UNIVERSIDAD
AUTONOMA

Casa abierta al tiempo METROPOL'TANA
Unidad Iztapalapa

DIVISION DE CIENCIAS BASICAS E INGENIERIA
POSGRADO EN CIENCIAS EN INGENIERIA BIOMEDICA

“ANALISIS DE POLIMEROS AMINADOS SINTETIZADOS POR PLASMA
SOBRE LA FORMACION DE REDES NEURONALES BIOLOGICAS
FUNCIONALES FORMADAS IN VITRO”

TESIS PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTORA EN CIENCIAS (INGENIERIA BIOMEDICA)

M. en C. ESTEPHANNY JOCELYN ALVARADO MUNOZ
Matricula: 2171801319
Correo: ej.almuz@gmail.com

DIRECTORES DE TESIS:

DR. JUAN MORALES CORONA

Dpto. de Fisica, Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa (UAM-I)

DR. CARLOS ENRIQUE OROZCO BARRIOS

Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Neurolégicas, Centro Médico Nacional
Siglo XXI (IMSS-CONACyT)

JURADO:
DRA. PHAEDRA SURIEL SILVA BERMUDEZ (PRESIDENTA)
DR. GERARDO MUNOZ HERNANDEZ (SECRETARIO)

DRA. DORA LUZ CORONA QUINTANILLA (VOCAL)

DRA. SANDRA ADELA OROZCO SUAREZ (VOCAL)

DR. HUMBERTO VAZQUEZ TORRES (VOCAL)

Ciudad de México, Iztapalapa
31 de mayo 2024


mailto:ej.almuz@gmail.com

ACTA DE DISERTACION PUBLICA
Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA e
Matricula: 2171801319

ANALISIS DE POLIMEROS

AMINADOS SINTETIZADOS POR En la Ciudad de México, se presentaron a las 9:00 horas
PLASMA SOBRE LA FORMACION DE del dia 31 del mes de mayo del afio 2024 en la Unidad
REDES NEURONALES BIOLOGICAS I2tapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana,’ los
FUNCIONALES FORMADAS 1IN suscritos miembros del ‘jurado;

VITRO.

DRA. PHAEDRA SURIEL SILVA BERMUDEZ
DRA. DORA LUZ CORONA QUINTANILLA
DR. HUMBERTO VAZQUEZ TORRES

DRA. SANDRA ADELA ORQZCO SUAREZ
DR. GERARDO MUROZ HERNANDEZ

Bajo la Presidencia  de -la primera 'y con, caracter de
W Secretario el ultimo, se reunieron a la presentacién de la

Disertacién Publica cuya  denominacién aparece al margen,
para la obtencién del grado de:

DOCTORA EN CIENCIAS (INGENIERIA BIOMEDICA)

DE: ESTEPHANNY, K JOCELYN ALVARADO MUNO2Z

y de acuerdo con el.articulo 78 fraccién IV del Reglamento
de Estudios Superiores de la Universidad ‘Auténoma

AT 3 Y/ Metropolitana, los miembros del jurado resolvieron:
LJ e o
ESTEPHANNY JOCELYN ALVARADO MURNOZ
LA X X ]
L ALUMNA
o : v NEROE AR Y
REVISO

Acto continuo, la presidenta del jurado comunicé a la
interesada el resultado de la evaluacién y, en  caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.

(\

. ROSEIASERRANO DE LA PAZ
D RA BE S|SYEMAS ESCOLARES
— J
)
o X 3 j
DIRECTOR DE LA DIVISION DE CBI PRESIDENTA VOCAL
CQQNJ. LIWMOS(lhAG{D EE% ;
DR. ROMAN LINARES ROMERO .« DRA. PHAEDRA SURIEL SILVA BERMUDEZ DRA. DORA LUZ CORONA QUINTANILLA
J U J L )
— N N S
\ VOCAL : VOCAL SEC 10
, : J a,w[/u/@*-Of 04 &2, 73
DR. HUMBERTOVAZQUEZ TORRES DRA. SANDRA ADELA OROZCO SUAREZ DR. GERAR HERNANDEZ
— .\ .\




Agradecimientos

A CONAHCYyT por el apoyo con la beca de doctorado nimero 622686.

A mis tutores por el apoyo y ensefianzas a lo largo de mi posgrado.
Al jurado por su valioso tiempo, consejos y aportaciones a este trabajo.

Alos Doctores Guadalupe Olayo, Roberto Olayo y Guillermo Cruz, por ser mis maestros
académicos y de vida.

A todos los integrantes del equipo de trabajo de los centros de investigacion ININ, IMSS,
CINVESTAV, UAM-I y Proyecto Camina.

A mis compafieros y amigos Diana Osorio, Omar Uribe y Teresa Gémez, por todo su
apoyo y amistad.

A mi familia por ser mi razén para cumplir mis metas.

No basta saber, se debe también aplicar. No es suficiente querer, se debe también hacer.

-Goethe


https://proverbia.net/autor/frases-de-goethe

Resumen

Este trabajo presenta un estudio detallado de la fisicoquimica de los polimeros
aminados sintetizados por plasma de pirrol (PPy) y alilamina (PAl) dopados con iodo y
el copolimero de ambos, sus cambios de acuerdo con la potencia de sintesis y el efecto
de estos sobre la diferenciacion neuronal y la sinaptogénesis. Esta investigacidn se
centra en dar respuesta a los posibles mecanismos bioldgicos de estos materiales sobre
la recuperacion motora que ha sido observada en ratas en modelos de lesiéon de médula
espinal con el uso de implantes poliméricos en pastilla y mesoparticulas.

Se obtuvieron polimeros de PPy-I, PAl-1 y PPy/PAl-I a potencias de 20 W, 30 Wy 40 W
sobre sustratos de vidrio, asi como peliculas sueltas para obtener mesoparticulas. Se
caracterizaron fisicoquimicamente para identificar los grupos funcionales presentes y
los estados quimicos de cada uno. También se realizaron derivaciones quimicas
mediante compuestos fluorados con el fin de obtener el porcentaje de aminas
primarias, secundarias y grupos -OH, los cuales son de especial interés debido a sus
propiedades de biocompatibilidad. Finalmente se realizaron tratamientos de estos
polimeros, como recubrimientos y mesoparticulas, sobre una linea celular de origen
neuronal, con el fin de estudiar su efecto de diferenciacion y sinaptogénesis mediante
marcadores de neuronales, de los que se obtuvieron imagenes por microscopia confocal
y se analizaron con programas y plugins especificos de neurociencia.

Se encontr6 que la potencia de sintesis tiene efecto sobre las propiedades
fisicoquimicas de los polimeros. Los materiales poliméricos de mesoparticulas de PPy-
[y PAI-I tienen una clasificacién de materiales semiconductores lo cual podria ayudar a
potenciar ciertas rutas metabolicas de células excitables como neuronas. Se mostré un
efecto de diferenciacion celular de la linea N1E-115 con tratamiento de los polimeros
PPy-1, PAl-1y PPy/PAl-], asi como el incremento de la expresion pre y post sinaptica con
la utilizacion de las mesoparticulas como tratamiento a las 96 h y a las 120 h post

estimulo de diferenciacion.



Abstract

This work presents a detailed study of the physicochemical properties of aminated
polymers, Polypyrrole (PPy) and Polyallylamine (PAl), synthesized by Plasma, both
doped with iodine, as well as their copolymer. The investigation explores the change of
polymers with the synthesis power and their effects on neuronal differentiation and
synaptogenesis. The focus of this research is to elucidate in vitro the potential biological
mechanisms of these materials on the motor recovery that has been observed in rats in
spinal cord injury models when utilizing polymeric implants in pellet and
mesoparticles.

PPy-I, PAl-1, and PPy/PAl-I polymers were obtained at synthesis powers of 20 W, 30 W,
and 40 W, on glass substrates, along with films to obtain mesoparticles. These polymers
were physical chemical characterized to identify the present functional groups and
chemical states of each one. Chemical derivatization was also performed using
fluorinated compounds to determine the percentage of primary and secondary amines
and -OH groups, which are of particular interest due to their biocompatibility
properties. Finally, treatments of these polymers were administered to a neuronal-
origin cell line to study their effects on differentiation and synaptogenesis using
immunofluorescence markers. Images were obtained through confocal microscopy and
analyzed with specific neuroscience programs and plugins.

The synthesis potency was found to influence the physicochemical properties of the
polymers. The PPy-I and PAI-I mesoparticle polymer materials have a classification of
semiconducting materials that could help improve certain metabolic pathways of
excitable cells of cells such as neurons. A cell differentiation effect of the N1E-115 line
was shown with PPy-I, PAl-1 and PPy/PAl-I polymer treatment, as well as increased pre-
and post-synaptic expression with the use of the mesoparticles as treatment at 96 h and

120 h after differentiation stimulus.
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1. Introduccion

Los biomateriales son materiales disefiados para interactuar con sistemas bioldgicos,
ya sea como implantes, recubrimientos para dispositivos médicos o andamios para
ingenieria de tejidos. Estos materiales tienen el propdsito de imitar las propiedades
fisicas y quimicas de los tejidos biolégicos nativos y, por lo tanto, tienen la capacidad de
suplir, regenerar o mejorar su funcion. Algunos usos que se le han dado a los
biomateriales en el campo médico y biomédico son protesis de cadera, valvulas
cardiacas, revestimientos de implantes dentales, entre otros.

Los polimeros son ampliamente utilizados como biomateriales en aplicaciones
biomédicas, debido a que pueden ser disefiados para ser biocompatibles y
biodegradables, gracias a esto, aumenta su capacidad de imitar las propiedades de los
tejidos biolégicos. También pueden ser disefiados para ser flexibles o rigidos, y pueden
ser lo suficientemente resistentes para soportar la tensiéon y la deformaciéon sin
romperse. Uno de los polimeros mas utilizado como biomaterial es el PPy, o polipirrol,
el cual tiene aplicaciones en la ingenieria de tejidos para la regeneracion de tejidos
nerviosos y musculares, asi como recubrimiento para implantes metalicos para mejorar
la osteointegracidn, gracias a que es un material conductivo eléctricamente y a sus
propiedades de biocompatibilidad y bioactivas. También se ha explorado con ese
polimeros en el area farmacolégica como material para la liberaciéon de farmacos,
permitiendo la liberacion controlada de agentes terapéuticos en el sitio de implante por
un periodo prolongado de tiempo.

Otro de los polimeros biocompatibles con mayor uso en el area de la biomédica es la
PAl, o Polialilamina, es un polimero electroconductor que se ha utilizado para
incrementar la biocompatibilidad de dispositivos médicos debido a la carga de sus
grupos funcionales que inducen la adhesion celular, asi como la proliferacion de estas.
Otra de las caracteristicas de la PAl que destaca en su uso para dispositivos
biocompatibles es debido a que puede tener una carga superficial positiva a pH
fisiologico debido a los grupos aminos en su estructura. Esta caracteristica puede
facilitar la interaccién favorable con células y tejidos biolégicos, ya que muchas células

tienen una carga negativa en su superficie.
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Los polimeros se pueden obtener por diferentes técnicas de polimerizacion, pero la que
se explora en este trabajo es la polimerizacion por plasma, la cual tiene varias ventajas
sobre otras técnicas de polimerizacién, debido a sus practicamente nulos productos
secundarios, con excepcidn de oligdmeros de bajo peso molecular, ya que no se requiere
de iniciadores, catalizadores o terminadores de reaccidon. Esto debido a la naturaleza de
la sintesis, la cual se da por la aplicacién de descargas de radio frecuencia, excitando el
monoémero que entra en forma de gas al reactor y asi, debido a la aceleracién y choque
entre las particulas se forma el polimero. Lo que resulta en un polimero limpio y de bajo
costo de produccidn, sin embargo, debido a la naturaleza de la polimerizacién se forman
polimeros entrecruzados los cuales tienen la caracteristica de tener bajas
conductividades eléctricas, por lo cual se requiere de un “dopante” o lo que es lo mismo,
un agente o elemento externo que se integre al polimero durante la sintesis e
incremente los sitios polares ayudando al movimiento de electrones y por lo tanto a la
conductividad eléctrica; esta caracteristica es importante en los polimeros
biocompatibles, sobre todo, los que se pretenden para un uso en sistemas bioldgicos
celulares o de tejidos nerviosos.

El trabajo de tesis muestra un estudio fisicoquimico de diferentes polimeros
biocompatibles sintetizados por plasma y dopados con iodo Polipirrol (PPy-I),
Polialilamina (PAI-I) y el copolimero de ambos Polipirrol/Polialilamina (PPy/PAl-I),
sobre todo del contenido de grupos funcionales reportados como estimulos para la
adhesion y proliferacion celular, asi como su efecto sobre la diferenciacion neuronal y
la sinaptogénesis en un ambiente controlado sobre la linea celular N1E-115 de origen

neuronal.
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2. Marco teérico

2.1 Biomateriales

La ciencia de los biomateriales es el estudio (desde la perspectiva fisica y/o biolégica)
de los materiales con especial referencia a su interaccion con el entorno bioldgico y por
lo tanto un biomaterial se define como un material que es usado en una forma o
estructura especifica para fabricar prétesis o dispositivos biomédicos que tienen la
intencion de remplazar o recuperar una funcién dafiada del cuerpo con el fin de salvar
o mejorar la calidad de vida de una persona [1].

Tradicionalmente, en el campo de los biomateriales se ha hecho hincapié en la sintesis,
la caracterizacion y la biologia de las interacciones huésped-material. Sin embargo, la
mayoria de los biomateriales (que cumplen los criterios especiales de
biocompatibilidad) inducen una reaccion bioldgica inespecifica que denominamos
reaccion a cuerpo extrafio, es por ello que ha cambiado el objetivo del desarrollo de los
biomateriales en el tiempo (figura 1) desde producir una minima reaccién en el

huésped, hasta la regeneracion de un tejido [1]-[3].

Segunda
. N[ Generacion \ .,
¢ Bioinertes * Regeneracion

O Funcional del Tejido

Biomateriales reabsorbibles: Biointeractivos, integrativos,
reaccién controlada con el reabsorbibles, estimulacién
Minima reaccién/interaccion ambiente fisiolégico (enlaces celular especifica a nivel

molecular (proliferacion,

2020

con huesos, liberacién de
medicamento) diferenciacion, organizacion y

produccién de la MEC)

\, Primera AN S
1940 Generacién 1960 1980 2000

Figura 1. Generaciones de biomateriales
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Para que un material sea clasificado como biomaterial, deben contar con una serie de

caracteristicas:

e Ser biocompatible; es decir, sin producir respuesta negativa sobre los tejidos
biolégicos.
e Ser durable o biodegradable.

e Cumplir con las propiedades mecanicas que el tejido huésped requiere [4], [5].

Larespuesta biolégica de los materiales puede ser alterada al modificar las propiedades
de su superficie, dependiendo de los requerimientos de la aplicacion a la cual se destina
cada material. El disefio para la modificacion de las superficies es llamado
“bioingenieria de superficies”; una de las estrategias por seguir de esta técnica consiste
en recubrir la superficie de un material que contiene una capa superficial; ésta puede
ser de bajo peso molecular seguida de una capa de polimero de alto peso molecular con
diferentes grupos funcionales que favorezcan la biocompatibilidad, y puedan adherirse
a proteinas a esta superficie modificada; la composicién de la capa de proteinas
adsorbida en la superficie y su conformacion pueden alterar la respuesta biolégica del
material en cuestion. En la ingenieria de superficies de biomateriales se investiga la
creacion de superficies que puede favorecer la adhesion celular para producir la
adecuada cascada de sefializacion y asi prevenir el despliegue de las proteinas con la
subsecuente respuesta biologica negativa que ocurre en la mayoria de las superficies
no bioldgicas. De los métodos existentes para la modificacion de superficies (figura 2),
el que se basa en la tecnologia de plasma es una de las mas eficientes al mejorar las
propiedades de la superficie del material sin modificar las propiedades de bulto, como
las mecanicas, rigidez y robustez. Las propiedades de la superficie pueden ser definidas
variando los pardmetros del plasma con el fin de producir diferentes tipos de
superficies adecuadas para cada tipo de aplicacion. El proceso de la modificaciéon de
superficies por plasma es controlable y reproducible, provee superficies estériles y

puede ser facilmente escalado a una producciéon industrial [1], [6], [7].
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Figura 2. Esquema de los métodos de modificacion superficial para biomateriales.

