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A\ Resumen

RESUMEN

Introduccion: Los polimeros aminados son ampliamente utilizados como soporte para la
colonizacién celular. Destacan por su alta hidrofilicidad, que permite una densa carga de
componentes bioldgicos; y su alta reactividad, permitiendo la inmovilizacién de diferentes
moléculas. La polimerizacién por plasma promueve la formacién de una variedad amplia de grupos
funcionales, que son capaces de modificar las caracteristicas de los biomateriales; estos materiales
pueden doparse con algun halégeno para incrementar su conductividad, lo cual es favorable en el
cultivo de células excitables como neuronas. Los estudios de los materiales poliméricos sintetizados
por plasma y dopados con iodo (PPy-l y PAI/I utilizados como implantes en lesiones crénicas de
médula espinal en modelos in vivo muestran efectividad en la recuperacién funcional en ratas de la
cepa Long-Evans. Inmunofluorescencias contra el marcador neuronal Blll tubulina en las médulas
tratadas con dichos polimeros sugieren que la recuperacion funcional es debida a un posible
mecanismo de diferenciacién celular. Por lo anterior, el presente proyecto propone estudiar el
efecto de los polimeros aminados dopados con iodo y sintetizados por plasma en el proceso de
diferenciacidon neuronal con el fin de determinar un posible mecanismo fisioldgico de recuperacion
funcional.

Metodologia: Se sintetizaron los polimeros aminados PPy-I, PAI-I y PPy/PAl-I sobre portaobjetos
mediante polimerizaciéon por plasma variando la potencia de sintesis. Se caracterizaron los
polimeros mediante SEM, angulo de contacto, DRX, IR-ATR, EDS y se realizé una derivacién quimica
con TFBA para determinar la concentracién de aminas de los materiales. Se sembrd la linea celular
N1E-115 sobre los polimeros y se estudio el efecto de estos sobre la diferenciacidn de la linea celular.
Finalmente, se realizé una inmunofluorescencia para realizar conteo de la longitud de las neuritas.
Resultados: Las micrografias por SEM muestran peliculas lisas con algunos agregados. Los angulos
de contacto mostraron que los polimeros son parcialmente hidrofilicos. En DRX se observaron
peliculas amorfas. Los espectros de IR-ATR muestran la presencia de grupos funcionales -N-H, C-H,
C=C, C=N, C=Cy C=N en diferentes porcentajes de transmisién. Se obtuvieron mayores porcentajes
de aminas primarias en los polimeros de PAI-I. Finalmente se observé diferenciacion neuronal en
todos los materiales y mayor longitud de neuritas en PAI-I sintetizado a 30 W.

Conclusiones: Los materiales poliméricos aminados sintetizados por plasma PPy-I, PAI-I, PPy/PAIl-|
contribuyen a la diferenciacion neuronal, en diferente medida dependiendo de la potencia de

sintesis, tomando como referencia la longitud de las prolongaciones neurales
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Capitulo 1

1. INTRODUCCION

En las uUltimas décadas los biomateriales han sido utilizados como una alternativa en tratamientos
de remplazo y funcionalizacién de tejidos u drganos; para que estos sean considerados en
aplicaciones clinicas deben cumplir con ciertos criterios de biocompatibilidad, propiedades

mecanicas y de biodegradabilidad.

En su mayoria, los biomateriales utilizados como soportes celulares con aplicaciones en ingenieria
de tejidos neuronales deben cumplir con propiedades especificas topograficas, mecanicas,

bioquimicas, eléctricas, biodegradables y biocompatibles como las que se muestran en la figura 1.

Estimular
células
progenitoras
endogénas

Mimetizar la
matriz
extracelular
nativa

Disminuir la
propagacion
de lesiones
secundarias

SOPORTE
NEURONAL
IDEAL

Proporcionar
una buena
guiay
contacto para
crecimiento de
neuritas

Remplazar
células/tejido
perdido

Eliminar la
inflamacion
cronica

Figura 1. Propiedades ideales de un biomaterial/soporte neural.
Adaptada de [1]
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m Capitulo 1. Introduccion

Estos biomateriales pueden ser de diferentes origenes, de acuerdo con su composicion:

Naturales: Son obtenidos de productos provenientes de algin organismo, por ejemplo:
azUcares, proteinas, péptidos. Tienen ventaja sobre algunos biomateriales por su
degradacién y biocompatibilidad.

Sintéticos: Tienen estructura y organizaciéon especifica por la unién de mondmeros
conocidos. Sus propiedades mecdnicas pueden ser superiores a la de los biomateriales
naturales; sin embargo, los productos de su degradacidn pueden desencadenar una
reaccion inflamatoria.

Compuestos: Estan conformados por dos o mas biomateriales, los cuales al combinarlos

pueden tener efectos sinérgicos [2].

Los biomateriales mas adecuados para el uso como soportes neuronales son los polimeros, ya que

cumplen con muchas de las caracteristicas antes mencionadas. Los polimeros mas utilizados para

ingenieria de tejidos neurales son los siguientes:

Biodegradables: poli(acido lactico) (PLA), poli(acido glicolico) (PGA), y sus copolimeros,
poli[(acido lactico)-co-(acido glicdlico)] (PLGA). Los hidrogeles de
poli(hidroxietilmetacrilato-co-metilmetacrilato) tiene propiedades mecanicas similares a la
médula espinal de los mamiferos (mddulo elastico de 200 a 600 kPa). Otros polimeros
biodegradables son la metil-celulosa, el alginato, el polihidroxietilmetacrilato (PHEMA), y el
polihidroxibutirato (PHB). La fusion rapida de los axones mielinizados cortados se puede
lograr mediante la aplicacién de polietilenglicol (PEG) [3].

No biodegradables: La mayoria de estos materiales se usa para reparacion de dafos del SNP
(Sistema nervioso periférico). El PHEMA ha demostrado tener un efecto de regeneracién de
los axones lesionados de ratas. Materiales como el polipirrol muestran interaccion vy
crecimiento neuronal, ademas de ser conductores eléctricos. Los nanotubos de carbono
(CNTs) son otro tipo de materiales conductores que se utilizan para promover o transmitir

la sefial neuronal, ademas de ayudar a la elongacién de las dendritas y la adhesion neuronal.

Ademas del tipo de material son necesarios otros procedimientos para mejorar la integracion del

biomaterial con el tejido neuronal u otros tejidos. Con el fin de incrementar la integracion de tejidos,

los biomateriales pueden ser modificados con motivos de reconocimiento cortos que imitan a la
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matriz extracelular para promover la union celular (por ejemplo, proteinas, péptidos). Existen 4
principales maneras de caracterizar, decorar, modular o modificar la superficie de los biomateriales,
las cuales son: deposicion superficial, mezcla, fijacidn por cargas electrostaticas y fijaciéon covalente,

(figura 2) [4].

Deposicion superficial Mezcla

Biomaterial

Fijacion por cargas Fijacion covalente
electrostaticas

Figura 2. Métodos de modificacion superficial de biomateriales
Adaptado de [5]

Una de las técnicas de modificacion de biomateriales es la técnica de modificacién por plasma. Un
plasma es un ambiente quimico altamente reactivo en el cual pueden ocurrir muchas reacciones
guimicas. La alta densidad de especies excitadas y ionizadas en el plasma pueden cambiar las
propiedades superficiales de materiales tradicionalmente inertes como los ceramicos. Las técnicas
basadas en el plasma se estdn convirtiendo en un método efectivo para modificar las propiedades

superficiales de implantes biomédicos con formas complejas [6].

Con la técnica de polimerizacion por plasma, se pueden agregar peliculas delgadas con una gran
cantidad de grupos amina (-NH.) a casi cualquier superficie. El grupo amina en sistemas bioldgicos
tiene una carga neta positiva, la cual puede ayudar a la inmovilizacién de enzimas y proteinas a

través de la interaccion electrostatica de cargas [7]
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Capitulo 2

2. ANTECEDENTES
2.1 Biomateriales

Los biomateriales se pueden definir como “cualquier sustancia (diferente de un medicamento) o
combinacidn de sustancias sintéticas o de origen natural, que pueden ser usados por un periodo de
tiempo, como un todo o parte de un sistema que se trata, mejora o remplaza cualquier tejido, organo

o funcion del cuerpo” (Helmus and Tweden, 1995).

Los biomateriales se clasifican segun su origen en polimeros, metales, cerdmicos y compositos los
cuales pueden ser naturales o sintéticos segun su fuente de obtencidn. Cada tipo de biomaterial

tiene caracteristicas especificas que le otorgan ciertas propiedades para ser utilizados en diferentes

aplicaciones en el cuerpo como se especifica en la tabla 1.

