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Resumen

Nanoparticulas de polianilina (NPPAN) y polipirrol (NPPPy) fueron sintetizadas mediante la técnica
de polimerizacién por plasma, el diametro medio de las NPPAn y NPPPy fue de 730 y 330 nm
respectivamente. El espectro infrarrojo de ambos polimeros mostré caracteristicas esperadas de la
técnica de polimerizacion por plasma (como fragmentacidon y deshidrogenacidon de algunos
mondmeros durante la sintesis), el espectro infrarrojo también mostro la presencia de grupos amino
y OH en la estructura de los polimeros, la presencia de estos grupos funcionales en las
nanoparticulas estuvo relacionada con la adhesién celular, asi como con su capacidad para formar
agregados celulares tridimensionales. Las NPPAn y NPPPy ayudaron a mantener en cultivo células
de islotes pancreaticos (CIP) y cardiomiocitos ventriculares de rata adulta hasta por treinta dias,
ademads, ayudaron a mantener la forma caracteristica de los cardiomiocitos retrasando
probablemente procesos de desdiferenciacién, necrosis y apoptosis. Por ultimo, las CIP cultivadas
con las NPPPy formaron agregados celulares con didmetros < 60 um, los cuales deberian tener un
adecuado suministro de oxigeno, el cual, es uno de los principales retos que enfrentan las terapias
de reemplazo de células beta pancreadticas en la actualidad.



1 Introduccion

1.1 Biomateriales

Desde tiempos inmemoriales, los humanos han tratado de restaurar la funcidn de érganos y
extremidades que han dejado de funcionar adecuadamente, uno de los reportes mas antiguos lo
podemos encontrar en el Rigveda (3500 a 1600 A.C.), este antiguo libro sagrado indio narra la
historia de Vishpala una reina guerrera que perdid su pierna en batalla, sus miembros lacerados
fueron tratados con sutura y fue provista de una pierna de hierro. Las formas mds tempranas de
biomateriales fueron generalmente materiales con forma humana empleados de forma externa
sobre el cuerpo [1], los materiales puestos dentro del cuerpo (implantes) generalmente no eran
viables debido a las infecciones. En la década de 1860 el Dr. Joseph Lister desarrollo las primeras
técnicas quirdrgicas asépticas; ademas, a mediados del siglo XX fueron descubiertos los primeros
antibidticos, estos dos acontecimientos permitieron superar la severa restriccion que
representaban las infecciones para implantar materiales en el cuerpo humano [1][2].

La definicién de biomaterial ha ido cambiando en el tiempo con el progreso de la ciencia y la
tecnologia. Desde los primeros registros de biomateriales hasta mediados del siglo XX los trabajos
con biomateriales estaban centrados en algunas propiedades fisicoquimicas basicas como la
resistencia, rigidez, ductilidad, resistencia a la fractura y la corrosion. Los biomateriales no
necesariamente deben de ser inertes en el cuerpo humano; por el contrario, los biomateriales
interactdan con el cuerpo humano a niveles celulares y moleculares. En afios mas recientes, los
trabajos con biomateriales se han centrado en estudiar y manipular la respuesta bioldgica de los
biomateriales. Una de las definiciones mas completas de biomaterial es la siguiente:

Biomaterial. - material destinado a interactuar con los sistemas bioldgicos para evaluar, tratar,
aumentar, o reemplazar cualquier tejido, érgano o funcién del cuerpo [1].

Para comenzar a estudiar los biomateriales, es necesario entender el tipo de enlaces quimicos que
mantienen unidos sus atomos [1]. Los enlaces primarios mantienen juntos los dtomos de una
molécula, las fuerzas atractivas que actuan entre moléculas se les denomina enlaces secundarios,
fuerzas de valencia secundarias, fuerzas intermoleculares o fuerzas de van der Waals [3]. Los
enlaces primaros son el enlace iénico, metalico, covalente y coordinado [1][4], estos enlaces
producen estados mas estables mediante diversos tipos de interacciones entre los electrones de las
capas mas externas de los atomos [3].

Enlace ionico. — Este enlace es formado entre un dtomo metdlico y un dtomo no metdlico. La
configuracién electrénica mas estable para la mayoria de los &tomos, es una capa externa de ocho
electrones llamada octete. El octete puede obtenerse por la donacién de electrones de un atomo a
otro atomo, al donar y recibir electrones, el atomo que dona su electron queda cargado
positivamente y se le denomina catién; por otro lado, el &tomo que recibe el electrén queda cargado
negativamente y se le denomina anidn, la fuerte fuerza de atraccion electromagnética entre el anidn
y el catidn crean un enlace idnico que los mantiene unidos. En las moléculas con enlaces idnicos



cada catién es rodeado por tantos aniones como sea posible, para reducir la fuera de repulsidn
catién-catién y anidn-anién; por lo tanto, los enlaces idnicos son adireccionales, es decir, los enlaces
tienen la misma fuerza en todas las direcciones. La materia con este tipo de enlaces tiene estructura
altamente ordenada, generalmente son sélidos con alta resistencia y rigidez, pero, relativamente
fragiles, ademas, son malos conductores términos y eléctricos; ya que, tanto los &tomos como los
electrones se encuentran fijos y son incapaces de moverse ante estimulos externos.

Enlace metdlico. — Este enlace es formado entre 4tomos metdlicos. Los atomos metalicos tienen un
numero bajo electrones de valencia; ademds, los electrones de valencia no estan firmemente unidos
a ningun atomo; por lo tanto, los electrones de valencia pueden perderse y ganarse facilmente; sin
embargo, no todos los atomos podrdn tener capas completas de ocho electrones. El enlace metalico
es modelado como atomos con carga positiva (cationes) inmersos en un mar de electrones, la nube
de electrones actia como una especie de adhesivo para los cationes evitando ademas la repulsion
cation-catioén. Los enlaces metalicos son adireccionales y los planos de iones tienen la capacidad de
deslizarse unos sobre otros. La materia con enlaces metalicos (metales) tiene estructura altamente
ordenada, generalmente son buenos conductores térmicos y eléctricos; ademds, pueden
deformarse cuando se aplican fuerzas externas sobre ellos.

Enlace covalente. - Este enlace es formado entre atomos no metaélicos, en este enlace los atomos
comparten electrones de valencia para formar capas eléctricamente estables (octete). Los
electrones compartidos no pueden moverse libremente de un atomo a otro; ademas, rara vez son
igualmente compartidos por los dos atomos. Si la electronegatividad de los dos atomos es
aproximadamente igual el enlace generado sera no polar (apolar); de lo contrario, el enlace formado
puede ser polar, es decir, se comportarda como un dipolo. Los enlaces covalentes son fuertes y
altamente direccionales; sin embargo, los 4tomos tienen la habilidad de rotar alrededor de enlaces
simples, es decir, enlaces en donde se comparten solo un par de electrones de valencia. Los
materiales con enlaces covalentes suelen deformarse cuando se aplica sobre ellos una fuerza
externa y generalmente son malos conductores térmicos y eléctricos.

Enlaces coordinados. - Es un enlace similar al covalente, en el que se comparten electrones para
formar octetes estables, pero en el enlace coordinado solo uno de los dtomos comparte sus
electrones, a este dtomo se le denomina donante, al 4&tomo que recibe los electrones para
completar su octete se le denomina receptor. El enlace coordinado tiene propiedades intermedias
entre los enlaces idnicos y covalentes.

Los enlaces secundarios son el puente de hidrogeno, fuerza de dipolo, fuerza de induccidn y fuerza
de dispersion. En este tipo de enlaces no se comparten ni se intercambian electrones, estan
relacionados con la formacién de dipolos, poseen menos del 10% de la fuerza de los enlaces
covalentes y son menos direccionales; sin embargo, pueden influir significativamente en las
propiedades de los materiales.

Puente de hidrogeno. — Cuando el hidrogeno se une covalente a dtomos electronegativos como el
oxigeno, nitrégeno y fltor, se forma un dipolo debido a la distribucién desigual de los electrones, el
atomo de hidrogeno adquiere una carga parcial positiva 6* mientras que el atomo de oxigeno,
nitrogeno o fllor una carga parcial negativa &, el dipolo (6* ,6") produce fuerzas de atraccion
electromagnéticas en los dipolos y iones vecinos, a este enlace se le denomina puente de hidrogeno
y es el enlace secundario mas fuerte.



Fuerza de dipolo. - Debido a la polaridad de muchos enlaces covalentes, diferentes partes de una
molécula pueden tener cargas iguales y opuestas. A distancias grandes dicha molécula actia como
sistema eléctricamente neutro, pero, a distancias pequefias la molécula actia como un dipolo y
puede atraer grupos de moléculas vecinas con cargas opuestas. La fuerza de atraccién dependera
de la alineacidn de los dipolos, dado que la fuerza de atraccién entre dipolos alineados se opone al
movimiento térmico, las fuerzas dipolares dependen criticamente de la temperatura.

Fuerza de induccion. — El campo eléctrico de un dipolo permanente puede causar ligeros
desplazamientos en los electrones de moléculas vecinas. Estos ligeros desplazamientos pueden
producir a su vez distribuciones asimetrias o desiguales de los electrones formando asi dipolos
temporales en moléculas que no tenian dipolos permanentes, a estos dipolos se les denomina
dipolos inducidos y a la fuerza de atraccidn intermolecular entre el dipolo permanente y el dipolo
inducido se le denomina fuerza de induccién.

Fuerza de dispersion. — Los electrones de los atomos y moléculas se encuentran en constante
movimiento y pueden originar dipolos temporales instantdneos en cualquier momento. Estos
dipolos pueden a su vez perturbar los electrones de un atomo o molécula vecina, produciendo un
dipolo inducido. Las fluctuaciones de estos dipolos instantaneos generan fuerzas de atraccion
relativamente débiles, a estas fuerzas de atraccién se les denomina fuerzas de dispersion o fuerzas
de London. Las fuerzas de dispersidén estan presentes en todas las moléculas y en las moléculas
apolares es la Unica fuerza intermolecular presente [1] [3] [4] [5].

Existen diversas formas de clasificar los biomateriales, una de ellas es dividirlos en dos categorias
(naturales y sintéticos) dependiendo de su origen. Sin embargo, la forma mas general de clasificar
los biomateriales, es decir, la clasificacion mas comunmente utilizada divide los biomateriales en
cuatro categorias (ceramicos, metales, polimeros y compositos) dependiendo de su estructura
molecular y el tipo de enlaces que los componen. Cada uno de estos tipos de materiales tienen
propiedades distintas, que determinan su comportamiento y los hacen mas o menos apropiados
para diferentes aplicaciones como biomaterial.

1.1.1 Ceradmicos

Los ceramicos son materiales sélidos caracterizados por tener enlaces iénicos o combinaciones de
enlaces idnicos y covalentes. Usualmente estdn compuestos por elementos metdlicos y no metdlicos
(comunmente nitruros, carburos y oOxidos), pueden tener estructura cristalina o amorfa (no
cristalina). Debido a la naturaleza de sus enlaces los materiales ceramicos son extremadamente
duros, fragiles y dificiles de deformar, tienen un alto médulo eldstico, alta resistencia a la
compresion, pero, baja tenacidad y resistencia a la traccién, en general son buenos aislantes
térmicos y eléctricos, pueden resistir mejor que la mayoria de las otras clases de materiales altas
temperaturas y ambientes quimicos desafiantes [1].



1.1.2 Metales

Los metales son materiales inorganicos cuyos dtomos se mantienen unidos por enlaces metalicos.
La estructura de los metales es principalmente cristalina con 4tomos estrechamente empaquetados
y ordenados. Dado que sus electrones de valencia pueden ganarse y perderse facilmente, los
metales son buenos conductores términos y eléctricos. La fuerte naturaleza de sus enlaces y el
empaguetamiento compacto de sus atomos hacen que los metales sean fuertes y tengan un alto
maédulo de elasticidad, resistencia y puntos de fusidn; ademas, dado que los planos de iones pueden
deslizarse unos sobre otros los metales son ductiles y pueden moldearse en formas complejas. Sin
embargo, pueden ser susceptibles a la corrosién, especialmente en medios con iones de cloruro,
esto puede ser motivo de preocupacién cuando se utilizan como biomateriales; por lo tanto, deben
ser pasivados, es decir, cubiertos con peliculas de materiales inertes [1].

Aungue los metales son cominmente utilizados como implantes de carga y dispositivos de fijacion
en los campos dentales y ortopédicos, también son utilizados en una gran variedad de otras
aplicaciones como cables guia, stents, valvulas cardiacas y electrodos [1].

1.1.3 Polimeros

Los polimeros son macromoléculas de largas cadenas formadas por la unién quimica de un gran
numero de unidades repetidas llamadas mondmeros [6]. Son materiales organicos usualmente
compuestos por carbono, hidrogeno y otros dtomos no metdlicos unidos por enlaces covalentes.
Los polimeros pueden tener estructura cristalina, amorfa o combinaciones de las dos, usualmente
no son buenos conductores térmicos ni eléctricos, son altamente deformables y ductiles ya que sus
cadenas moleculares tienen la capacidad de deslizarse entre ellas (siempre y cuando no estén
entrecruzadas); ademas, sus atomos pueden rotar alrededor de enlaces simples [1].