Los biomateriales se pueden clasifican segiin su fuente, como naturales (por ejemplo,
fibronectina o coladgeno) o sintéticos (por ejemplo, acido polilactico o 4acido
poliglicolico). También se pueden clasificar con base en su bioactividad, es decir, si son
inertes (interaccionan sin provocar cambios en la estructura celular), bioreabsorbibles
(son digeridos y absorbidos por oxidacidn de radicales libres, hidrolisis o por accion
enzimatica) o bioactivos (interactian directamente con las células y tejidos
circundantes sobre una base quimica) [8]. Otra forma de clasificacion de los
biomateriales se basa principalmente en el tipo de enlace predominante en el

compuesto que pueden ser metalicos, cerdmicos, compdsitos o polimeros [9].

Los polimeros se utilizan ampliamente como biomateriales debido a diversas ventajas

que ofrecen en aplicaciones médicas y biolégicas como:

Biocompatibilidad: Muchos polimeros son biocompatibles, lo que significa que no
causan una respuesta inmunologica significativa ni reacciones adversas cuando se
ponen en contacto con tejidos biologicos. Esto los hace seguros para su uso en implantes

médicos y dispositivos biomédicos.
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Versatilidad: Los polimeros pueden disefiarse y modificarse para adaptarse a una
amplia variedad de aplicaciones biomédicas. Pueden variar en términos de estructura
quimica, propiedades fisicas y morfologia para satisfacer requisitos especificos de cada
aplicacion.

Flexibilidad en la fabricacién: Los polimeros pueden procesarse de diversas formas,
incluyendo moldeo por inyeccion, extrusiéon, impresion 3D, entre otros métodos. Esto
permite la fabricacion de dispositivos médicos con formas y tamafos personalizados
para adaptarse a las necesidades del paciente.

Baja densidad y peso ligero: Los polimeros suelen tener una densidad baja y son ligeros
en comparacién con otros materiales, lo que puede ser beneficioso en aplicaciones
donde se requiere reducir la carga mecanica sobre los tejidos biologicos.

Propiedades mecanicas ajustables: Las propiedades mecanicas de los polimeros
pueden ajustarse mediante la modificaciéon de la composicién quimica, la estructura
molecular y los procesos de fabricacion. Esto permite crear biomateriales con una
amplia gama de propiedades, desde elastomeros suaves hasta polimeros rigidos.
Biodegradabilidad: Algunos polimeros biomédicos son biodegradables, lo que significa
que pueden reabsorberse en el cuerpo con el tiempo en productos que son facilmente
eliminados o metabolizados por el organismo. Esto es especialmente util en
aplicaciones temporales o donde se requiere la absorcion gradual del material.

En resumen, los polimeros ofrecen una combinacién Unica de propiedades que los
hacen altamente adecuados para una amplia variedad de aplicaciones biomédicas,
desde implantes médicos hasta sistemas de liberacién de fArmacos y dispositivos de
diagnostico [10], [11].

Existen varias técnicas de polimerizacion y se clasifican segtin el tipo de energia que se
entrega durante la reaccion de polimerizacion; esta puede ser, quimica, electroquimica,
fotoquimica, térmica y por plasma. Cada una tiene sus ventajas y desventajas, como se
muestra en la tabla 1; y, dependiendo del tipo de aplicacién para el que se requiera el

polimero, se tiene que elegir el tipo de energia adecuada para la polimerizacién [10].
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TIPO DE ENERGIA
Quimica
Electroquimica
Fotoquimica
Térmica
Plasma

Tabla 1. Técnicas de polimerizacion de acuerdo con la energia de polimerizacion.

2.2 Polimerizacién por plasma

La polimerizacién por plasma es un proceso en el cual los polimeros se forman a partir
de precursores gaseosos bajo la influencia de un plasma, el cual es un estado de la
materia compuesto principalmente por iones y electrones libres, que se forman al
entregar energia (descarga eléctrica, microondas, laser, corriente continua o pulsada e
induccion por radiofrecuencia) a un gas y excitarlo. Este método es utilizado en diversas
aplicaciones, como recubrimientos de superficies, modificacién de propiedades de
materiales o sintesis de materiales funcionales, las cuales dan lugar a la fabricacién de
implantes biomédicos, dispositivos electrénicos, sensores, biosensores y fabricacion de
membranas [12]-[14].

El mecanismo de la polimerizacién por plasma comprende las etapas de generacién de
especies reactivas, inicio del proceso, propagacion, terminaciéon y deposiciéon en el
sustrato, las cuales se describen a continuacion:

Generacion de Especies Reactivas:

La energia suministrada al gas precursor (monomero) genera un plasma, que esta
compuesto por iones, electrones, radicales y especies excitadas. Esto se logra mediante
la aplicacion de un campo eléctrico de alta frecuencia o mediante el uso de microondas.
La energia del plasma rompe los enlaces de las moléculas precursoras, generando

especies altamente reactivas como los radicales libres.
M->RL
Donde:

M= mondmero
RiL= Radical libre
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Inicio del Proceso:
Los radicales libres actian como iniciadores para la polimerizacién. La formacién de
estos radicales puede ocurrir por la ruptura homolitica de los enlaces en las moléculas
precursoras.

Ri=RL
Donde:
Ri=>Radical iniciador

Propagacion:

Los radicales libres formados durante la iniciacién se unen a las moléculas
precursoras, formando enlaces covalentes y extendiendo la cadena polimérica en un
proceso de propagacidn.

Ri+M—2>Rum
RmM+M—->D

D+M->T
Donde:
Rm= Radical del monémero
D= Dimero
T= Trimero

Este proceso continia hasta que se alcanza la longitud deseada de la cadena polimérica.

Terminacion:
La cadena polimérica puede terminar de varias maneras, ya sea por la combinacién de
dos radicales, por la reaccion con especies no reactivas presentes en el plasma, o por la

reaccion de los radicales con las paredes de la cAmara de reaccién.
RL1+Ri22>PT

RL+MNR->PT
Donde:
PT= Producto terminado

MNR= Molécula no reactiva
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Deposicidén en el Sustrato:
Finalmente, las cadenas poliméricas formadas en el plasma se depositan en el sustrato,

formando un recubrimiento o pelicula polimérica [15],[16].

Los polimeros que se generan a partir de la polimerizacién por plasma tienen
caracteristicas como alto peso molecular, alto grado de entrecruzamiento, asi como alta
biocompatibilidad; esto ultimo debido a que a diferencia de otras técnicas tradicionales
de polimerizacion (quimica o electroquimica), no participan reactivos secundarios que
actiien como iniciadores, catalizadores o terminadores de cadena y la tinica generacion

de productos secundarios son oligdmeros de bajo peso molecular [17].

La polimerizacion por plasma es un proceso altamente controlable que ofrece la ventaja
de ser un proceso de baja temperatura, lo que permite la modificaciéon de una amplia
gama de sustratos sin dafiar materiales sensibles al calor y que puede ofrecer
propiedades especificas al material resultante. Ademas, la selecciéon de los gases
precursores, la configuracién del plasma, la potencia de sintesis, el vacio del reactor,
entre otros factores, pueden ajustarse para obtener las propiedades deseadas en el

material polimérico final [18], [19].

Los polimeros sintetizados por plasma, debido a la naturaleza de la sintesis, resultan en
materiales altamente entrecruzados y el polimero pierde las propiedades iniciales del
monomero como los enlaces conjugados que juegan un papel importante en las
propiedades de conductividad del polimero, por lo tanto, se utilizan técnicas como el
dopaje para incrementar las propiedades de conductividad de los materiales en los

casos que son requeridos [20].

El dopaje es el proceso de modificacion del polimero, ya sea afiadiendo electrones
(reduccion) o eliminando electrones (oxidaciéon). El dopante no so6lo se aplica para
mejorar la conductividad eléctrica sino también para mejorar la solubilidad,
procesabilidad y estabilidad del polimero. Como en los semiconductores inorganicos, el
dopaje de tipo n (donante de electrones) y de tipo p (aceptor de electrones) también es
aplicable alos semiconductores organicos. La adicién de electrones o agujeros aumenta

la conductividad del polimero en varios 6rdenes de magnitud y, para este propoésito este
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el agente dopante puede ser un elemento electronegativo de la tabla periédica como el

iodo, cloro o fluior, dependiendo del propdsito de aplicacidn final del material [21], [22].

2.3 Polimeros aminados sintetizados por plasma

Los polimeros aminados sintetizados por plasma son polimeros que contienen grupos
amino (-NH2) incorporados en su estructura quimica y que han sido generados o
modificados mediante técnicas de polimerizacion por plasma. La introduccién de
grupos amino en los polimeros puede conferir propiedades especificas, como la
capacidad de interactuar con sustancias cargadas eléctricamente, mejorar la adhesién,
y facilitar la union de moléculas bioactivas, asi como el incremento de la

biocompatibilidad del polimero [23], [24].

Las aminas en sistemas acuosos interactian con moléculas de agua y se polarizan, esta
interaccion puede influir en las propiedades quimicas y fisicas de éstas. El mecanismo

de polarizacién de las aminas es el siguiente:

1. Formacion de enlaces de hidrogeno: El atomo de nitrégeno en el grupo amino
actiia como un donante de hidrégeno, mientras que el oxigeno en la molécula de
agua actiia como un aceptador de hidrégeno.

-NH2+H20->-NH+*3-OH
Este enlace de hidrégeno puede dar lugar a una polarizacién local en la molécula
de amina, ya que el atomo de nitrogeno lleva una carga parcial positiva y el
oxigeno lleva una carga parcial negativa.

2. lonizacién en agua: Dependiendo de la naturaleza especifica de la amina, ésta
puede ionizarse en agua, especialmente si es una amina alifatica o aromatica con
propiedades basicas. La ionizacidon implica la pérdida de un protén (H*) del
grupo amino.

-NH*3=-NH2+H*
La formacion de ion amino (-NH*3) también contribuye a la polarizacién de la
amina.

3. Solubilidad y distribucion de carga: Las interacciones con el agua pueden

influir en la solubilidad de las aminas y en la distribucion de carga en la
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molécula. La polaridad de las aminas y su capacidad para formar enlaces de

hidrégeno afectan la manera en que interactdan con las moléculas de agua.

Las propiedades especificas de la amina y las condiciones del sistema influiran en la

magnitud y la naturaleza de esta polarizacién [25], [26].

Algunas aplicaciones comunes de polimeros aminados sintetizados por plasma

incluyen:

Superficies Biocompatibles: La presencia de grupos amino puede mejorar la
biocompatibilidad de los materiales, lo que los hace utiles en aplicaciones
biomédicas como implantes, recubrimientos para dispositivos médicos y
andamios para ingenieria de tejidos.

Adhesion Mejorada: Los grupos amino pueden mejorar la adhesion de los
polimeros a diversos sustratos, lo que es beneficioso en aplicaciones como
recubrimientos y peliculas delgadas.

Intercambio I6nico: La presencia de grupos amino permite la interaccién
electrostatica y el intercambio idnico, lo que puede ser ttil en aplicaciones como
membranas para separacién selectiva y sensores.

Catalizadores Soportados: Los polimeros aminados pueden servir como
soportes para catalizadores, mejorando la eficiencia y la selectividad en
reacciones quimicas especificas.

Capacidad de Captura de Sustancias Quimicas: La presencia de grupos amino
puede permitir la captura selectiva de sustancias quimicas especificas, lo que es

util en aplicaciones como sensores de gas y materiales de filtracion [27]-[31].

El polipirrol (PPy) y la polialilamina (PAl) son ejemplos de polimeros aminados

sintetizados por plasma, los cuales son muy utilizados en la industria e investigacion

debido a sus caracteristicas de conductividad y biocompatibilidad.

El polipirrol es un polimero organico que se sintetiza a partir de su monémero de pirrol

el cual esta conformado por un anillo heterociclico con dobles enlaces conjugados y un

grupo amino en forma de amina secundaria (figura 3-a), éste, al polimerizarse por

plasma genera un polimero altamente entrecruzado con una variedad de grupos
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funcionales como -OH, grupos alilo, carbonilo y nitro segiin lo propuesto por Kumar, et.
al. (figura 3-b), debido a esta variedad quimica y los enlaces conjugados del monémero,
el polipirrol sintetizado por plasma tiene una variedad de propiedades que incluyen;
conductividad eléctrica siendo este un semiconductor, propiedades mecanicas de
resistencia y flexibilidad, propiedades 6pticas de absorcién en el rango de luz visible e
infrarrojo, mejora de adhesién sobre sustratos, estabilidad quimica, sensibilidad a
estimulos externos como pH, temperatura y humedad, asi como incremento de la

compatibilidad con sistemas bioldgicos [32], [33].

1H-Pirrol Polipirrol sintetizado por plasma

Figura 3. Polimerizacion de pirrol por plasma, a) monémero de pirrol, b) estructura representativa de polipirrol
sintetizado por plasma.

La polialiamina es un polimero derivado de unidades de alilamina de la estructura
alifatica que cuenta con una amina primaria, tres carbonos y un doble enlace terminal
(figura 4-a) en el grupo colgante. Cuando la alilamina se polimeriza por plasma, se
forma un polimero con diferentes grupos funcionales que los que se encuentran
presentes en el mondmero, tales como diferentes aminas e iminas, grupos -OH, grupos
alilo, carbonilo y nitro (figura 4-b). Estas caracteristicas dan lugar a la modificacion de
superficies con propiedades tales como mejora de la adhesion, tanto de sustratos como
de varios tipos celulares, control de hidrofobicidad/hidrofilicidad, incremento de la
biocompatibilidad, control de porosidad, sensibilidad a estimulos externos, estabilidad
quimica, asi también, dependiendo de las condiciones de polimerizaciéon se podria

obtener un polimero con propiedades conductoras [34], [35].
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Alilamina Polialilamina sintetizada por plasma

Figura 4. Polimerizacion de alilamina por plasma, a) monémero de alilamina, b) estructura representativa de
polialilamina sintetizada por plasma.

2.4 Regeneracion neuronal

La regeneracién neuronal o neuroregeneracion; se define como la recuperacién
progresiva, estructural y funcional celular y del sistema nervioso dafiado. Es un proceso
complejo que incluye la generaciéon de nuevas neuronas, glia, mielina y sinapsis, asi

como la recuperacion motora y sensorial de las funciones [36], [37].

Los mecanismos subyacentes a la regeneracion neuronal involucran una compleja
interaccion de factores intrinsecos y extrinsecos que modulan la supervivencia celular,
la plasticidad sinaptica y la reorganizacion estructural en el sistema nervioso. La
plasticidad neuronal, la activacion de células madre neurales, la sefalizacién
neurotroéfica y la modulacion epigenética representan algunos de los mecanismos clave

que impulsan la regeneracién neuronal en entornos fisiolégicos y patologicos [38].

A pesar de los avances significativos en la comprension de los mecanismos de
regeneracion neuronal, persisten varios desafios que obstaculizan la eficacia y la
eficiencia de este proceso, como lo son, la formacion de cicatriz glial, la inhibicién de
sefializacion neurotréfica, la limitada plasticidad neuronal en el sistema nervioso

adulto y la respuesta inmune [39].

La comprension de los mecanismos de regeneracion neuronal ha generado nuevas

perspectivas para el desarrollo de terapias innovadoras destinadas a promover la
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recuperacién funcional y la reparacién de lesiones en el sistema nervioso central.
Estrategias terapéuticas basadas en la manipulacién de factores de crecimiento, la
ingenieria de tejidos y la modulacion de la plasticidad sindptica estan siendo exploradas
activamente para abordar una variedad de trastornos neurolégicos, como lesiones de
la médula espinal, accidentes cerebrovasculares y enfermedades neurodegenerativas

[40].