MATERIAL VENTAIJAS DESCRIPCION
¢ _— Estos materiales se utilizan en dispositivos donde se requiere
POLIMEROS Ductiles 0S materiales ° S e guiet
Nailon Lizeros resistencia mecanica y flexibilidad. Sus productos de degradacion
Poliéster Fgécil se eliminan principalmente a través del metabolismo celular. De
. ., forma general, se pueden clasificar como polimeros lineales, geles
Silicona fabricacién . .
o resinas macro reticuladas.
METALES — . . . . .
Ti (Titanio) y sus Ddctiles Uso casi exclusivo para implantes sometidos a esfuerzos mecanicos
. Fuertes y corrosién, como prétesis para rodilla y cadera, clavos, tornillos y
aleaciones —
Alta dureza placas para fijacion de fracturas.

Acero Inoxidable

De composiciones inorganicas y no metdlicas, biocompatibles, no

CERAMICOS Biocompatibles y
. - . . sufren los efectos de corrosién y, aunque algunos pueden llegar a

Oxido de aluminio Bioactivos -

. . . L. degradarse, los productos de tal degradacién pueden ser
Hidroxiapatita Rigidos .

reabsorbidos.

COMPOSITOS
Metal-PMMA Constan al menos de dos fases distintas, separadas por una interfaz

(Polimetilmetacrilato)

Resistentes

definida. El constituyente continuo que, por lo general, aunque no

Rigidos . . . . .
HA-HDPE Pro igedades siempre, es el mds abundante, se denomina matriz, dependiendo
(Hidroxiapatita- disiintivas de ella se pueden clasificar en compuestos de matriz ceramica,

Polietileno de alta

densidad)

metalica o polimérica.

Tabla 1. Caracteristicas y aplicaciones de biomateriales

Adaptado de [8]

Los biomateriales, en especial los polimeros, que contienen superficies funcionalizadas con aminas

son de gran interés en aplicaciones como membranas para tratamiento de aguas residuales,
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funcionalizacion de nanotubos o microesferas de carbono, en dispositivos biomédicos para mejorar
la biocompatibilidad, microfluidos y en fabricacién de sensores y los polimeros catiénicos que tienen
multiples grupos amina, se han utilizado para administrar acidos nucleicos terapéuticos, ya que

forman complejos electrostaticos de nanoparticulas con acidos nucleicos a pH fisioldgico [9].

Los métodos convencionales para preparar superficies aminadas involucran reacciones complejas
gue requieren utilizar diferentes solventes y usualmente son reacciones muy lentas, éstas incluyen

la oxidacién, amidacion, glucosaminacidn, reaccién de acoplamiento y platinacién/iodaciéon [10].

2.2. Polimerizacion por plasma

Existen diversas técnicas de polimerizacion dependiendo de qué tipo de energia actue, entre las

cuales destacan, la polimerizacién quimica, electroquimica, térmica, fotoquimica y por plasma.

La polimerizacidon por plasma es una técnica que se lleva a cabo en fase gaseosa. Los materiales
obtenidos estan libres de impurezas asociadas a iniciadores o catalizadores de las reacciones
guimicas debido a que no son necesarios para que se lleve a cabo la polimerizacién [11]. Los
polimeros por plasma no se constituyen por una estructura repetitiva consecutiva como lo son los
polimeros lineales convencionales. Sin embargo, a lo largo de la cadena se pueden encontrar
unidades estructurales repetitivas. Por lo tanto, los polimeros sintetizados por plasma tienen
composicion y propiedades fisicoquimicas diferentes a los sintetizados por mecanismos de
polimerizacidn convencionales [12]. Con esta técnica, los polimeros se obtienen en pelicula o

particulas, dependiendo de las condiciones de polimerizacion.

Los mecanismos de polimerizacion por plasma mas estudiados son por radicales libres, conocido
como polimerizacién por adicion, donde los electrones it de los dobles enlaces de las moléculas se
unen en diferentes arreglos. En la primera etapa, mediante adicién de energia, se convierte al
mondmero en radical libre. Justo después de formarse los radicales se producen las primeras
fijaciones de una molécula de monémero con otra. Donde el mondmero se representa con la letra

M vy el radical libre generado debido al impacto de particulas por M*.

M+ M —M;

My + M — M3
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Mn + Mm - Mn+m

En la etapa de propagacion, el crecimiento de las moléculas se efectua por fijacién sucesiva del

mondmero sobre los centros activos.

M *+ M —M *,

M *; +M — M *;

La reaccion de terminacidon se produce por la eliminacién de radicales, por ejemplo, cuando

electrones dispares de dos radicales forman un enlace covalente.

Puede darse también el caso en que un radical pueda regresar a su estado basal, pero que, al
contrario de la reaccién de terminacién, de origen a otro radical diferente capaz de reaccionar con

el mondmero, lo que se conoce como reaccién de transferencia, similar a la propagacion [13] [14].

M *n+M _)M*n+1

M *, — Mn (Polimero)

La polimerizacidn por plasma es cominmente utilizada para promover la formacidn de una variedad
amplia de grupos funcionales, los cuales, dependiendo de su naturaleza, son capaces de modificar
las caracteristicas de los biomateriales como la mojabilidad, caracteristicas de adhesién y
biocompatibilidad, debido a la diversificaciéon y cantidad de grupos funcionales en la superficie del
material; asi pues, en conjunto, estas variaciones tienen la capacidad de mejorar la adhesién y

proliferacién celular [15].

El tipo de grupo funcional, asi como su porcentaje presente en los materiales sintetizados por
plasma puede ser controlada variando los mondmeros, condiciones de sintesis como lo son

potencia, tiempo, presidn, velocidad de flujo de los precursores. [16].

2.3 Polimeros aminados sintetizados por plasma

Los polimeros aminados son ampliamente utilizados como soporte para la colonizacion celular,

aunque en su gran mayoria son utilizados como plataformas quimicamente reactivas para la
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inmovilizacién covalente de moléculas bioldgicas activas. Algunos ejemplos de moléculas bioactivas
que han sido inmovilizadas exitosamente sobre grupos amina generado por plasma son ADN (Acido
desoxirribonucleico), proteina A, acido hialurénico, heparina, inmunoglobulina G, algunas enzimas
como glucoxidasa y glucoisomeraza, lisozima y polisacdridos como dextrano y carboximetil-

dextranos [17].

Entre las caracteristicas de los polimeros aminados destacan dos; su alta hidrofilicidad que permite
una densa carga de componentes biolégicos sobre las superficies modificadas con estos polimeros
y su alta reactividad, permitiendo la inmovilizacién covalente, electrostatica y por puentes de
hidrogeno de diferentes moléculas. Algunos de los precursores mas utilizados para integrar en
biomateriales aminas funcionales mediante polimerizacién por plasma son etilendiamina,
butilamina, heptilamina, anilina, diaminociclohexano, acetonitrilo y alilamina. La polialilamina (PAI)
sintetizada por plasma es un polimero muy popular el cual es utilizado para proveer superficies con
grupos funcionales amino y gracias a su alta biocompatibilidad es ampliamente utilizada en

aplicaciones biomédica [16].

Alilamina (CH,=CH-CH>-NH,) es probablemente el monédmero mas comun para producir poliaminas
(Figura 3a). En la polialilamina lineal tradicional, los mondmeros se unen transformando el doble
enlace en un enlace sencillo que da una estructura similar a la que se muestra en figura 3b, en la
gue los mondmeros se unen con un esqueleto central de carbono y segmentos laterales -CH,-NH,.
En las reacciones por plasma, la polimerizacidn se promueve principalmente por deshidrogenacion,
en donde generalmente el mondémero preserva los dobles enlaces y crea nuevos enlaces; una
posible representacion de PAl sintetizado por plasma donde se preserva el doble enlance se muestra
en la figura 3c, en la que no hay ramas, solo el esqueleto central con simple enlace y configuraciones
de doble enlace CH,-CH = CH-NH, en este caso, las aminas primarias se vuelven aminas secundarias

[18].