Los enlaces idnicos normalmente no se encuentran en sustancias macromoleculares, sin embargo,
pueden ser utilizados para entrecruzar cadenas poliméricas [4], un claro ejemplo son los hidrogeles.
Los hidrogeles son redes poliméricas hidrofilicas insolubles en agua [7] y se pueden entrecruzar al
formar enlaces idnicos [8], los hidrogeles tienen la capacidad de absorber grandes cantidades de
agua [7].

Otro enlace quimico que puede estar presente en los polimeros es el enlace coordinado, los
polimeros coordinados tienen arquitecturas periddicas definidas por el ensamblaje de entidades
metadlicas y ligandos generalmente organicos a través de enlaces coordinados [9]. Los polimeros
coordinados estan siendo activamente investigados, algunas propiedades importantes de los
polimeros coordinados son: estabilidad térmica, porosidad, luminiscencia, conductividad eléctrica,
y magnetismo [10].

En los ultimos cincuenta afos, el uso de polimeros como biomateriales ha ido en aumento y son
utilizados extensamente como suturas, revestimientos para cables y dispositivos implantables como
marcapasos, superficies de apoyo para articulaciones totales, mallas reabsorbibles, placas de
fijacién y tornillos, lentes de contacto y andamios de ingenieria de tejidos [1].



1.1.4 Compositos

Los compositos son materiales compuestos por dos o mads tipos de materiales con diferentes
propiedades fisicas, quimicas y mecanicas. Las propiedades o caracteristicas de los compositos estan
determinadas por la forma, tamafio, orientacion, distribucidn, proporciones relativas y propiedades
individuales de cada uno de los materiales que lo componen.

La mayoria de los compositos estan constituidos por solo dos materiales o fases Ilamadas
comunmente matriz y refuerzo. La matriz suele ser un material con relativamente alta ductilidad y
baja resistencia a la fractura que rodea al otro componente, comunmente llamada fase dispersa o
refuerzo. Las propiedades finales de los compositos dependen en gran medida de la geometria y
distribucion del refuerzo; ademads, es necesario que la interfaz entre las dos fases (refuerzo y matriz)
trasfiera adecuadamente los esfuerzos y que mantenga las fases unidas.

El hueso es un ejemplo de un composito, a nivel microestructural tiene particulas de apatita
(particulas ceramicas) actuando como refuerzo distribuido en una matriz de colageno (polimero
natural). Esta combinacién de apatita y colageno da al hueso su fuerza (resistencia a fracturas por
esfuerzo o fatiga) y tenacidad (resistencia a aumentar de la longitud de grietas potencialmente
peligrosas) [11] [12].

1.2 Polimerizacioén

Polimerizacidn es el proceso mediante el cual se producen polimeros. Durante la polimerizacién los
mondmeros (A) se unen entre si para formar dimeros, trimeros, tetrdmeros (Ec. 1.1). Los oligdmeros
(dimeros, trimeros, tetrdmeros,...) son moléculas formadas por un nimero pequefio mondmeros, y
son esencialmente productos intermedios en la reaccidon de polimerizaciéon. Los mondmeros y
oligdmeros se combinan entres si hasta formar largadas moléculas (macromoléculas). El punto en
el que los mondmeros se combinan en una solo molécula en un grado suficiente para ser llamadas
polimero es en gran medida arbitrario [6] [13] [14] .

Monomero = A
Dimero=A—-A
Trimero=A4A—A—-A

Tetramero =A—A—-—A—A

Polimero = [A], (Ecuacion 1.1)



Los copolimeros son polimeros formados por dos o mds tipos de mondmeros diferentes (4, B,....).
Segun la forma en la que estén ordenaos los monomeros, los copolimeros pueden ser clasificados
en alternantes, aleatorios y de bloque.

Copolimero alternante =A—B—-A—-—B—-A—-B—-A—-B—-A—-B—-—A-B
Copolimero aleatorio=A—B—-—B—A—B—-—A—A—-B—-—A—A—-—A—-B
Copolimero en blogque =A—A—A—-—A—-—B—-B—B—-B—-A—A—-A—-A

Dependiendo de su estructura los polimeros pueden clasificarse en lineales, ramificados vy
entrecruzados (Fig. 1.1)
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Fig. 1.1. Polimeros lineales, ramificados y entrecruzados

La capacidad de un mondémero para unirse con mondmeros vecinos es conocida como
funcionalidad, la estructura de los polimeros depende tanto de la funcionalidad de los mondémeros
como de sus condiciones de reaccidn (temperatura, concentracion, etc.) [15]. Los dos principales
mecanismos de polimerizacidn son adicién y condensacion.



1.2.1 Polimerizaciéon por adiciéon

La polimerizacidn por adicion es el método de polimerizacién cominmente mas utilizado. Este tipo
de polimerizacion ocurre en tres etapas distintivas llamadas iniciacién, propagacidn y terminacién.
En la primera etapa la reaccién de polimerizacién es iniciada por un “iniciador” externo que crea
sitios reactivos, en la segunda etapa el crecimiento de las cadenas poliméricas procede
exclusivamente por reacciones entre mondmeros y sitios reactivos en las cadenas del polimero. Los
mondmeros se unen de uno en uno a la cadena polimérica y cada vez que se unen generan nuevos
sitos reactivos al final de la cadena. En la ultima etapa los sitios reactivos son neutralizados y la
propagacion de las cadenas se detiene. Los moneros comunmente utilizados en la polimerizacién
por adicidn son insaturados, es decir, mondmeros con enlaces C=C y/o C=C, durante la
polimerizacidn por adicidn todos los mondmeros son consumidos y no se forman subproductos [13].

1.2.2 Polimerizacion por condensacion

La polimerizacién por condensacion es el segundo método de polimerizacién mas comunmente
utilizado. En este mecanismo se utilizan mondmeros multifuncionales, es decir, con dos o mas sitios
reactivos; de modo que, tanto monémeros como oligdmeros pueden reaccionar para formar nuevos
enlaces. Ademas, cuando los mondmeros u oligémeros reaccionan, eliminan atomos que forman
pequefias moléculas (condensacién), subproducto de la polimerizacion. Dado que, en este
mecanismo las reacciones pueden ser reversibles es necesario eliminar el subproducto para alcanzar
el equilibrio y detener la reaccion. En la polimerizacién por condenacién generalmente se combinan
dos mondédmeros en una estructura alternante [1] [13] .

1.2.3 Polimerizacion por plasma

Los plasmas son gases casi-neutros que consisten en fotones, particulas neutras, particulas
metaestables, iones, radicales y electrones. Los plasmas pueden ser generados artificialmente. La
forma mas comun de generar plasma es mediante fuentes de energia eléctrica. Estos son llamados
“plasmas fuera de equilibrio”, ya que la temperatura o energia cinética de los electrones y las
particulas pesadas (incluidos los iones) es diferente; dado que, solo los electrones reciben energia
del campo eléctrico (generado por la fuente de energia eléctrica); y por lo tanto, alcanzan una
temperatura relativamente alta(varios miles de grados Kelvin) comparada con la temperatura de las
particulas pesadas (alrededor de la temperatura ambiente, aproximadamente 300 grados Kelvin ).
Por esta razdn, los plasmas generados por energia eléctrica son llamados ”plasmas frios” o “plasmas
no térmicos” [16].

Una forma mas conveniente de describir la temperatura es a través de la energia cinética, un
electrén volt (el/) esta definido como la cantidad de energia cinética que adquiere un electrén al
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desplazarse de un punto “a”a un punto “b” cuando la diferencia de potencial eléctrico V, — 1}, =
1volt (leV = 1.6 X 107'° Joules); ademds, la constante de Boltzmann (Kz =1.39 X
10723 Joules * Kelvin™?!) relaciona la energia y la temperatura de una molécula (Ec. 1.2); por lo
tanto, podemos relacionar la energia cinética de los electrones con su temperatura (leV =
11600 Kelvin)

E = KgT (Ecuacién 1.2)

La temperatura promedio de los electrones en plasmas artificiales se encuentra generalmente entre
2-10 eV. Los electrones distribuyen energia por todo el plasma a través de colisiones con moléculas
neutras y dependiendo de su energia pueden generar diferentes especies de plasma. Los electrones
con energia < 3 eV producen colisiones elasticas con minima trasferencia de energia entre la
moléculay el electrén, los electrones con energia entre 3 — 5 eV pueden romper homoliticamente
enlaces covalentes fragmentando moléculas y creando asi radicales, colisiones mas energéticas
(5 — 8 eV) entre electrones y moléculas neutras pueden excitar electrones de niveles centrales de
la molécula neutra al absorber la energia cinética del electrén, produciendo moléculas excitadas
gue solo pueden existir durante breves periodos de tiempo hasta que el electrén excitado regresa
a su estado energético inicial. La transicion del estado excitado al estado inicial puede ser en un solo
paso o en una serie de pasos emitiendo un fotdn en cada paso de transicién. Por ultimo, colisiones
> 10 eV pueden crear iones positivos al liberar un electrén de la molécula neutra como resultado
de la colisién, los electrones liberados pueden ganar energia cinética del campo eléctrico o pueden
ser atraidos por moléculas neutras con alta electronegatividad, creando iones negativos. Colisiones
entre radicales, iones y moléculas neutras pueden producir reacciones quimicas que pueden
clasificarse de forma general en cinco tipos de colisiones (Ec. 1.3).

N + R = NR' (Radical)
R+ R

‘R R (dirradical) o N (molécula neutra)
I+ N =1IN (ion)
I+ R =IR (ion)

It + 1~ =N (molécula neutra)

(N = molécula neutra, R* = Radical,l = ion) (Ecuacion 1.3)

Las moléculas neutras son las especies de plasma mas abundantes (aproximadamente > 99%), las
siguientes especies mas abundantes son los radicales. Algunos investigadores han determinado que
en los plasmas generados en sus centros de investigacion los iones, radicales y moléculas neutras
encuentran en una proporcién aproximada de 1 ion : 500 radicales : 10% moléculas neutras;
por lo tanto, las colisiones entre moléculas neutras y radicales son las mas probables. Como
resultado de dicha colisién se obtienen radicales mas grandes; si ademds, la molécula neutra es
insaturada podria iniciar procesos de polimerizacion en cadena, las siguientes colisiones mas
probables ocurren entre radicales. Como resultado de este tipo de colisiones los radicales pueden



combinarse para formar una molécula neutra o pueden formar dirradicales (moléculas con dos
electrones de valencia no pareados). Las colisiones que implican iones son frecuentemente
ignoradas debido a la baja proporcién de iones en los plasmas frios. No obstante, debido a la alta
proporcién de moléculas neutrales las colisiones entre iones y moléculas neutras son bastante altas
y las colisiones entre iones y moléculas neutras o radicales producen iones mds grandes. Ademas,
mondmeros y oligdmeros pueden protonarse debido a este tipo de colisiones, por ultimo, las
colisiones entre iones resultan en moléculas con carga neutra. En conclusién, las colisiones entre
especies de plasma pueden dar como resultado la formacidn de especies mas grandes.

Las especies del plasma también interactian con la superficie, el flujo de electrones del plasma hacia
la superficie, carga negativamente a la superficie. Por otro lado, al perder electrones el plasma
adquiere una carga eléctrica positiva, produciendo asi una diferencia de potencial entre la superficie
y el plasma denominado potencial de vaina. Cuando el potencial de vaina llega al equilibrio, la
diferencia entre el flujo de electrones y iones positivos hacia la superficie es igual a cero, solo los
electrones con mayor energia pueden llegar a la superficie (los electrones de menor energia son
repelidos por las fuerzas electromagnéticas). La energia cinética de los iones les permite depositarse
en la superficie y crear radicales, pero, también puede erosionar el material ya depositado. Los
radicales y particulas neutras llegan a la superficie sin energia cinética y dependen de su energia
qguimica (electrones de valencia y dobles enlaces) para injertarse en la superficie [17].

La polimerizacion por plasma es frecuentemente utilizada para formar peliculas delgadas en
distintos tipos de superficies (incluidas metales y otros polimeros). Las peliculas sintetizadas por
plasma son ultradelgadas (de 10 nm a algunos cientos de nandmetros), sin poros, homogéneas y
tienen buena adhesidn. Los polimeros sintetizados por plasma son frecuentemente diferentes a los
sintetizados por métodos convencionales debido a su mecanismo de reaccion Unico, en el cual los
mondmeros se entrecruzan, fragmentan y reorganizan para formar un polimero con estructura
irregular en lugar de los polimeros con unidades repetitivas. La estructura irregular mejora las
propiedades mecanicas de las peliculas y la resistencia al envejecimiento, oxidacion y contraccion
[18]. En la polimerizacidon por plasma se pueden utilizar compuestos orgdnicos saturados e
insaturados como mondémero, a diferencia de los métodos convencionales de polimerizacidon que
requieren caracteristicas especificas para los mondmeros, como presencia de dobles enlaces [19].
Ademas, la polimerizacidn por plasma estd libre de agentes contaminantes, ya que, no requiere
iniciadores, no se generan subproductos y la deposicién del polimero esta libre de solventes [17].

1.3 Interacciones Célula-Biomaterial

1.3.1 Biomateriales dentro del cuerpo

La resistencia, elasticidad, conductividad eléctrica, térmica, resistencia a envejecimiento o corrosion
son algunas de las propiedades deseadas de los biomateriales. Sin embargo, aun cuando se logren
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obtener todas estas propiedades deseadas, el comportamiento de un biomaterial con el entorno
gue lo rodea es crucial para su desempefio, adaptar las superficies de los biomateriales para una
interaccion perfecta con el cuerpo humano es una tarea compleja [1,20].

