla anterior, las propiedades de
hinchamiento de las microcapsulas de alginato se vieron afectadas por la presencia de GO, ya que
las nanoparticulas disminuyen significativamente el efecto de hinchamiento. Estos resultados
indican que a mayor concentracion de GO en las microcapsulas de alginato, mayor sera su
resistencia a los cambios osmoticos y posterior ruptura que las microcapsulas de AL 1,87% (Ciriza
et al., 2015).

La reduccion en la absorcion de agua de los hidrogeles a medida que se aumenta la
concentracion de GO, sugiere que los grupos que interactian estan muy cerca, lo que también
puede contribuir a un aumento de la conductividad por entrecruzamiento ionico (Smitha et al.,
2005). Cuanto mayor sea el agente entrecruzante incorporado en la estructura del hidrogel, mayor
sera el entrecruzamiento dando como resultado una estructura mas compacta y menos hinchada.
4.1.9 Degradacion

Se presenta la Tabla 3 con los porcentajes de degradacion de los hidrogeles de alginato y
alginato con diferentes concentraciones de GO utilizando la ecuacion 2.

Tabla 3.

Porcentajes de degradacion de los hidrogeles de AL 1,87%, ALGO 10, ALGO 25 y ALGO 50.

Concentraciones AL 1,87% ALGO 10 ALGO 25 ALGO 50
% Degradacion 97,03% 96,12% 95,80% 95,36%

De acuerdo a la informacién contenida en la tabla anterior, se observé que el porcentaje de
degradacion disminuyé a medida que se aumentd el contenido de GO en los hidrogeles, esto es
debido a que el GO presenta un mejor comportamiento térmico como se pudo evidenciar en el
analisis termogravimétrico realizado (Figura 8), el hidrogel ALGO 50 presentd la menor tasa de

degradacion de 95,36%, mientras que el hidrogel de AL 1,87% present6 la mayor tasa de
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degradacion con 97,03%, permitiendo concluir que a mayor contenido de GO, el hidrogel tardara
mayor tiempo en degradarse a una temperatura de 37°C.
4.1.10 Andlisis Reoldgico

Para el analisis reoldgico se procedié a comparar el médulo de almacenamiento (G’) y el
mddulo de pérdida o viscosidad (G’”) de acuerdo con el esfuerzo cortante, como se observa en la
Figura 9.
Figura 9.
(a)Barrido de amplitud y (b) barrido de frecuencia para el analisis reoldgico de los hidrogeles

AL 1,87%, ALGO 10, ALGO 25y ALGO 50.
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La Figura 9a, muestra los resultados de los mddulos de almacenamiento (G") y de pérdida
(G™) de los hidrogeles de AL 1,87%, ALGO 10, ALGO 25 y ALGO 50, en funcién a la
deformacion aplicada, en los cuales se observo que el mddulo de almacenamiento es superior al
mddulo de pérdida (G" > G™"), predominando el carécter elastico sobre el caracter viscoso del
material (Mezger, 2006).

Por otro lado, se pudo observar que cada una de las muestras presenta una zona lineal donde
G’ y G” son practicamente independientes de la deformacion que se produce, indicando asi su
rango de viscoelasticidad lineal (LVVR), el cual esta relacionado con la forma estable y estructurada
que poseen los hidrogeles (Wong et al., 2015).

La variacion en las concentraciones de GO utilizadas dentro de cada hidrogel, influye en
los valores del modulo de almacenamiento (G”) y en los valores de la deformacion critica por
cizalla (yc), la cual se determina como el valor de deformacién maxima en donde el valor de G
permanece constante. De acuerdo con la Figura 9a para los hidrogeles AL 1,87%, ALGO 10 y
ALGO 25 los valores de yc son 0,16, 0,50 y 0,80% respectivamente, mientras que para el hidrogel
ALGO 50 el valor de yc corresponde a 1,58%, lo cual sefiala que este Ultimo presenta un mayor
rango LVR, indicando que existe un efecto positivo en la estabilidad estructural del hidrogel.