La regeneracion neuronal involucra varios tipos de mecanismos dependiendo de las

capacidades de regeneracion; los cuatro principales son los siguientes:

Neurogénesis:

La neurogénesis es el proceso de generacién de nuevas neuronas a partir de células
madre neurales. Ocurre en regiones especificas del cerebro, como el hipocampo y los
ventriculos laterales, donde las células madre neurales se dividen y diferencian en
neuronas y células gliales. La neurogénesis se considera crucial para el aprendizaje y la
memoria, asi como para la plasticidad cerebral. La neuroregeneracién es un proceso
complejo que involucra no solo la generaciéon de nuevas neuronas, sino también la
reconexion adecuada de estas neuronas con otras células nerviosas y la restauracion de

la funciéon neuronal [41], [42].

Regeneracion Axonal:

La regeneracidon axonal se refiere al proceso de crecimiento y restauracion de las
prolongaciones nerviosas llamadas axones, que se dafian o se cortan como resultado de
lesiones o enfermedades. En algunos casos, las neuronas pueden regenerar sus axones,
lo que implica la formacién de nuevas conexiones para restaurar la funciéon neuronal.
Algunos neurotransmisores, como el factor de crecimiento nervioso (NGF) y el factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), actian como factores de crecimiento que
promueven el crecimiento y la supervivencia de las neuronas. Estos neurotransmisores
pueden estimular la proliferaciéon de células madre neurales, la formaciéon de nuevas
prolongaciones axonales y la ramificacién dendritica, lo que contribuye al proceso de
regeneracion neuronal. La mielina es una sustancia grasa que recubre los axones
neuronales y actia como un aislante eléctrico, facilitando la transmision rapida y
eficiente de los impulsos nerviosos. Durante el desarrollo del sistema nervioso y en la
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edad adulta, las células gliales llamadas oligodendrocitos en el SNC y las células de
Schwann en el Sistema Nervioso Periférico (SNP) producen y envuelven los axones con
mielina. La mielinizaciéon es crucial para el funcionamiento adecuado del sistema
nervioso, ya que aumenta la velocidad de conduccién de los impulsos nerviosos y
protege los axones de dafios. En enfermedades como la esclerosis multiple, 1a mielina
se dafia o se destruye, lo que conduce a la disfuncién neuronal y a sintomas

neurolégicos [43]-[45].

Sinaptogénesis:

La sinaptogénesis es el proceso de formacién de sinapsis, que son las conexiones
funcionales entre las neuronas. Durante el desarrollo neuronal, las sinapsis se forman
y se fortalecen, lo que permite la transmisién de sefiales eléctricas y quimicas entre las
células nerviosas. La sinaptogénesis es esencial para la plasticidad sinaptica y el
procesamiento de la informacién en el cerebro [46]. La formacién de nuevas sinapsis es
crucial para restablecer las conexiones neuronales y recuperar la funcién neuronal
perdida. Durante la sinaptogénesis, las neuronas establecen contactos fisicos y
funcionales entre si mediante la formacién de estructuras sindpticas; estas estructuras
incluyen terminales axonales presinapticas, que liberan neurotransmisores, y espinas
dendriticas postsinapticas, que reciben las sefiales quimicas transmitidas por los
neurotransmisores. Algunos de los neurotransmisores involucrados en la
sinaptogénesis son los siguientes:

Glutamato: Es el principal neurotransmisor excitatorio en el sistema nervioso central
(SNC) y desempeiia un papel fundamental en la formacion y el fortalecimiento de las
sinapsis excitatorias. El glutamato actiia sobre receptores especificos, como los
receptores NMDA y AMPA, para modular la plasticidad sinaptica y promover el
crecimiento y la estabilizacion de las espinas dendriticas.

GABA (4cido gamma-aminobutirico): Es el principal neurotransmisor inhibitorio en el
SNC y también participa en la sinaptogénesis. La actividad de GABA durante el
desarrollo neuronal regula la formacién y la maduracién de sinapsis inhibitorias, lo que

contribuye al equilibrio entre la excitacién y la inhibicién en el circuito neuronal.
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Serotonina: Es un neurotransmisor monoaminérgico que desempefia un papel
importante en la regulacién del estado de &nimo, el suefio y otros procesos fisiologicos.
La serotonina también influye en la sinaptogénesis, especialmente durante el desarrollo
del cerebro, y se ha demostrado que modula la formacién de sinapsis en diversas
regiones cerebrales.

Dopamina: Otro neurotransmisor monoaminérgico que desempefa un papel en la
sinaptogénesis. La dopamina estd implicada en la regulaciéon de la motivacion, la
recompensa y el aprendizaje, y se ha demostrado que influye en la formaciéon y la
plasticidad de las sinapsis en regiones cerebrales relacionadas con estas funciones.
Acetilcolina: Es un neurotransmisor que desempefia un papel importante en la
transmision sinaptica en el sistema nervioso periférico y en algunas regiones del
sistema nervioso central. La acetilcolina también estd involucrada en la sinaptogénesis
durante el desarrollo neuronal y la formacion de conexiones sinapticas en regiones
como el hipocampo y la corteza cerebral.

Ademas de los neurotransmisores mencionados, los factores neurotréficos como el
factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) y el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1) también desempefian un
papel crucial en la sinaptogénesis al regular el crecimiento, la supervivencia y la
maduracion de las neuronas y las sinapsis. Estos neurotransmisores y factores
neurotroéficos interactian de manera compleja para coordinar la formacion y la
estabilizacion de las sinapsis durante el desarrollo neuronal y la plasticidad sinaptica a

lo largo de la vida [47]-[51].

Diferenciacién Neuronal:

La diferenciacién neuronal implica la transformacién de células madre o progenitoras
en neuronas maduras funcionalmente especializadas. Durante este proceso, las células
neuronales adquieren caracteristicas morfologicas y funcionales distintivas, como la
formacién de axones y dendritas, asi como la expresion de marcadores neuronales
especificos. Es importante seflalar que estas clasificaciones representan
simplificaciones y que el proceso de diferenciacion neuronal es altamente complejo y

dindmico. Las células precursoras neurales pueden experimentar multiples fases
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intermedias antes de convertirse en neuronas maduras y, durante este proceso,
adquieren caracteristicas morfoldgicas, moleculares y funcionales especificas como se

muestra en la figura 5 [52].

DIFERENCIACION NEURONAL
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Figura 5. Expresion de proteinas durante la diferenciacion neuronal. Modificada de Knoth et al., 2010 [53].

Tipo 1: Las células tipo 1, también conocidas como células madre neurales (NSCs, por
sus siglas en inglés), son células indiferenciadas capaces de autorrenovarse y
diferenciarse en diversos tipos celulares del sistema nervioso, incluyendo neuronas y

células gliales.

Tipo 2a: Las células tipo 2a son células precursoras neurales que han comenzado a
comprometerse hacia la linea de diferenciaciéon neuronal. A menudo, muestran una
mayor propension a convertirse en neuronas en comparaciéon con otras células

precursoras neurales.

Tipo 2b: Las células tipo 2b son otro subtipo de células precursoras neurales que
muestran un mayor grado de especializacidon hacia la diferenciaciéon neuronal. Estas

células estdn mas avanzadas en su compromiso hacia el destino neuronal.
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Tipo 3: Las células tipo 3 representan una etapa mas avanzada en la diferenciacion
neuronal. Estas células han comenzado a expresar caracteristicas neuronales mas

especificas y han adquirido caracteristicas tipicas de neuronas inmaduras.

CR (Cajal-Retzius): Las células CR son un tipo especifico de células neuronales que
desempefian un papel crucial en el desarrollo del cerebro, particularmente en la
formacién de capas corticales durante la embriogénesis. Estas células secretan factores

que guian la migracién neuronal y la formacion de circuitos cerebrales.

CB (Cajal Band Cells): Las células CB son un tipo de células que forman bandas en la
corteza cerebral. Estas células estan involucradas en la organizacion de la arquitectura
cortical y se cree que desempefian un papel en la orientacién de las proyecciones

neuronales [53].

Estos procesos de neuroregeneracion estan estrechamente relacionados y contribuyen
de manera integral a la formacion, el mantenimiento y la funcion del sistema nervioso.
La comprensién de estos procesos es crucial para el desarrollo de terapias y estrategias
destinadas a promover la regeneracién y la salud neuronal en el contexto de lesiones,

trastornos neurolégicos y enfermedades neurodegenerativas.

2.5 Nichos neurogénicos

La neuroregeneracién es una notable capacidad que se asocia con estructuras
especificas del cerebro y médula espinal llamadas nichos neurogénicos, que
proporcionan un entorno propicio para la proliferacion y diferenciacion de células

madre neurales.

El termino nicho neurogénico se refiere al complejo microambiente que contiene a las
células neuronales progenitoras (NPC’s, que incluyen a las células madre y su progenie),
que tienen la funcién de migrar y madurar nuevas neuronas y células gliales en el
sistema nervioso adulto. El nicho informa su decisién ya sea de permanecer quiescentes

o dividirse y provee sefiales que guian la diferenciacion en etapas tempranas [54].

Estos nichos se han identificado en regiones especificas del cerebro, como el

hipocampo, los ventriculos cerebrales y las meninges en médula espinal; estas se
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caracterizan por una compleja interaccién de células gliales, neuronas, vasos
sanguineos y factores de crecimiento que influyen significativamente en la plasticidad
cerebral, que se refiere a la capacidad del cerebro para adaptarse y reorganizarse en
respuesta a la experiencia y lesiones. La comprensiéon de estos microambientes es
crucial para desentrafiar los mecanismos subyacentes de la plasticidad cerebral y su

relevancia en la cognicion, el aprendizaje y la recuperacion funcional [41].

Si bien tradicionalmente se creia que la médula espinal era una region del sistema
nervioso central con capacidades limitadas de regeneracidn, estudios recientes han
revelado la presencia de nichos neurogénicos que respaldan la produccién continua de

nuevas células nerviosas en este tejido crucial [55], [56].

Los nichos neurogénicos en la médula espinal se caracterizan por una compleja
interaccion de diferentes tipos celulares como células madre neurales, células
progenitoras neurales, astrocitos y oligodendrocitos, asi como la sefializacion
molecular. Se ha demostrado que las células madre y los progenitores neurales
desempeifian un papel fundamental en la generacién y diferenciacién de neuronas y

células gliales en la médula espinal [57].

Varios factores intrinsecos y extrinsecos estan implicados en la regulacion de la
neurogénesis en la médula espinal. La sefalizacion de factores de crecimiento, la
interaccion con células gliales y la influencia del microambiente extracelular son
componentes criticos que determinan la proliferacion y diferenciaciéon de las células
progenitoras en la médula espinal. El entendimiento completo de estos mecanismos
regulatorios es crucial para desarrollar enfoques terapéuticos efectivos para el

tratamiento de lesiones de la médula espinal y trastornos neurodegenerativos [58].

La comprension de la neurogénesis en la médula espinal ha abierto nuevas perspectivas
en el campo de la medicina regenerativa y el tratamiento de lesiones de la médula
espinal. Estrategias terapéuticas dirigidas a potenciar la neurogénesis endogena y la
aplicacion de células madre neurales podrian ofrecer soluciones innovadoras para
mejorar la recuperacion funcional y la calidad de vida de los pacientes con lesiones de

la médula espinal [59].
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2.6 Marcadores de diferenciacion neuronal y sinapsis

Los marcadores neuronales para la identificacion de sinapsis y los procesos de
diferenciacién neuronal son proteinas o moléculas especificas que se utilizan para
identificar y visualizar la presencia de estos mecanismos en tejidos o cultivos celulares.
Estos marcadores juegan un papel crucial en la comprensién de las cascadas de
sefializacidn, asi como en el estudio de los mecanismos subyacentes. Los marcadores
mas utilizados para el estudio de los procesos de diferenciacién y sinapticos son los

siguientes:

e MAP2 (Microtubule-Associated Protein 2): Un marcador para neuronas
maduras, particularmente para dendritas [60].

e [lI-Tubulina (TUBP3): Un marcador especifico de neuronas en etapas
tempranas de diferenciacion y en neuronas maduras [61].

e NeuN (Neuronal Nuclei): Un marcador nuclear que indica la presencia de
neuronas maduras [62].

e GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein): Un marcador para astrocitos, que son
células gliales estrelladas en el sistema nervioso central [63].

e Olig2 (Oligodendrocyte Transcription Factor 2): Un marcador especifico de la
linea celular de oligodendrocitos [64].

e Nestina: Un marcador para células madre/neurales y células progenitoras
neurales inmaduras [65].

e Synapsina [ y II: Marcadores de sinapsis pre y postsinapticas en neuronas
maduras [66].

e DCX (Doublecortin): Un marcador para neuronas inmaduras y para la migracion

neuronal durante el desarrollo temprano [67].

Estos marcadores neuronales se utilizan ampliamente en la investigacion para
identificar y caracterizar diferentes tipos de células neuronales y etapas de
diferenciaciéon durante el desarrollo del sistema nervioso. Su uso permite una

comprension mas profunda de los procesos de diferenciacion y la plasticidad neuronal,
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asi como su aplicacion en la identificacion de patologias y la evaluacidn de terapias

potenciales.

Los marcadores pre y postsinapticos son proteinas especificas que se encuentran en la
region pre y postsindptica de una sinapsis, respectivamente. Estos marcadores
desempefian funciones clave en la transmision y la modulacién de sefiales entre las

neuronas en una sinapsis.
Marcadores Presinapticos:

Estos marcadores se encuentran en la region presinaptica de la sinapsis, que es la parte
de la sinapsis desde la cual se libera el neurotransmisor. Estas proteinas incluyen
enzimas y proteinas de transporte involucradas en la sintesis, el empaquetado y la
liberacion de neurotransmisores. Algunos ejemplos de marcadores presindpticos son

la sinaptobrevina, la sinaptotagmina y la sintaxina [46].
Marcadores Postsinapticos:

Los marcadores postsindpticos se localizan en la region postsinaptica de la sinapsis, que
es la parte receptora de la sinapsis donde se reciben los neurotransmisores liberados
por la neurona presinaptica. Estas proteinas incluyen receptores de neurotransmisores
y proteinas de sefializacion que son responsables de la transduccion de la sefial
sindptica y la generacién de respuestas postsindpticas. Ejemplos de marcadores

postsinapticos son el receptor NMDA, el receptor AMPA y el receptor GABA-A [68].

Estos marcadores pre y postsinapticos son fundamentales para la funcion sinaptica
normal y la comunicacion neuronal eficiente. La identificacion y el estudio de estos
marcadores proporcionan informacién importante sobre la estructura y la funcion de
las sinapsis, asi como sobre los mecanismos subyacentes a la plasticidad sindptica y la

modulacién de la transmisién sindptica en el sistema nervioso.

PSD-95 (Post-synaptic density protein 95): Un componente importante de la region
postsindptica de las sinapsis excitatorias, implicado en la organizacién de receptores y

proteinas de sefializacion en la sinapsis [69].
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Synaptophysin: Una proteina transmembrana presente en las vesiculas presinapticas,
que se utiliza comiinmente como un marcador de la densidad sinaptica y la actividad

presinaptica [70].

VGAT (Vesicular GABA transporter): Un transportador de vesiculas que carga el
neurotransmisor acido gamma-aminobutirico (GABA) en las vesiculas presinapticas,

especifico para sinapsis inhibitorias [71].

VGLUT (Vesicular glutamate transporter): Un transportador de vesiculas que carga el
neurotransmisor glutamato en las vesiculas presinapticas, especifico para sinapsis

excitatorias [72].

Bassoon: Una proteina presente en la regiéon activa presinaptica de las sinapsis,

involucrada en la organizacién y el mantenimiento de la estructura sinaptica [73].

Estos marcadores neuronales son ampliamente utilizados en la investigacién para
visualizar y cuantificar la actividad sinaptica, asi como para estudiar la plasticidad
sindptica y los cambios en la funcién sindptica en diferentes contextos fisioldgicos y
patolégicos. Su uso permite una comprension mas profunda de la organizacién y la

dindmica de las sinapsis en el sistema nervioso.