Cuando se implanta un biomaterial en el cuerpo se inicia un proceso llamado reaccion de cuerpo
extrafio (RCE), este proceso tiene dos etapas (aguda y crénica). El dafio tisular y la extravasacidn de
sangre que inevitablemente se produce durante el proceso de implantacidon desencadena la etapa
aguda. Después de implantar un biomaterial en el cuerpo, el biomaterial tiene contacto con fluidos
bioldgicos, las proteinas en los fluidos biolégicos son adsorbidas aleatoriamente por la superficie del
biomaterial (muchas de las cuales se derivan de sangre extravasada, como albumina y fibrindgeno),
tardando de segundos a minutos en cubrir su superficie (formando la llamada matriz provisional).
Las propiedades superficiales de los biomateriales determinardn el tipo, cantidad y conformacién
de las proteinas adsorbidas. La composicidn de la matriz provisional, asi como, la conformaciény la
orientacién de las proteinas pueden cambiar con el tiempo. Las proteinas adsorbidas transforman
el biomaterial en un material biolégicamente reconocible y son estas proteinas la base de todas las
reacciones que pueden seguir ocurriendo en el cuerpo [20,21].

A los pocos minutos de la implantacién, los neutréfilos migran al sitio de la lesion, se adhieren a la
matriz provisional y comienzan a liberar factores que promueven el proceso inflamatorio,
aumentando la permeabilidad vascular y atrayendo monocitos al sitio de la implantacién. Los
monocitos comienzan a diferenciarse en macrdfagos, que a su vez proliferan, pueblan el sitio de la
lesién y se adhieren a la superficie del implante. La adhesién ocurre a través de algunos tipos
particulares de integrinas (receptores de adhesion que median la comunicacion entre los ambientes
extracelular e intracelular [22]) como el a3, que tiene afinidad a algunas proteinas séricas como
fibronectina y fibrindgeno. Los macréfagos adheridos se aplanan sobre la superficie del implante
en un intento de engullirlo y fagocitarlo. Algunos macrdéfagos adheridos al implante comienzan a
fusionarse entre si formando células gigantes de cuerpo extrafio polinucleadas capaces de fagocitar
particulas mas grandes. Al no poder fagocitar todo el implante (debido a su gran tamafio) los
macréfagos secretan enzimas y especies reactivas de oxigeno en un intento de descomponer el
cuerpo extrano en fragmentos mas pequefios. Si los macréfagos degradan y fagocitan con éxito el
implante la RCE termina y el tejido vuelve lentamente a la normalidad; de lo contrario, inicia la etapa
crénica.

Durante la transicidn a la etapa crénica los macréfagos cambian de un fenotipo de activacion pro-
inflamatoria (macrofagos M1) a un fenotipo anti-inflamatorio y generador de tejidos (macréfagos
M2). Los macréfagos M2 atraen y activan poblaciones de fibroblastos locales que proliferan, se
adhieren, cubren a la superficie del implante y comienzan a depositar capas de proteinas de la ECM
formando una capsula. Dicha capsula aisla el implante del tejido circundante y alcanza un estado
estacionario cuando la actividad de los macréfagos M2 ya no es lo suficientemente intensa como
para continuar con la fibrosis del implante. Sin embargo, dado que la fuente de la RCE permanece
presente dentro del cuerpo, si la capsula se dafia o se remueve, la capsula es capaz de volver a crecer
y puede adaptarse si las propiedades del implante cambian. Si bien los procesos celulares de la RCE
estan bien caracterizados, aun se desconoce cuales caracteristicas o propiedades del implante son
las que inicialmente lo etiquetan como extrafio [21].
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1.3.2 Célulasy suentorno

Las células y su microambiente estan vinculadas por una interaccidon dindmica y bidireccional que
rige la fisiologia de todo érgano y tejido [23]. Las integrinas son la principal conexién entre la célula
y su entorno [1]. Una caracteristica Unica de las integrinas es la transmisidn de sefales en ambas
direcciones (las células producen, secretan y remodelan la ECM; a su vez, la ECM transmite sefiales
a las células que influyen en sus caracteristicas y funciones, incluidas proliferacion, migracion y
diferenciacion celular [24] [1]) a través de la membrana plasmatica celular [25]. Las integrinas son
glucoproteinas heterodiméricas transmembranales que funcionan como receptores y consisten en
subunidades o y B (no asociadas covalentemente) con grandes porciones extracelulares
(ectodominio), una region transmembrana de un solo paso y una cola citoplasmatica generalmente
corta [22]. Las colas citoplasmaticas de las integrinas pueden interactuar con varias proteinas del
citoesqueleto (como talina y kindlina) que pueden producir cambios conformacionales de largo
alcance en las integrinas y que modulan positivamente su afinidad por una amplia gama de ligandos
extracelulares, incluidas algunas proteinas de la ECM (como fibronectina, laminina, vitronectina y el
colageno) [26]. Cuando las integrinas se unen a ligandos extracelulares, conectan al citoesqueleto
de actina con su microentorno, transduciendo estimulos mecdnicos y promoviendo la formacién de
adhesiones focales (grupos densos de integrinas localizados en sitios especificos [1]). La sefializacidn
de integrinas finalmente culmina en la inactivacién de integrinas, que es impulsada por procesos
como la inhibicién de la cola citoplasmatica y el reciclaje endocitico [22,26]. En consecuencia, las
integrinas modulan una amplia gama de funciones celulares, incluida la adhesién, migracidn,
organizacion de la ECM, apoptosisy diferenciacion celular [27,28].

La ECM es una red tridimensional dindmica compuesta de una matriz de proteinas (incluidas
colageno, elastina, fibronectina y laminina), proteoglicanos y glicosoaminoglicanos. La ECM rodea y
alberga a las células, proporciona soporte estructural para las células y tejidos, determina y controla
los comportamientos y caracteristicas mds fundamentales de las células, como la proliferacidn,
adhesidén, migracién, polaridad, diferenciacién y apoptosis. La ECM puede cambiar de un érgano a
otro; no obstante, su composicidn es bastante similar en todo el cuerpo. La proteina mas comun de
la ECM (asi como la proteina mas abundante en el cuerpo humano) es el colageno, representando
aproximadamente el 30% de las proteinas de la ECM, el coldgeno es uno de los materiales bioldgicos
mas resistentes a la tension aplicada o fuerza de traccién [1]. El coldgeno y su organizacion
contribuyen en gran medida a establecer las propiedades mecdnicas de los tejidos y aunque su
funcién es considerada como material tisular de soporte (aportando elasticidad y estabilidad),
también posee dominios con afinidad a proteinas de adhesion celular como integrinas.

Al igual que el coldgeno, la fibronectina es otro componente muy abundante de la ECM. Se
considera que la funcién principal de la fibronectina es como proteina de adhesién; puesto que, la
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fibronectina posee multiples dominios con afinidad a diversas moléculas como coldgeno, integrinas,
fibrina, heparina, factores de crecimiento y citocinas. La laminina es otro de los principales
componentes de la ECM y es el componente principal de la membrana basal (un tipo de ECM
pericelular), también posee multiples dominios con afinidad a receptores de la superficie celular
como integrinas, otras moléculas de laminina, coldgeno tipo IV y proteoglicanos. La laminina
comunmente se organiza en grandes cuadriculas poligonales, tejidas junto con el colageno IV en una
configuracién de malla (lattice), el rol de la laminina en la ECM esta asociado con arquitectura y
estabilidad.

La elastina es un componente clave de la ECM, ésta es aproximadamente mil veces mas flexible que
el coldgeno. Su funcidn principal en la ECM es aportar elasticidad y resiliencia, es decir, la capacidad
de deformarse y recuperar su forma original.

Los proteoglicanos consisten en una proteina central a la que se unen covalentemente cadenas
laterales de glucosaminoglucanos. Los glucosaminoglucanos son polisacaridos aniénicos lineales
formados por unidades repetidas de disacaridos. Dado que las cadenas de los glucosaminoglucanos
permiten que los proteoglicanos secuestren agua y cationes divalentes. Los proteoglicanos
confieren resistencia mecdnica a la compresidn, hidratacion de los tejidos y llenado de espacios,
proteoglicanos y glucosaminoglucanos también desempefian funciones bioldgicas ya que pueden
almacenar factores de crecimiento y citocinas. Ademds, glucosaminoglucanos como el acido
hialurénico tienen dominios para proteinas de adhesion celular (como CD44 y RHAMM) y otros
componentes de la ECM [1,24,29-34]. Uno de los principales objetivos en la investigacién moderna
de biomateriales es reclutar la organizacién nativa de la ECM en la superficie del biomaterial [1].
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2 Antecedentes

2.1 Estudio sobre la interaccion célula-biomaterial

Una gran parte de la investigacion actual en biomateriales estd dedicada a estudiar la interaccién
entre células y biomateriales [1]. Estudiar la interaccidon de células con biomateriales puede
proporcionar una gran cantidad de datos particularmente Utiles para dilucidar y controlar los
mecanismos especificos por los cuales las células reciben informacidn de su microentorno. Esta
informacidn también puede ser util tanto en modificaciones tempranas de biomateriales como en
el desarrollo de nuevos biomateriales [23]. Las técnicas in vitro representan uno de los entornos
mds controlables para explorar las interacciones biomaterial-célula; sin embargo, este tipo de
técnicas tienen limitaciones importantes.

El cultivo celular es la técnica cominmente mas utilizada y pueden dividirse en dos tipos: 2D y 3D.
Los cultivos celulares sobres superficies planas (2D) no proporcionan un entorno natural para las
células. Las células sembradas en sustratos 2D se polarizan, manteniendo anclada solo una parte de
su superficie y exponiendo las partes restantes al medio de cultivo. El contacto con las células
vecinas se limita a los bordes planos que comparten entre si, esto contrasta marcadamente con el
entorno natural de los tejidos, en donde cada célula interactia estrechamente con las células
cercanas. El transporte de masa esta alterado, algunas proteinas como las citocinas y factores de
crecimiento se difunden rdpidamente en los medios de los cultivos 2D y llegan a las células de
manera uniforme, mientras que la ECM nativa produce gradientes de difusion que desempefian un
papel clave en la sefializacion y el desarrollo de tejidos [23]. Las deformaciones mecdnicas son
inexistentes incluso en células de tejidos que naturalmente se encuentran sometidas a esfuerzos
mecanicos [1].

Los cultivos celulares 3D generalmente emplean biomateriales como plataformas de cultivo
(andamios) con el objetivo de mimetizar o imitar el entorno nativo de las células [35]. Uno de los
principales desafios al utilizar cultivos 3D es garantizar un adecuado suministro de nutrientes y gases
[23]. Ademas, los andamios restringen temporalmente las células a arquitecturas predefinidas [36],
por lo tanto, las células afrontan limitaciones fisicas que pueden dificultar la proliferacion, migracion
y morfogénesis celular [23].

Imitar el entorno nativo de las células no es simple, las células interactian con la ECM en formas
complejas que aun no terminamos de comprender. Muchos autores coinciden en que un alto nivel
de complejidad no es necesario para muchas aplicaciones; en cambio, sistemas artificiales capaces
de inducir efectos deseados en las células pueden ser empleados como modelos simples [23].
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2.2 Nanoparticulas de polipirrol y polianilina polimerizadas por plasma (NPPPy y
NPPAnN)

Como se menciond anteriormente, la estructura quimica de los polimeros sintetizados por plasma
es irregular [18]. En la Fig. 2.1 se muestra la estructura quimica del polipirrol polimerizado por
plasma (PPPy) propuesta por Kumar et al. [37].

En donde “X” puede ser remplazada por alguno de los siguientes grupos funcionales:

H
N
—NH; —OH = N—CH, A\_

Amina Hidroxilo N-metilmetanamina 1H-azirina
——N=—c=—0 Hzczﬁ—cH3 ——C==CH ——C=N
Metil isocianato 1-propeno Acetileno Nitrilo

Fig. 2.1. Estructura quimica del PPPy propuesta por Kumar et al. [37]. Imagen reportada en el estudio
publicado por Serratos et al. [38].

El polipirrol polimerizado por plasma (PPPy) es un polimero que ha sido utilizado para cubrir tanto
superficies como plataformas de cultivo mostrando promover la adhesion de diversos tipos
celulares [17,39-41]. La adhesion celular es esencial para la formacién, estructura e
integracion de un tejido [42]. La adhesidn celular de las superficies cubiertas con PPPy esta
asociada en parte con los grupos amino presentes en la estructura quimica del PPPy [37,43],
ya que, los grupos amino promueven la adhesién celular [44,45] atrayendo biomoléculas
cargadas negativamente [46]. Ademas, el PPPy ha mostrado ser mas biocompatible que el
polimerizado por otros métodos [47,48]. En lineas celulares (RIN-m y NG 105-15), las nanoparticulas
de PPPy (NPPPy) han sido empleadas para cultivar células en ambientes 3D sin utilizar andamios. A
diferencia de los andamios, las NPPPy no restringen las células a arquitecturas predefinidas, por el
contrario, permiten a las células autoorganizarse formando “microtejidos”. En algunos trabajos, se
ha observado que las células de la linea RIN-m se organizan en una especie de epitelio cuando son
cultivadas en NPPPy [48]. Recientemente se mostrd mediante simulaciones moleculares que algunas
integrinas como las a5, a,f3 Y ;3 pueden unirse favorablemente a sitios del PPPy [38]. Por
lo tanto, las NPPPy pueden ser utilizadas como un sistema artificial simple para emular el entorno
nativo de las células, ya que, permiten realizar cultivos en ambientes 3D, en los cudles, las células
pueden autoorganizarse. Ademas, las NPPPy pueden emular interacciones célula-ECM mediadas por
integrinas.

