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Resumen

En este trabajo se reporta la obtencién de novedosos biocomposites fluorescente basado en colageno y
nanoparticulas de silicio. El colageno se obtuvo de pericardio bovino y fue descelularizado por las
siguientes metodologias: i) solo tratamiento con surfactante neutro Tritdon X-100 y i) tratamiento por
cinco ciclos de congelamiento a 77 K y descongelacion a temperatura ambiente mas un tratamiento con
surfactante neutro Tritén X-100. Las nanoparticulas de silicio se obtuvieron a partir de N-(2-aminoetil)-3-
(trimetoxisilil)propilamina (DAMQ) y ascorbato de sodio en medio acuoso como agente reductor. El
colageno descelularizado se impregnoé con la disolucién de nanoparticulas de silicio en un medio de
disolucién salina amortiguadora de fosfatos (PBS). Los composites y nanoparticulas de silicio se
caracterizaron por microscopia electrénica de barrido (SEM) y analisis elemental de energia dispersiva
(EDS) y se compar¢ la fluorescencia bajo luz ultravioleta (A = 350 nm) y luz visible.

Abstract

In this work, we report the preparation of novel fluorescent biocomposites based on collagen and silicon
nanoparticles. Collagen was obtained from bovine pericardium and was decellularized by the following
methodologies: i) only treatment with neutral surfactant Triton X-100 and ii) treatment by five cycles of
freeze-thaw cycles at 77 K to the room temperature plus treatment with neutral surfactant Triton X-100.
The silicon nanoparticles were obtained from N-(2-aminoethyl)-3-(trimethoxysilyl)propylamine (DAMO)
and sodium ascorbate in an aqueous medium as a reducing agent. The decellularized collagen was
impregnated with a dispersed silicon nanoparticle in a phosphate buffered saline solution (PBS). Silicon
composites and nanoparticles were characterized by scanning electron microscopy (SEM), and
elemental energy dispersive analysis (EDS) and fluorescence were compared under ultraviolet light (A =
350 nm) and visible light.

Palabras Clave Biocomposite; Pericardio bovino; Matriz extracelular; Silicio; Fluorescencia.
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INTRODUCCION

Los materiales hibridos o composites basados en pericardio bovino descelularizado y materiales inorganicos
biocompatibles representan un area de estudio con potencial aplicacion en el desarrollo de nuevos materiales
en ingenieria de tejidos [1-3]. Por otro lado, se conoce que las nanoparticulas de silicio también presentan
alta biocompatibilidad y baja toxicidad celular y sus propiedades fluorescentes tienen potencial aplicacion en
diagnostico y deteccion por bio-imagenes médicas [4]. Este estudio combiné nanoparticulas de silicio
fluorescentes con matriz extracelular de pericardio bovino, con el objetivo de producir un andamio adecuado
para la ingenieria del tejido cardiaco con propiedades fluorescentes.

MATERIALES Y METODOS

Analisis por Microscopia Electronica de Barridos. Todas las imagenes SEM y los analisis EDS se
realizaron en a Microscopio Electrénico de Barrido marca Zeiss, EVO HD15 LS (Germany). Las muestras
fueron previamente liofilizadas y metalizadas con oro en un equipo Fine Coat lon Sputter Jeol JFC-1100.

Obtencion de Sacos de Pericardio Bovino. El pericardio fue obtenido del rastro municipal de Silao de la
Victoria, Gto., inmediatamente después del sacrificio de bovinos adultos. Posteriormente, se enjuagé con
agua potable y con una disolucién salina amortiguadora pH 7.4 de fosfatos (PBS), con el fin de eliminar la
grasa y sangre.

Sintesis de nanoparticulas de silicio (Disolucion primaria). 1.0 mL de N-(2-aminoetil)-3-
(trimetoxisilil)propilamina (DAMO) se adicion6 a 4.0 mL de agua desionizada, luego 1.25 mL de ascorbato de
sodio 0.1 M se adicionaron lentamente y se dejo la mezcla de reaccidon en agitacién por 20 min a temperatura
ambiente. Las nanoparticulas de silicio fueron dializadas utilizando una membrana de celulosa.