H\N,H
| H
Hao” 8 i ?
H H <‘: r ? //R H\ | l H H
\ —C g —C
T Ll e e L o
1\ \ N C C
H N—C~_ 7\, H H ~ No—=C
[ \ [ /S e—C N G~y l w MY VA -~ N |
H/C\ —~N H H TR H\ /N\ !/ [ H [
N N P C—y N R ¢ C H
¢~ H Wy | { H /67 Ny
, = R /N\H H l
H H
(a) (b) (c)
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Figura 3. Estructura quimica de la alilamina y polialilamina con simple y doble enlaces.
a) Alilamina b) Polialilamina lineal con enlaces simples c) Polialilamina lineal con dobles enlaces.
Tomado de [18]

Otro polimero que contiene grupos amina es el polipirrol (PPy). El pirrol esta formado por un anillo
heteroaromatico de 5 miembros, 4 carbonos y 1 nitrégeno rodeado por hidrégenos (-CH=CH-
CH=CH-NH-). Desde un punto de vista espacial, el anillo de pirrol forma un plano con enlaces dobles
y sencillos interrumpidos por el atomo de nitrégeno de la amina. Al formar el polimero por
polimerizacién por plasma, los anillos pierden hidrégenos y se unen en los puntos reactivos dejados
por su ausencia (figura 4). Dependiendo del punto de unidn, se pueden formar grandes secuencias
de anillos con enlaces conjugados, dobles y sencillos y construir asi polimeros semiconductores [19].
Existen reportes de que el polipirrol sintetizado por plasma crea una capa superficial rica en grupos
amina, siendo un material semiconductor utilizado como sustrato para el sembrado de células

excitables [20] [21] [22] [23] .

. o0 o0 2 .
o 0 %48 5.0 4 o "'v“bzopf
A o o [ ° ° O b_\c X
oo 9 T @
O » 894
./ Od
Pirrol Polipirrol lineal Polipirrol entrecruzado

Figura 4. Estructuras moleculares del pirrol y polipirrol lineal y entrecruzado.
Tomado de [24]

Sin embargo, una consecuencia de estas condiciones de sintesis es que las propiedades eléctricas
de los polimeros por plasma pueden resultar reducidas comparadas con los mismos polimeros
sintetizados por otros métodos. Para aumentar la conductividad, estos polimeros se combinan con
otros compuestos para crear sitios polares que ayuden en el transporte de cargas eléctricas. A este
proceso se le conoce como dopaje. Al igual que con la polimerizacidn por plasma, el dopaje por
plasma se promueve por la ionizacidn y las colisiones de las particulas aceleradas en el plasmay,
dependiendo de la energia aplicada al sistema, se pueden producir enlaces quimicos entre el

dopante y las cadenas del polimero. Al final de este proceso simultdneo polimerizacién-dopaje por
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plasma, los polimeros dopados presentan mayor conductividad eléctrica que sus similares sin dopar

[24].
2.4 Implantes de polimeros aminados sintetizados por plasma en lesiones medulares

Algunos polimeros aminados sintetizados por plasma han sido utilizados como implantes para el
tratamiento de lesiones medulares mostrando resultados favorables en la recuperacién funcional

de ratas de la cepa Long-Evans.

En uno de estos estudios se sintetizaron por plasma peliculas de biopolimeros de polipirrol
sintetizados en combinacidn con Polietilenglicol (PPy-PEG) o yodo (PPy-I) (figura 5). La finalidad de
este estudio fue combinar las aminas generadas en la polimerizacién de PPy con los grupos
oxigenados de los glicoles para con ello incrementar su biocompatibilidad; en cuanto al PPy con el
dopaje con yodo (PPy/l), se buscé generar un biomaterial que, al estar en contacto con soluciones
ricas en electrolitos, fuera capaz de incrementar en varios ordenes de magnitud su conductividad
eléctrica [11]. Estos polimeros fueron probados en animales de laboratorio a los cuales se les
implantd el biomaterial en forma de pastilla posterior a la realizacién de una lesién en la médula
espinal por seccion completa de la misma (LSCME). En estos estudios, se encontré que el material
PPy no genera una respuesta inmune en el huésped; al evaluar la recuperacidon motriz de acuerdo
con la escala BBB, los animales con el implante de polipirrol dopado con yodo (PPy-I) mostraron una
mejoria considerable de alrededor de 5 puntos en la escala BBB (Basso, Beattie, and Bresnahan), en
comparacion con los grupos control, que obtuvieron como maximo 3 puntos BBB como se muestra

en la figura 6.

PPy-PEG. PPy-|

Figura 5. Micrografias de microscopia electronica de barrido donde se muestra la morfologia de peliculas de polipi-rrol
(PPy), polipirrol-polietilenglicol (PPy-PEG) y polipirrol dopado con yodo (PPy-I).
Tomado de [24]
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Figura 6. Valores promedio de la escala BBB de grupos de animales sometidos a una seccion completa de médula espinal.
Sin implante (Control), o con implantes de PPy, PPy-PEG o PPy-I. La recuperacion motora fue evaluada durante los 56 dias
posteriores a la lesion.

Tomada de [24]

Por otra parte, en un analisis histolégico de implantes de PPy-1y PPy-PEG en LSCME pudo observarse
que, en el grupo control, se generan quistes en el tejido los cuales limitan los procesos de
regeneracién y reconexioén celular en el tejido nervioso, persistiendo asi la paralisis. En contraste
con el tratamiento PPy-l y PPy—PEG en los cuales se observé una menor zona quistica alrededor del

implante (figura 7) [11].
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Figura 7. Fotografias y cortes histoldgicos con o sin implante en LSCME.

Paneles izquierda: (A) Zona del corte transversal en animales control. Animal implantado con (C) Polipirrol dopado con
Yodo o (E) Polipirrol copolimerizado con polietilenglicol. Paneles derecha: Cortes histoldgico con tincién de Luxol Fast Blue
correspondientes al drea de LSCME en animales control (B), animales implantados con (D) Polipirrol dopado con Yodo o
(F) Polipirrol copolimerizado con polietilenglicol. Las flechas indican las zonas de quistes.

Tomado de [11]

En otro estudio se colocaron implantes de PPy-I en un modelo de lesidn traumatica por contusion
moderada de la médula espinal (LTME) en forma de mesoparticulas (MPs) sintetizadas por
polimerizacidn por plasma y en combinacién con rehabilitacion en banda rotatoria (RBR). En este
estudio se reportd que el implante de MPs presenta buena integracién con el tejido huésped sin
presentar un aparente rechazo inmunitario al ser implantados por microinyeccién 48 horas después
de realizar la LTME en ratas cepa Long — Evans (figura 8). Aun cuando no se observo recuperacién
en el tejido nervioso, se observd que el implementar una terapia fisica, esta contribuyo a recuperar

parte de la funcién motora perdida [25].
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(A) (B)

(© (D)

Figura 8. Cortes histoldgicos de médula espinal a 2 meses de LTME con tratamiento de mesoparticulas de PPy/l y
rehabilitacion fisica.

Secciones longitudinales de médula espinal de ratas que muestran el epicentro de la zona lesionada, el tejido conservado
y las cavidades quisticas formados 2 meses después de una LTME. (A) Vehiculo: solucidn salina; (B) Vehiculo - RBR:
solucion fisioldgica con rehabilitacién en banda rotatoria; (C) los MPs: implante de mesoparticulas; (D) MPs - RBR:

implante de mesoparticulas mds rehabilitacion en banda rotatoria. Ampliacion 29. Tincién de hematoxilina / eosina.
Implante de mesoparticulas de PPy/I (MPs), (GS) Cicatriz glial; (C) Quiste.
Tomada de [25]
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Capitulo 3

3. JUSTIFICACION

En el grupo de investigacién polimeros/médula de Proyecto Camina del cual forma parte la
Universidad Auténoma Metropolitana, Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, Instituto
Nacional de Investigaciones Nucleares, Centro Médico Nacional Siglo XXI, se implantan polimeros
sintetizados por plasma en modelos de ratas Long-Evans a las cuales se les realizan diferentes tipos
de lesiones medulares para estudiar el efecto de recuperacién funcional. Los procesos que se llevan
a cabo durante la evolucion de las lesiones y la influencia de los polimeros en ellas son muy
complejos y no se conocen lo suficiente, es por ello por lo que se estudia el resultado de los procesos

de recuperaciéon motora y funcional en las ratas.

En estudios previos, se realizaron lesiones medulares crénicas por contusidn en ratas Long- Evans
con 1 mes de evolucidn, en donde se estudié el efecto del implante de mesoparticulas de PPy/PAI-|
por microinyeccién en el sitio de lesion, después de 8 semanas post implante se sacrificaron las ratas
para estudiar el efecto del polimero en la lesién medular por técnicas histoldgicas. Para evidenciar
la regeneracion neuronal se realizaron inmunofluorescencias contra un marcador especifico de
citoesqueleto neuronal, la proteina BlII- tubulina (Figura 9). Estos ensayos mostraron fibras
inmunoreactivas contra Blll- tubulina y que esta se encuentra en mayor proporcidn alrededor del
polimero PPy/PAIl-l. Esta observacion, sugiere que el polimero de PPy/PAIl-I podria estar activando

su expresion, ya que se encuentra la marca alrededor del polimero.
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Figura 9. Inmunofluorescencia de cortes medulares con lesion por contusion
PlI- tubulina (verde), Hoescht (azul), PPy/PAl-I (rojo)

Con base en lo anterior, se ha demostrado que los implantes de polimeros aminados favorecen la
recuperacion funcional al contrarrestar algunos procesos fisiopatoldgicos como el estrés oxidativo
y la apoptosis, asi como aumentar la cantidad de tejido preservado. Sin embargo, estos procesos no
explican la recuperacién funcional y el incremento en la expresidon de Blll-tubulina, y hasta el

momento no se han descrito alglin mecanismo que explique dichos efectos.