2.7 Cultivo celular para el estudio neuronal

Los cultivos celulares son sistemas experimentales en los que se cultivan y mantienen
células fuera de su entorno natural, tipicamente en un entorno de laboratorio
controlado. Esta herramienta permite estudiar el comportamiento, la funcion y las
interacciones de las células en un contexto in vitro, por lo tanto, es una forma muy
efectiva de estudiar procesos biolégicos especificos como la regeneraciéon neuronal.

Para este fin, se pueden utilizar varios tipos celulares (figura 6) como lo son:

Cultivos Primarios de Neuronas: Los cultivos primarios de neuronas se derivan
directamente de tejido nervioso, generalmente del cerebro de animales neonatos. Estos
cultivos proporcionan un entorno tridimensional mas adecuado para el crecimiento
celular y permiten el estudio de la diferenciacién y la formaciéon de sinapsis en un

entorno que se asemeja mas estrechamente a las condiciones in vivo [74].
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Cultivos de Células Madre Neurales: Los cultivos de células madre neurales, que pueden
ser células madre embrionarias o células madre inducidas, se utilizan para estudiar la
diferenciacién neuronal en un entorno controlado. Estos cultivos permiten el estudio
de los mecanismos moleculares y celulares que regulan la diferenciacién de las células

madre en neuronas y otros tipos de células nerviosas [75].

Cultivos de Células Gliales: Los cultivos de células gliales, como los astrocitos y los
oligodendrocitos, también se utilizan en el estudio de la sinapsis neuronal, ya que
desempefian un papel crucial en el mantenimiento y la funcién sinaptica. Estos cultivos
permiten investigar la interaccion entre las células gliales y las neuronas en el contexto

de la formacion y la funcidn sinaptica [76].

Cultivos de Células Neuronales Inducidas: Los cultivos de células neuronales inducidas
se generan a partir de células no neurales, como fibroblastos, mediante reprogramacién
celular a un estado neuronal. Estos cultivos proporcionan un modelo celular util para
estudiar la diferenciacién neuronal y la formacién de sinapsis en un entorno controlado

y reproducible [77].

Cultivos de linea celular neuronal: Estos cultivos se generan a partir de tejido nervioso
o de tumores relacionados con el sistema nervioso, en muchos casos, las lineas celulares
han sido "inmortalizadas", lo que significa que han adquirido la capacidad de dividirse
indefinidamente. Esto se logra a menudo mediante la introducciéon de mutaciones
geneticas o la expresion de genes especificos. Representan un sistema simplificado pero
valioso que permite estudiar la morfologia, la funcion y los mecanismos celulares y
moleculares subyacentes a la diferenciacion, la plasticidad sinaptica, la neurogénesis, la
neurodegeneracion, la respuesta a lesiones y enfermedades, asi como la respuesta de
las neuronas a diversas sefiales ambientales y farmacolégicas. En resumen, permiten
la observaciéon directa de procesos celulares en un entorno controlado, lo que facilita la
comprension de los mecanismos involucrados en la regeneracion del sistema nervioso
y proporciona informacién valiosa para el desarrollo de enfoques terapéuticos [78],

[79].
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Figura 6. Origen de tipos de cultivos celulares para la diferenciacion neuronal y el estudio de procesos bioquimicos
(Biorender).

Existen varias lineas celulares ampliamente utilizadas en la investigacion para estudiar
la diferenciacion y la sinapsis neuronal. Estas lineas celulares son modelos tutiles para
comprender los procesos de diferenciacion y funcidon sinaptica en un entorno de

laboratorio controlado. Algunas de las lineas celulares comunes incluyen:

PC12: Una linea celular derivada de un tumor de médula adrenal de rata. Estas células
pueden diferenciarse en células con caracteristicas neuronales en respuesta a factores
de crecimiento y otros estimulos, lo que las convierte en un modelo util para estudios

de diferenciaciéon neuronal y formacién de sinapsis [80].

SH-SY5Y: Una linea celular de neuroblastoma humano ampliamente utilizada en la
investigacion neurocientifica. Esta linea celular es capaz de diferenciarse en células con
fenotipo neuronal, lo que la convierte en un modelo valioso para estudiar la

diferenciacién y la plasticidad neuronal.
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Neuro-2a: Una linea celular neuronal murina derivada de un neuroblastoma de raton.
Esta linea celular se utiliza ampliamente en estudios de neurogénesis y diferenciacion
neuronal, asi como para investigar mecanismos moleculares involucrados en la

formacion y funcion sinaptica.

N1E-115: Es una linea celular derivada de un neuroblastoma de ratéon y se ha utilizado
en una amplia gama de investigaciones en neurociencia, se deriva de un neuroblastoma
de ratoén, lo que la convierte en un modelo util para el estudio de procesos neuronales
y el desarrollo del sistema nervioso. Esta linea celular es conocida por su capacidad para
diferenciarse in vitro en neuronas similares a las células ganglionares del sistema
nervioso, lo que la convierte en un modelo valioso para estudiar la diferenciacién
neuronal y la plasticidad sinaptica. Es capaz de proliferar y crecer de manera robusta
en cultivo, lo que permite la generacion de cantidades suficientes de células para
estudios experimentales y funcionales. Se ha utilizado ampliamente en estudios sobre
el desarrollo neuronal, la neurotransmisidn, la expresion génica neuronal y la
plasticidad sinaptica, lo que ha permitido avances significativos en la comprensién de
los mecanismos subyacentes a la funcidn del sistema nervioso. Responde a estimulos
ambientales y moleculares, lo que la convierte en un modelo 1util para estudiar la
plasticidad neuronal en respuesta a factores extrinsecos e intrinsecos. La linea celular
N1E-115 ha sido fundamental en la investigaciéon neurocientifica y ha contribuido
significativamente a la comprensiéon de una variedad de procesos neuronales y

sindpticos en el sistema nervioso [81]-[83].

LINEAS CELULARES NEURONALES
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Figura 7. Lineas celulares de origen neuronal mds comunes para el estudio de procesos bioquimicos (desde ATCC).
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3. Estado del arte

3.1 Antecedentes

En un trabajo publicado en 2008 por Olayo, et. al. [84] se mostré un estudio en un
modelo murino en donde se colocaron como implantes, pastillas de polimeros
sintetizados por plasma de polipirrol dopado con iodo (PPy-I) y de un copolimero de
polipirrol con polietilenglicol dopado con iodo (PPy/PEG-I) en un modelo de lesion de
médula espinal por seccidn completa. Se mostré la médula espinal control después de
30 dias de la lesién por seccién completa, en donde se observ la médula adelgazada en
el lugar de la lesién, pero reconectada debido al rapido metabolismo y capacidad de
regeneracion de las ratas, y se mostro la tincion con Luxol Fast blue que tifie la mielina
de los axones y los cuerpos de Nissl, con espacios en blanco que son la formacién de
quistes debido a la lesion y se puede se observo una gran cantidad de ellos; también se
mostré la médula lesionada por secciéon completa y tratada con polimero de PPy-I, en
donde se observo la pastilla del polimero embebida en la médula y una mayor cantidad
de tejido preservado en comparacién del control. Y finalmente mostraron la médula
espinal del animal tratado con el copolimero de PPy/PEG-I que, aunque de igual manera
que con la pastilla de PPy-I se encuentra embebida en la médula y se observo una mayor
cantidad de tejido preservado respecto al control, ésta es visiblemente menor que en el
caso del tratamiento con PPy-], al igual que la cantidad de quistes formados que se
observan con este tratamiento.

Esto demuestra la biocompatibilidad en el sistema nervioso central de los polimeros
PPy-1 y PPy/PEG-I sintetizados por plasma, asi como su capacidad de incrementar la

cantidad de tejido preservado en la médula espinal.
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En otro trabajo publicado por Cruz, et. al. del afio 2012 [85], se mostroé el efecto de
implantes de PPy/I, copolimero de PPy/PEGy PPy sin dopaje de iodo, en un modelo de
lesion por seccion completa en ratas de la cepa Long Evans. Se mostro6 una histologia a
las 8 semanas de tratamiento con los materiales, de secciones longitudinales de los
aminales tratados con los diferentes materiales con una tincién de hematoxilina y
eosina, la cual tifie de azul/purpura los nucleos y el citoplasma en color rosa de las
células del tejido. El area del tejido preservado deberia tener 52 mm? que es el area
total estudiada de la médula espinal, por lo que se obtuvieron los porcentajes de
preservacion del tejido con cada tratamiento. El control alcanzé un porcentaje de
17.37% (9.03 mm?2) en la semana 8 de recuperacion, en seguida la histologia del
tratamiento con PPy produjo una conservacidn de tejido del 24.92% (12.96 mm?),
mientras que en el PPy/I se conservo el 24.12% (12.54 mm?) y finalmente en el
tratamiento con copolimero de PPy/PEG se conservo el 21.94% (11.41 mm?), por lo
tanto es notable que tanto el tratamiento con PPy y el dopado (PPy/I), fueron los
tratamientos mas eficaces para ayudar a la conservacion del tejido en el sitio de lesion,
siendo esta area significativamente diferente a la del control.

En cuanto a la motricidad se obtuvieron los diferentes grupos de ratas con los distintos
tratamientos a lo largo de 8 semanas de evaluacion. En la semana final de la evaluacion
el grupo control obtuvo un puntaje promedio de 2.2 BBB, el grupo tratado con PPy
obtuvo un promedio de 4.6 puntos en BBB, el grupo con tratamiento de PPy-I obtuvo
4.7 puntos de BBB y finalmente el grupo con el tratamiento de copolimero PPy/PEG
obtuvo un puntaje de 3 en la escala BBB. Se puede observar como el tratamiento de PPy-
I obtuvo mayor puntaje en la escala BBB desde la semana 1 de evaluacién hasta la
semana 6, y finalmente terminar la evaluaciéon en semana 8 con un puntaje muy similar
al tratamiento con PPy y tratamientos obtuvieron un puntaje significativamente

diferente al control sin tratamiento.
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En 2016 Mondragoén-Lozano; et. al [86]; publicaron un estudio en donde realizaron
implantes en medula espinal en ratas de la cepa Long Evans, en un modelo de lesién por
contusion el tratamiento del polimero fue aplicado en forma de una solucién de
mesoparticulas de PPy-I 48 h después de la lesion. Esta forma de aplicacion del
polimero permitié mayor area de contacto con el sitio de lesién de la médula espinal, lo
cual impacto en la disminucién de la formacién de quistes y en una mayor cantidad de
tejido preservado en comparacion al grupo control y el grupo inyectado solo el vehiculo
de solucidn salina. Por otro lado, en la evaluacion de motricidad mediante BBB, que fue
seguida semanalmente durante 2 meses dando como resultado un puntaje de 6+1.04
para el grupo control (lesionado), 4.25+1.30 para el grupo control con vehiculo y un
puntaje de 12.5+£1.85 para el grupo tratado con PPy/I a las 8 semanas de seguimiento.
El tejido preservado con el tratamiento de PPy-I fue significativamente diferente
respecto a los controles, llegando a un puntaje de 15.09+0.46 mm?2, en comparacion con
9.16+x1.03 mm?2 y 11.56£0.69 mm?2 del control y el grupo inyectado con vehiculo
respectivamente, estos resultados representan una diferencia del 64.74% respecto al
control con lesién por contusion y un 30.54% respecto al grupo inyectado con soluciéon
salina. Los resultados mostraron que la inyeccion de mesoparticulas de PPy-I tiene un
efecto terapéutico significativo incluso administrada en una fase tardia (48 h después
de la lesiéon). Por otro lado, en 2014 Morales-Guadarrama, et. al, [87] publicaron un
estudio en donde se evalué el efecto terapéutico de PPy-I en un modelo crénico de
lesion traumatica de medula espinal en un modelo de Monos Rhesus. El implante de
polimero se realizé 2 meses después de la lesién traumatica y posteriormente los
monos se evaluaron mediante resonancia magnética nuclear (RMN). Se mostré la
médula de un mono lesionada viéndose retraida hacia los extremos y en la médula
lesionada tratada con PPy/I se puede observar la médula separada por la lesién sin

embargo no se observa retraccién de ésta y se noté mayor tejido preservado.
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3.2 Trabajo previo

En el trabajo previo publicado en la tesis de maestria titulada “Estudio del efecto de

polimeros aminados sintetizados por plasma sobre la diferenciacién neuronal” en 2018
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Figura 8. Angulo de contacto de los materiales sintetizados a 20 W y micrografias
del cultivo de la linea celular N1E-115 sembrada sobre recubriemientos de
polimeros sintetizados por plasma a 20 W. a) PPy/I, b) PAl/I, c) PPy/PAl
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Figura 9. Angulo de contacto de los materiales sintetizados a 30 W y micrografias
del cultivo de la linea celular N1E-115 sembrada sobre recubriemientos de
polimeros sintetizados por plasma a 30 W. a) PPy/I, b) PAl/I, c) PPy/PAl
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Figura 10. Angulo de contacto de los materiales sintetizados a 40 W y
micrografias del cultivo de la linea celular N1E-115 sembrada sobre
recubrimientos de polimeros sintetizados por plasma a 40 W. a) PPy/I, b) PAl/I,
c) PPy/PAI

[88], en
relaciéon a la fisicoquimica
de

sintetizados (PPy-I, PAI-l y

se encontré |,

los materiales
PPy/PAI-I) que la variacion
en la potencia de sintesis es
importante debido a que
ésta puede cambiar las

propiedades
fisicoquimicas de los
materiales poliméricos y
por lo tanto el efecto sobre
las cascadas quimicas de
procesos biolégicos. De los
materiales que se
probaron, el material de
PAI-I sintetizado a 30 W
mostré alta cantidad de
nitrogeno (C/N=14.4) el

cual coincide con el mayor

porcentaje de  aminas
primarias (31.4%)
calculadas mediante
derivacién quimica con

TFBAy analizadas mediante
EDS (Tabla 2), asi como el

menor angulo de contacto
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como se muestra en la figura 14 (45°-
65°) clasificAndose como hidrofilico a
diferencia de los demadas polimeros
que resultaron con un angulo de
contacto promedio de 81-88° (figuras
8-10). Se sembro la linea celular de
origen neuronal N1E-115 sobre
recubrimientos de los polimeros de
PPy-I, PAl-1y PPy/PAl-I sintetizados a
20 W, 30 Wy 40 W, asi como en un

control que fue el sustrato de vidrio
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Figura 11. Longitud promedio de neuritas de N1E-115 sembradas
sobre diferentes materiales poliméricos.

sobre el cual se polimerizd, y se encontré que sobre el polimero PAI-I sintetizado a 30

W se produjo la mayor longitud promedio de neuritas de la red neuronal formada con

407 mm y una longitud de 287 mm en el caso del polimero de PPy-I, que fueron los dos

materiales que resultaron con una diferencia significativa respecto del control que

obtuvo una longitud promedio de neuritas de 158 mm (figura 11).

POLIMERO PORCENTAJE DE [NH,]/[N] A DIFERENTES POTENCIAS DE SINTESIS
20W 30 W a0 W
PPy-I 6.7 2.1 4.96
PAI-I 12.7 31.4 9.9
PPy/PAI-I 8.33 3.19 3.14

Tabla 2. Porcentaje de aminas primarias de los polimeros PPy-I, PAI-I'y PPy/PAl-1 a diferentes potencias de sintesis.
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4. Justificacion

Con base en los trabajos de Olayo, et al (2007), Cruz, et al (2012), Morales-Guadarrama,
et al (2014) y Mondragoén-Lozano et al, (2016) [84]-[87], se conoce que los polimeros
sintetizados por plasma de PPy-I y PAI-], tienen un efecto benéfico como tratamientos
en lesiones por seccidn y por contusion de médula espinal, disminuyendo la cantidad
de quistes e incrementando la cantidad de tejido preservado en el sitio de lesion, sin
embargo, estos hallazgos no describen los mecanismos biolégicos que ayudan a
recuperar la motricidad de los animales, los cuales recobran la movilidad del tren
posterior después de la lesion, este efecto tendria que ser asociado a un proceso de
neuroregeneracion. Por lo tanto, es necesario proponer y estudiar un mecanismo de
regeneraciéon neuronal en un entorno controlado paralos procesos de regeneracion que

podrian estar siendo promovidos por dichos materiales.