Disolucion de Impregnacion. 1.0 mL de la primaria se adicionan a 9.0 mL de disoluciéon amortiguadora

PBS. En un tubo de ensayo se adiciona esta disolucion tres muestras de matriz extracelular de tamafo 1.0 cm
x 3.0 cm aproximadamente y se deja un dia a 4 °C por un dia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de la matriz extracelular pericardica

Para la eliminacion eficiente de células en el pericardio bovino se empleé un protocolo recientemente
reportado por Ning Li, y col. [5] y se basa en emplear ciclos de congelacidon-descongelacion de 77 K
(nitrégeno liquido) a temperatura ambiente mas un lavado con un surfactante no iénico Triton X-100. En la
Figura 1 se muestran las micrografias de microscopia electronica de barrido, en donde observa principalmente
las estructuras fibrilares de la matriz extracelular pericardica obtenidas por dos tratamientos: /) solo
tratamiento con surfactante neutro Triton X-100 vy i) tratamiento por cinco ciclos de congelamiento a 77 K y
descongelacién a temperatura ambiente mas un tratamiento con surfactante neutro Triton X-100. El analisis
elemental EDS muestra la composicion quimica de carbono, nitrégeno y oxigeno debido al origen proteinico
del colageno.
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Figura 1. Micrografias SEM de pericardio bovino y analisis elemental EDS de: A) descelularizado con Tritén X-100 y B) descelularizado con
Tritén X-100 mas cinco ciclos de congelacion-descongelacion.

Nanoparticulas de Silicio

Las nanoparticulas de silicio se obtuvieron a partir de N-(2-aminoetil)-3-(trimetoxisilil)propilamina (DAMO) y
ascorbato de sodio en medio acuoso, utilizando un procedimiento reportado recientemente [1]. La figura 2A se
muestra la disolucion primaria de nanoparticulas de silicio, en medio de PBS vy disolucién PBS solamente,
bajo la luz visible y en la figura 2B se muestran comparativamente bajo la luz ultravioleta. Se puede observar
un incremento de la intensidad cuando las nanoparticulas estan en disolucion PBS que en la disolucion
primaria y no se observo florescencia en la disolucion blanco de PBS.

B)

Figura 2. Disoluciones acuosas de nanoparticulas de silicio primarias, en disolucién PBS y disolucién blanco de PBS bajo luz visible y B)
bajo luz ultravioleta.

Las disoluciones de nanoparticulas primarias fueron dializadas utilizando una membrana de celulosa y una
muestra se dispersd sobre una pelicula de carbono para posteriormente ser analizada por medio de
microscopia electrénica de barrido (SEM) y analisis elemental EDS (Figura 3). Comprobando la presencia de
silicio y otros iones elementos presentes muy probablemente en forma de sales.
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Figura 3. Micrografia SEM de las nanoparticulas de silicio primarias dializadas y B) Analisis elemental EDS.

Las disoluciones de nanoparticulas primarias, nanoparticulas en disolucion PBS se utilizaron para la
impregnacion de las nanoparticulas de silicio sobre una matriz extracelular de pericardio bovino. Cada
muestra de matriz extracelular pericardica fue tratada con una disolucion de nanoparticulas de silicio
dispersas en un amortiguador de fosfatos salina (PBS), por un dia a 4 °C. Posteriormente se liofilizaron y se
analizaron por SEM y EDS. La Figura 4A se observa el aspecto los tejidos después de la impregnacion y
posterior liofilizado. La Figura 4B se muestra la fluorescencia de los biocomposites bajo la luz ultravioleta.

Figura 4. A) Aspecto de la matriz extracelular pericéardica lzquierda) después de impregnacion de nanoparticulas de silicio y Derecha)
después de liofilizado. Abajo) descelularizado con Triton X-100 y Arriba). descelularizado con Tritén X-100 mas cinco ciclos de
congelacion-descongelacion. B) Fluorescencias de los biocomposites bajo la irradiacién de luz ultravioleta.

Las micrografias SEM de los biocomposites (Figura 5) revelan una compactacion de las fibras de colageno
para ambos tratamientos de descelularizacion. El analisis elemental EDS comprueba la presencia del
alrededor del 4 % de silicio en la matriz extracelular pericardica.
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Figura 5. Micrografias SEM de pericardio bovino y andlisis elemental EDS de: A) descelularizado con Triton X-100 y B) descelularizado con
Tritén X-100 mas cinco ciclos de congelacion-descongelacion. Después de la impregnacién con nanoparticulas de silicio.

CONCLUSIONES

En este trabajo se desarrolld6 una metodologia para obtener novedosos biocomposites de colageno
fluorescente, basados en nanoparticulas de silicio y una matriz extracelular de pericardio bovino.
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