Es por ello por lo que el presente proyecto propone estudiar en un modelo in vitro el efecto de los
polimeros aminados PPy-I, PAI-I y PPy/PAl-I en el proceso de diferenciacidn celular en un cultivo de

linea celular con el fin de determinar un posible mecanismo fisioldgico de recuperacién funcional
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Capitulo 4

4. HIPOTESIS

Los materiales poliméricos con grupos amina dopados con iodo sintetizados por plasma PPy-l,

PAI-l'y PPy/PAIl-I, contribuyen a la diferenciacidn celular neuronal.
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Capitulo 5

5. OBIJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de diferenciacion celular de los polimeros aminados PPy-I, PAI-I y PPy/PAIl-|

sintetizados por plasma en la linea celular N1E-115.

5.2 Objetivos especificos

e Sintetizar mediante la técnica de polimerizacién por plasma los materiales aminados

dopados con iodo PPy-I, PAI-l y PPy/PAI-I.

e Caracterizar fisicoquimicamente los polimeros y realizar una comparaciéon de la quimica

superficial de acuerdo con los parametros de sintesis de cada uno.

e Evaluar el efecto de diferenciacion neuronal de los polimeros sobre la linea celular N1E-115.
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Capitulo 6

6. METODOS Y DESARROLLO EXPERIMENTAL
6.1. Sintesis por plasma de peliculas poliméricas aminadas

Se depositaron sobre portaobjetos de 1X1 cm peliculas poliméricas aminadas sintetizadas por
plasma variando la potencia en cada sintesis. Las polimerizaciones se llevaron a cabo en un reactor
cilindrico de vidrio que cuenta con una capacidad de 1500 cm?® en el cual, se introdujeron electrodos
de acero inoxidable acoplados a bridas igualmente de acero inoxidable, las cuales cuentan con dos
accesos cada una, en los cuales se conectaron los recipientes cilindricos acoplados a vélvulas de alto
vacio J. Young (Sigma Aldrich) con una salida de 6 mm, los cuales contenian a los mondmeros, pirrol
al 98% y alilamina al 98%, y el dopante (yodo en hojuelas >99% Sigma Aldrich) por un lado y por
otro se conecté un medidor de presidn tipo Pirani 945 MKS Instruments HPSTM Products vy el
sistema de vacio que consta de una bomba para vacio Alcatel Pascal 2015 C1 y un condensador
Alcatel LNTS. La induccion a la reaccidon por plasma se llevé a cabo conectando al reactor una
terminal de radiofrecuencia RF Dressler CESAR- 1500 la cual genera un campo electromagnético de

13.56 MHz (figura 10).

Electrodos \
[

\

Portaobjetos W¥— Plasma

>
o
9

Contenedores
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monémeros
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Alto Vacio
Trampa

de N

Generador de RF

Figura 10. Sintesis de polimeros por plasma
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TIEMPO DE
POLIMERO REACCION POT(‘EA';')C'A PRESION (TORR)
(MINUTOS)
PPy-I | 15 20, 30y 40 5.5X101-1.1
PAI-I | 25 20, 30y 40 6.5X101-1.4
PPy/PAI-I | 15 20, 30y 40 8.5X101-1.4

Tabla 2. Condiciones de sintesis de los polimeros

Se realizaron nueve sintesis distintas en las cuales se colocaron 50 portaobjetos LAUKA de 1X1 cmy
espesor de (1+0.2) mm y 3 portaobjetos de 7.6 X 2.6 cm con el mismo espesor en cada sintesis.
Previo a la polimerizacidn se lavaron los portaobjetos con acetona al 99.6 % y se les realizd una
abrasidn con plasma de aire durante 30 minutos con una potencia de 150 W para aumentar la
rugosidad de la superficie y en consecuencia la adhesion de las peliculas poliméricas a los

portaobjetos y se realizaron las sintesis a las condiciones mencionadas en la tabla 2.
6.2. Andlisis fisicoquimicos

Los analisis fisicoquimicos en los materiales poliméricos se llevan a cabo para conocer sus
caracteristicas y propiedades fisicas y quimicas, de esta forma se puede establecer y controlar las

condiciones especificas que producen un cambio en su aplicacién especifica.

6.2.1 Microscopia Electronica de Barrido

El Microscopio Electronico de Barrido (MEB) o SEM por sus siglas en inglés (Scanning Electron
Microscopy) es utilizado para observar y modificar la superficie de las muestras a analizar. Se utiliza
para capturar e interpretar algunas sefiales emitidas durante la interaccion del haz de electrones
con la muestra. Entre estas sefales se encuentran electrones, rayos X, luz (ultravioleta, visible e
infrarroja), calor, electrones conducidos a través de la muestra y electrones absorbidos por la

muestra (figura 11).

Consiste principalmente de dos partes, columna y el gabinete. La columna es la extensién que los
electrones atraviesan desde su emisién hasta que llegan a la muestra, donde los detectores
capturan las sefiales dispersas resultantes de la interaccién entre los electrones y la muestra. Los
detectores sin transductores de energia que transforman un tipo de sefial en sefial eléctrica, la cual
es enviada al gabinete. El gabinete de control tiene sistemas electrénicos capaces de cuantificar las
sefiales eléctricas enviadas por los detectores y convertirlas en informacién analizable, como

imagenes y graficos [26].
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Figura 11. Principales sefiales emitidas como resultado de la interaccion entre el haz de electrones y la muestra.
Adaptada de [27]

6.2.2 Angulo de Contacto

El angulo de contacto se refiere al dngulo que se forma entre una superficie sélida horizontal y la
gota de algun liquido puesta sobre ella (figura 12). El angulo de contacto es un indicio de la afinidad

de la superficie por la solucidn con la que tiene contacto [28].

Cuando la gota es de agua, se puede definir la hidrofilicidad/hidrofobicidad del material segtin los

siguientes criterios:

a) Cuando el valor del dangulo de contacto es O se tiene una superficie completamente
hidrofilica.
b) Sielvalor del angulo de contacto es menor a 90° la superficie es parcialmente hidrofilica.

c) Sielvalor del dngulo de contacto es mayor a 90° la superficie es hidrofdbica.

Figura 12. Angulo de contacto.

Cuando el dngulo de contacto formado en la superficie es menor a 90° actuan las fuerzas cohesivas
que es la atraccidon de moléculas de un mismo cuerpo y mayor a 90° influyen las fuerzas adhesivas

que corresponde a la atraccion entre moléculas de cuerpos diferentes [29]. Las fuerzas
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intermoleculares de atraccién entre moléculas de agua se deben a los enlaces de hidrégeno que
tienen una alta energia relativa. Esto repercute en tensiones superficiales mayores que las de

muchos liquidos [30].

6.2.3 Difraccion de Rayos X

Los experimentos de difraccion de rayos X requieren una fuente de rayos X, la muestra que se
investiga y un detector para recoger los r-x difractados. Dentro de este marco de trabajo general las
variables que caracterizan las diferentes técnicas de RX son:

a) radiacion, monocromatica o de A (longitud de onda) variable
b) muestra: monocristal, polvo o pieza sélida

c) detector: contador o pelicula fotografica

La interaccidon de los rayos X con la materia esencialmente ocurre mediante dos procesos:

a) Algunos fotones del haz incidente son desviados sin pérdida de energia, constituyen la radiacién
dispersada exactamente con la misma A que la radiacién incidente (es la que origina el fendémeno
de la difraccidn).

b) Los fotones pueden sufrir una serie de choques inelasticos al incidir sobre un blanco y su energia

incrementa la T de la muestra o da lugar al fendmeno de fluorescencia.

Los rayos dispersados estaran completamente en fase si esa diferencia de fase es igual a un nimero
entero n de longitudes de onda:

nA = 2dsinB

Esta relacidon se conoce como Ley de Bragg y establece la condicién esencial que debe cumplirse
para que ocurra la difraccién; n se denomina orden de difracciéon y debe ser un nimero entero

consistente con sin@ menor o igual que 1.