La Figura 9b muestra las graficas de los ensayos oscilatorios de los hidrogeles AL 1,87%,
ALGO 10, ALGO 25 y ALGO 50 en funcion de la frecuencia angular aplicada. En todos los casos,
se muestra el comportamiento viscoelastico de los hidrogeles, donde el médulo elastico es
predominante frente al médulo viscoso (G~ > G”") provocando que el material presente un
comportamiento de una estructura sélida. Ademas, se puede observar que los mddulos de

almacenamiento (G") y perdida (G™") para el hidrogel AL 1,87%, presenta valores mas elevados
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que los demés hidrogeles, esto es debido a que se fijé un valor menor de deformacion en el ensayo
para esta muestra, pues los mddulos disminuian répidamente, debido a las propiedades del
hidrogel.
4.2 Resultados de la caracterizacion mecénica del hidrogel basado en alginato y 6xido de
grafeno
4.2.1 Ensayo DMA

La Figura 10 muestra la relacién de esfuerzo (MPa) vs deformacién unitaria de cada uno
de los hidrogeles realizados, los cuales presentaron dentro de la grafica un comportamiento no
lineal con concavidad hacia arriba (endurecimiento por deformacion y pérdida de agua), atribuido
a la densificacion de la estructura o al incremento del grado de entrecruzamiento que genera una
red polimérica mas rigida y fragil (Gonzales, 2019), en este caso, cuando se le aplico la carga a
cada hidrogel, se deben haber modificado y reorientaron sus cadenas poliméricas, debido a que el
liquido que contenian se empez6 a salir y la friccion produjo un efecto endurecedor en el material
(Maet al., 2010).
Figura 10.
Curvas Esfuerzo vs Deformacion obtenidas en el ensayo de compresion correspondiente a los

hidrogeles AL 1,87%, ALGO 10, ALGO 25y ALGO 50.
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El modulo eléstico por compresion de cada uno de los hidrogeles (AL 1,87%, ALGO 10,
ALGO 25y ALGO 50) fue calculado con las pendientes de las curvas en un rango de deformacion
de 0,1-0,3, los cuales dieron un valor de 0.0046, 0.0029, 0.0055 y 0.0056 MPa, respectivamente.

Los valores del médulo eléstico para los hidrogeles de ALGO 50 y ALGO 25 fueron los
mas altos, esto es debido al aporte del GO, el cual mejora el comportamiento mecanico, ya que
forma mas puentes que refuerzan la matriz polimérica (Hu et al., 2016); sin embargo, este
comportamiento no se observo para el hidrogel ALGO 10 con el que se obtuve un moédulo de
elasticidad menor al de AL 1,87%. Esto puede ser debido a que tienen mayor contenido de aguay
esta actua como plastificante, por lo que causa disminucion en la rigidez de los hidrogeles.

Segun los autores Rice et al., 2017, el mddulo de Young de un pancreas sano se encuentra
entre 0.0014 y 0.025 MPa, por lo que se puede inferir la similitud del comportamiento de los
hidrogeles con el comportamiento elastico dentro de este 6rgano, siendo este material apto para
trabajar dentro del mismo en el caso de ser empleado.

4.3 Resultados de la caracterizacion bioldgica del hidrogel basado en alginato y oxido de
grafeno
4.3.1 Ensayo de viabilidad celular (MTT)

El ensayo de viabilidad celular fue llevado a cabo con el fin de evaluar el efecto en la
viabilidad y densidad celular con respecto a la concentracién de GO contenido dentro de los
hidrogeles elaborados.