La anilina es una amina aromatica con estructura quimica similar al pirrol [49,50]. Al igual que el
pirrol, la anilina también puede ser polimerizada por plasma [51]. Tanto el polipirrol (PPy) como la
polianilina (PAn) han mostrado ayudar en la adhesién, proliferacién y diferenciacidon de una gran
variedad de tipos celulares [52—58]. Nanoparticulas de PAn polimerizadas por plasma (NPPAn)
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también podrian ser utilizadas como un sistema artificial simple para cultivos 3D y hasta donde
tenemos conocimiento no existen reportes publicados de NPPAnN utilizadas para cultivos celulares.
Las NPPPy y NPPAnN podrian ayudar a superar algunos de los problemas que actualmente enfrentan
las terapias celulares.

2.3 Terapias celulares cardiacas (TCC)

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de muerte en el mundo. La
Organizacidon Mundial de la Salud estima que el 80% de las muertes por ECV corresponden
a infarto de miocardio y accidentes cerebrovasculares [59,60]. El infarto de miocardio
ocurre como consecuencia del bloqueo repentino de uno o mas vasos sanguineos que
irrigan el corazén [61]. Las arterias coronarias, que son las primeras ramificaciones de la raiz
adrtica, son los vasos sanguineos que irrigan al corazén [61,62].

El miocardio es la capa muscular del corazén, consiste en células llamadas cardiomiocitos
dispuestos en patrones, helicoidal y envolvente circunferencial [63,64], de espirales
superpuestas [65] y unidos a cardiomiocitos vecinos en sus extremos terminales mediante
discos intercalados creando un sincitio cardiaco (Fig. 2.2 a) [62]. Los cardiomiocitos son
células estriadas, ramificadas (“apantalonadas”), tienen muchas mitocondrias, mioglobina,
un nucleo central (cardiomiocitos humanos) [66,67] y estructura tubular compuesta por
cadenas de miofibrillas (Fig. 2.2 b) [62]. Las miofibrillas son haces de fibras formadas por la
unién en serie de sarcémeros (la unidad funcional de los cardiomiocitos) [62,67,68].

Fig. 2.2. (a) Microscopia dptica de un miocardio ventricular humano, con tinciéon tricromica de Gomori para
resaltar las estrias transversales de los cardiomiocitos y los discos intercalados (uniones electromecanicas
especializadas entre miocitos adyacentes) marcados con cabezas de flechas [66]. (b) Microscopia SEM de un
miocardio ventricular de oveja, en donde se pueden apreciar las miofibrillas (MF), el reticulo sarcoplasmico
(SR) y el acoplamiento entre el tibulo Ty el reticulo sarcoplasmico (circulos negros). (x11,360 aumentos) [69].
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Aunque en determinados casos las enfermedades del corazén pueden tratarse,
actualmente no existen tratamientos para recuperar el tejido cardiaco dafiado tras un
infarto de miocardio. Algunas terapias emergentes para reparar o retrasar la remodelaciéon
celular después de un infarto de miocardio son los tratamientos farmacoldgicos [70,71] y
las terapias celulares cardiacas (TCC) [72,73]. Las TCC con células madre pluripotentes
humanas, que hasta ahora son la Unica fuente demostrada y soélida de auténticos
progenitores cardiomiogénicos humanos o cardiomiocitos diferenciados, han mostrado
recuperar la funcién cardiaca en monos macacos con grandes infartos de miocardio, y su
seguridad clinica en humanos estd comenzando a ser estudiada [74-76].

No obstante, los cardiomiocitos son células altamente sensibles a su entorno, se ha
mostrado que cardiomiocitos maduros aislados de ratas sanas cultivadas en superficies 2D
comienzan a tener cambios morfoldgicos asociados con procesos de desdiferenciacion,
necrosis y apoptosis al tercer dia de cultivo [77,78]. Cardiomiocitos maduros trasplantados
en sitios de infarto tendrdn que afrontar no solo entornos nativos alterados por la
formacién de cicatriz [79], si no diversos retos como diferenciacién celular, integracion,
supervivencia y retencidn de las células trasplantadas [76,80]. Algunos de estos problemas
pueden ser superados utilizando andamios para células cardiacas [81].

Los andamios son biomateriales que proporcionan un entorno saludable para la adhesidn,
diferenciacidn, proliferacién y migracion celular [82]. La interaccidn de los cardiomiocitos
con la ECM cardiaca (Fig. 2.3) estd mediada principalmente por las integrinas [42]; por lo
tanto, es probable que los cardiomiocitos se adhieran a las superficies cubiertas con PPPy.
La interaccidn con integrinas influye en una amplia gama de funciones celulares, incluida la
adhesién, migracidn, organizacion de la ECM, apoptosis y diferenciacién celular [27,28].
Ademas, los cardiomiocitos también interactian con los cardiomiocitos vecinos y con otros
tipos de células, realizando funciones mecanicas y eléctricas en el corazén [83]. Por lo tanto,
en la ingenieria de tejidos de cardiomiocitos, es de vital importancia que el biomaterial
utilizado como andamio no limite o interfiera con las interacciones celulares y funciones
mecanicas o eléctricas.
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Fig. 2.3. ECM cardiaca del ventriculo izquierdo de (a) humano (barra de escala 50 um) y (b) raton (barra de
escala 10 um) [84].

Las NPPPy han sido empleadas para cultivar células en ambientes 3D sin utilizar andamios
[48]. A diferencia de los andamios, las NPPPy no restringen las células a arquitecturas
predefinidas; por el contrario, permiten a las células autoorganizarse formando
“microtejidos” [48]. Los nanomateriales se utilizan cada vez mds como parte de los
andamios en la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa [85,86]. Si bien existen
informes de microparticulas poliméricas (50-100 um) utilizadas como andamios para
terapias celulares [87], hasta donde tenemos conocimiento, no conocemos reportes de
nanoparticulas utilizadas para cultivos 3D ni como ayuda en terapias celulares. Las NPPPy y
NPPAn podrian ser utilizadas como un sistema artificial simple para emular el entorno
nativo de células como cardiomiocitos y ayudar a superar algunos de los retos que
actualmente enfrentan las TCC.

2.4 Terapias de reemplazo de células beta pancreaticas (TRCBP)

La diabetes mellitus es una de las principales causas de muerte en el mundo [60]; ademas,
el indice de prevalencia de esta enfermedad ha ido en aumento los ultimos 30 afios [88]. El
trasplante de islotes pancreaticos (IP) es un tratamiento que ha mostrado una marcada
mejoria, principalmente en pacientes con Diabetes mellitus tipo 1. Si bien los efectos advers
os de algunos inmunosupresores son minimos, cuanto mas prolongada sea la exposicidn a
la terapia inmunosupresora, mayor serd el riesgo de tener efectos secundarios
potencialmente graves (infecciones, cancer y toxicidad en tejidos y sistemas) [89-91].
Ademas, no todos los pacientes que recibieron un trasplante de IP registraron periodos
largos de independencia a la insulina (5 a 10 afios) [91]. Para superar este problema, grupos
de investigacién se encuentran desarrollando nuevas técnicas y biomateriales para
encapsular (IP) y evitar el uso de inmunosupresores en las TRCBP [92,93]. Sin embargo,
mantener la funcién de los islotes después del trasplante sigue siendo un gran desafio.
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Multiples factores, incluidos eventos asociados con hipoxia, desencadenan la pérdida de la
funcién de los islotes antes y después del trasplante [94]. Los islotes pancredticos reciben
del 10% al 15% de la sangre arterial a pesar de ocupar sélo el 1-2% de la masa total del
pancreas; por lo tanto, los IP reciben mayor cantidad de O,/volumen que el parénquima
pancreatico. Esto indica que, el O; esta facilmente disponible en las células del IP para
satisfacer las demandas metabdlicas y necesidades fisioldgicas.

Los IP utilizados en para trasplante se aislan del pancreas de un donante por digestiéon
enzimatica y mecanica. Este proceso de aislamiento desconecta los islotes de los tejidos
circundantes, incluidos los vasos sanguineos [94]. Los IP aislados son avasculares, dependen
de la difusién para su nutricion y oxigenacién [95]. El oxigeno que permea a través de la
superficie del IP es utilizado por células en el manto. El desequilibrio entre el suministro y
consumo de O, forma un gradiente de O, dentro de la estructura de los IP. Cuando el
suministro de O; es insuficiente, las células del IP sufren de isquemia que a su vez resulta
en necrosis (las areas necréticas pueden verse como manchas oscuras, llamadas cuerpos
necroticos) [94,95]. Aunado a esto, después del trasplante los islotes estdn expuestos a un
ambiente hipdxico hasta que logren injertarse y vascularizarse; y si bien, se estdn
investigando métodos para revascularizar los IP después de su aislamiento [96,97], esto no
resuelve el problema asociado con el uso de inmunosupresores. Un suministro adecuado
de oxigeno es el factor clave para promover la supervivencia y funcionalidad de los IP
trasplantados [94]. Estudios in vitro han mostrado que los IP pequefios tienen mejor
secrecién de insulina y mayor tasa de supervivencia que los IP grandes [98]. En estudios
clinicos, los pacientes trasplantados con IP mas pequefios tenian mayor probabilidad de
obtener independencia a la insulina [99]. Utilizar IP mas pequefios podria ayudar a tener
mejores resultados en las terapias de reemplazo de las células beta pancreaticas [94,98—
100]; por lo tanto, dispersar los IP en células aisladas o pequenos agregados celulares podria
parecer una buena idea.

Sin embargo, al dispersar las células del islote se pierde la interaccidn de las células con las
proteinas de la matriz extracelular, incluso el aislamiento de los IP tiene efectos adversos
en las células del IP como muerte principalmente de células beta y disminucion de la
expresion de integrinas (a3, a5y av) [101,102]. Ademas, las células beta dispersas tienen
niveles basales de secrecidén de insulina elevados y secretan menos insulina en respuesta a
glucosa [103,104]. Por lo tanto, las células beta dispersas probablemente no son adecuadas
para restablecer la homeostasis de la glucosa.

Algunos de los posibles factores que pueden explicar estas diferencias funcionales son las
interacciones célula beta-célula beta, célula beta-vasculatura y célula beta-células alfa y
delta [104]. En islotes de roedores, las células beta se agrupan en el centro del islote, y los
otros tipos celulares enddcrinos en la periferia del islote rodeando a las células beta [105].
Los islotes humanos pequefnos (40-60 pum) tienen una composicion celular similar a los
islotes de ratdén. En estos, las células beta se agrupan en el centro del islote, las células alfa
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en el manto y tienen vasos sanguineos en su periferia. En islotes humanos mas grandes (>
60 um), los vasos sanguineos penetran el islote y se ramifican dentro de él, la fraccion de
células alfa y delta aumenta; y mientras mas aumenta la fraccidn de células alfa, las células
alfa se encuentran mas abundantemente intercaladas con las células beta en el nucleo del
islote, asi como en su periferia (Fig. 2.4) [106].

Interaccidn célula beta - célula beta. El principal tipo celular en IP sanos son células beta;
por lo tanto, es probable que la mayor parte del drea de superficie de la membrana de las
células beta se encuentre en contacto con la membrana de otras células beta [103]. Las
células beta dentro del islote estan acopladas eléctricamente a través de uniones
comunicantes en sus membranas [107].

A niveles basales de glucosa (3.9 — 5.6 mM [108]) las células beta dentro del islote estan en
gran parte inactivas. Las poblaciones de células beta inactivas suprimen en gran medida
(aunque no por completo) la actividad de otras poblaciones de células beta. Por el contrario,
al aumentar los niveles de glucosa tenderda a incrementar la actividad de diferentes
poblaciones de células beta y el reclutamiento de células beta vecinas [103,107].

Interaccidn célula beta - células alfa y delta. Las diferentes células endocrinas dentro del
islote podrian comunicarse de manera local. La evidencia mas fuerte de este tipo de
comunicacion es la accién paracrina positiva de las células alfa en la secrecion de insulina,
mientras que, el papel inhibidor de las células delta aun requiere una demostracién directa.
En los ultimos afios, un numero asombrosamente grande de factores liberados por las
células de los islotes se han sugerido como reguladores autocrinos o paracrinos de la
secrecidon de insulina. No obstante, la regulacion local in vivo (dentro del islote) de la
mayoria de estos factores candidatos sigue siendo hipotética. Algunos autores consideran
inverosimil que las células beta necesiten tantos niveles locales de control e incluso dudoso
gue puedan lograr una integracién armoniosa de tantas sefiales, a veces contradictorias
[103,109].

Interaccidn célula beta-vasculatura. La mayoria de las células beta tienen uno o mas puntos
de contacto con los vasos sanguineos del lecho capilar. Las células endoteliales y pericitos
secretan membrana basal, que es utilizada por las células beta como sefal para su
crecimiento, posiblemente orientacidn, funcion y expresién génica [103,110].
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Fig. 2.4. Inmunofluorescencia para la deteccion de diferentes hormonas dentro de IP de raton y humano.
Células inmunorreactivas a insulina (células beta) fueron marcadas en rojo, inmunorreactivas a glucagén
(células alfa) en color verde e inmunorreactivas a somatostatina (células delta) en color azul. Imagenes
adquiridas en un microscopio confocal. Barra de escala 50 pm [105].