6.2.4 Espectroscopia Infrarroja

La regidn infrarroja del espectro electromagnético comprende radiaciones con nimero de onda
entre 12,800y 10 cm™ y para aplicaciones analiticas se utilizan radiaciones del infrarrojo medio con

nimeros de onda entre 4000 a 400 cm™ (figura 13) [31].
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Figura 13. Espectro electromagnético
Tomada de [32]

La espectroscopia infrarroja se basa en la excitacion, de modos de vibracidn y rotacién de los enlaces
atémicos al ser irradiados con un haz de luz infrarroja. Cada especie de enlace absorbe radiacién de
una o varias longitudes de onda lo cual permite identificarlas. La energia asociada con la radiacion
electromagnética en la regidn infrarroja media provoca la excitacién de enlaces quimicos de los

compuestos organicos [32].

Las caracteristicas mas relevantes de esta espectroscopia son las siguientes:

1. Si dos moléculas estan constituidas por atomos distintos, o tienen distinta distribucidn
isotdpica, o configuracion, o se encuentran en ambientes distintos, los espectros infrarrojos
seran distintos.

2. Una sustancia definida puede identificarse por su espectro infrarrojo. Estos espectros
pueden ser considerados como las huellas digitales de dicha sustancia.

3. Los espectros muestran bandas que son tipicas de grupos funcionales particulares y que
tienen localizaciones e intensidades especificas dentro de los espectros infrarrojos

4. A partir de los espectros se pueden inferir las estructuras moleculares. Para ello se requiere
un modelo en el cual basar los calculos.

5. Las intensidades en las bandas del espectro de una mezcla son generalmente
proporcionales a las concentraciones de las componentes individuales. Por lo tanto, es
posible determinar la concentracién de una sustancia y realizar analisis de muestras con

varias componentes.
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6. Es posible, mediante el uso de dispositivos experimentales adecuados, obtener espectros
infrarrojos sin alteracion de la muestra, lo que constituye a esta espectroscopia como una
herramienta de andlisis no destructiva.

7. El tiempo necesario para obtener y almacenar un espectro infrarrojo es del orden de

minutos.

La técnica de IR por reflectancia total atenuada (ATR) es una técnica que consiste en colocar la
muestra sobre un cristal y se hace incidir el haz a un determinado angulo, el haz penetra unos
cuantos micrdmetros en la muestra antes de reflejarse de nuevamente en el cristal. El haz se refleja
varias veces dentro del cristal antes de dirigirse al detector (figura 14). Esta técnica es utilizada para
obtener espectros infrarrojos de muestras opacas que no pueden ser atravesadas por el haz de luz

infrarroja y aquellas que presentan dificultad para ser analizadas por transmision.

ponetracidn n2 A Muestra /\
V Yi » V

2 Muestra

Figura 14. Esquema de reflectancia total atenuada.
Tomada de [32]

6.2.5 Espectrometria de Dispersion de Energia de Rayos X

La espectrometria de energia dispersiva (EDS) tiene como principio basico el hecho de que
atomos de elementos quimicos diferentes emiten rayos X de energia caracteristica diferente. Al
incidir un haz de electrones de alta energia sobre la muestra se puede propiciar una emision de
rayos X de energia que depende de los &tomos de la muestra. La evaluacion del espectro de energia
recogido por un detector de rayos X permite la determinacién cualitativa y cuantitativa de la
composicion quimica de la muestra. La Figura 15 muestra el esquema del espectrémetro de energia

dispersiva.
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Figura 15. Diagrama del espectrometro de energia dispersiva.
Tomada de [33]

La resolucion de esta técnica estd determinada por la penetracidon y propagacién del haz de
electrones, la resolucién nominal de esta técnica es de aproximadamente 2 um en condiciones
normales. Por eso, se llama también microanalisis de rayos X. Todos los elementos de numero
atémico mayor a 4 (Berilio) y hasta el 95 (Americio) que estén contenidos en una muestra pueden

ser detectados y analizados simultdneamente por esta técnica [34].
6.2.6 Derivatizacion quimica para la determinacion de grupos amina

La derivatizacion 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 derivatizacién utiles requieren una afinidad selectiva del grupo funcional de interés

con un elemento o especie molecular no originalmente presente en la superficie [35].

Las reacciones de derivatizacién fundamentales de los benzaldehidos fluorados fueron investigadas
por Favia et al. sobre superficies de polietileno plasmatadas [36]. Se encontré que el 4-Trifluorometil
benzaldehido (TFBA) forma enlaces especificos con aminas primarias (figura 16) los cuales se pueden
identificar posteriormente por diversas técnicas de caracterizacion debido a que el fldor es un

elemento que no se encuentra presente en los grupos amina [37].
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Figura 16. Reaccion de derivatizacion de aminas primarias con TFBA.

6.3. Caracterizacion fisicoquimica de los materiales poliméricos

Las peliculas poliméricas depositadas sobre los cubreobjetos fueron recubierta con oro vy
analizadas mediante microscopia electrénica de barrido para analizar su morfologia superficial,
angulo de contacto se obtuvo mediante un Goniémetro ramé-hart 250 para determinar su grado de
hidrofilicidad en contacto con agua, difraccién de rayos X (DRX) para determinar su grado de
cristalinidad, espectroscopia infrarroja por reflexion total atenuada (IR-ATR) para identificar los
grupos funciones presentes en los polimeros, espectrometria de dispersion de energia de rayos X
(EDS) para identificar el porcentaje de cada elemento quimico presente y cuantificar el porcentaje

de aminas primarias presentes en los polimeros mediante derivatizaciéon quimica con TFBA.

6.4. Cultivo celular

Se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que permiten el mantenimiento de las
células in vitro, manteniendo al maximo sus propiedades fisioldgicas, bioquimicas y genéticas. Se
distinguen cuatro tipos de cultivo celular:

e Cultivo de 6rganos
e Explantes primarios
e Cultivo celular primario

e Cultivos histotipicos y organotipicos

Al establecer un cultivo celular se seleccionan las células que van a crecer en funcidn de numerosos
criterios: sélo formardn parte del cultivo aquellas células que sean capaces de superar el proceso de
disgregacion, de adherirse al sustrato y de proliferar (bien en forma de monocapa, bien en

suspension).

Al alcanzar la confluencia es cuando muchas lineas celulares expresan sus aspectos mas

caracteristicos. Es en este estado cuando su morfologia y fisiologia son mas parecidas a su estado
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original. Es también el momento en el que se detiene el crecimiento y se hace necesario dividir,

replaguear o propagar las células [38].

Las células del cultivo primario en monocapa se dispersan por métodos enzimaticos y se pasan a un
nuevo frasco de cultivo. En el caso de células en suspension, sencillamente se diluyen en medio
fresco. Los sucesivos cultivos asi formados se denominan una linea celular. La formacién de una

linea celular a partir de un cultivo primario implica que:

e Aumenta el nimero de células obtenidas.

e Acaban predominando uno o dos tipos celulares: los que tienen mayor tasa de crecimiento
e La poblacién celular se hace uniforme y homogénea.

e Sus caracteristicas se conservan durante las sucesivas generaciones y se conservan en

nitrégeno liquido de forma indefinida.

Normalmente, las lineas celulares tienen una vida finita que, segun el tipo de célula, se puede
prolongar entre 20 y 100 generaciones. Superado ese limite, las células entran en una etapa que se
denomina senescencia en la que pierden su capacidad de proliferar (supuestamente por el
acortamiento de los teldmeros) y mueren. Sin embargo, algunas células (como las de roedores y las
tumorales) evitan la senescencia y dan lugar a lineas celulares continuas, que crecen
indefinidamente. Estas células pueden surgir de forma espontdnea (exposicion a radiaciones
ionizantes o a carcinégenos quimicos) o inducida (infeccion virica o transfeccién de ADN) y son el

resultado de un cambio genotipico denominado transformacién [39].
Las células transformadas se caracterizan por lo siguiente:

e Soninmortales: crecen indefinidamente

e Su crecimiento es aberrante: se pierde la inhibicion por contacto, la limitacidon de la
densidad celular durante la proliferacion y la dependencia del anclaje

e Son malignas: invaden tejidos y dan lugar al crecimiento de tumores

e Son genéticamente inestables: son heteroploides (varia el nUmero de cromosomas) y

presentan aberraciones cromosdmicas.
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6.5. Cultivo de la linea celular N1E-115

La linea celular N1E-115 (neuroblastoma de ratdn) se prolifero durante 10 dias en cajas de cultivo
de 75 cm? en medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado con 10%
de Suero Fetal Bobino (SFB), 1% de Glutamax, y 1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina),

cambiando este medio de cultivo cada 48 horas durante 4 dias y cada 24 horas los dias restantes.

6.6. Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia o técnica de inmunodeteccién con anticuerpos fluorescentes es un
procedimiento especializado que consiste en una reaccién antigeno-anticuerpo hecha visible por la
incorporacién de un fluoréforo al anticuerpo, y una vez hecha la reaccidn, se expone a la longitud
de onda de excitacidon emitida por un laser, para ser evidenciado por el fenémeno de fluorescencia

a la longitud de onda de emisién.