La Figura 11 muestra la viabilidad celular promedio observada para cada uno de los
hidrogeles probados; el porcentaje de viabilidad celular fue normalizado a células cultivadas en el

plato a la misma densidad celular, representando el control el 100%.
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Figura 11.
Porcentajes de viabilidad celular del Control, AL 1,87%, ALGO 10, ALGO 25 y ALGO 50. Los

datos se presentan % Viabilidad Celular
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El hidrogel de AL 1.87 % tuvo un valor promedio de viabilidad del 95 %, respecto al
control, lo cual indica que no produce toxicidad en células beta pancreéaticas cultivadas in vitro.
Asimismo, para los hidrogeles ALGO 10, ALGO 25 y ALGO 50, los porcentajes de viabilidad
incrementaron de forma significativa respecto al control, dando como resultado: 135,44, 143,61y
199,67% respectivamente, considerando asi que los hidrogeles con contenido de GO presentan
una excelente viabilidad, ya que supera el 95% (Lasocka et al., 2021).

Los resultados revelaron que la actividad mitocondrial de las células BRIN-BD11
aumentaron significativamente (p < 0,01) a medida que se incrementaron las concentraciones de
GO a cada hidrogel como se muestra en la Figura 11, demostrando asi que el GO no produce
efectos téxicos en las células utilizadas en términos de viabilidad y por el contrario permite la
adhesion y mejora la actividad mitocondrial de las mismas.

4.3.2 Ensayo de citotoxicidad (Live/Dead)
El ensayo de citotoxicidad (Live/Dead) fue llevado a cabo con el fin de comprobar la

integridad de las células BRIN-BD11 luego de ser encapsuladas en los cuatro hidrogeles
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preparados (AL 1,87%, ALGO 10, ALGO 25 y ALGO 50). Se emple6 como control células
cultivadas directamente en el plato.

Figura 12.

Micrografias (Objetivo 4X) del ensayo de citotoxicidad Live/Dead para las diferentes
concentraciones: (a) AL 1.87%, (b) ALGO 10, (c) ALGO 25, (d) ALGO 50, (e) Control de

células vivas, (f) Control de células muertas.

La Figura 12 muestra las micrografias de fluorescencia obtenidas en este ensayo en las

cuales se pudo observar que las células que estuvieron en contacto con los hidrogeles, tanto con 'y
sin GO, crecieron en buena densidad y estan viables, corroborando los resultados obtenidos
mediante la técnica de MTT.

Las imagenes correspondientes a los hidrogeles ALGO 10, ALGO 25 y ALGO 50 muestran
mayor supervivencia celular que en el hidrogel AL 1,87%, los controles que se presentaron,

(negativo y positivo Figura 12e y f), permiten comprobar que ambos fluor6foros tifien
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adecuadamente, aportando veracidad a los resultados obtenidos para cada una de las muestras
analizadas. En términos generales se puede decir que el sistema alginato/GO es viable para el
mantenimiento de células productoras de insulina.

4.3.3 Ensayo de proliferacion celular (PicoGreen)

Con el objetivo de evaluar si las concentraciones de GO presentes en los hidrogeles
elaborados aumentaban la proliferacion celular como lo sugerian los resultados del ensayo de
MTT, se realizé un ensayo de proliferacion celular empleando PicoGreen.

En la Figura 13 se observa una similitud en los resultados del MTT con los hidrogeles
ALGO 10y ALGO 25, los cuales promovieron la proliferacion celular con un valor promedio de
123,33 y 133%, respectivamente (diferencias estadisticamente significativas). Sin embargo, el
hidrogel ALGO 50 no promovié la proliferacion celular, ya que dio como resultado un valor
promedio del 92,38% y mantuvo los niveles de fluorescencia similares a los del hidrogel AL 1,87%
el cual presentd un 92,43% respecto al control, esto pudo deberse a que para el ensayo de MTT
las células permanecieron incubadas dentro del hidrogel 5 horas y en el ensayo de PicoGreen
estuvieron incubadas 24 horas, permitiendo deducir que quizas a esta concentracion de GO se
altero el ciclo celular y perjudicdé su proliferacion celular a largo plazo. Sin embargo, es importante
resaltar los resultados obtenidos de proliferacion celular de ALGO 10 y ALGO 25. Resultados que
ponen de manifiesto la utilidad del hidrogel disefiado pues favorecen la proliferacion de células

pancreaticas.