Las técnicas de cultivo estdndar restringen a las células a una superficie de cultivo
bidimensional limitando y reduciendo aun mas las interacciones célula-célula presentes en
el IP [102,111]. Algunos autores han utilizado proteinas de la matriz extracelular para
funcionalizar microparticulas poliméricas (21 um) y cultivar sobre ellas células del IP,
incrementando la supervivencia de células beta de “algunos dias” hasta por veintiun dias
[112]. Las NPPPy y NPPAn podrian ser utilizadas como un sistema artificial simple para
cultivar células dispersas de IP (CIP), que permitan la formacidn de agregados celulares que
emulen el microentorno nativo de los IP. Ademas, si los agregados celulares formados
tienen un adecuado suministro de oxigeno, las NPPPy y NPPAn podrian ayudar a superar
algunos de los retos que actualmente enfrentan las TRCBP.
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3 Hipotesis

Dado que las nanoparticulas de polipirrol polimerizadas por plasma (NPPPy) tienen la capacidad de
formar agregados tridimensionales en donde las células pueden autoorganizarse, promueven las
interacciones célula-célula, y el polipirrol polimerizado por plasma promueve la supervivencia
celular, un sistema celular constituido con las NPPPy, y las nanoparticulas de polianilina
polimerizadas por plasma (NPPAn) podrian proporcionar un ambiente saludable y en 3D a
cardiomiocitos ventriculares de rata adulta (CVRA), y a células dispersas de islotes pancreaticos (CIP)
por periodos de tiempo mas prolongados que los cultivos tradicionales en 2D.
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4 Obijetivos

4.1 Objetivo general

Estudiar la interaccidn de nanoparticulas polimerizadas por plasma, de polipirrol y polianilina, con
sistemas celulares compuestos por células cardiacas, y células dispersas de islotes pancreaticos
mediante la técnica de cultivo celular.

4.2 Objetivos particulares

e Sintetizar nanoparticulas de polipirrol (NPPPy) y polianilina (NPPAn) mediante la técnica de
polimerizacion por plasma para caracterizarlas con espectroscopia infrarroja (IR) y
microscopia electrénica de barrido (SEM).

e Aislar cardiomiocitos ventriculares (CVRA) de ratas adultas (3 meses de edad) de la cepa
Wistar para comparar las caracteristicas morfoldgicas de los CVRA obtenidos con los CVRA
reportados en otros estudios e identificar mediante SEM algunas de sus estructuras
caracteristicas (miofibrillas, reticulo sarcoplasmico y sarcémero).

e Aislar islotes pancreaticos (IP) de ratas adultas (3 meses de edad) de la cepa Wistar para
comparar las caracteristicas morfolégicas de los IP obtenidos con los reportados en otros
estudios y registrar su secrecion de insulina.

e Examinar caracteristicas morfolégicas de los CVRA y CIP (como la Ri:a, blebbings y dafios
en la membrana celular) y de los agregados celulares (como el tamafo, organizacién celular
y expresion de ECM) mediante imdgenes SEM para identificar cambios morfolégicos
asociados con procesos de desdiferenciacion, necrosis y apoptosis, asi como, comparar las
caracteristicas de los agregados celulares con las de sus tejidos nativos.
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5 Material y métodos

5.1 Animales

Los IP, CIP y CVRA fueron aislados de ratas macho de la cepa Wistar de cuatro meses de
edad (280 a 350 g). Las ratas fueron proporcionadas por el bioterio de la Universidad
Autonoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa. Las ratas se mantuvieron en un ciclo invertido
de luz/obscuridad (12/12 horas) con acceso libre a comida y agua, y fueron manejadas de
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

5.2 Reactivos

La solucion salina balanceada de Hank (HBSS) y HBSS sin calcio y magnesio fueron
preparadas como se muestra en la tabla 3.1. Todas las sales (#C5670, #M2393, #M2773,
#P5405, #P5655, #55761, #53014 y #S5136), D-Glucosa (#G8270), HEPES (#H4034), EDTA
(#03609), pirrol (#131709, grado reactivo, = 98%), anilina (#242284, reactivo grado ACS, >
99.5%) y colagenasa tipo V (#C9263) fueron compradas en Sigma Aldrich. Los medios M199
(#11150059), RPMI1640 (#A1049101, #11875093 y #11879020), suero fetal bovino
(#26140079), antibidtico con antimicdtico (#15240062) y colagenasa tipo Il (#17101015)
fueron comprados en GIBCO. Elsuero de caballo (#35-030-CV) fue comprado en CORNING.

Tabla 3.1. Reactivos utilizados para preparar la HBSS y la HBSS sin calcio y sin magnesio.

HSBSS HSBSS sin calcio y sin magnesio

Reactivos Concentracién Reactivos Concentracién

(mM) (mM)
CaCl; 1.26 KCl 5.33
MgCl, 0.49 KH2POg4 0.44
MgSO4 0.41 NaHCOs3 4.17
KCl 5.33 NaCl 137.93
KH2POg4 0.44 Na;HPO4 0.33
NaHCOs3 4.17 D-Glucosa 5.55
NacCl 137.93 HEPES 25
Na;HPO4 0.33 EDTA 0.25
D-Glucosa 5.55
HEPES 25
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5.3 Nanoparticulas de polipirrol (NPPPy), polianilina-pirrol (NPPANn-Py) y polianilina
(NPPAR)

Las NPPANn, NPPANn-Py y NPPPy se sintetizaron en un reactor de plasma cilindrico. El reactor
estaba formado por un tubo de borosilicato de 20 cm de largo, 9 cm de diametro exterior y
5 mm de espesor. Los extremos del reactor fueron sellados con dos tapas de acero
inoxidable, a través de las cuales se insertaron dos electrodos redondos de acero inoxidable,
de 7 cm de didmetro. Los electrodos fueron conectados a un generador de radiofrecuencias.
Cada una de las tapas de acero inoxidable utilizadas para sellar el reactor tenia dos
aperturas, a través de las aperturas de una de las dos tapas se introdujeron al reactor los
mondmeros para la sintesis. Las aperturas de la segunda tapa se conectaron a un sensor de
presion y una trampa de gases conectada en serie a una bomba de vacio (Fig. 5.1). Las
condiciones de sintesis con las cuales se obtuvieron suficientes nanoparticulas para realizar
todos nuestros experimentos fueron las siguientes: para las NPPAn y NPPANn-Py la presién
en el interior del reactor fue de aproximadamente 0.7 Torr; la frecuencia y la potencia del
generador de radiofrecuencias fueron de 13.56 MHz y 30 W; para las NPPPy la presién en
el interior del reactor fue de 1.6 Torr; la frecuencia y la potencia del generador de
radiofrecuencias fueron de 13.56 MHz y 45 W.
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) - Pirrol

0 €= pilina

e
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Fig. 5.1. Diagrama del reactor de plasma para la sintesis de NPPAn y NPPAn-Py y NPPPy.
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5.4 Aislamiento y cultivo

5.4.1 Cardiomiocitos ventriculares de rata adulta (CVRA)

Las ratas fueron anestesiadas con una inyeccidn intraperitoneal de pentobarbital sédico
usando una dosis de 60 mg/kg. El abdomen y el térax de la rata fueron rasurados, bafiados
con alcohol al 70% y una incisidn fue hecha desde el abdomen hasta las axilas para exponer
la cavidad tordcica. Una vez expuesta la cavidad tordcica, se sacrificd a la rata mediante
dislocacion cervical. El corazon se extirpd y se colocd en un tubo de centrifuga de 25 ml con
10 ml de HBSS frio sin calcio y sin magnesio. El corazén se perfundié utilizando un sistema
Langendorff con 40 ml de HBSS sin calcio y sin magnesio 37°C durante 5 minutos. Se realizé
una segunda perfusién con 40 ml de HBSS con 0,45 mg/ml de colagenasa tipo Il a 37°C
durante 25 minutos. El corazén se colocé en un tubo de centrifuga de 25 ml con 10 ml de
HBSS con 0,45 mg/ml de colagenasa tipo Il en un bafio de agua a 37°C durante 20 minutos.
A continuacién, se colocé el corazén en un vaso de precipitados de vidrio de 50 ml con 10
ml de HBSS frio, en donde la aorta y las auriculas fueron extraidas con ayuda de unas tijeras
quirurgicas. Los ventriculos se cortaron en trozos de aproximadamente 1 mm? con ayuda
de dos bisturis, los trozos de ventriculos se colocaron en un tubo de centrifuga de 25 ml con
10 ml de HBSS frio y se disgregaron mecanicamente agitando gentilmente el tubo de
centrifuga durante 1 minuto. La mezcla obtenida se filtré dos veces, la primera vez se filtrd
con una malla de nailon de 250 um para descartar las partes del tejido cardiaco no digerido
y la segunda vez se filtré con un colador celular de 40 um para eliminar el detritus y los
restos celulares. Los cardiomiocitos obtenidos se lavaron con 30 ml de HBSS frio, se
recolectaron en un tubo de centrifuga de 25 ml con 20 ml de medio M199 y se centrifugaron
a 1200 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante fue descartado, se afiadieron 5 ml de medio
M199 suplementado con suero de caballo al 5%, suero bovino fetal al 5% y antibidtico con
antimicotico al 1%. El botén celular se resuspendid gentilmente con ayuda de una pipetay
los cardiomiocitos fueron almacenados para su uso posterior [77].
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Fig. 5.2. Diagrama de la metodologia para el aislamiento de los CVRA.

5.4.2 Islotes pancreaticos (IP) y Células del IP (CIP)

Las ratas fueron anestesiadas con una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico
usando una dosis de 60 mg/Kg. El abdomen de la rata fue rasurado, bafiado con alcohol al
70% y una incision fue hecha desde la region pubica hasta el diafragma para exponer la
cavidad abdominal. El conducto biliar fue localizado y su extremo en el duodeno fue
blogueado con ayuda de unas pinzas hemostaticas. En el otro extremo del conducto biliar
se introdujo una canula para distender el pancreas perfundiéndolo con 10 ml de HBSS fria
suplementada con 1% de antibidtico con antimicético. El pancreas distendido fue limpiado
de tejido adiposo, extirpado y puesto en una caja Petri de 100 x 15 mm, en donde fue
cortado con tijeras en pequefias piezas de aproximadamente 1 mm?. El pancreas triturado
se coloco en un matraz Erlenmeyer de 50 ml con 20 ml de HBSS suplementada con 1% de
antibidtico con antimicdtico y colagenasa tipo V con una concentracion de 0.3 mg/ml. La
digestion se llevd a cabo en un bafio Maria con agitacion durante 5 minutos a 37°C, el matraz
Erlenmeyer se agité manualmente hasta obtener una mezcla homogénea. La digestion
enzimatica se detuvo afiadiendo 30 mil de HBSS fria con 10% de suero fetal bovinoy 1% de
antibidtico con antimicético. La solucion fue centrifugada a 900 rpm por 10 minutos y el
sobrenadante fue cuidadosamente removido. Este procedimiento se repitié dos veces mas
para finalizar de lavar el tejido digerido. Los islotes pancreaticos fueron recolectados a mano
con ayuda de una pipeta bajo un microscopio estereotaxico. Los islotes pancreaticos
recolectados fueron puestos en tripsina y cultivados a 37 °C por 15 minutos. Los islotes casi
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dispersos se colocaron en medio de cultivo fresco y se dispersaron mecanicamente con la
ayuda de una pipeta [113].
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Fig. 5.3. Diagrama de la metodologia para el aislamiento de los IP y las CIP.

5.4.3 Cultivo

Como medio de cultivo para los CVRA se utilizé medio M199 suplementado con 5% de suero
de caballo, 5% de suero fetal bovino y 1% de antibidtico con antimicético. Para los IP y las
CIP se utilizd6 medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1% de
antibidtico con antimicético. Se utilizaron cajas de cultivo de 35 x 10 mm, la densidad celular
empleada en el estudio de CVRA fue de 1x10* CVRA por caja, en el estudio de IP fue de 20
IP por caja y en el estudio de CIP fue de 40 islotes dispersados por caja.

Para favorecer el contacto entre las células (CVRA, IP y CIP) con las NPPPy, NPPAn-Py y
NPPAn, al inicio del cultivo, las células se depositaron en un tubo de centrifuga de 15 ml con
1 ml de medio de cultivo fresco, se afladieron 200 pug particulas. El tubo fue centrifugado a
1,200 rpm por 5 minutos, el botdn de células y particulas formado, fue gentilmente
dispersado con ayuda de una pipeta, los dos ultimos pasos fueron repetidos dos veces mas
y la suspensién resultante fue puesta en una caja de cultivo. Por ultimo, se agregd 1 ml de
medio de cultivo fresco en cada caja. El mismo protocolo fue empleado para los grupos
control, pero sin usar particulas. El medio de cultivo fue cambiado cada tercer dia, cambios
parciales de medio de cultivo fueron realizados tomando 1 ml de medio de cultivo de la
caja, el medio extraido fue puesto en un tubo de centrifuga de 15 ml y centrifugado a 1,200
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rom durante 5 minutos, el sobrenadante fue cuidadosamente descartado y 1ml de medio
de cultivo fresco fue afiadido al tubo de centrifuga, el medio de cultivo se resuspendio
gentilmente con ayuda de una pipeta y el contenido del tuvo fue puesto de regreso en la
caja de cultivo.

