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Principales lineas de |+D+i desarrolladas en el
Centro NanoMat

* Matrices biopoliméricas para aplicaciones de
ingenieria tisular

* Micro y nanoencapsulacion de compuestos
bioactivos

e Materiales nanocarbonosos



Matrices colagénicas de reposicion tisular



A partir de un abordaje de la ciencia de materiales generar
constructos biopoliméricos, biodegradables y biocompatibles
gue sirvan para aplicaciones de ingenieria tisular

Establecer sinergias que permitan lograr un abordaje
multidisciplinario para el desarrollo de investigaciones en el
campo de la medicina regenerativa

Desarrollar  matrices colagénicas con caracteristicas
fisicoquimicas y arquitecturales adecuadas para su aplicacion
en reparacion tisular



El colageno es un muy buen biomaterial y presenta multiples
ventajas incluso respecto de otros biomateriales sintéticos,
por lo que, es ampliamente utilizado en aplicaciones médicas

El colageno bajo la forma de film, se utiliza en el
tratamiento de quemaduras, ulceras y heridas de dificil
cicatrizacion como coadyuvante de la misma

Las matrices de colageno pueden utilizarse como soportes
para realizar liberaciéon controlada de farmacos (drug-
delivery)



Se emplea como materia prima al tendon bovino el que es
considerado para muchos otros procesos como un residuo
(frigorificos e industrias carnicas)

Los telopéptidos del colageno humano son practicamente
superponibles a los de colageno bovino

Uruguay es de los pocos paises que a nivel mundial tienen el
status de ser libre de encefalitis espongiforme bovina (“vaca
loca”), por lo que el diseno de una solucion dérmica de esta
naturaleza es una oportunidad para nuestro pais



Para la fabricacion de las matrices se utiliza como materia prima
al colageno tipo |

La reticulacion primaria del colageno se realiza mediante el
agregado de sulfato de coindroitin de origen bovino

Se agita para homogeneizar la suspension y se congela en placa
petria T=-802C

Se somete a irradiacion gamma

Se liofiliza




Imagenes de microscopia
electronica de barrido
mostrando la reticulacion
obtenida a diferentes dosis
de irradacion gamma



Andamios de colageno producidos por liofilizacion descenso
controlando de temperatura e irradiados



% Viabilidad celular
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Ensayo de citotoxicidad

1
Control

]
Extracto
Tratamiento

Viabilidad de las
células BJ (ibroblastos
ﬁ E“JH - humanos), NIH-3T3 y
= NS5 MS5 al ser incubadas
en el extracto de la
matriz (derecha) y
sus respectivos
grupos control
incubados con su
correspondiente
medio de cultivo
suplementado



Ensayos de adhesidon celular
sobre las matrices colagénicas
de las lineas celulares:

3T3 NIH (fibroblastos de raton)
BJ (fibroblastos humanos)

MS5 (células mesenguimales
humanas)

Observaciones de microscopia
confocal empleando tinciones
con Ply FDA

Control Colageno | matriz

MS5

BJ

3T3 NI




Todos los tipos celulares evaluados logran adherirse a la
membrana y penetrar a distintas profundidades de la misma

Las células sobre la membrana presentan una buena
morfologia con prolongaciones considerables



Evaluacion de la capacidad de
diferenciacion sobre la matriz de MSC

MSC sembradas sobre la matriz MSC sembradas sobre la matriz
sin diferenciar diferenciadas a linaje osteogénico

Las células estromales mesenquimales MSC provenientes de médula 6sea
fueron diferenciadas al linaje osteogénico luego de ser sembradas sobre Ia
matriz colagénica y expuestas al medio inductor de diferenciacion.

Las células fueron fijadas y tenidas con el colorante Alizarin Red el cual tine
los depositos extracelulares de calcio



Nanoencapsulacion de compuestos
bioactivos



Aplicacidon farmacéutica

Formulacion, sintesis y evaluacion las caracteristicas fisico-
guimicas y bioldgicas de nanosistemas de entrega de una droga
anticancerigena a través del mecanismo de vectorizacion activa

mediante funcionalizacion con el anticuerpo quimérico Chi-Tn



Nanoparticulas de Quitosano



1- Pegilacion del quitosano
Se genera un enlace entre el grupo amino del quitosano y el dcido
carboxilico del PEG y/o PEG-Biotina

OH OH W-E/\Oy\zo
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el O MeO-PEG-CO,H
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0
i
HT;....N\]JH‘E/\D);\/N'\I!\;'O{/\O);IH\ID(\/@

Biotin-PEG-CO_H



* e RS TH
» i y -.& 1,.1' “ .,
L . -_-\ v - i . ‘ a L
3 § Lol | #7 ‘
i .V / 4
b ) Hx - _. Ny, W B
. g+ ARERE- Vil -3
e o VAR e® MR
¢ b By %-"1:,," aP
' P R -
PG e VN T T i S
¥ !‘ 3 l'. 4 V- ’, . A .
'kt - {o e ‘.x ~ : {
A » I ) i )'.- - B .t
. i€ k - -

Imagenes obtenidas por TEM de las nanoparticulas de CS con (A) y sin (B) PEG.