La inmunofluorescencia se puede realizar de forma directa o indirecta. En la inmunofluorescencia
directa el anticuerpo primario que reconoce el antigeno se encuentra marcado directamente con el
fluoréforo, para lo cual se emplean anticuerpos de gran especificidad contra el determinante
antigénico que se va a estudiar, en cambio la inmunofluorescencia indirecta hace uso de dos
anticuerpos en donde el anticuerpo primario reconoce el antigeno, y un anticuerpo secundario

marcado con el fluoréforo reconoce al anticuerpo primario [40].

Para el desarrollo de la inmunofluorescencia es necesario un microscopio provisto de un
condensador de campo oscuro, de una fuente luminosa especial con un bombillo de mercurio que
produzca luz ultravioleta de varios filtros especificos. Cada sistema esta constituido por un filtro que
suministra luz a una cierta longitud de onda para excitar al fluorocromo y un segundo filtro barrera
para excluir la luz excitante, que permite la transmisidon de iluminacién fluorescente, de mayor
longitud de onda. La fluorescencia en el canal verde alcanza la maxima excitacidon a 490 nm y emite
luz fluorescente alrededor de 520 nm. Las lamparas mds utilizadas para lograr una buena

estimulacién son las de tungsteno o de mercurio de alta presién [41].
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6.7. Ensayo de diferenciacion

Los cubreobjetos recubiertos con las peliculas poliméricas se esterilizaron mediante luz
ultravioleta y se colocaron en cajas de 24 pozos. En cada caja se colocaron 3 portaobjetos sin
recubrimiento polimérico como control y 4 cubreobjetos con recubrimiento de cada polimero (PPy-
I, PAI-l y PPy/PAI-l) sintetizados a la misma potencia. En seguida se despegaron las células
sembradas en las cajas de cultivo con solucidn PUK’s y se realizd un conteo en la camara de
Neubauer tifiéndolas con azul de tripano. Posteriormente se sembraron 15’000 células en cada pozo

con 400 pl de medio de cultivo.

Pasadas 24 horas de la siembra sobre los materiales, se retiré el medio de cultivo para colocar el
medio diferenciador, el cual se conformé por DMEM, 1.25% de DMSO, 2% de SFB y 1% de antibidtico
y se mantuvieron en ese medio durante 72 horas haciendo un cambio de medio a las 48 horas.
Durante este ensayo se tomaron 5 fotos por pozo cada 24 horas. Al finalizar las 72 horas en medio
de diferenciacidn las células se fijan con paraformaldehido al 4% y se dejaron sumergidas en PBS
(Phosphate Buffered Saline) para posteriormente realizar las inmunofluorescencias a cada

cubreobjetos. Se realizaron tres experimentos independientes de este ensayo (figura 17).

Paraformaldehido ‘
al 4%

15’000 células DMEM, 1.25%
§ N1E-115 c¢/pozo DMSO, 2% SFB

‘\ -l - ‘\" - v ‘\ -
24 h Y 72 h
Esterilizacion Colocacién de portaobjetos Cambio a medio Fijacién de
mediante luz UV y sembrado de células diferenciador células

Figura 17. Resumen de ensayo de diferenciacion.

6.7.1 Inmunofluorescencia

Para realizar la inmunofluorescencia de las células fijadas en los materiales poliméricos, se retird
el PBS de cada pozo en el cual quedaron incluidas y se permeabilizaron agregando 400 pl en cada
pozo de una soluciéon de Tritdn al 0.01% durante 30 minutos. En seguida se realizé un lavado en cada

pozo con PBS durante 5 minutos. Pasado ese tiempo los portaobjetos se trasladaron a una cdmara
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de humedad en donde se les agregd 40 pul a cada uno de suero normal de cabra (SNC) al 5% durante
30 minutos para posteriormente realizar 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS. En seguida se
colocé el anticuerpo primario BllI-Tubulina en una concentracién 1:1000 durante 12 horas a
temperatura ambiente, en seguida se realizaron lavados con PBS para agregar el anticuerpo
secundario (Alexa 488 anti-mouse) en una concentracion 1:300, el cual durd en incubacidn 2 horas,
pasado ese tiempo se cpntratifieron los nicleos con DAPI 300nM en PBS (4 ',6-diamino-2-fenilindol),

se realizaron lavados con PBS y finalmente se fijaron incluyéndose en Vectashield.

6.7.2 Conteo de neuritas

Para realizar la medicidn de la prolongacién de neuritas se observaron los portaobjetos mediante
un microscopio confocal Nikon y las imagenes se capturaron por medio del software NIS-elements
(Nikon), posteriormente se analizaron las micrografias con el plugin NeuronJ del programa Image).
Se analizaron 15 imdagenes por material polimérico, se midieron 30 prolongaciones dendriticas por

imagen, se graficd la longitud promedio en umy se calculé la desviacién estandar.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Sintesis por plasma de PPy-1, PAI-1 y PPy/PAI-I

Se sintetizaron polimeros de PPy-I, PAIl-I y PPy/PAl-l a 20, 30 y 40 W cada uno, obteniendo nueve
polimeros con caracteristicas distintas con el fin de estudiar su efecto sobre la diferenciacion

neuronal sobre la linea celular N1E-115.

Los polimeros se obtuvieron en forma de peliculas de diferentes tonalidades dependiendo del
mondmero utilizado, la potencia de sintesis y el grosor de pelicula. En la figura 18 se observa que
las peliculas de PPy-I son de un color ambar oscuro en 20 W y claro en el caso de la sintesis de 30
W. Las peliculas de PAI-I resultaron de un color ambar claro y traslucido en el caso de 20 Wy 30 W
mientras que en PPy/PAIl-I las peliculas son color ambar/amarillo, teniendo un color mas intenso en

la pelicula sintetizada a 30 W.

PPy-I PAI-I PPy/PAI-I

20w

30w

40w

Figura 18. Peliculas poliméricas sobre portaobjetos
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Las peliculas tuvieron grosores entre 1.3-9.2 um los cuales variaron dependiendo de las diferentes
condiciones de sintesis, como presion y potencia, asi como del mondémero de origen. En el caso de
PPy-I la pelicula de mayor grosor fue la sintetizada a 40 W teniendo 6.1 um, en seguida por la de 20
W con 4.1 um y finalmente la mas delgada resulté la de 30 W de 1.8 um. En PAI-I la pelicula de
mayor grosor, al igual que en PPy-l, resulté a 40 W con 4 um, seguida de la sintetizada a 30 W con
1.6 um la cual resultd casi a la par de la sintetizada a 20 W con 1.3 um. En el caso del copolimero
PPy/PAI-I |a pelicula de mayor grosor fue la sintetizada a 30 W con 9.2 um, en 20 W el grosor fue de

5.4 umy finalmente la sintetizada a 40 W resulté de 2 um (tabla 3).

Grosor promedio de pelicula 0.1 (um)

Potencia PPy-I PAI-| PPy/PAI-I
(W)
20 4.1 1.3 5.4
30 18 1.6 9.2
40 6.1 4.0 2.0

Tabla 3. Grosor promedio de pelicula polimérica sobre portaobjetos

El grosor de los materiales depende de las condiciones de sintesis, en especial de la potencia y la
presion en el reactor, debido a que son estas condiciones las que definen la fuerza y frecuencia de
las interacciones moleculares que se encuentran en el plasma, a su vez, el color de las peliculas
poliméricas depende del grosor, a mayor grosor las peliculas se tornan de un color mas oscuro

debido a la acumulacién del material. [33]

7.2 Morfologia superficial de los materiales poliméricos aminados

Se estudid la morfologia superficial de las peliculas mediante la técnica de Microscopia

Electronica de Barrido (MEB), obteniendo micrografias de superficies lisas, particuladas y porosas.

En la figura 19 se observa la morfologia superficial de PPyl-I a sus diferentes potencias de sintesis.
En la micrografia 19 a) se puede observar que PPy-1 a 20 W tiene una superficie en su mayoria lisa y
solo con algunos agregados amorfos de pelicula en espacios aislados como se aprecia en el aumento.
En el caso de PPy-I sintetizado a 30 W (figura 19 b) se puede notar una mayor cantidad de agregados
sobre toda la superficie de aproximadamente 1 um de didmetro. La superficie de PPy-1 40 W (19 c)

muestra una superficie con varios agregados de peliculas de aproximadamente 10 um.
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Figura 19. Morfologia de la superficie de las peliculas de PPyl-I: a) 20 W, b) 30 W y c) 40 W
Barra de escala 10 um y en el recuadro la barra de escala 5 um

Las micrografias de la figura 20 muestran la morfologia superficial de las peliculas de PAI-l. En la
micrografia de la figura 20 a) se observa la superficie de PAI-l 20 W con varios agregados y/o
particulas los cuales en su mayoria son amorfos, pero también se encuentran varias particulas
esféricas de aproximadamente 1.5 pm como se puede observar en el aumento. En la micrografia 20
b) que corresponde a PAI-1 30 W se observa la superficie lisa con algunos agregados amorfos de
peliculas mayores a 5 um. En la micrografia 20 c) se muestra la superficie de la pelicula de PAI-I 40

W en donde se ademas de particulas amorfas se observan varios poros de aproximadamente 3 um.