5.5 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Para observar las muestras bioldgicas en el microscopio electrénico de barrido se realizé el
siguiente procesamiento. Las muestras se colocaron en un tubo de centrifuga de 15 ml, los
tubos con las muestras fueron centrifugados a 1200 rpm por 5 minutos y el sobre nadante
fue descargado cuidadosamente. Dos ml de solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
con 5% de paraformaldeido fueron afadidos al tuvo de centrifuga. Las muestras con
paraformaldeido se incubaron durante 48 horas, después de las 48 horas, las muestras
fueron lavadas 3 veces con PBS, se retiré el PBS de las muestras y se afadid 1 ml de
tetradxido de osmio. Las muestras fueron incubadas 2 horas en tetradxido de osmio,
después de las 2 horas, el tetradxido de osmio fue removido y las muestras fueron
deshidratadas lavandolas con soluciones de etanol con concentraciones crecientes,
empezando con 20% de etanol y terminando en 100% etanol, las muestras se secaron por
punto critico, se cubrieron con oro y fueron observadas en un microscopio Jeol JSM 5900
LV.

Las NPPPy, NPPANn-Py y NPPAN se observaron en un microscopio Joel 7600F HRSEM.

5.6 Espectro infrarrojo

El espectro infrarrojo de las NPPPy, NPPAn-Py y NPPAn fue adquirido en un
espectrofotémetro infrarrojo ThermoScientific Nicolet iS5 equipado con un accesorio de
reflectancia total atenuada (ATR), el espectro se adquirio en la region de 600 a 4000 cm™.

5.7 Registro de la secrecion de insulina

Para el registro de la secrecidn de insulina los IP se cultivaron una hora en RPMI-1640 con
baja glucosa (2.75 mM), posteriormente se lavaron con solucion fosfato salina (PBS) y se
cultivaron una hora en RPMI-1640 con alta glucosa (25 mM). Al término del tiempo de
incubacidén, se tomaron 75 ul del sobrenadante en la periferia de cada una de las cajas de
cultivo con ayuda de un microscopio, teniendo cuidado de no tomar IP al adquirir cada una
de nuestras muestras, las muestras se depositaron en crioviales de 1 ml y se almacenaron
en un ultracongelador a -80 2C. La secrecion de insulina de los IP fue cuantificada con un Kit
Elisa para insulina de tipo sandwich de la marca ALPACO con niumero de catalogo 80-INSRT-
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EO1 siguiendo las instrucciones del fabricante, empleando un espectrofotdmetro para
medir la densidad dptica de las muestras a una longitud de onda de 450 nm.

5.8 Andlisis estadistico

El largo y ancho de cada cardiomiocito fue medido usando ImageJ. La relacién Largo:Ancho
(Ri:a) de cada cardiomiocito fue determinada usando Wolfram Mathematica 11. Para el
anadlisis de nuestros datos se utilizé el software Statistical Analysis System (SAS), para
determinar si alguno de nuestros grupos tenia diferencias significativas se realizé una
prueba ANOVA no balanceada y como pruebas “post hoc” se utilizaron las pruebas de
Tukey y de Scheffé [114]. Dado que no se pudieron normalizar los datos de los cuatro
grupos, para verificar los resultados obtenidos se realizé la prueba de Kruskal-Wallis, como
prueba “post hoc” se utilizé el método de Dwass, Steel, Critchlow-Fligner [115].
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6 Resultadosy discusion

6.1 Nanoparticulas de polianilina (NPPAnN), polianilina-pirrol (NPPANn-Py) y polipirrol
(NPPPy)

Nanoparticulas de polianilina (NPPAnN), polianilina-pirrol (NPPAn-Py) y polipirrol (NPPPy)
fueron polimerizadas por plasmay observadas en el microscopio electrénico de barrido (Fig.
6.1). El didametro medio de las NPPAn fue de 730 nm con una desviacion estandar de 190
nm (n=312), el diametro medio de las NPPANn-Py fue de 996 nm con una desviacion estandar
de 370 nm (n=100) y el diametro medio de las NPPPy fue de 330 nm con una desviacién
estandar de 20 nm (n=105) (Fig. 6.1 b,d y f).

Dado que, el didmetro de las NPPPy decrece linealmente con la potencia [116] y que las
NPPAn y NPPAN-Py se sintetizaron a una potencia de 30 W, esto podria explicar porque el
didmetro medio de las NPPAn y NPPAn-Py fue mayor que el didmetro medio de las NPPPy.
Nanoparticulas mas pequefias podrian ser obtenidas incrementando la potencia de sintesis;
sin embargo, estudios previos han mostrado que nanoparticulas con tamafios menores a
100 nm no son adecuadas para ser usadas en cultivos celulares. Por ejemplo, nanoparticulas
de polipirrol sintetizadas por polimerizacion oxidativa fueron endocitadas por células IMR90
y J774A1 [117]. Si bien algunos autores sugieren que el tamafio de las nanoparticulas no es
el principal factor para la endocitosis, se entiende que particulas mas pequeiias ingresan a
la célula con mayor facilidad [118]. Ademas, nanoparticulas sintetizadas a potencias mas
altas probablemente no sean adecuadas para mantener diferenciados a los CVRA. Peliculas
aminadas (PPy, PAn y PAn-Py) polimerizadas por plasma empleando diferentes potencias
de sintesis (20, 30 y 40 W) fueron utilizadas como superficie de cultivo para células N1E-
115. las peliculas sintetizadas a potencias menores a 40 W mostraron ser mas adecuadas
para diferenciar las células N1E-115 obteniendo mayor prolongacién de neuritas [119]; por
lo tanto, consideramos que la potencia de sintesis y el tamafio de las NPPAn, NPPANn-P y
NPPPy son adecuados para los fines de este estudio.
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Fig. 6.1. Imagenes obtenidas en el microscopio electrénico de barrido de las nanoparticulas de
polianilina (a), polianilina-pirrol (c) y polipirrol (e) polimerizadas por plasma. Al lado derecho de
cada microscopia se puede observar un histograma de la distribucién de los didmetros de las
nanoparticulas.
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En la Fig. 6.2 se puede observar el espectro infrarrojo de las NPPAn, NPPAn-Py y NPPPy. En
el espectro infrarrojo de las NPPAn (Fig. 6.2, espectro color amarillo), la banda ancha entre
3600 y 3000 cm™ centrada en 3337 cm™ corresponden a grupos amina y posiblemente a
grupos OH; ya que, al igual que en el PPPy, la PAn polimerizada por plasma (PPAn) podria
oxidarse con el oxigeno atmosférico cuando se abre el reactor al final de la sintesis. Si bien
algunos autores sugieren que el pico en 1603 cm™ también puede estar asociado con grupos
amino, la mayoria de los autores sugiere que los picos dentro de la banda de 1650 a 1400
cm! estdn asociados a enlaces C=C de estructuras quinoides y benzoides de los anillos de
benceno en la PPAN. La banda centrada en 2942 cm™ corresponde a enlaces C-H alifaticos,
mientras que la sefial en 2213 cm™ indica la presencia de enlaces C=C. La presencia de estos
enlaces es evidencia de que los anillos de anilina pueden fragmentarse durante la sintesis y
algunos de los fragmentos pueden deshidrogenarse.

En el espectro infrarrojo de las NPPPy (Fig. 6.2, espectro color azul), tanto la banda ancha
entre 3700 y 3000 cm™ centrada en 3337 cm™ como la banda en 1604 cm™ corresponden
a grupos amina, la presencia de estos grupos es esperada dado que el monémero es pirrol.
La banda ancha centrada en 3337 cm™ también se asocia con grupos OH. La presencia de
grupos hidroxilo probablemente se deba a la oxidacidn de las NPPPy por el oxigeno
atmosférico cuando se abre el reactor al final de la sintesis. La banda centrada en 2937 cm"
! corresponde a enlaces C-H alifaticos, mientras que la sefial en 2217 cm™ indica la presencia
de enlaces C=C o C=N. La presencia de estos enlaces es evidencia de que los anillos de pirrol
pueden fragmentarse durante la sintesis y algunos fragmentos pueden deshidrogenarse. La
sefial a 1452 cm* sugiere vibraciones en el plano de los enlaces C=C y C-H. Finalmente, la
banda a 749 cm™ podria atribuirse a la vibracion del esqueleto y es indicativa de la
formacién de cadenas poliméricas [37,38,43,120].

La diferencia mas importante entre los espectros de las NPPAn y NPPPy se encuentra en la
regidn entre 650 y 850 cm?, los picos de esta regidon corresponden a las disustituciones 1,4
en el anillo de anilina, asi como a enlaces N-H del grupo difenilamina [51,121-124]. El
espectro infrarrojo de las NPPANn-Py (Fig. 6.2, espectro color morado) parece seguir mas la
forma del espectro del polipirrol; sin embargo, es posible observar algunos de los picos
caracteristicos de la polianilina (region entre 650 y 850 cm™), estos resultados indican que
tanto el pirrol como la anilina se co-polimerizaron adecuadamente.
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Fig. 6.2. Espectros infrarrojos de las nanoparticulas de polianilina (NPPAnN), polianilina-pirrol
(NPPAN-Py) y polipirrol (NPPPy) polimerizadas por plasma.

6.2 Cardiomiocitos ventriculares de rata adulta (CVRA)

Los CVRA fueron aislados de un modelo animal murino. Las células tenian la forma
caracteristica de barra y una longitud aproximada de 100 um (Fig. 6.3a) [77,125]. En las
imagenes SEM de los CVRA, fue posible apreciar las miofibras (MF) y reticulo sarcoplasmico
(RS) (Fig. 6.3b) [69]. EI RS forma una red continua que une el sistema tubular transversal
[126]. El sistema tubular transversal forma matrices regulares periddicas que se
correlacionan con la posicién de las lineas Z [126,127]. Las lineas Z se encuentran en los
bordes laterales del sarcomero (la unidad fundamental del musculo estriado) [128]. Los
sarcomeros de los CVRA podrian; por tanto, ser localizados entre dos RS contiguos de una
miofibra.
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Fig. 6.3 Cardiomiocitos ventriculares de rata adulta (CVRA) un dia de cultivo. (a) Microscopia
Optica, podemos observar que los CVRA tienen la forma caracteristica de barra. (b) SEM, podemos
observar estructuras caracteristicas de los CVRA como el reticulo sarcoplasmico (RS) y las
miofibrillas (MF).

Al séptimo dia de cultivo, los CVRA habian perdido su forma caracteristica de barra y
adquirieron una morfologia cuadrada o redonda (Fig. 6.4a). La R.a media de los CVRA a
siete dias de cultivo fue de 2, con una desviacién estandar de 1,4 (n = 156).
Aproximadamente el 86% de los CVRA tenian una Rp:a entre 1y 3 (Fig. 6.4b). Los cambios en
la morfologia de los CVRA comienzan a ser perceptibles al tercer dia de cultivo. Después de
siete dias de cultivo, la mayoria de las CVRA pierden su forma caracteristica de barra y
adquieren una forma cuadrada o redonda (Rua™ 1) [77,129]. La morfologia de los
cardiomiocitos esta relacionada con su expresion génica, la relacién Ri.a es un pardmetro
gue ha sido utilizado para relacionar la forma de los cardiomiocitos con su expresidén génica
[78], los cardiomiocitos cuadrados (Rua= 1) tienen aumentados genes implicados en
procesos de necrosis, apoptosis y desdiferenciacion [77,78]. La esperanza de vida de los
CVRA en cultivo es limitada, aunque se ha reportado mantener CVRA en cultivo hasta por
quince dias [130,131], algunos investigadores reportan que 6-8 dias es un periodo de
tiempo éptimo para el cultivo de CVRA [132,133].
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Fig. 6.4. Card|0m|OC|tos ventrlculares de rata adulta al séptimo dia de cultivo. (a) Microscopia
Optica, (b) Histograma y grafica de barras de la relacién Largo:Ancho.

Los CVRA con NPPAn, NPPAn-Py y NPPPy se mantuvieron en cultivo hasta treinta dias, si
bien se observaron comportamientos similares a lo largo del cultivo, también fue posible
observar diferencias entre los tres tipos de nanoparticulas (NPPAn, NPPAn-Py y NPPPy).
Como comportamiento general se observé que los CVRA se adhirieron a las nanoparticulas
desde el inicio del cultivo, cubriéndose de nanoparticulas generalmente a una semana de
cultivo. Las nanoparticulas con mayor adhesion celular fueron las NPPAnN, seguidas por las
NPPPy y por ultimo las NPPAn-Py. Los agregados celulares comenzaron a formarse desde el
inicio del cultivo, alcanzando su maximo tamafo a la tercera semana y durante la cuarta
semana su tamafo permanecié constante. En las primeras dos semanas de cultivo, los
agregados celulares de mayor tamafio se formaron con las NPPAn, seguido por las NPPPy y
por ultimo las NPPAn-Py. Las NPPAn formaron agregados celulares largos, las NPPPy
agregados celulares amplios y las NPPANn-Py solo algunos pequeiios agregados (Fig. 6.5, 6.6
y 6.7).