Formulaciéon Tamafno (nm) P Potencial Z (mV) EE (%)
NpCS 179.4 + 2.1 0.3 31.4 + 2.1 ]
NpCS-PEG 150.7 £ 2.5 0.1 316 £1.9 -
NPESPEG- 5254+ 1.8 0.2 387+09  99.8+0.1

DCX
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Nanoparticulas de PLGA



1. Se genera un enlace entre el grupo amino del PEG y el grupo
carboxilo del PLGA.

grteer® Ja]

CHs

0 = X

Biotin-PEG-NH,

PLGA-COOH



Direct Mag: 60000x
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Imagenes obtenidas por TEM de las nanoparticulas de PLGA con (A) y sin (B) PEG

., Tamano Potencial Z o
Formulacion (nm) P (mV) EE (%)
NpPLGA 161.6 3.1 0.1 -23.4+0.7 -

NpPLGA-PEG 127.9+0.3 0.1 -26.6+0.4 -
NpPLGA-PEG-DCX 116.9+0.9 0.05 -29.0+ 0.5 27,3+ 2.8




Aplicacidn alimentaria

Formulacion, sintesis y evaluacion las caracteristicas fisico-
guimicas y bioldgicas de un nanosistema de entrega de un

activo bactericida para aplicaciones en inocuidad alimentaria



Nanoparticulas de
alginato-quitosano



Nisina

- Bacteriocina cationica natural
- Actividad antibacteriana bacterias Gram positiva, Listeria monocytogenes
- Ampliamente estudiada en productos carnicos y lacteos

- Actividad limitada en alimentos por interacciones no deseadas

HN C"{_{ME Asn-MEL  Ala, o 0
e Me Pro—Gly H Ser
S
e slle



ALGINATO

(G) Guluronato

(M) Manuronato

QUITOSANO
oH | OH | OH
HSX&N/ DHD HO OH
NH. NH, NH

-n

Biocompatibles, biodegradables, no téxicos.



Diseno experimental

EE (%)

Variables independientes

Variables dependientes

2
C: Nisaplin (mg/mi)

Corrida X, (mg/ml) Xo (ww) Xa(mg/ml) Y (%) Y (nm) Y; (mV)
1 0.7 5 3.2 30.5 204 -38.7
2 0.3 5 0.8 23.7 57 -46.0
3 0.5 8 0.8 19.3 61 -50.0
4 0.7 2 2 15.1 472 -29.8
5 0.5 8 3.2 31.9 93 -34.6
6 0.5 5 2 21.8 112 -42.1
7 0.7 5 0.8 12.1 104 -53.2
8 0.3 8 2 21.7 122 -33.1
9 0.3 2 2 232 403 -31.0
10 0.5 5 2 212 106 -42.0
1 0.5 5 2 19.6 175 -41.0
12 0.5 2 0.8 26.5 418 -44.3
13 0.5 2 3.2 32.4 377 237
14 0.7 8 2 15.9 40 -45.6
15 0.3 5 3.2 35.6 86 -33.2

Diameter (nm)

B: ALG/CS

Zeta Potential (mV)

Formulacidn éptima:

-EE=36.1%10.6%

- Diametro de particula =66.4 £ 8.9 nm
- Potencial zeta=-31.7+ 2.6 mV

2%
C: Nisaplin (mg/ml)
14
082

B: ALG/CS

C: Nisaplin (mg/mi)

C: Nisaplin (mg/mi)

A:ALG (mg/mi)

Diameter (nm)

B:ALG/CS

Zeta Potential (mV)

B:ALGICS
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Actividad antibacteriana in vitro: CMI, 37 °C

100 1 mNPs HNIS 100 4 mNPs B NIS
80 - 80
60 - 60
40 - 40
20 - 20
0 L=k 0

500 1000 2000 4000 1000 2000 4000

24 hs Nisina (1U/ml) 48 hs N|s|na{lu,"m|}

Inhibicién (%)
Inhibicidn (%)

- 24 hs: CMI =500 IU/ml para ambos sistemas

- 48 hs: CMI = 1000 IU/ml para ambos sistemas



Actividad antibacteriana in vitro, 4 °C

Absorbanciaa 600 nm (u.a.)
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Actividad antibacteriana en carne vacuna, 4°C

Tiempo de almacenamiento (dias)

Tratamiento

0 4 10 17 24
Control 45+023A 49+0.22»A 43+07%»A 42+053A 45+0432A
NIS 400 IU/g 1.3+£0.0>8 23+0.05BA 36+052A 3.1+0.43A 2.7+1.23bA
NPs 400 1U/g 1.3+0.0>%8 13+0.0<8 35+062A 3.1+0.83-A 39+0.523bA
NIS 800 IU/g 1.3+0.05%A 13+0.0¢A 1.6+0.6kA 3.2+0.73»A 20+1.2bA
NPs 800 1U/g 1.3+0.05A 13+0.0<A 1.6+060kA 16+060A 17+0.8bA

* log (cfu/g) £ SD

Muestras con NIS y NPs tuvieron una reduccion inicial de aprox. 3 log vs. control

No hubo diferencias significativas en nivel de 800 1U/g

Tratamiento con NPs permitio prolongar el periodo de inhibicidn de crecimiento
bacteriano (4 dias vs 10 dias)



Nanosistemas carbonosos



Materiales Basados en Grafeno

® COOH, OH, -0

—_

reduccion

Oxido de grafeno

e Reduccion Quimica (OGRQ)
* Reduccion Térmica (OGRT)
* Reduccion Hidrotermal (OGRhT)

B “ina

OGR

Oxido de grafeno reducido

35



Sample CRGO hTRGO ERGO TRGO

BET surface 53,01 2537204 14+04 493.7+05
area (m?/q)

Imagines SEM de los 6xido de grafeno reducidos (a) quimicamente
(b) hidrotermalmente (c) electroquimicamente (d) termalmente



Intensity (a.u.)

(E)__—A

800 1000 1200 1400 1600 1800
Raman shift (cm™)

Espectros Raman de (a) grafito y de los 6xido de grafeno
reducidos (a) quimicamente (b) hidrotermalmente (c)
electroguimicamente (d) termalmente
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