Figura 20. Morfologia de la superficie de las peliculas de PAI-I: a) 20 W, b) 30 W y c) 40 W
Barra de escala 10 um y en el recuadro la barra de escala 5 um

En la figura 21 se muestra la morfologia de las superficies de las peliculas del copolimero PPy/PAI-I
a las diferentes potencias de sintesis. La pelicula de PPy/PAI-l 20 W (figura 21 a) muestra una
superficie en su mayoria lisa con algunas particulas esféricas aisladas de 2 a 4 um. En la micrografia
21 b) se muestra la superficie de PPy/PAI-1 30 W en donde se observan varios agregados amorfos de
pelicula y algunas particulas esféricas de entre 5 um y 7 um. Por Ultimo, se muestra en la figura 21
c) la morfologia de la superficie de PPy/PAI-I 40 W en donde se observan algunas particulas que van

dela8um.
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Figura 21. Morfologia de la superficie de las peliculas de PPy/PAl-I: a) 20 W, b) 30 Wy c) 40 W
Barra de escala 10 um y en el recuadro la barra de escala 5 um

La morfologia superficial de los materiales es importante dado que las peliculas que poseen
superficies rugosas o con cierto grado de porosidad son mas adecuadas para el crecimiento axonal,

motilidad, morfologia y adhesidn celular [42] [43] [44].

7.3 Hidrofilicidad mediante dngulo de contacto

Todas las peliculas se encuentran dentro de la clasificacion de materiales parcialmente
hidrofilicos e hidrofilicos debido a que poseen angulos de contacto menores a 90° y en las tres
potencias de sintesis (20, 30 y 40 W) las peliculas de PAI-I resultaron las mas hidrofilicas. En las
figuras 22-24 se presenta el angulo de contacto en funcidn del volumen de H,O a diferentes

potencias de cada polimero.

El angulo de contacto de las peliculas sintetizadas a 20 W se muestra en la figura 22. La pelicula de
PPy-I tiene angulos de contacto que van de 82° a 87.5° siendo la menos hidrofilica de los tres
polimeros sintetizados a esta potencia. El polimero de PPy/PAl-l a 20 W tiene angulo de contacto de
entre 79° - 82.5° y el polimero de PAI-l a 20 W resulté ser ligeramente mas hidrofilico que los

anteriores con angulos de contacto de entre 77° a 81°.
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Figura 22. Angulo de contacto en agua de los polimeros sintetizados a 20 W

El angulo de contacto de los polimeros sintetizados a 30 W se muestra en la figura 23. Las peliculas

de PPy/PAIl-l y PPy-l a 30 W resultaron con angulos de contacto similares de 82° a 84° y 81° a 83°

respectivamente. En el caso de PAI-1 a 30 W tuvo angulos de contacto de entre 47° y 60 °, entrando

en la categoria de materiales hidrofilicos y siendo ésta la mas hidrofilica de las 9 peliculas

sintetizadas.
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Figura 23. Angulo de contacto en agua de los polimeros sintetizados a 20 W.

En la figura 24 se presentan los angulos de contacto de las peliculas poliméricas sintetizadas a 40 W.

La pelicula de PPy/PA-l a 40 W obtuvo un angulo de contacto casi invariable de 87°-88° siendo

ligeramente menos hidrofilico que las otras dos peliculas sintetizadas a 40 W. La pelicula de PPy-l a

40 W obtuvo un dngulo de contacto de 84° con ligeras variaciones y el polimero de PAl-l a 40 W

obtuvo angulos de 81° a 83° siendo ésta ligeramente mas hidrofilica que las anteriores.
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Figura 24. Angulo de contacto en agua de los polimeros sintetizados a 40 W.

Entre las propiedades fisicoquimicas de las superficies que se ha determinado que afectan la

respuesta celular se encuentra la mojabilidad (hidrofilicidad o hidrofobocidad). Las superficies mas

hidrofilicas (con angulos menores a los 60°) soportan mejor el crecimiento celular ya que permite

una mejor interaccidn con el material y adhesion a él [45].

7.4 Difraccion de rayos X

Los polimeros sintetizados por plasma tienden a formar estructuras amorfas, debido a que se

producen cadenas muy largas y entrecruzadas de mondmeros. En las figuras 25-27 se muestran los

difractogramas de los materiales poliméricos a diferentes potencias de sintesis en donde no se

observan picos definidos lo cual indica que los materiales son completamente amorfos, sin

embargo, se observa un pico poco definido presente en todos los materiales en un rango de 23° a

25°.
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Figura 25. Difractograma de polimeros sintetizados a 20 W.
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Figura 26. Difractograma de polimeros sintetizados a 30 W.
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Figura 27. Difractograma de polimeros sintetizados a 40 W.

7.5 Espectroscopia Infrarroja por Reflexion Total Atenuada

Se estudiaron los principales grupos funcionales presentes en las peliculas poliméricas
sintetizadas por plasma, formados a las diferentes potencias de sintesis mediante Espectroscopia
infrarroja por reflexién total atenuada (IR-ATR) en un intervalo de 4000 cm™a 500 cm™. En las figuras

28-30 se muestran los espectros de PPy-I, PAI-I y PPy/PAl-I a las diferentes potencias de sintesis.

Las bandas debidas a los enlaces N-H se muestra en 3365 cm™ en el caso de las peliculas sintetizadas
a 20 W (figura 28), mientras que en los polimeros sintetizados a 30 y 40 W (figuras 29 y 30
respectivamente) se recorre la sefial a 3345 cm™. Esta sefial indica la presencia de aminas. Se puede
observar que el pico es mas definido en la pelicula de PPy-I en el caso de 20 W, en 30 W esta banda
se destaca mas en el copolimero (PPy/PAI-1) y en 40 W se muestra el pico definido en PPy-ly PPy/PAI-
I, en el caso de PAI-l a 40 W esta sefial es débil. En el rango de 3000-2830 cm™ se encuentras los
enlaces =C-H y -C-H pertenecientes a estructuras alifaticas. Se puede observar la presencia de estos
enlaces en todos los materiales, siendo mas notoria en el copolimero sintetizado a 30 W. En 2215-

2217 cm se observan bandas correspondientes a los grupos C=C y N=C los cuales en general se
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pueden observar en todas las potencias con mayor transmitancia en el copolimero, mientras que
en los materiales de PAI-I esta sefal es notoria Unicamente en la sintesis a 30 W. En 1600-1622 cm’
1se observan bandas correspondientes a dobles enlaces C=C, C=N, C=0. Estos enlaces se encuentran
en mayor porcentaje en las sintesis de 30 W para el caso de PPy/PAl-l y PAIl-I, mientras que en PPy-
| se observa mayor presencia en la sintesis a 40 W. En 880-900 cm™ se encuentran los enlaces C-H

los cuales en general aumentan su porcentaje conforme aumenta la potencian de sintesis [18] [46].

20 W

PPy/PAIl-l

Transmitancia

PPy-l
: g C=C
: E : ‘C=N '
N-H | I 1C-H 2215 ©=C| 4454
3365 | | 12830 : C=N |
| =C-H | - Ccs0; '} ‘C-H
| 3000, | ' : '
| e 1622 8gs | 1725
v T ¥ T Y T v T v T v T v
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm™)

Figura 28. Espectro infrarrojo por ATR de los polimeros PPy-I, PAI-I, PPy/PAl-I sintetizados a 20 W
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Figura 29. Espectro infrarrojo por ATR de los polimeros PPy-I, PAI-I, PPy/PAl-I sintetizados a 30 W
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Figura 30. Espectro infrarrojo por ATR de los polimeros PPy-I, PAI-I, PPy/PAl-I sintetizados a 40 W
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7.6 Andlisis elemental

El andlisis elemental de las peliculas poliméricas a las diferentes potencias se realizé mediante
espectroscopia de dispersidon de energia. La relacion C/N del pirrol es 4/1 y de alilamina es 3/1, en
condiciones ideales, los polimeros PPy y PAl tendrian la misma. En las tablas 4, 6 y 8 se muestran los
porcentajes atdmicos promedio de C, N, Oy la 20 W, 30 Wy 40 W de los polimeros PPy-I, PAI-l y

PPy/PAl-ly en las tablas 5, 7 y 9 muestran las relaciones atémicas de C/N y C/O para cada uno.