Los grupos amina son conocidos por promover la adhesién celular debido a sus cargas
positivas que pueden atraer biomoléculas cargadas negativamente [46]. Ademds de
biomoléculas cargadas negativamente, los grupos amino de las nanoparticulas también
podrian atraer partes de otras nanoparticulas cargadas negativamente; por lo tanto, tendria
sentido que las nanoparticulas con mayor adhesién celular formen también los agregados
celulares de mayor tamafio. Ademas de los grupos amino, los grupos OH también pueden
formar dipolos debido a la electronegatividad del oxigeno; por lo tanto, este grupo funcional
también podria llegar a atraer tanto biomoléculas como partes de otras nanoparticulas
cargadas negativamente. La banda ancha entre 3700 y 3000 cm™ centrada en 3337 cm™ del
espectro infrarrojo estd asociada con grupos amino y OH, y precisamente esta regién se
encuentra disminuida en el espectro de las NPPAn-Py (Fig. 6.2); por lo tanto, esto podria
explicar porque estas nanoparticulas tuvieron menor adhesién celular y no formaron
grandes agregados celulares.
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En la periferia de algunos agregados celulares fue posible observar lo que parecian ser CVRA
que aun mantenian su forma caracteristica de barra (Fig. 6.7). Dado que es dificil ver los
agregados celulares con microscopia dptica, estos se describen mejor mediante SEM.

.

Fig. 6.5. Cardiomiocitos ventriculares de rata adulta con nanoparticulas de polianilina
polimerizadas por plasma. (a) Un dia de cultivo. (b) Ocho dias de cultivo. (c) Quince dias de cultivo.
(d) Treinta dias de cultivo.
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Fig. 6.. Cardiomiocitos ventriculahres de rata adulta con nanoparticulas de polianilina-pirrol
polimerizadas por plasma. (a) Un dia de cultivo. (b) Ocho dias de cultivo. (c) Quince dias de cultivo.
(d) Treinta dias de cultivo.
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Las imagenes SEM de los CVRA cultivados con las NPPAn, NPPAn-Py y NPPPy después de 30
dias, mostraron que algunos CVRA aun mantenian su forma caracteristica de barra y tenian
nanoparticulas adheridas en su superficie. Ademas, también fue posible observar pequeios
grupos de cardiomiocitos alineados (Fig. 6.8). La organizacién de los CVRA en fibras es de
gran importancia para obtener tejidos cardiacos funcionales y sigue siendo uno de los
principales desafios para la regeneracién del tejido cardiaco [134,135].

Las imagenes de microscopia electrénica concuerdan con lo observado en la microscopia
Optica, las NPPAn fueron las nanoparticulas con mayor adhesién celular y capacidad de
formar agregados celulares, seguidas por las NPPPy y por ultimo las NPPAn-PY.
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Fig. 6.8. Microscopia electrdnica de barrido de los cardiomiocitos ventriculares de rata adulta
(CVRA) a treinta dias de cultivo (ay b) NPPAn, (cy d) NPPAn-Py y (ey f) NPPPy. Al lado derecho
podemos observar como algunos cardiomiocitos alin conservan su forma caracteristica de barra

mientras que al lado izquierdo podemos observar algunos agregados celulares con cardiomiocitos
alineados.

Aunque los agregados celulares se fijaron y deshidrataron gentilmente para ser observados en
microscopia electrénica de barrido, durante el proceso de secado a punto critico los agregados
celulares se fragmentaron. Esto nos permitié analizar la morfologia de los CVRA que formaban los
agregados celulares (Fig. 6.9). La Ri..a media de los CVRA cultivadas con las NPPAn fue de 2.5 con
una desviacion estandar de 1.34 (n = 194), y el 68% de los CVRA tenian Ri.a entre 1y 3 (Fig. 6.8 ay
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b). La Ri.a media de los CVRA cultivadas con las NPPAn-Py fue de 2.9 con una desviacién estandar
de 1.29 (n = 101), y el 64% de los CVRA tenian R..a entre 1y 3 (Fig. 6.8 c y d). La Ri.a media de los
CVRA cultivadas con las NPPPy fue de 5 con una desviacidn estandar de 2,12 (n = 88), y solo el 13%
de los CVRA tenian Ri.a entre 1y 3 (Fig. 6.8 e y f).
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Fig. 6.9. Microscopia electrénica de barrido de los cardiomiocitos ventriculares de rata adulta
(CVRA) a treinta dias de cultivo (a) NPPAn, (c) NPPAn-Py y (e) NPPPy. Al lado derecho de cada
microscopia podemos observar un histograma y una grafica de barras de la relacién Largo:Ancho
de los CVRA.
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Para determinar si al menos uno de los grupos (Control, NPPAn, NPPANn-Py, NPPPy) tenia
diferencias significativas se realizé una prueba ANOVA de una via. Dado que el tamaiio de
nuestras muestras era diferente, se realizd una prueaba ANOVA no balanceada [114]. La
prueba determino que al menos uno de los grupos tenia diferencias significativas (P < 0.05).
Para determinar qué grupos tenian diferencias significativas se realizaron las pruebas de
Tukey y Scheffé. Ambas pruebas determinaron que los Unicos grupos sin diferencias
significativas fueron los grupos NPPAN y NPPAN-Py (P < 0.05).

Uno de los requisitos para realizar una prueba ANOVA es que los datos se distribuyan de
manera normal; y dado que, los datos de nuestros grupos no se distribuyen de manera
normal (Shapiro-Wilk, P <0.05). Para verificar los resultados obtenidos con la prueba ANOVA
se realizé la prueba de Kruskal-Wallis, la cudl no asume que los datos se distribuyan de
manera normal [115]. La prueba de Kruskal-Wallis determiné que al menos uno de nuestros
grupos tenia diferencias significativas (P <0.001). Para determinar que grupos tenian
diferencias significativas se utilizé el método de Dwass, Steel, Critchlow-Fligner, este
método también determind que los Unicos grupos sin diferencias significativas fueron los
grupos NPPAn y NPPAn-Py (P < 0.001); por lo tanto, estos resultados coinciden con los
resultados obtenidos con la prueba ANOVA (Fig. 6.10). Al menos hasta por treinta dias, las
NPPAn, NPPAn-Py y NPPPy tuvieron un impacto significativo en la forma de los cardiomiocitos,
y probablemente, en su expresion génica retrasando procesos de desdiferenciacion,
necrosis y apoptosis [77,78].

La opinidon comun en la comunidad cientifica es que el PPy es mas biocompatible que la
PAn. Esta opinidn generalmente aceptada se basa tanto en el nimero de trabajos que
emplean PPy y PAn publicados en la literatura como en comparaciones indirectas de los
estudios realizados con estos dos polimeros [136]. Nuestros resultados muestran una
comparacion directa entre el PPy y la PAn, y son evidencia de que esta opinidon podria
considerarse generalmente como cierta.

Algunos autores sugieren que la mayor biocompatibilidad del PPy puede ser debida a que
el pirrol (Py) es una molécula bioactiva con numerosas aplicaciones en compuestos
terapéuticos (fungicidas, antibidticos, antiinflamatorios, medicamentos para reducir el
colesterol y agentes antitumorales) [137]. En el caso particular de la polimerizacién por
plasma, resulta interesante preguntarse si la diferencia en los resultados es debida a que
las integrinas pueden unirse favorablemente a algunos sitios del PPPy. Otra pregunta
interesante es si las integrinas pueden unirse favorablemente a algunos sitios de la PPAn,
dado que la PPAn también tiene grupos NH y OH en su estructura quimica, y son
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precisamente estos grupos los que produjeron en el PPPy las interacciones mas favorables
con las integrinas [38].
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Fig. 6.10. Grafica de barras de la relacion Largo:Ancho de los cardiomiocitos ventriculares de rata
adulta para nuestros cuatro grupos de estudio (Contro, NPPAn, NPPAn-Pyy NPPPy).

Fibras similares a la ECM cardiaca [138,139] fueron observadas en la superficie de los CVRA
cultivados con las NPPAn, NPPAn-Py y NPPPy (Fig. 6.11). El grupo de estudio en donde se
observé mayor expresion de esta clase de fibras fue en el grupo de las NPPAn, después el
grupo de las NPPPy y por ultimo en el grupo de NPPAn-Py. Este resultado concuerda tanto
con la adhesidn celular observada como con la capacidad de formar agregados celulares de
las NPPAn, NPPAn-Py y NPPPy. Recientemente se ha mostrado que los cardiomiocitos
pueden expresar algunas de las proteinas componentes de la ECM cardiaca [140].

Como se menciond anteriormente, algunos sitios del PPPy pueden unirse favorablemente
a algunos tipos de integrinas [38]. Ademas, quizas algunos sitios de la PPAn también podrian
unirse favorablemente a algunos tipos de integrinas. Y dado que, las integrinas influyen en
una amplia gama de funciones celulares, incluida la organizacién de la ECM [27,28]. Las
NPPAn, NPPAn-Py y NPPPy podrian ayudar a que los CVRA comiencen a expresar su propia
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ECM. Resulta interesante preguntarse si los cardiomiocitos con ECM circundante sana
podrian ayudar a revertir la fibrosis cardiaca.
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Fig. 6.11 Microscopia electrénica de barrido de los cardiomiocitos ventriculares de rata adulta
(CVRA) a treinta dias de cultivo. En estas imagenes podemos observar fibras similares a la ECM
cardiaca [138,139] en los CVRA cultivados con las NPPAn (ay b), NPPAn-Py (cy d) y NPPPy
(e y f). Del lado derecho se muestran los acercamientos de las zonas marcadas en rojo en

las imagenes del lado izquierdo.
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Algunos de los desafios actuales en terapias celulares cardiacas (TCC) son la retencién de
las células en el sitio del infarto [141], el desarrollo de protocolos efectivos para diferenciar
células en cardiomiocitos maduros [142] y entornos nativos alterados por la formacién de
cicatriz o tejido fibrdético [79,140]. La adhesidn celular del PPPy y la PPANn podria contribuir
a mantener las células (o microtejidos cardiacos) en el sitio del infarto, las NPPAn, NPPANn-
Py y NPPPy podrian ayudar a mantener diferenciados los cardiomiocitos trasplantados;
ademas, resulta interesante preguntarse si cardiomiocitos con ECM circundante sana
podrian ayudar a revertir la fibrosis cardiaca, y aun cuando esto no sea posible, las TCC
podrian ser utilizadas en etapas tempranas posteriores a un infarto de miocardio antes de
que se forme el tejido fibrético en el sitio de la lesidn; por lo tanto, las NPPAn, NPPAn-Py y
NPPPy podrian ayudar a resolver algunos de los mayores desafios que actualmente tienen
las TCC.

6.3 Células de Islotes Pancredticos (CIP)

Se aislaron islotes pancreaticos (IP) de rata (Fig. 11a). El didametro medio de nuestros islotes
fue de aproximadamente 160 + 50 um (n=97), el cual varid entre 65 y 330 um, tanto la forma
como el tamano concuerda con lo reportado por otros autores [143,144]. La secrecidn de
insulina de los IP fue registrada durante los primeros cinco dias (Fig. 11b, n=3) al
estimularlos una hora con alta glucosa (25 mM). En los primeros dos dias de cultivo la
secrecion de insulina se mantuvo constante (dia 1=5.71 ng/ml, dia 2=5.59 ng/ml), al tercer
dia de cultivo la secrecion de insulina alcanzé su maximo valor (13.93 ng/ml). El cuartoy
quinto dia la secrecién de insulina decrecié con respecto al tercer dia y se mantuvo
aparentemente constante (dia 4=8.31 ng/ml, dia 5=8.97 ng/ml). No obstante, la mayor
dispersidon de nuestros datos se registrd al quinto dia de cultivo (Fig. 3c). La secrecién
maxima de insulina (registrada al tercer dia) puede estar relacionada con la recuperacion
de los IP después de su aislamiento. Por otro lado, la disminucidn en la secrecién de insulina
(observadas al cuarto y quinto dia) y el aumento en la dispersidn de los datos (registrado al
quinto dia) es probable que esté relacionada con la necrosis, que puede empezar a aparecer
en algunos IP de 14 a 16 horas después de su aislamiento [145].
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Fig. 6.12 (a) Microscopia de los islotes pancreadticos (IP) aislados, el diametro medio de los IP
fue de 160 um, tanto la forma como el tamafio de los IP coincide con lo reportado en la
literatura por otros autores. (b) Grafica de la secrecién de insulina de los IP durante los
primeros cinco dias de cultivo, los puntos azules representan el valor medio de la
secrecion de insulina y las barras verticales arriba y abajo del valor medio representan la
desviacidén estandar.

Los IP se cubrieron con NPPPy (Fig. 6.13 a). Existen diversos estudios en la literatura sobre
el desarrollo de nuevos biomateriales para encapsular IP y protegerlos del sistema inmune
del huésped después del trasplante [93,146,147].