Por lo anterior, en el presente proyecto se propone estudiar en un modelo In vitro con
una linea de origen neuronal, el efecto de los polimeros aminados sintetizados por
plasma, PPy-1 y PAl-I, sobre la formacién de redes neuronales funcionales, mediante el
marcaje de proteinas especificas de procesos de regeneracion neuronal (diferenciacion
neuronal y sinaptogénesis), con el objetivo de determinar un posible mecanismo de

accion fisiologico de los materiales.
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5. Hipotesis

Los materiales poliméricos derivados de pirrol y alilamina dopados con iodo
sintetizados por plasma contribuyen a la diferenciaciéon neuronal y a la formacién de

redes neuronales sinapticas.
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6. Objetivos

6.1 General
Evaluar el efecto de los polimeros derivados de pirrol y alilamina dopados con iodo en

la diferenciaciéon neuronal y la formacion de sitios sinapticos sobre redes neuronales

cultivadas in vitro.

6.2 Especificos

Sintetizar polimeros aminados biocompatibles por plasma de PPy-I, PAI-l y
PPy/PAI-I.

Identificar las caracteristicas fisicoquimicas de los materiales poliméricos
sintetizados.

Cuantificar el porcentaje de aminas primarias, secundarias y grupos -OH de los
polimeros sintetizados.

Evaluar el efecto de diferenciacién neuronal de cada material polimérico
sintetizado.

Cuantificar los sitios de sinapsis de las redes neuronales formadas sobre cada

uno de los polimeros.

X e

=3

| o,
\ — | o0e
| 1
Sintesis de polimeros Caracterizacién Cuantificacion de
por plasma fisicoquimica aminas
- Ei<—
Cuantificacion de sitios Evaluacion del efecto de
sindpticos de la red neuronal diferenciacién neuronal

Figura 12. Resumen de los objetivos del trabajo de investigacion.
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7. Métodos y desarrollo experimental
7.1 Sintesis de polimeros aminados por plasma

Los materiales poliméricos se sintetizaron en un reactor de plasma compuesto de un
tubo de vidrio de 10 | de capacidad, cuenta con bridas de acero inoxidable en los
extremos del tubo, las cuales cada una tiene dos orificios, donde en una de ellas se
conectaron los contenedores de mondmeros, pirrol (Sigma Aldrich, 98%) y alilamina
(Sigma Aldrich, 98%) con ayuda de una llave en “Y” y en la otra salida se conecté el
contenedor con iodo para el dopaje, a través de llaves . Young. En una de las salidas de
la otra brida se conect6 un medidor de presion Pirani y a la otra salida se conecto6 el
sistema de vacio que consta de una trampa de nitrégeno a la que va conectada una

bomba de vacio (figura 13).

7 = Q o
7 ogOgBo
| %
5 o &
| & Alilamina

Trampa de
nitrégeno

— " g

Reactor de plasma =

Medidor de presién

Generador de RF
Bomba de vacio

Figura 13. Esquema de la polimerizacion de recubrimientos y mesoparticulas de PPy-1 y PAI-I por plasma.
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Se utilizaron polimeros como recubrimientos y como mesoparticulas. Para la sintesis
de los recubrimientos se colocaron portaobjetos recortados de 1X1 cm?, se pegaron a
la pared del tubo del reactor. Se obtuvieron 9 materiales en diferentes condiciones de
sintesis utilizando monémeros de pirrol, alilamina y su combinacién (tabla 3). Se utilizé
iodo como dopante en donde se abri6 la valvula de iodo para dopar 3 de cada 10 min.
Al final de cada sintesis se dej6 enfriar el reactor durante 1 hora y finalmente se sacaron

los portaobjetos recubiertos y se conservaron en cajas Petri de plastico hasta su uso.

Tiempo de Reaccién Potencia Presion

Polimero (minutos) w) (Torr)
PPy-I 15 20,30y 40 5.5X10-1-1.1
PAl-1 25 20,30y 40 6.5X10-1-1.4
PPy/PAIl-1 15 20,30y 40 8.5X101-1.4

Tabla 3. Condiciones de sintesis de los recubrimientos de polimeros sintetizados por plasma.

Para la obtencidon de las mesoparticulas, se sintetizaron los polimeros de PPy-1 20 Wy
PAI-1 30 W que fueron los polimeros con resultados mas favorables en el trabajo previo
donde se probaron en un cultivo in vitro neuronal, estos se depositaron sobre las
paredes del reactor y se doparon con iodo durante 3 de cada 10 min, se realizaron las
sintesis durante 6 y 8 h para obtener la mayor cantidad posible de polimeros con
potencia de 20 y 30 W para PPy-I y PAI-I respectivamente (tabla 4); al finalizar las
sintesis se dejo enfriar el reactor durante 1, 12, 24 y 48 h, para después recuperar el
polimero adherido a las paredes del tubo del reactor con ayuda de agua destilada para
hinchar la pelicula y después rasparla del tubo. Las peliculas obtenidas se molieron en
un molino de bolas durante 15 min para obtener las mesoparticulas en forma de un

polvo fino color ambar.

Tiempo de Reaccién Potencia Presion
Polimero (horas) w) (Torr)
PPy-I 6 20 3.2X10-1 - 8X10t
PAl-I 8 30 4.8X101-1.1

Tabla 4. Condiciones de sintesis de peliculas polimeros sintetizados por plasma.
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7.2 Distribucion de tamafio de particula

Para el caso de las mesoparticulas de los polimeros PPy-1 20 W y PAI-1 30 W, se midieron
los diametros de particula de cada material con Image] a partir de micrografias
obtenidas por Microscopia Electronica de Barrido (MEB). Se obtuvieron 10
micrografias por cada material para al final tener un total de 200 mediciones de
particulas por cada material. La distribuciéon de didmetro de particula y la media
armonica de las particulas medidas fue calculada mediante la ecuacién de distribucién

normal:

1 e‘%(%)z [89]

oV2m

f(P) =

Donde:

¢= didmetro de particula

u= media armdnica

o= desviacion estandar

Finalmente se obtuvieron las graficas de distribucion normal, destacando la media

armonica de cada tamafio de particula de los materiales.

7.3 Caracterizacion fisicoquimica
7.3.1 Espectroscopia Infrarroja por Reflectancia Total Atenuada
Se analizaron los grupos funcionales presentes en los materiales mediante
Espectroscopia Infrarroja por Reflectancia Total Atenuada (IR-ATR) a diferentes
tiempos de enfriamiento del reactor (1, 12, 24 y 48 h) después de finalizada la sintesis,
sin abrir el reactor. El equipo utilizado fue un Nicolet iS20 FTIR Spectrometer de
Thermo Scientific, en donde primero, con ayuda del software OMNIC Paradigm, se tomé
el espectro del ambiente y posteriormente se colocé la muestra en el centro del
diamante y con un tornillo se comprimieron las muestras para correr el programa
utilizando 100 barridos en un intervalo de 4000 cm'! a 500 cm! y se obtuvieron los
espectros de cada material. Los espectros obtenidos se normalizaron respecto al pico
con mayor transmitancia y se asignaron a cada grupo funcional de acuerdo con la

bibliografia.
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7.3.2 Espectroscopia Fotoelectrénica de Rayos X

Se obtuvo el andlisis elemental y los estados quimicos de los recubrimientos
poliméricos de PPy-I, PAI-I y PPy/PAIl-lI y de las mesoparticulas de PPy-1 y PAI-I
mediante la técnica de Espectroscopia Fotoelectrénica de Rayos X (XPS), mediante un
espectroscopio XPS Thermo K-Alpha equipado con una fuente monocromada de rayos
X de aluminio. El didmetro del area de analisis fue de 400 um. Se usé una fuente de iones
de argdn para neutralizar cargas estaticas en las muestras. Las muestras se colocaron
en el equipo y se hizo vacio para poder iniciar el funcionamiento del laser; se obtuvieron
los espectros de XPS, asi como el andlisis elemental de cada material polimérico.
Posteriormente se procesaron los espectros mediante OriginPro 8.1 para hacer la
deconvolucion del orbital N1s y asi asignarlos de acuerdo con la bibliografia y las tablas
de B. Vincent Crist [90], para obtener los estados quimicos del nitrégeno y sus

porcentajes presentes en cada material.

7.3.3 Porcentaje de aminas por derivacion quimica

Se obtuvieron los porcentajes de los grupos funcionales amina primaria (-NHz2), amina
secundaria (-NH) e hidroxilos (-OH), mediante derivacién quimica con los reactivos de
4-(trifluorometil)benzaldehido (TFBA) y anhidrido trifluoroacético (TFAA).

La derivacién quimica es un proceso que consiste en modificar quimicamente un
compuesto para producir un derivado con algunas propiedades nuevas que faciliten o
permitan su analisis. Las reacciones de derivacion utiles requieren una afinidad
selectiva del grupo funcional de interés con un elemento o especie molecular que no se
encuentra originalmente en la superficie.

El 4-trifluorometil benzaldehido (TFBA) forma enlaces especificos con aminas
primarias (figura 14) los cuales se pueden identificar posteriormente por diversas
técnicas de caracterizacion debido a que el fldor es un elemento que no se encuentra
originalmente presente en los grupos amina [91].

Para el caso de la derivaciéon quimica mediante TFBA, de la cual se cuantificaron los
grupos -NHz, los recubrimientos se colocaron en un vidrio de reloj que se meti6 dentro
de una caja Petri que contenia 1 mL de TFBA, con el objetivo de que el reactivo no

mojara las muestras, posteriormente la caja Petri se sell6 con parafilm y se introdujo a
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un horno a 45°C durante 3 h para permitir que el vapor del TFBA reaccionara con la
superficie de los polimeros. Finalmente se sacaron las muestras y se cambiaron a una
nueva caja Petri para conservarse hasta ser analizadas mediante XPS. Para el caso de la
identificacién de los grupos funcionales -NHz, -NH y -OH mediante TFAA las muestras
de igual manera fueron colocadas en un vidrio de reloj dentro de una caja Petri que
contenia 2 mL del reactivo y se introdujo a un horno a 35 °C durante 30 min, después
se retiraron del horno y fueron conservados sellados para el posterior andlisis. Los
porcentajes elementales obtenidos mediante XPS antes y después de la derivacién se
analizaron y se estimaron los porcentajes de aminas primarias, secundarias y grupos
hidroxilo [92].

Se ha demostrado que el TFBA reacciona selectivamente con las aminas primarias
mediante una reaccion especifica del nitrégeno con el carbono carbonilico del TFBA
[93], por lo que los anadlisis elementales con XPS permitieron identificar el flior
presente en la molécula de TFBA que reacciona con los nitrégenos de las aminas
primarias y asi calcular el porcentaje de aminas primarias con respecto al carbono

presente en la molécula mediante la siguiente férmula:

En donde:
u=Elementos antes de la derivacion quimica.

d= Elementos después de la derivacion quimica.

o —
H p N—R
cFr©—1<H + RN —» CFS‘Q—/ + H,0

H

. N-[4-(trifluorometil) bencilideno]
TFBA Grupo amino

pentan-3-amina

Agua

Figura 14. Reaccion de derivacion quimica mediante TFBA en presencia de aminas primarias
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Por otra parte, la derivacién quimica mediante TFAA se utiliz6 para estimar los
porcentajes de aminas primarias y secundarias presentes en los materiales; sin
embargo, también se ha demostrado que reacciona con grupos -OH (figura 15); por lo
tanto, los porcentajes combinados de estos grupos funcionales se calcularon mediante

la siguiente formula:

1
[NH,] + NH + 0OHu _ 3[Fld X100
[Clu - 2
[Cld — 5 [F]d
En donde:
u=Elementos antes de la derivacién quimica.
d= Elementos después de la derivacion quimica.
O O e O
F5C @) CFj3 ¥ R—NH—C\ + — N
CF, CF,
TFAA Grupo amino 2,2, trifluoro-N-acetamida Acido trifluoroacético
O O o) O
PN + R—OH — 7+ po—d
FsC (@) CFj R—O—C\ N
CF, CF,
TFAA Grupo hidroxilo Trifluoroacetato Acido trifluoroacético

Figura 15. Reaccidn de derivacion quimica mediante TFAA en presencia de aminas y grupos hidroxilo.

7.3.4 Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica de las mesoparticulas de los polimeros PPy-120 W y PAI-1 30

W se estimd midiendo la variacion de la resistencia en funcién a la humedad relativa.
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Dado que:

o =nqu
Donde:
o = Conductividad, (S/cm), Siemen =Mho=1/Q
q = Carga del portador (C).
1 = Movilidad de cargas, cm2/ (V.s).

1 = Densidad de portadores de carga (cm-3).

La conductividad eléctrica es el inverso de la resistividad:

1 _RA
a—p, p= i
Sustituyendo:
1
"=RA"Ta
l
Donde:

R = Resistencia en Q
A = Area de la muestra, cm?

[ = Espesor de la muestra, cm

El procedimiento experimental que se utiliz6 para medir la resistencia de los materiales
para estimar la conductividad se esquematiza en la figura 16 el cual consistié en un
arreglo de placas paralelas aislantes que en el centro cuentan con electrodos de cobre
de 1 cm?2 de area, en donde se colocd 1 g de mesoparticulas poliméricas y se presionaron
con un tornillo para fijar la muestra de polimero. Posteriormente, se introdujeron a una
caja de aluminio recubierta con plastico para aislar las placas del ambiente exterior y
se colocd sobre una plancha, con ayuda de dos multimetros se midi6 la resistencia y la
temperatura en cada aumento de grado centigrado desde 20 °C hasta 100 °C,
posteriormente se apagé la plancha y se midié nuevamente resistencia y temperatura

en el enfriamiento desde 100°C hasta 20 °C.
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Figura 16. Esquema de celda de monitoreo de la resistencia de las mesoparticulas poliméricas en funcion de la
temperatura.

7.4 Cultivo celular

Se prolifero la linea celular de origen neuronal N1E-115 (neuroblastoma de rata, ATCC)
en cajas Corning de 75 cm? con medio Dulbecco's Modified Eagle (DMEM, Gibco) sin
piruvato, suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB, Gibco), 1% de
antibiotico/antimicético (Gibco) y 1% Glutamax (glutamina, Gibco), durante 15 dias; al
llegar a confluencia, las células se despegaron con solucién PUCK’'S (Anexo 1), se
centrifugaron durante 5 min a 800 rpm para eliminar los restos de medio de cultivo y
solucion PUCK’S y se conservaron en crioviales con 500,000 células en 1 mL de SFB con
5% de dimetil sulféxido (DMSO, Sigma) en nitrégeno liquido y también fueron

utilizadas para ensayos de diferenciacién (figura 17).

| ‘ & “&‘;‘%‘ ‘l
/ 0“\1 ‘(:,\j‘

15 dias

Crioconservacion de
la linea N1-E115

Proliferacion

Activaciondela Confluenciay pase
linea N1E-115 dela linea N1E-115

Ensayos de diferenciacion

Figura 17. Esquema de proliferacion y conservacion de la linea N1E-115.
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7.4.1 Ensayo de diferenciacion

El proceso para el ensayo de diferenciaciéon se esquematiza en la figura 18; se llevd
realiz6 en una placa de 24 pozos con cubreobjetos de 14 mm de diametro previamente
esterilizados (Anexo 2), en donde se sembraron 8000 células en cada pozo con un
volumen de 300 mL de DMEM suplementado por pozo y se incubaron durante 2 h, esto
permitié que las células se adhirieran a los cubreobjetos. Posteriormente, se les afladié
a 9 pozos una suspension de 15 pg de mesoparticulas de polimero de PPy-1y a otros 9
pozos de igual forma, se les afiadieron 15 pg de mesoparticulas de polimero de PAI-I
previamente esterilizados y lavados (Anexo 3) y medio suplementado sin suero en un
volumen de 400 mL en cada pozo; luego se incubaron durante 2 h para que el polimero
se adhiriera a las células. Finalmente se cambié el medio de cultivo a cada pozo,
incluyendo el control, por medio de diferenciaciéon, que consiste en medio Dulbecco's
Modified Eagle (DMEM, Gibco) sin piruvato, 2% de Suero Fetal Bobino (SFB, Gibco), 1%
de antibiético/antimicético (Gibco), 1% Glutamax (glutamina, Gibco) y 1.25% de
dimetil sulféxido (DMSO, Sigma) y se corrio el ensayo de diferenciacion a diferentes
tiempos, 72 h, 96 h y 120 h. Al concluir cada tiempo sefialado se retiraron 3 cubre
objetos con cada tratamiento de cada polimero y control y se les realizaron 3 lavados
de 5 min cada uno con PBS 1X (Anexo 4), y posteriormente se fijaron con
paraformaldehido al 4% (PFA, Sigma) durante 10 min y se mantuvieron en solucion

PBS 1X a 4°C. Se realizaron 3 ensayos independientes con fines estadisticos.