Figura 13.
Porcentajes de proliferacion celular del Control, AL 1,87%, ALGO 10, ALGO 25 y ALGO 50.

Los datos se presentan % Proliferacion celular Vs Control (100%)
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Los resultados presentados en el articulo de Ciriza et al., 2015, fueron muy similares en
cuanto a la viabilidad obtenida para los hidrogeles ALGO 50, sin embargo se encontrd que no
realizaron un ensayo de proliferacion celular, el cual fue evaluado en el presente estudio,
encontrando un porcentaje de proliferacion del 92,38% para el ALGO 50, quedando por debajo
del control, siendo este un resultado poco favorecedor, pues al compararlo con los resultados
obtenidos en los analisis de viabilidad, se esperaba que mantuviera la tendencia de ser el mas
Optimo para encapsular las células beta pancreaticas BRIN BD11.

5. Conclusiones

Los hidrogeles a base de alginato y GO fueron sintetizados con éxito, logrando encapsular
células beta pancreadticas BRIN BD11 mediante la técnica de gelificacion i6nica, mostrando
caracteristicas estructurales y morfologicas similares a la literatura estudiada. Al afadir las
diferentes concentraciones de GO a los hidrogeles, su morfologia presenté cambios en cuanto a la
aparicion de laminas regulares por toda la superficie. Lo cual se le atribuye a la incrustacion de
GO en la matriz de alginato. Asimismo, al evaluar los espectros FTIR de los hidrogeles se encontro
que seguian presentando los mismos grupos funcionales que el hidrogel de AL 1,87%, debido a
las bajas concentraciones de GO agregadas, pero con la diferencia que la banda caracteristica del
grupo hidroxilo se redujo, indicando la interaccién de alginato y GO a través de enlaces de

hidrégeno intermoleculares.



HIDROGEL A BASE DE ALGINATO Y OXIDO DE GRAFENO | 48

El efecto del 6xido de grafeno en la composicion de los hidrogeles ALGO 25 y ALGO 50
se vio reflejado en el aumento de su modulo elastico (0.0055 y 0.0056 MPa, respectivamente),
permitiendo concluir que la adicién de GO mejora las propiedades mecénicas debido a que forma
mas puentes que refuerzan la matriz polimérica. Por otro lado, las propiedades reoldgicas de todos
los hidrogeles se analizaron en funcion de los moédulos de almacenamiento G y perdida G™*, dando
un comportamiento elastico predominante (G~ > G™"). Ademas, mostraron un rango viscoelastico
lineal (LVR), el cual esté relacionado con la estabilidad de las estructuras al deformarse por cizalla.
Siendo el hidrogel ALGO 50 el més alto, con un valor de yc=1,56%, seguido del ALGO 25 con
un valor y¢=0,80%, lo cual indica que existe un efecto sobre la estabilidad estructural del hidrogel
al incrementar la concentracion de 6xido de grafeno en los hidrogeles.

La biocompatibilidad de las células BRIN BD11 fue evaluada en los hidrogeles mediante
estudios de citotoxicidad a través de los ensayos MTT y Live/Dead, los cuales mostraron
resultados muy prometedores, evidenciando que las células sobrevivieron en todas las
concentraciones (AL 1,87%, ALGO 10, ALGO 25 Y ALGO 50) y no fueron afectadas por la
concentracion de oxido de grafeno presente en los hidrogeles, alcanzando un porcentaje de
viabilidad de 135,44% para ALGO 10, 143,61% para ALGO 25 y 199,67% para ALGO 50. Sin
embargo, en el ensayo de proliferacion celular (PicoGreen), el hidrogel ALGO 25 presentd mejores
resultados con un valor promedio de 123,33%.

Después de analizar todos los estudios y comparar los resultados correspondientes a la
caracterizacion fisicoquimica, mecanica y bioldgica, se puede concluir que el hidrogel ALGO 25

es la opcion mas viable para encapsular las células beta pancreaticas BRIN BD11.
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