Uno de los desafios alin por resolver es la baja estabilidad de las cdpsulas. Las membranas
poliméricas se agrietan, lo cual limita tanto su estabilidad asi como sus potenciales
aplicaciones clinicas [148]. Las NPPPy no forman una membrana “continua”; por el
contrario, el recubrimiento con NPPPy forma una membrana de pequefias particulas (330
nm) agregadas; por lo cual, la fractura del polimero no deberia de ser un problema.
Membranas poliméricas delgadas han llegado a reportar estabilidad de largo plazo (44 dias);
sin embargo, la estabilidad fue evaluada en eritrocitos y no IP [148]. La estabilidad del
recubrimiento con la NPPPy fue 15 dias, después de este tiempo algunos islotes empezaron
a perder parte del recubrimiento. No obstante, este resultado podria estar mas relacionado
con cambios en la estructura del IP que con la estabilidad de las NPPPy. A siete dias de
cultivo la mayoria de los IP en el grupo control presentaban signos de cuerpos necréticos
(Fig. 6.13 b). Durante la necrosis, las células se hinchan y lisan, el contenido celular se libera
de forma descontrolada en el tejido circundante y atrae células inmunitarias, lo que lleva a
reacciones inflamatorias [149]. Por lo tanto, antes de encapsular o cubrir IP con
biomateriales, se deberia garantizar un adecuado suministro de oxigeno.
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Fig. 6.13 (a) Islotes pancreaticos (IP) cubiertos con nanoparticulas de polipirrol polimerizadas por
plasma, un dia de cultivo. (b) IP a siete dias de cultivo en donde podemos apreciar cuerpos
necroticos en el centro de los IP.

IP fueron dispersados en células aisladas y se cultivaron con NPPAn y NPPPy, hasta por
treinta dias. Si bien se observaron comportamientos similares a lo largo del cultivo entre las
NPPAn y NPPPy, también fue posible observar algunas diferencias entre los dos tipos de
nanoparticulas. Las CIP se adhirieron a las NPPAn y NPPPy desde el inicio del cultivo. Muchas
de las CIP quedaron cubiertas por nanoparticulas desde el primer dia de cultivo, las células
restantes terminaron de cubrirse con nanoparticulas durante la primera semana. También
desde el primer dia de cultivo, se observd la formacion de agregados celulares; no obstante,
la mayoria se hicieron mas pequefios durante los siguientes dias. Solo algunos pocos
agregados celulares mantuvieron o aumentaron su tamafo, observando en su mayoria
pequeiios agregados celulares durante el resto del cultivo. Los agregados celulares de
mayor tamano fueron observados entre la primera y segunda semana, durante la terceray
cuarta semana los agregados celulares no aumentaron su tamano y algunos agregados
celulares se fragmentaron o dividieron en agregados celulares mas pequefios. Las NPPAn
mostraron de nuevo tener mayor adhesién celular y formar agregados celulares de mayor
tamanio (fig. 6.14 y 6.15). La adhesion la evaluamos cualitativamente observando el tamafio
de los agregados celulares formados al inicio del cultivo, asi como su evolucién temporal.
También relacionamos la adhesion celular con la capacidad de mantener el tamafio de los
agregados celulares después del secado a punto critico.
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Fig. 6.14 Células dispersas de Islotes pancreaticos (CIP) cultivadas con nanoparticulas de polianilina
polimerizadas por plasma (NPPAn). (a) Un dia de cultivo. (b) Ocho dias de cultivo. (c) Quince dias
de cultivo. (d) Treinta dias de cultivo.
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polimerizadas por plasma (NPPPy). (a) Un dia de cultivo. (b) Ocho dias de cultivo. (c) Quince dias
de cultivo. (d) Treinta dias de cultivo.

Las CIP cultivadas con las NPPPy formaron pequefios agregados celulares, generalmente
menores a 60 um y solo algunos pocos agregados tenian un tamafo mayor a 60 um,
simulaciones computacionales han mostrado que el oxigeno se distribuye uniformemente
en islotes pequefos (< 60 um) [150]. Por lo tanto, la mayoria de los agregados celulares
que se formaron con las NPPPy deberian tener un adecuado suministro de oxigeno. Por otro
lado, las CIP cultivadas con las NPPAn formaron algunos agregados celulares con diametros
mayores a 60 um, que pueden no tener un adecuado suministro de oxigeno. Por lo tanto,
las NPPPy parecen ser mds adecuadas para ser utilizadas en las TRCB.

Para observar con mayor detalle los agregados celulares formados a treinta dias de cultivo
las CIP se fijaron y fueron observadas en microscopia electrénica de barrido. En las CIP
cultivadas con las NPPAnN se observaron algunas CIP con dafios en su membrana celular (fig.
6.16). Ademds, también fue posible observar evaginaciones de la membrana celular
denominadas blebbings o ampollas (que concuerdan con las caracteristicas de blebbings
reportadas por otros autores [151]), estas ampollas son una caracteristica morfolégica de
las células que experimentan una etapa tardia de apoptosis, asi como, evidencia inminente
de muerte celular [152,153]. Ademads, son un marcador importante de lesion celular
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[154,155] y puede ser un indicador de viabilidad celular [156]. El encogimiento celular es
otro cambio morfolégico descrito generalmente en etapas tardias de muerte celular
(aunque en algunos tipos celulares este cambio puede ocurrir en etapas tempranas) [157];
por lo tanto, es probable que las CIP de la fig. 6.16 sean CIP en etapas tardias de apoptosis.

Fig. 6.16 Células dispersas de Islotes pancreaticos (CIP) cultivadas con nanoparticulas de polianilina
polimerizadas por plasma (NPPAn) a treinta dias de cultivo. (a y b) CIP con dafios en su membrana
celular, también se pueden observar evaginaciones esféricas en la membrana (blebbings)
relacionadas con procesos de apoptosis.

También fue posible observar CIP aisladas sin aparentes dafios o ampollas en la membrana
celular (fig. 6.17 a), CIP con algunas fibras sobres su superficie (fig. 6.17 ay b) y pequefios
agregados celulares (< 60 um) con y sin daifo aparente en su membrana celular (fig. 6.17
d, e yf). En las CIP con dafios en su membrana celular que formaban parte de los agregados,
la presencia de blebbings o cambios en su tamafo no fue tan evidente como en las células
aisladas de la fig. 6.16. No obstante, este tipo de dafio celular podria explicar porque los
agregados celulares se fragmentaron en agregados mas pequefios o células aisladas (fig.
6.17cvye).
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Fig. 6.17 Células dispersas de Islotes pancreaticos (CIP) cultivadas con nanoparticulas de polianilina
polimerizadas por plasma (NPPAn) a treinta dias de cultivo. (a) CIP sin aparente dafio o ampollas en
su membrana celular. (a y b) CIP con algunas fibras en su superficie. (c) CIP que parece haber estado
formando parte de un agregado celular. (d, e y f) Agregados celulares formados por las CIP y NPPAn,

i ol o ¢ 2

(e) algunos agregados pueden haberse fragmentado en agregados celulares mas pequefios o en CIP
aisladas. (d y f) CIP con y sin aparentes dafios en su membrana celular formando agregados
celulares.
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En la mayoria de las CIP cultivadas con las NPPPy no se observaron CIP con dafios evidentes
en su membrana celular, ampollas o encogimiento (fig. 6.18 b). Sin embargo, fue posible
observar CIP que parecen estar empezando a desarrollar ampollas en su membrana celular
(fig. 6.18 a), lo cudl podria ser un indicador de etapas mds tempranas de apoptosis. También
se observaron algunos agregados que parecen haberse fragmentado o dividido en CIP
aisladas o agregados mas pequefios (fig. 6.18 ¢, d y e). No se observaron fibras sobre la
superficie de las CIP cultivadas con las NPPPy.

A treinta dias de cultivo, aproximadamente en el 41% de las CIP cultivadas con las NPPAn
no se observaron signos de algun tipo de dafio, ampolla o encogimiento de su membrana
celular (n=17); mientras que en las CIP cultivadas con las NPPPy dicho porcentaje fue de
aproximadamente 53% (n=15). Las CIP pueden sobrevivir hasta por tres semanas con
técnicas estandar de cultivo (2D), aunque, con un porcentaje de viabilidad celular de
alrededor del 11% [112], es decir, que aproximadamente solo una de cada diez células
permanecia viva. Ademas, en comparacion con las NPPAn, las NPPPy parecen promover de
mejor manera la supervivencia de las CIP, lo cual concuerda con los resultados obtenidos
con los CVRA. Si bien estos resultados son preliminares y es necesario realizar mas estudios
para comprobarlos, estos resultados indican que las NPPAn y NPPPy pueden estar
promoviendo la supervivencia de las CIP.

Dependiendo del sitio del trasplante y de la especie, la revascularizacién de IP ocurre de
diez a treinta dias después del trasplante [94,158-160]; por lo tanto, las NPPPAn y NPPPy
podrian ser utilizadas para promover la supervivencia de agregados celulares hasta que
sean revascularizados. Promover la supervivencia de las CIP es un resultado importante; no
obstante, algunos investigadores sugieren no utilizar las células beta en cultivo por mas de
una semana, dado que las células beta cambian con el tiempo durante el cultivo, envejecen
y pierden algunas de sus caracteristicas [161]. Dado que las NPPAn, NPPAn-Py y NPPPy
ayudaron a retrasar procesos de desdiferenciacion en CVRA; por lo tanto, las NPPAn y
NPPPy podrian no solo ayudar a promover la supervivencia de las CIP sino también a
mantener diferenciadas las células beta por mayores periodos de tiempo. En particular seria
interesante estudiar la secrecidn de insulina durante el tiempo de cultivo; sin embargo, este
estudio se deja como investigacidn para trabajos futuros.
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Fig. 6.18 Células dispersas de Islotes pancreaticos (CIP) cultivadas con nanoparticulas de polipirrol
polimerizadas por plasma (NPPPy) a treinta dias de cultivo. (a) CIP con pequefias ampollas en su
membrana celular que podrian estar asociadas a etapas tempranas de apoptosis. (b) CIP sin
aparente dafio o ampollas en su membrana celular. (c, d, e y f) Agregados celulares formados por
las CIP y NPPPy en donde se observa que algunos agregados parecen haberse fragmentado o
dividido en agregados celulares mas pequefios o CIP aisladas.
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7 Conclusiones

Se obtuvieron nanoparticulas de polianilina (NPPAnN), polianilina-pirrol (NPPAN-Py) y polipirrol
(NPPPy), mediante la técnica de polimerizacidn por plasma, con forma esférica, didametro medio de
730, 996 y 330 nm respectivamente, y con grupos amino y OH en su estructura quimica. Los grupos
amino y OH en la estructura quimica de las nanoparticulas estuvieron relacionados con la
adhesion celular y con su capacidad para formar agregados celulares.

Los cardiomiocitos ventriculares aislados de las ratas adultas (CVRA), presentaron la
morfologia y estructuras caracteristicas de los cardiomiocitos aislados y reportados por
otros autores.

Los islotes pancreaticos (IP) aislados de las ratas adultas, presentaron la morfologia
caracteristica de los islotes pancreaticos aislados y reportados por otros autores, secretaron
insulina y continuaron secretando insulina al menos hasta por cinco dias de cultivo.

Los cambios morfolégicos de los CVRA en cultivo, relacionados con procesos de
desdiferenciacién, necrosis y apoptosis, son retrasados por las NPPAn, NPPANn-Py y NPPPY. La
organizacién de algunos grupos de CVRA fue semejante a la organizacidn de los cardiomiocitos en
el miocardio, ademas, los CVRA expresaron fibras similares a la matriz extracelular cardiaca.

En el 41% y 53% de las CIP cultivadas con las NPPAn y NPPP durante treinta dias, no se
observaron marcadores de lesiones celulares. El tamafio de algunos agregados celulares que
formaron las CIP con las NPPANn fueron semejantes al tamano de IP. En general, el tamafo de
los agregados celulares que formaron las CIP con las NPPPy fue menor a 60 um.

Las NPPAn y NPPPy tienen la capacidad de interactuar con sistemas celulares como CVRA
y CIP. Algunas de las interacciones que pueden proporcionar las NPPAn y NPPPy son:
adhesién, capacidad para formar agregados celulares 3D, interacciones célula-célula,
organizacién celular; ademas, promueven la supervivencia, expresion de ECM vy retrasan
procesos de desdiferenciacion.
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8 Perspectivas a futuro

Estudiar el efecto que tiene la potencia de sintesis en las propiedades fisicoquimicas de las
nanoparticulas de polianilina (NPPAN) y polipirrol (NPPPy) polimerizadas por plasma, asi
como en su capacidad para interactuar con sistemas bioldgicos, en particular con
cardiomiocitos ventriculares de rata adulta (CVRA). Dados los resultados obtenidos en las
peliculas aminadas polimerizadas por plasma (polialilamina, polialilamina-pirrol y
polipirrol) [119], las NPPAn y NPPPy sintetizadas a potencias bajas (< 40 W) podrian
retrasar mas los cambios morfolégicos de los CVRA, asociados con procesos de
desdiferenciacidn, necrosis y apoptosis, que las NPPAn y NPPPy sintetizadas a potencias
mayores ( =40 W).

Determinar mediante simulaciones moleculares y pruebas experimentales si algunos tipos
de integrinas pueden unirse favorablemente en algunos sitios de la polianilina polimerizada
por plasma (PPAnN).

Determinar si las fibras observadas en los CVRA son ECM cardiaca, investigar el tipo y
porcentaje de proteinas presentes, intentar estimar las caracteristicas mecanicas de la ECM
expresada por los CVRA y comparar los valores obtenidos con los valores reportados de la
ECM de tejido cardiaco sano.

Estudiar la funcionalidad y estructura (tipo de poblaciones celulares y su organizacién) de
los agregados celulares formados por las NPPAn y NPPPy; y emplearlos en modelos
animales de terapias celulares cardiacas (TCC) y terapias de reemplazo de células beta
pancreaticas (TRCBP).
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