PPy-I PAI-I Ctrl
' o ' S > > ‘:’:.::..': || = ,:(:»_‘: | |
I 72h 72h 72h
2h : 2h 72 h
—_— —_— EE— ’ :
96 h 96 h 96 h
Cultivode 8'000 Cambio de medio Cambio de medio | [ i
celulas N1E-115 con soluciénde amediode R X
enc/pozo mesoparticulas diferenciacion e — e
120 h
de PPy-1yPAI-I 120h 120h

Redes formadas con diferentes
tratamientosytiempos

Figura 18. Esquema de ensayo de diferenciacion de la linea N1E-115 con tratamiento de mesoparticulas de polimeros de
PPy-1y PAI-I.
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7.5 Inmunofluorescencia
7.5.1 Marcaje para determinacion de la diferenciacion neuronal

Para el marcaje de las células diferenciadas sobre los recubrimientos de las peliculas se
sigui6 el procedimiento del trabajo previo de maestria descrito en la tesis titulada
“Efecto de polimeros aminados sintetizados por plasma sobre la diferenciacion
neuronal en un modelo in vitro”[88], el cual consistié en permeabilizar las células N1E-
115 con Tritén al 0.1% durante 30 min, en seguida se agregd 40 pl de suero normal de
cabra (SNC) al 5% a cada uno de las redes formadas sobres los portaobjetos durante 10
min. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo primario BIII-Tubulina en una
concentracion 1:3000 durante 12 h a temperatura ambiente y luego se agrego el
anticuerpo secundario (Alexa 488 anti-mouse) que se incub6 2 h, pasado el tiempo, se
marcé con DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol) y finalmente se fijaron incluyéndose en
Vectashield. Entre cada paso se realizaron 3 lavados con PBS 1X (Apéndice 4) durante

10 min para retirar el exceso del reactivo anterior.

7.5.2 Marcaje para la identificacién de sinapsis

Para la identificacion de vesiculas presinapticas y postsinapticas se realiz6 una
inmunofluorescencia con doble marcaje con el fin de marcar el cuerpo de las neuronas
y las vesiculas; los marcadores utilizados para el proceso se describen en la tabla 5. El
procedimiento se llevo a cabo de la siguiente manera:
1. Lavados de las células: se hicieron 3 lavados con PBS 1X (Apéndice 4) durante
10 min cada uno para retirar el exceso de PFA 4% de las células.
2. Bloqueo y permeabilizacion de las células: se hizo con una solucién con Tritén
al 0.2% y Suero Normal de Cabra al 10%, durante 1 hora.
3. Lavado de las células: se hicieron 3 lavados con PBS 1X durante 10 min cada uno.
4. Marcaje con anticuerpos primarios: se utilizé una solucién de PSD en una
concentracion 1:100 y Sinapsina (SYP) en una concentracidon 1:450 y se dejo
incubar durante toda la noche a temperatura ambiente.

5. Lavado de las células: se hicieron 3 lavados con PBS 1X durante 10 min cada uno.
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6. Anticuerpos secundarios: Alexa 488 anti-rabbit en una concentraciéon 1:300 y
Alexa 594 anti-mouse en una concentracién 1:300, durante 2 h.

7. Lavado de células: se hicieron 3 lavados con PBS 1X durante 10 min cada uno.

8. Bloqueo: se realiz6 de nuevo un bloqueo con Suero Normal de Cabra al 10%
durante 30 min.

9. Lavado de células: se hicieron 3 lavados con PBS 1X durante 10 mim cada uno.

10. Anticuerpo primario: En seguida se coloco el anticuerpo primario BIII-Tubulina-
rabbit en una concentracién 1:600, durante 1 hora.

11. Lavado de células: se hicieron 3 lavados con PBS 1X durante 10 min cada uno.

12. Anticuerpo secundario: Dylight 405 anti-rabbit en una concentracién 1:50,
durante 1 hora.

13. Lavado de células: se hicieron 3 lavados con PBS 1X durante 10 min cada uno.

14. Marcaje de ntcleos: se incub6 con DAPI durante 10 min.

15. Lavado de células: Se hicieron 3 lavados con PBS 1X durante 10 min cada uno.

16. Montaje: se incluyeron los cubreobjetos en vectashield, se montaron sobre un
portaobjetos y se sellaron con barniz de ufias transparente.

Todas las soluciones se prepararon con PBS 1X. El proceso anterior se esquematiza en

la figura 19.
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Figura 19. Esquema de marcaje mediante inmunofluorescencia de proteinas de diferenciacion y sinaptogénesis de los

cultivos de N1E-115 tratados con mesoparticulas de PPy-1y PAI-I.

REACTIVO ESPECIE CONCENTRACION CASA COMERCIAL
Suero Normal Caballo 10% Biowest
Sinapsina Conejo 1:450 Synaptic Systems
PSD Ratéon 1:150 Synaptic Systems
BHI-Tubulina Ratén 1:600 Invitrogen
Alexa 488 Conejo 1:300 Invitrogen
Alexa 594 Ratén 1:300 Molecular Probes
Dylight 405 Conejo 1:50 Abcam
DAPI -- 1 pg/mL Abcam

Tabla 5. Especificaciones de reactivos para inmunofluorescencia del ensayo de marcaje de proteinas.
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7.6 Determinacion del indice de diferenciaciéon neuronal

Para calcular un indice de diferenciaciéon neuronal considerando la complejidad de la
red y el nimero de ntcleos por cada red formada sobre los distintos materiales, a cada
micrografia se le resto el canal azul (DAPI, nucleos) del canal verde (B-III Tubulina,
citoesqueleto). Posteriormente, se analizaron las complejidades de las redes
neuronales formadas sobre los materiales (canal verde) utilizando el programa FIJI con
la herramienta de analisis de Sholl, con la que se obtuvo la suma de los cruces de cada
neurita con los circulos concéntricos de cada arco en toda el area de las neuritas de cada
imagen. A continuacion, se cont6 el nimero de nucleos en el canal azul de cada imagen
con el plugin ITCN del mismo programa FIJI (Figura 20). Finalmente se analizaron 15
imagenes por material, se determiné un indice de diferenciacién y se realizé un analisis

de ANOVA y prueba de Tukey para diferencias significativas.

CellProfiler

cellimage analysis software

CellProfiler” CellProfiler v C;IeIIPrqfilghl;“

cell image analysis software cell image analysis software

PAI-1 30 W 8 bits Canal azul Extraccion del
canal azul al canal verde

No- e 5
. : g N 1By
Intersecciones e NN 2
[ ] s l-\‘.’ —=5 l >\\
® I o QO s ‘\/"4 \'\,\}f_\/.‘: 1
i . g [ =
No. Nicleos B3 Ho 0 ‘,',l‘ 72 W
""""" " Conteo de nlcleos Andlisis de Sholl
Conteo de nucleos (Complejidad de la red)

Figura 20. Esquema del procesamiento de imdgenes para la obtencion del indice de diferenciacion neuronal mediante el
conteo de intersecciones de neuritas y numero de ntcleos.
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7.7 Identificacidn de sitios sindpticos en las redes neuronales

Para la identificacion de sitios sinapticos se convirtieron las micrografia obtenidas por
microscopia confocal en imagenes de 8 bits y separaron los canales verdes (sinapsina,
presinaptico), rojo (PSD 95, postsinaptico, autofluorescencia de polimeros) y azul
(cuerpo celular neuronal) y se les realiz6 un ajuste de contraste para resaltar los puntos
correspondientes a vesiculas y nucleos, posteriormente con ayuda del plug in ITCN del
programa FIJI se realizé un conteo de todos estos puntos en las imagenes. Se hizo una
ponderacion entre el nimero de vesiculas de sinapsina (canal verde) con el nimero de
nucleos de las células neuronales (canal azul) para la obtencién de una relacién entre
la expresién de este marcador presinaptico y la cantidad de células en las redes
neuronales formadas lo que nos entrega la densidad de vesiculas sinapticas por célula

y por cada tratamiento de material.

(PPy-1y PAI-I) y de igual forma se realiz6 este procedimiento para la identificaciéon de
la densidad postsinaptica marcada con PDS 95 (canal rojo) como se muestra en el
esquema de la figura 21. Finalmente se analizaron 15 imagenes por cada material y

realizé una prueba ANOVA con un analisis de Tukey para diferencias significativas.

Separacion de canales

DAPI, niicleos (canal azul) Conteo de niicleos
# Vesiculas

sindpticas

-+

-

: - # Nucleos
Conteo de vesiculas
presinapticas

Sinapsina, presinaptico
(canal verde)

Micrografia confocal Modificacién de Contraste

Densidad de vesiculas
sinapticas

PSD 95, postsinaptico Conteo de vesiculas
(canal rojo) postsindpticas

Figura 21. Esquema del procesamiento de imdgenes para la obtencion de la densidad de vesiculas sindpticas sobre las
redes neuronales de N1E-115 tratadas con los polimeros PPy-1'y PAI-I.
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8. Resultados y discusién

8.1 Morfologia y distribucién de didmetro de particula

Las particulas de los polimeros de PPy-I 20 W y PAI-I 30 W resultaron amorfas
agrupadas en pequefios cumulos, o aglomerados (figura 22 a-b); también se puede
observar el material en forma de pequeias laminas como se observa en la figura 22-a.
El tamafio de particulas del material de PPy-I result6 con un intervalo de 1.4-17 pm con
una media armoénica de 4.23 um (figura 22-c), en el caso del material de PAI-1 30 W
resultd con intervalo de 0.8-12.8 um con una media armonica de 3.52 um (figura 22-d)

ligeramente mas pequefio que el material de PPy-I.
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Figura 22. Morfologia de las mesoparticulas. Micrografias mediante SEM, a) PPy-1 20 W, b) PAI-1 30 W.
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Las particulas de los materiales se clasifican segin su tamafo, siendo nanoparticulas
las que se encuentran en un intervalo de 1-100 nm, microparticulas las que se
encuentran en un intervalo de 1-1000 um y mesoparticulas, las cuales se encuentran
en un intervalo intermedio entre las nanoparticulas y las microparticulas, localizdndose
en un intervalo de 10 nm -0.1 um. De acuerdo con esta clasificacidn, las particulas de
ambos materiales PPy-1 y PAI-], se clasifican como microparticulas. Las microparticulas
de biomateriales se disefian y sintetizan para aplicaciones de ingenieria de tejidos como
andamios tridimensionales para el crecimiento celular, y el tamafio se ajusta
dependiendo del tipo celular. El soma de las células N1E-115 tiene un tamafio de 10-20
um, por lo tanto, el tamafo de las particulas de PPy-1 y PAl-I resulté de entre 1/5y 1/3
respectivamente, del diametro del soma de la linea celular, lo que las volvié adecuadas
para adherirse al soma y tener por lo menos una particula de polimero en cada soma
del cultivo celular de N1E-115 como se muestra mas adelante en la figura 29.

En el soma de las células nerviosas se producen varias reacciones bioquimicas de
regulacion y control para su supervivencia de éstas. Cuando el soma de una célula
nerviosa es estimulado por una molécula aminada (como un neurotransmisor), puede
desencadenar una serie de eventos eléctricos gracias a una cascada de sefializacion,
estos eventos comienzan con el reconocimiento de la molécula para posteriormente
provocar la apertura de canales ionicos especificos para generar un potencial de
membrana, como su despolarizacién, cuando la despolarizaciéon alcanza un umbral
critico se genera un potencial de accion, el cual es una rapida inversion en el potencial
de membrana que viaja a lo largo del axdn de la neurona, este potencial de accion
generado en el soma se propaga a lo largo del axon hacia las terminales axonicas de esta
neurona a la que se le conoce como neurona presinaptica y provoca la liberacion de
neurotransmisores que se unen a la siguiente neurona que se conoce como neurona
postsindptica para iniciar el proceso sindptico en esa célula que se ira propagando a
través del sistema nervioso [94]-[96][56].

Este proceso de iniciacién de potencial de accion mediante una molécula aminada
propone que es posible iniciar estimulos eléctricos que desencadenaran reacciones de
proliferacién, diferenciacién, entre otras, en las células nerviosas mediante las
moléculas adecuadas que sean reconocidas por la membrana del soma celular [97][98].
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8.2 Grupos funcionales de los materiales

La espectroscopia Infrarroja por ATR muestra los espectros de PPy-I sintetizado a 20
W (figura 23-a) y PAl-I sintetizado a 30 W (figura 23-b) en un intervalo de 4000 cm a
500 cm! a diferentes tiempos de enfriamiento del reactor. Las bandas en 3180 cm! y
3205 cm! indican la presencia de enlaces -N-H correspondientes a grupos funcionales
amina primaria y secundaria, imina e imida [99], [100] las cuales se observan en ambos
materiales, la morfologia correspondiente al pico de absorcion de los grupos -OH en el
IR es un pico ancho en el mismo intervalo que -N-H el cual se observa en mayor
proporciéon conforme incrementa el tiempo de enfriamiento del reactor. En 2950 cm!
se encuentran los enlaces -C-H pertenecientes a estructuras alifaticas, que se puede
observar mas definida en los polimeros con menos tiempo de enfriamiento en el
reactor, asi como mas definida hasta en 24 h en el polimero de PPy-I; esto debido a la
presencia de mas dobles enlaces ya presentes en el monémero del pirrol, lo cual sugiere
mayor ruptura del anillo de pirrol en PPy-I y en el caso de PAI-I 30 W mayor sustitucién
del doble enlace del monémero de alilamina [100], [101], aunque se ven enmascaradas
estas sefiales conforme se incrementa el tiempo de enfriamiento debido a la mayor
presencia de -OH. En 2180 cm-1y 2200 cm-1, se observan bandas correspondientes a los
grupos de triple enlace C=C y N=C no conjugados [99] los cuales se encuentran en
mayor proporcion en el polimero de PPy-I, lo cual sugiere mayor deshidrogenacion en
éste. En 1610 cm'1y 1623 cm! se observan bandas correspondientes a dobles enlaces
C=Cy C=N, esta sefial es la mas intensa en ambos materiales. Las sefiales en 1400 cm!
corresponden a enlaces C-H y =C-H de alquenos del anillo del pirrol y la sefial en 1454
cm-! de PAI-I corresponde al enlace -C-N. La sefial de 1000 cm-! corresponde a -C-H del
PPy-1, asi como la sefial en 880 cm 1 de PAI-I inicamente presente en la pelicula con 12
h de enfriamiento. La sefial 732 cm-! pertenece a grupos -C-H y C-O estos se deben a la
creacion de enlaces multiples y/o la adicion de &tomos de oxigeno debido a la oxidacion

atmosférica [101].
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Figura 23. Espectros de IR-ATR de las peliculas de a) PPy-l y b) PAI-I a diferentes tiempos de enfriamiento de reactor.
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8.3 Anadlisis elemental

El andlisis elemental de los materiales, tanto en los recubrimientos como en las
microparticulas poliméricas, se obtuvo mediante XPS (figura 24). En el caso de los
recubrimientos, adicional al analisis superficial, se realizaron 3 devastaciones de 30, 60
y 90 segundos sobre los polimeros, con el fin de obtener el andlisis en varias
profundidades de los polimeros. El grosor promedio de las peliculas poliméricas
depositadas sobre los portaobjetos result6 de 4.1 um, 1.8 um, 6.1 um para PPy-1 20 W,
PPy-130 Wy PPy-1 40 W respectivamente, para PAI-I fue de 1.3 um en 20 W, 1.6 um en
30 Wy 4.0 um en 40 W y para el copolimero de PPy/PAl-I result6 de 5.4 um, 9.2 um y
2.0 um para 20 W, 30 Wy 40 W respectivamente. En la tabla 6 se muestra el analisis

elemental de estos materiales en la superficie a 0 segundos de devastacion.

PORCENTAJE ATOMICO ELEMENTAL DE LOS RECUBRIMIENTOS POLIMERICOS (%)

MATERIAL
Cls N1s O1s Otros
PPy-120 W 72.97 10.74 16.29 0.97
PPy-130 W 71.01 9.8 13.99 5.2
PPy-140 W 69.05 11.36 14.67 4,92
PAI-I 20 W 84.92 9.38 5.7 0
PAI-I 30 W 83.53 10.18 6.3 0
PAI-l 40 W 71.25 10.9 12.26 5.59
PPy/PAI-| 20 W 74.03 10.08 11.79 4.1
PPy/PAI-1 30 W 59.91 2.69 22.28 15.12
PPy/PAI-1 40 W 74.17 8.5 13.8 3.53

Tabla 6. Porcentaje atomico mediante XPS de la superficie de los recubrimientos poliméricos sintetizados a diferentes
potencias en 0 segundos de devastacion.

En el caso de las devastaciones, en general se encuentra mayor porcentaje de carbono
conforme se incrementa la devastacion, es decir, en la parte mas superficial de los

polimeros se encuentra mayor cantidad de porcentaje de nitrégeno y oxigeno (tabla 7).
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PORCENTAJE ATOMICO ELEMENTAL DE LOS RECUBRIMIENTOS POLIMERICOS (%)
MATERIAL Devastacion 30 segundos Devastacion 60 segundos Devastacion 90 segundos

Cls N1s O1ls Cls N1s O1ls Cls N1s O1ls

PPy-120 W 81.89 12.72 5.38 83.47 11.01 4.19 84.8 11.01 4.19
PPy-130 W 83.06 12.06 4.88 84.74 11.24 4.02 8555 10.9 3.55
PPy-140 W 82.7 1272 4.47 84.42 1185 373 85.76 10.86 3.37
PAI-1 20 W 83.1 1222 437 82.86 12.26 4.3 83.68 12.03 4.29
PAI-130 W 83.6 1241 399 84.68 11.77 355 8494 11.17 3.88
PAI-140 W 79.05 12.78 5.7 82.5 1212 456 83.62 12.01 4.15
PPy/PAlI20W 8342 1149 4,28 85.58 10.89 3.52 86.06 10.98 2.82
PPy/PAI-I30W | 62.48 @ 8.06 16.7 70.52 9.71 11.43 75.41 10.37 8.24
PPy/PA-I40W | 81.31 12.76 4.53 84.8 11.06 4.14 85.01 11.29 3.71

Tabla 7. Porcentaje atomico mediante XPS de la superficie de los recubrimientos poliméricos sintetizados a diferentes
potencias y diferentes tiempos de devastacion, 30, 60 y 90 segundos.
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En cuanto a las mesoparticulas, también se realizé el andlisis elemental superficial
mediante XPS y haciendo devastaciones a 30, 60 y 90 segundos (figura 25). En la tabla
8 se muestran los porcentajes atémicos superficiales en donde se puede observar que
en comparacion con los recubrimientos, en las mesoparticulas es identificable el iodo,
que se debe a una mayor cantidad de este elemento presente en esta forma de
polimeros, ademas las cantidades de nitrégeno son mayores y el porcentaje de oxigeno
es mucho menor que en los recubrimientos, lo cual se debe al SiO2 del vidrio en donde
se colocan los polimeros en forma de recubrimiento, por lo tanto se identifica mayor

cantidad de oxigeno.

PORCENTAJE ATOMICO ELEMENTAL DE LAS MESOPARTICULAS POLIMERICAS (%)

MATERIAL
Cls N1s O1s 13d
PPy-120 W 75.71 15.02 6.45 2.81
PAI-I 30 W 77.48 16.46 4.04 2.02

Tabla 8. Porcentaje atomico mediante XPS de la superficie de las mesoparticulas poliméricas de PPy-1 20 W'y PAI-I 30 W
en 0 segundos de devastacion.

La tabla 9 muestra el analisis elemental de las mesoparticulas poliméricas a diferentes
tiempos de devastacion, se puede observar que conforme mas superficial es el andlisis,
disminuye el porcentaje de carbono, aumenta el porcentaje de nitrogeno y oxigeno y en
general disminuye el porcentaje de iodo, con excepcion del polimero PPy-1 20 W a 90
segundos de devastacion, estas tendencias se observan en ambos polimeros. El
incremento en los elementos N y O en la superficie de acuerdo con los espectros de IR
mostrados anteriormente, sugieren que se puede deber a una mayor exposicion al

ambiente residual (aire en el reactor) durante la sintesis.

PORCENTAJE ATOMICO ELEMENTAL DE LAS MESOPARTICULAS POLIMERICAS (%)

MATERIAL
Devastacién 30 segundos Devastacién 60 segundos Devastacién 90 segundos
Cls N1ls Ols I1s Cls N1ls Ol1s |I1s Cls N1ls Ols |I1s
V20 8232 142 289 059 8429 1292 222 057 8552 1175 2.14 2.26
PRV 8296 1267 256 1.8 8498 11.14 22 168 863 10.15 198 157

Tabla 9. Porcentaje atomico mediante XPS de las mesoparticulas de PPy-1 20 W y PAI-1 30 W a diferentes tiempos de
devastacion 30, 60 y 90 sequndos.
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Figura 25. Espectros mediante XPS de mesoparticulas de polimeros a 0, 30, 60 y 90 segundos. a) PPy-1y b) PAI-I.
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8.4 Estados quimicos de los materiales poliméricos

La deconvolucidn de los estados quimicos pertenecientes al N1s de todos los materiales
como recubrimientos se muestran en la figura 26. Las deconvoluciones se realizaron
con 4 o 5 curvas Gaussianas, en donde a cada una, de acuerdo con su porcentaje de area,
se le asoci6 un porcentaje de estado quimico de acuerdo con la energia de formacion
calculada.

La primera curva en donde se muestra que el estado C-NH-H que corresponde a una
amina primaria con energia de enlace de 11.04 eV que se encuentra presente en todos
los materiales, incluso en los materiales de PPy-I en donde no hay aminas primarias en
el mondmero inicial. El siguiente estado quimico estd formado por los enlaces NH=C
que tiene una energia de enlace de 10.38 eV y se encuentra presente en todos los
polimeros y en mayor porcentaje en el polimero de PAI-I 30 W; el estado quimico
correspondiente a una amina secundaria representado por C-NH-C con una energia de
enlace de 10.08 eV, resulto el estado con mayor porcentaje presente en los materiales
poliméricos. Otro estado quimico presente en todos los polimeros fue N=C con una
energia de enlace de 9.42 eV, y el ultimo estado quimico presente en los materiales fue
el estado oxidado de C-N=0 con una energia de enlace de 8.02 eV, excepto en PPy-I 20
W, 30 Wy PPy/PAI-140 W.

Se destaca la presencia del grupo funcional amina primaria presente en los polimeros
de PPy-I debido a que los porcentajes presentes en los materiales sintetizados en las
diferentes potencias son similares a los porcentajes de este grupo presentes en los
polimeros de PAI-I, que tiene una amina primaria presente desde su monémero, esto
debido a que durante la sintesis por plasma los materiales cambian sus propiedades
fisicoquimicas y se observan grupos funcionales y estados quimicos que no se
encuentran presentes en el mondmero inicial debido a la deshidrogenaciéon de los

monomeros y los compuestos intermedios durante la sintesis [102]-[104].
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El porcentaje de los estados quimicos mostrados en las graficas de la figura 26 se
muestra en la siguiente tabla.

PORCENTAJE DE ESTADOS QUIMICOS DE LOS RECUBRIMIENTOS POLIMERICOS (%)

Estado PPy-I PPy-I PPy-I PAI-I PAI-| PAI-l  PPy/PAI-l  PPy/PAI-l  PPy/PAI-I
quimiee 2o w 30W 40w 20w 30W 40w 20w 30w 40w
C-NH-H 3.3% 3.5% 2.9% 4.3% 6.7% 2.8% 4.3% 5.8% 5%

NH=C 26.8% 24.5% 24.6% 22.6% 32.2% 25.4%

CNH-C  49.9% 56.9% 41.2%

C=N 20% 15.1% 23%
C-N=0

268% 25.7% 19%
46.8% 44.4%  60.1%
13.8% 25.1% 25.2% 17.6% 18.6% 15.8%
- 33% 45% 3.7% 4.5% 4.5% 5.4%

Tabla 10. Porcentaje de los estados quimicos presentes en los recubrimientos poliméricos mediante XPS.

549% 32.2% 42.2%
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Figura 26. Estados quimicos mediante XPS. a) PPy-120, 30 y 40 W. b) PAI-1 20, 30 y 40 W. c) PPy/PAI-I 20, 30, y 40.
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8.5 Porcentaje de aminas y grupos -OH

Los porcentajes de aminas primarias, secundarias y grupos -OH se estimaron utilizando
la técnica de derivacion quimica con los reactivos de TFBA y TFAA.

La tabla 10 muestra que los materiales con los mayores porcentajes de aminas
primarias estimados por derivacion con TFBA fueron las muestras de PAl-I preparadas
a 20y 40 W con 0.85£0.12% y 1.30£0.25% respectivamente, lo que se debid a que el
monoémero de alilamina tiene una amina primaria en su estructura; sin embargo,
también habia aminas primarias en los polimeros de PPy-I en los que el monémero de
pirrol contenia sélo una amina secundaria, esto se debe a la naturaleza de la
polimerizacioén por plasma, en la que se generan polimeros reticulados por escision de
los anillos de pirrol y posterior polimerizacion en diferentes sitios de monémeros que

se hidrogenaron para formar aminas primarias.

COMPOSICION ELEMENTAL ANTES Y DESPUES DE LA DERIVACION QUIMICA [NHa1/[C] [NHz+NH+OH]/
2,
[cl

(%)
. z (%)
POLIMEROS POLIMEROS DERIVACION TFBA DERIVACION TFAA (TFBA) )

[C]1% | [N]% @ [0]% [C]% [N]% | [0]% | [F]% @ [C]% @ [N]% @ [0]% @ [F]%
ppyizow | 83.4 118 48 760 110 80 13 832 92 35 41  0.57%0.09 1.68+0.07
ey3ow | 855 109 35 808 86 52 52 813 114 42 15  058+011  1.66%0.09
ppyisow | 843 118 39 787 116 59 15 757 94 85 3.6  0.59+0.12 1.64+0.13
paizow | 832 122 43 | 722 115 93 | 20 759 108 73 4.6 | 0.85:0.12 2.12+0.20
paL1ow | 849 111 38 794 10 52 41 790 131 52 18 028+0.10  1.52%0.20
paisow | 817 123 48 748 109 75 28 793 65 53 83 | 130%0.25 2.10+0.22
pry/palizow | 850 111 35 793 115 54 13 768 93 66 52 | 0.49+0.04 1.62+0.11
ppy/PAI30W 754 | 103 82 850 84 35 30 814 97 33 32  060%0.03 1.72%+0.15
eeypalisow | 837 117 41 772 114 60 1.5 817 94 38 44  0.630.06 1.85+0.21

Tabla 11. Porcentajes elementales de los recubrimientos poliméricos antes y después de las derivaciones quimicas
mediante TFBA y TFAA, y sus porcentajes de aminas primarias, secundarias y grupos hidroxilos.
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Los porcentajes de los grupos funcionales -NHz, -NH y -OH determinados por TFAA
también fueron mayores para los polimeros de PAI-I 20 W con 2.12+0.22% y PAI-I 40
W con 2.10+0.22%, en los que también se formaron aminas secundarias por sustitucion
durante la polimerizaciéon [105]. Asumiendo la exactitud de los experimentos de
derivacion, la diferencia entre los dos procesos de derivaciéon (TFAA-TFBA) puede
indicar las proporciones de los grupos -NH y -OH. Las peliculas de PAI-I se encuentran
entre los 3 polimeros que mostraron una gran diferencia entre las dos derivaciones y,
por tanto, entre los grupos -NH y -OH. El amplio pico a 3355 cm! y la alta hidrofilicidad
[88] de los polimeros de PAI-I sugieren que la diferencia entre porcentajes se debe
principalmente a la presencia de grupos -OH debido a la similar energia de enlace segin

las tablas de Crist [90].

8.6 Conductividad eléctrica de las mesoparticulas poliméricas

La respuesta eléctrica de los polimeros se estudi6 en funcién de la temperatura en un
intervalo de 20-100°C y, por lo tanto, en funcién de la humedad que iba perdiendo el
material conforme se incrementaba la temperatura. Se puede observar en la figura 27-
a que la conductividad de PPy-I va de 1.2X10-7 a 1.7X10-¢ S/cm, mientras que las
mesoparticulas de PAI-I mostraron una conductividad que va de 1.2X10-° a 1.9X10-8
S/cm. Los polimeros mostraron un comportamiento creciente en la conductividad
eléctrica directamente proporcional al incremento de temperatura. Por lo anterior
mencionado se puede clasificar a ambos materiales como materiales semiconductores.
La caracteristica de conductividad es muy importante para la comunicacién celular, en
particular para las células excitables como lo son las neuronas, debido a que estas se
comunican a través de impulsos eléctricos, y un material como soporte para estas que
favorezca esta comunicacion podria facilitar, potenciar o incluso inducir procesos como
la diferenciacion neuronal y la sinapsis.

La energia de activacion (Ea) es a la energia necesaria para pasar un electron de la
banda de valencia a la de conduccion. Cada tipo de material tiene un valor diferente de
energia de activacion, de acuerdo a su estructura; los materiales conductores tienen
una energia de activacion cercana a 0 eV, los semiconductores inorganicos de 0.75 a 3.0

eV, los semiconductores organicos de 0.01 a 2.5 eV y los aislantes de 5.0 eV a 10.0 eV
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[106]. De acuerdo con la anterior clasificacion, las mesoparticulas sintetizadas de PPy-

[20 W y PAI-I 30 W se clasifican como organicos semiconductores en el intervalo de

temperatura analizada, incluyendo las temperaturas altas (80°C - 100°C).
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Figura 27. Caracterizacion eléctrica de las mesoparticulas de PPy-1 20 W'y PAI-1 30 W. a) Conductividad y b) Energia de

activacion.
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8.7 Diferenciacion neuronal

El nimero de nucleos de la linea celular N1E-115 sembrada sobre los recubrimientos
poliméricos fue significativamente diferentes respecto al control. El promedio de
nucleos celulares sobre los materiales y el control a las 72 h post estimulo de
diferenciacién se muestra en la figura 28-a, en donde se puede observar que el
promedio de nimero de nucleos en el control fue de 819, en el caso de PPy-1 20 W, 30
y 40 W fue de 328, 408 y 420 respectivamente, para PAI-I1 20, 30 Wy 40 W fue de 432,
516y 433, respectivamente, y por ultimo los materiales de copolimero PPy/PAI-1 20 W,
30 Wy 40 W fue de 444, 348 y 414. El ndmero de nucleos es un indicador de
diferenciacién, debido a que las células en estado indiferenciado contindan
proliferando, mientras que las células especializadas, es decir, diferenciadas a un tipo
celular en especifico, frenan su proliferacién, por lo tanto, podemos inferir que las
células sembradas sobre los materiales tuvieron una mayor diferenciaciéon dado el
menor nimero de nucleos presentes. Por otra parte, otro indicador de diferenciacion
neuronal es la complejidad de la red formada, esta se puede estimar mediante el analisis
de Sholl, el cual arroja la cantidad de cruces entre las neuritas de la red neuronal, en el
caso del control el promedio de cruces fue de 83.3, para PPy-1 20 W, 30 Wy 40 W
resultaron de 76, 104 y 97 respectivamente, en el caso de PAI-I1 20W, 30 Wy 40 W
resulté de 112.4, 101.5 y 82.9 respectivamente y, por ultimo, los resultados del
copolimeros PPy/PAl-Ifueron de 116.5,102.6 y 69.1; en este caso, ninguna red formada
sobre los polimeros fue significativamente diferente respecto al control, solo se
presentaron diferencias entre los materiales, ya que las redes formadas sobre el
copolimero PPy/PAIl-1 40 W present6 una menor cantidad de cruces promedio y es
significativamente diferente respecto a las redes formadas sobre los materiales de PAI-
[ 20 W y el copolimero PPy/PAl-I 20 W los cuales fueron los materiales con mayor
cantidad de cruces promedio, esto sugiere que el polimero de PAI-I sintetizado por
plasma a bajas potencias como 20 W, contribuye a la diferenciacion de la linea celular
N1E-115 mediante el mecanismo de ramificacién dendritica. Tomando en cuenta los
dos indicadores anteriores, se obtuvo el indice de diferenciaciéon neuronal de 0.10 para

el control, de 0.25 para PPy-1 20 W, 0.27 para PPy-1 30 W y 0.25 para PPy-1 40 W, de
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0.26 para PAI-I1 20 W, 0.20 para PAI-I 30 W y 0.21 PAI-1 40 W y para el copolimero
resulté de 0.29 para PPy/PAI-1 20 W, 0.30 para PPy/PAI-1 30 W y 0.19 para PPy/PAl-I
40 W.

Debido a la significancia de las diferencias entre el indice de diferenciacién neuronal
del cultivo control con los cultivos sembrados sobre los materiales poliméricos, se
puede inferir que los materiales poliméricos tienen un efecto de diferenciaciéon

neuronal sobre la linea celular N1E-115 desde las 72 h post estimulo de diferenciacion.
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Figura 28. Diferenciacion de la linea N1E-115 sobre los recubrimientos poliméricos. a) Conteo de nucleos, b) Numero de
cruces del andlisis de Sholl, c) Indice de diferenciacion neuronal.
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La diferenciacién neuronal mediante las mesoparticulas de PPy-1 20 W y PAI-1 30 W a
través del tiempo se muestra con las imagenes representativas en la figura 29 en donde
se observa la formacion de las redes neuronales desde las primeras 48 h. Alas 72 h post
tratamientos se puede observar una cantidad de nicleos muy similar en todos los
cultivos, siendo el promedio de nucleos presentes en el cultivo control de 653 y cruces
dendriticos promedio de 42, mientras que a este tiempo el cultivo de PPy-I cuenta con
652 y 48 cruces; y el cultivo de PAI-I con 755 nucleos promedio y 45 cruces dendriticos
promedio. A las 96 h se puede observar una reduccion significativa en el nimero de
células en los cultivos con tratamiento de mesoparticulas PPy-I y PAI-I teniendo 387 y
340 nucleos promedio respectivamente, mientras que los cultivos control cuentan con
casi el doble con 714 células a este tiempo, en cuanto a los cruces dendriticos promedio
alas 96 h, resultaron de 58, 49 y 46 para el control, PPy-1y PAl-I respectivamente. A las
120 h el numero de nucleos sigue disminuyendo un poco sin mostrar diferencias
significativas con respecto a las 96 h e incrementando el numero de cruces promedio,
esto debido al proceso de diferenciacion celular, dando como resultado 699 nucleos
celulares y 49 cruces en el caso del control, 343 niicleos y 62 cruces en el caso del cultivo
tratado con las mesoparticulas de PPy-I y para PAI-I en este tiempo resulto de 307
nucleos celulares y 53 cruces celulares.

Con los resultados anteriores se calcul6 el indice de diferenciacion de los cultivos
tratados con las mesoparticulas y el grupo control a través del tiempo, resultando de
0.064, 0.083 y 0.060 para los cultivos control, PPy-1 y PAl-I respectivamente a las 72 h,
mostrando un ligero incremento de diferenciacion en los cultivos tratados con PPy-I
para este tiempo, a las 96 h el indice de diferenciacion resulté de 0.098 para el grupo
control, de 0.13 para el grupo PPy-1 y de igual manera de 0.13 para el grupo tratado con
PAl-ly finalmente a las 120 h post tratamientos result6 de 0.10 en el grupo control casi
sin diferencia que a las 96 h, en el caso de PPy-I a las 120 h resulté de 0.18 y de igual
manera 0.18 para los cultivos tratados con mesoparticulas de PAIl-I, todo esto se
representa en la figura 30-c.

Los resultados anteriores muestran que existe una diferencia significativa en la

diferenciacion a partir de las 96 horas post estimulo de diferenciacion.
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Figura 29. Esquema del seguimiento del ensayo de diferenciacion de la linea N1E-115 con tratamiento de mesoparticulas
de polimeros de PPy-120 W'y PAI- 30 W a las 24, 48, 72, 96 y 120 h post estimulo de diferenciacion.
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8.8 Sinapsis de las redes neuronales

El seguimiento mediante marcadores de vesiculas pre y post sinapticas se muestra en
la figura 31-a. Para este experimento se utilizaron los polimeros PPy-1 20 W y PAI-1 30
W debido a que en estudios anteriores [88], se demostr6 que estos polimeros
incrementaron la longitud dendritica de los cultivos neuronales de la linea celular N1E-
115 sembrada sobre estos en forma de recubrimientos. En este ensayo se observé que
el marcador Alexa 488 ( ) que representa las vesiculas presinapticas de sinapsina
(SYP) se incrementd a través de tiempo, incluido en el grupo control siendo el indice
de expresion sindptica de acuerdo a las SYP alas 72 h de 0.13 para el grupo control, de
0.19 para el cultivo tratado con PPy-1 y de 0.21 para el grupo PAI-], a las 96 h de 0.38
para el grupo control, de 0.45 para el grupo PPy-I1y de 0.66 para grupo PAIl-], a las 120
h post tratamientos el indice de expresion presinaptica fue de 0.16 para el grupo
control, pudiendo notar un visible decremento en la expresion de SYP, esto se puede
deber al visible incremento celular que se muestra en la grafica de la figura 30-a lo cual
indica la proliferacién de células no especializadas, es decir, de células que se siguen
dividiendo y no poseen las caracteristicas biologicas de una neurona, por otro lado este
indice resulto de 0.61 para el grupo PPy-1y de 1.00 para el grupo PAI-I mostrando una
diferencia significativa independiente en el tiempo de 96 h y 120 h, al incremento de la
expresion de esta proteina vesicular con la utilizaciéon de las mesoparticulas de los
materiales poliméricos (figura 32-a).

En el caso de la expresion de las vesiculas post sinapticas de PSD 95 marcado con Alexa
594 (rojo) los resultados de la expresion vesicular mostrados en la figura 32-b
resultaron a las 72 h post tratamientos de 0.11 para el grupo control, de 0.35 para el
grupo PPy-I mostrando una diferencia significativa respecto al control, y de 0.32 para
el grupo PAI-1, a las 96 h se muestra un indice de expresion post sinaptica de 0.18 para
el grupo control, de 0.76 para el grupo PPy-1y de 0.95 para el grupo PAl-1y finalmente
a las 120 h result6 de 0.35, 0.82 y 1.42 para los grupos control, PPy-1 y PAI-I
respectivamente, mostrando diferencia significativa entre los tratamientos y en el

tiempo alas 96 hy 120 h sobre la expresién de la densidad post sinaptica.
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Esto muestra que los polimeros de PPy-I y PAI-I tienen un efecto de incremento en la
expresion de vesiculas post sindpticas alas 72 hyalas 120 h con la utilizacién de PPy-

y PAl-I respectivamente.

72 hrs 96 hrs 120 hrs

Figura 31. Micrografias de las tinciones para identificacion de vesiculas sindpticas de las redes neuronales tratadas con
mesoparticulas de PPy-1 20 W y PAI-1 30 W a diferentes tiempos post estimulo de diferenciacion, 70, 96 y 120 h.
Sinapsina, Alexa 488 ( ), PSD 95, Alexa 594 (rojo), pllI-Tubulina, Dylight 405 (azul) y polimeros, autofluorescencia

(rojo).
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Figura 32. indice de sinapsis respecto a la expresion de vesiculas postsindpticas y presindpticas de las redes neuronales
formadas por la linea celular N1E-115 mediante el tratamiento con mesoparticulas de PPy-1y PAI-l a 72, 96 y 120 h post
estimulo de diferenciacién. a) Indice de sinapsis respecto a la expresion de vesiculas presindpticas (SYP), b) indice de
sinapsis respecto a la expresion de vesiculas postsindpticas (PSD 95).
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Existen varios biomateriales que se han sintetizado y utilizado con el fin de promover
la diferenciacién neuronal y formar conexiones sindpticas, por ejemplo, hidrogeles
fabricados de matriz extracelular (ECM) que proporcionan un entorno tridimensional
similar al tejido natural, lo que favorece la adhesion, proliferaciéon y diferenciacion
neuronal; también se han utilizado con el mismo propdsito materiales biodegradables
como el acido polilactico (PLA) y el acido poliglicélico (PGA), éstos se utilizan como
andamios o como recubrimientos de los mismos con el propésito de incrementar su
biocompatibilidad y por lo tanto algunos mecanismos biolégicos como la proliferacion

y diferenciacion celular [107]-[110].

Por otro lado, unos de los materiales mas utilizados con el propoésito de diferenciacion
de células excitables son los polimeros conductores y semiconductores como el
polipirrol y polialilamina, debido a que pueden transportar cargas eléctricas y
proporcionar un entorno eléctricamente activo que favorece la comunicacion entre las

neuronas y asi estimular, tanto la diferenciacién neuronal como la sinapsis [111]-[113].

A diferencia de la mayoria de los materiales mencionados anteriormente, sintetizados
por métodos convencionales, los materiales sintetizados por plasma son faciles de
sintetizar y solo participan los monémeros en la reaccion, debido a esto los materiales
no son contaminados con otro tipo de sustancias o residuos secundarios, lo que

incrementa su biocompatibilidad [114]-[116].

Otra ventaja de la utilizacién de los materiales probados en este trabajo su aplicacién
directa en el sitio de lesion, no es necesario la fabricaciéon de algiin andamio para
promover la adherencia del polimero a las células diana y basta con preparar una
suspension de mesoparticulas en forma de inyecciéon para que, estds migren y se
adhieran a los nucleos celulares como se demostré en las imagenes de la figura 29 y asi
producir el efecto de estimulacion para la diferenciaciéon y promover el incremento de

vesiculas presinapticas y densidad proteica post sinaptica.
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9. Conclusiones

Los biomateriales poliméricos sintetizados por plasma PPy-I, PAI-I y PPy/PAl-I
contribuyen a la diferenciacion neuronal, asi como PPy-120 Wy PAl-1 30 W contribuyen
alatendencia y al incremento de la expresion de las vesiculas presinapticas (sinapsina)
después alas 96 hy 120 h asi como a la densidad postsinaptica (PSD) alas 96 hy 120
h post estimulo de diferenciacién de la linea celular N1E-115, por lo cual se infiere que
estos mecanismos neuronales son en parte los que se activan en el tratamiento de

lesiones medulares con implantes de los biopolimeros de PPy-1y PAI-1.

Los biomateriales sintetizados por plasma y dopados con iodo cambian sus
propiedades fisicoquimicas de acuerdo con la potencia de sintesis y se observan grupos
funcionales y estados quimicos que no se encuentran presentes en el monémero inicial
debido a la deshidrogenacién de los mondmeros y los compuestos intermedios durante

la sintesis.

Se puede observar mayor indice de diferenciaciéon con los tratamientos sintetizados a
potencias bajas (20 W y 30 W), en donde se encuentra una mayor variedad de estados
quimicos nitrogenados, lo cual sugiere la importancia de la diversidad quimica en los

materiales para este efecto.
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Anexos

Anexo 1

1. Preparacion de soluciéon PUCK’S

A continuacién, se describen los reactivos y concentraciones utilizados para la
preparacion de soluciéon PUCK’S, utilizada para retirar las células N1E-115 de las cajas

de cultivo y evitar el dafio mecanico sobre las células.

REACTIVO CONCI::.:;:;ACION CASA COMERCIAL
CaCl,.2H,0 1.5 Sigma Aldrich

MgS0,4.7H,0 0.81 VWR International
KcCl 5.36 Sigma Aldrich

NacCl 137 VWR International

e Se disolvieron todos los reactivos en 400 mL de agua miliQ

e Seajusto el pH a 7.3-7.4 usando acido clorhidrico (HCL) o hidréxido de sodio
(NaOH)

e Se aforé el al volumen final de 500 ml

e Se esterilizo la solucion con una unidad de filtracion de 0.22 um de poro de

filtro.

¢ Finalmente se almacen6 a 5 °C y se mantuvo en condiciones estériles.

Todo el proceso se llevd a cabo en una campana de flujo laminar para evitar

contaminaciones.
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Anexo 2

2. Esterilizacion de cubreobjetos para siembre de la linea celular N1E-115
A continuacién, se describen el protocolo de esterilizacién de cubreobjetos para la
siembra de la linea celular N1E-115 para los ensayos de diferenciacién celular y

marcadores de sinapsis.

e Los cubreobjetos circulares de 18 mm de didmetro se colocaron en un frasco de
vidrio estéril con tapa de rosca y se cubrieron con etanol al 70%.

e En seguida se sonicaron en el frasco con la solucién durante 2 h.

e Después se desechd la solucién de etanol y se enjuagaron con agua miliQ.

e Se secaron uno por uno de los cubreobjetos con ayuda de un flujo de aire.

e Posteriormente, se colocaron nuevamente en un frasco de vidrio estéril tapado
sin presionar la tapa y se metieron a un microondas durante 10 min dando
espacio de enfriamiento de 1 minuto por cada minuto de calentamiento.

e Finalmente se dejaron se cerrd bien la tapa del frasco y se dejaron enfriar a

temperatura ambiente para posteriormente poder ser utilizados.

Todo el proceso se llevd a cabo en una campana de flujo laminar para evitar

contaminaciones.

Pagina | 86



Anexo 3

3. Esterilizacién de mesoparticulas de PPy-1y PAI-I
A continuacidn, se describen el protocolo de esterilizacién de las mesoparticulas de los
polimeros de PPy-I y PAI-I para su utilizacién como tratamiento sobre la formaciéon de
redes neuronales de la linea celular N1E-115 para los ensayos de diferenciacién celular

y marcadores de sinapsis.

e Se colocaron 10 mg del polimero en un vial de vidrio estéril y se esterilizaron
durante 30 min con luz ultravioleta.

e En seguida se colocaron 2 mL de agua miliQ en cada vial con polimero.

e Posteriormente, se sonicaron los viales con los polimeros en agua miliQ durante
24 h.

e En seguida se dren6 el agua quedando solo las mesoparticulas y se enjuago con
2 mL de PBS 1X estéril en 3 ocasiones.

e Finalmente se colocé 1 mL de PBS 1X en cada vial y se reservaron hasta su uso a

5°C.

Todo el proceso se llevd a cabo en una campana de flujo laminar para evitar

contaminaciones.
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Anexo 4

4. Preparacion de solucion PBS

A continuacién, se describen los reactivos y concentraciones utilizados para la

preparacion de la solucion PBS utilizada para la dilucion

CONCENTRACION

REACTIVO (mM) CASA COMERCIAL
KCl 2.7 Sigma Aldrich
NacCl 137 Sigma Aldrich

Na:HPO,4 10 VWR International

KH2PO4 1.8 VWR International

e Se disolvieron todos los reactivos en 800 mL de agua miliQ

e Seajusto el pH a 7.3-7.4 usando acido clorhidrico (HCL) o hidréxido de sodio
(NaOH)

e Se afor¢ el al volumen final de 1000 ml

e Se esterilizo la solucion con una unidad de filtraciéon de 0.22 um de tamafio de
poro.

¢ Finalmente se almacen6 a 5 °C y se mantuvo en condiciones estériles.

Todo el proceso se llevd a cabo en una campana de flujo laminar para evitar

contaminaciones.
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