ELEMENTO PPy-l  PAI1  PPy/PAI-l
C 86.58 6538  86.42
N 468  4.64 3.79
o 858  29.92 9.77
| 0.15  0.06 0.03

Tabla 4. Porcentaje atémico promedio de los elementos de los polimeros sintetizados a 20 W

RELACION

j PPy-I PAI-I PPy/PAI-I
ATOMICA

C/N ‘ 18.5 14 228

c/o ‘ 10 2.2 8.8

Tabla 5. Relacién atémica C/N y C/0 en los polimeros sintetizados a 20 W.

ELEMENTO PPy-I PAI-I PPy/PAI-I
C 78.54 64.89 87.26
N 4.76 4.50 4.20
(0] 16.6 30.53 8.51
| 0.10 0.09 0.03

Tabla 6. Porcentaje atomico promedio de los elementos de los polimeros sintetizados a 30 W.
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RELACION

J PPy-I PAI-I PPy/PAI-I
ATOMICA

C/N ‘ 16.5 14.4 21.6

c/o ‘ 4.7 2.1 10.1

Tabla 7. Relacién atémica C/N y C/O en los polimeros sintetizados a 30 W.

ELEMENTO PPy-I PAI-I PPy/PAI-I
C 79.58 70.10 92.36
N 4.12 4.35 3.76
(o) 16.45 25.04 3.87
| 0.05 0.12 0.07

Tabla 8. Porcentaje atomico promedio de los elementos de los polimeros sintetizados a 40 W.

RELACION

) PPy-I PAI-I PPy/PAI-|
ATOMICA

C/N ‘ 19.31 16.1 24.6

c/o ‘ 4.81 2.8 23.9

Tabla 9. Relacién atémica C/N y C/O en los polimeros sintetizados a 40 W.

7.7 Derivacion quimica con Trifluorometil benzaldehido

Para determinar el porcentaje de nitrégeno que se encuentra en forma de aminas primarias, se
realizd una derivacién quimica con 4-Trifluorometil benzaldehido (TFBA), el cual es especifico para
aminas primarias. Se puede observar en la tabla 10 los porcentajes atdmicos de cada elemento

presente en los materiales después de la derivacion.

Pagina | 42



AT

Capitulo 7. Resultados

ELEMENTO %A %A %A %A %A %A %A %A %A
PPy-l PPy-l PPy-l PAI-l PAIl PA PPy/PALI PPy/PAL  PPy/PAL-
TFBA TFBA TFBA TFBA TFBA TFBA  TFBA ITFBA  ITFBA
20W 30W 40W 20W 30W 40W  20W 30W oW
C 79.73 71.65 89.05 31.16 37.52 3545  74.14 64.44 45.51
N 416 44 343 212 224 388 3.16 4.18 3.5
o 15.21 2385 7.00 65.87 5805 59.36  22.31 30.96 50.53
[ 007 004 002 006 012 0.14 0.04 0.03 0.04
F 083 028 051 081 211 1.15 0.79 0.40 0.33

Tabla 10. Porcentaje atomico promedio de los elementos presentes después de la derivatizacion quimica de los
polimeros a diferentes potencias de sintesis.

Se calculé el porcentaje de nitrégeno en forma de aminas presentes mediante la férmula:

[NH,Ju _ [Fld

[N]u

~ 3[N]d

X 100

En la tabla 11 se muestran los resultados. En general los polimeros de PAI-I mostraron mayor

porcentaje de aminas primarias a las tres diferentes potencias de sintesis, mientras que los

materiales de PPy-l resultaron los de menor porcentaje de aminas primarias presentes.

POLIMERO

PPy-I
PAL-|
PPy/PAI-|

PORCENTAIJE DE [NH,]/[N] A DIFERENTES POTENCIAS DE SINTESIS

20w

6.7

12.7

8.33

30w

2.1

314

3.19

40 W
4.96
9.9

3.14

Tabla 11. Porcentaje de aminas primarias de los polimeros PPy-1, PAI-1 y PPy/PAl-I a diferentes potencias de sintesis.
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7.8 Diferenciacion de la linea celular N1E-115 sobre los materiales poliméricos aminados

El ensayo de diferenciacion se documenté mediante fotografias cada 24 horas. En las figuras 31-
33 se observa el crecimiento neuritico post estimulo de diferenciacién a través del tiempo
dependiendo del material y potencia de sintesis. Es notable que desde las primeras 24 horas hay
mayor numero de células presentes en el control. A las 48 horas se observa una mayor longitud
neuritica en los polimeros sintetizados a 30 W (figura 32). En los controles se observa crecimiento
de las prolongaciones neuriticas a la par de la proliferacidn celular. A las 72 horas post estimulo de
diferenciacidn se observa que la mayoria de las células se encuentran diferenciadas en especial en
el polimero de PPy-l a 20 W (figura 31), con algunos cimulos celulares. La muestra control en este
tiempo se encuentra completamente cubierto de células, se formd una monocapa celular y no es
posible observar la longitud de las dendritas debido a la alta densidad de células. En la figura 33 que
corresponde a las células N1E-115 sembradas sobre los materiales a 40 W es notorio que las
prolongaciones neuriticas son de menor longitud que en los polimeros sintetizados a20 Wy 30 W,

y de igual forma hay una menor cantidad de células sobre ellos.

Las células en estado indiferenciado tienen la capacidad de proliferarse y diferenciarse en varios
tipos celulares, a esto se le conoce como potencialidad. Entre mas diferenciada/especifica sea una
célula esta pierde potencialidad y proliferard en menor cantidad. Otro indicio de diferenciacién
celular es el cambio de morfologia, mientras que una célula de origen neuronal indiferenciado tiene
una morfologia redondeada, una neurona diferenciada posee una morfologia con prolongaciones

en forma de fibras alargadas [47] [48] [49] [47] [50].
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PPy-1

PAI-I

PPy/PAI-I

Figura 31. Linea celular N1E-115 con estimulo de diferenciacion sembrada sobre los materiales poliméricos sintetizados a
20 W durante 24, 48 'y 72 horas y controles.

Pagina | 45



m Capitulo 7. Resultados

PPy/PAI-I PAI-I PPy-I

Ctrl

24 h 72 h

Figura 32. Linea celular N1E-115 con estimulo de diferenciacion sembrada sobre los materiales poliméricos sintetizados a
30 W durante 24, 48 y 72 horas y controles.
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PPy/PAI-I PAI-I PPy-I

Ctrl

48 h 72 h

Figura 33. Linea celular N1E-115 con estimulo de diferenciacion sembrada sobre los materiales poliméricos sintetizados a
40 W durante 24, 48 y 72 horas y controles.
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7.9 Efecto de los polimeros sobre la longitud de neuritas

En la figura 37 se muestra la longitud promedio de las prolongaciones neurales de los diferentes

materiales.

A 20 W sobre el polimero PPy-I las prolongaciones neurales de N1E-115 obtuvieron una longitud
promedio de 287 um mostrando una diferencia significativa con el control, que mostré una longitud
promedio de 158 um. Los polimeros de PAI-1 y PPy/PAl-I tuvieron un promedio de longitud neural
de 164 um y 171 um respectivamente, los cuales no fueron significativamente diferentes a la del

control (figura 34).

Figura 34. Imdgenes representativas de cultivos N1E-115 sobre materiales sintetizados a 20 W.
N1E-115 sobre a) PPy-I, b) PAI-I, c) PPy/PAl-1y d) control. DAPI (azul) y Sill-Tubulina (verde). Barra 80 ym.
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Las células sembradas sobre PAI-I a 30 W mostraron una longitud promedio de 407 um, siendo este
el cultivo con mayor longitud promedio de neuritas. Los polimeros PPy-l y PAI-I obtuvieron
longitudes promedio de 167 um y 213 um respectivamente no muy alejados del control con 158 um

(figura 35).

Figura 35. Imdgenes representativas de cultivos N1E-115 sobre materiales sintetizados a 30 W.
N1E-115 sobre a) PPy-I, b) PAI-I, c) PPy/PAl-l y d) control. DAPI (azul) y Slll-Tubulina (verde). Barra 80 um.
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Los polimeros sintetizados a 40 W obtuvieron los siguientes promedios de longitudes neurales: PPy-
I 254 um, PAI-1 202 um y PPy/PAI-1 127 um, solo un poco arriba del control que obtuvo una longitud
promedio de 158 um (figura 36).

Figura 36. Imdgenes representativas de cultivos N1E-115 sobre materiales sintetizados a 40 W.
N1E-115 sobre a) PPy-I, b) PAI-I, c) PPy/PAl-ly d) control. DAPI (azul) y Bill-Tubulina (verde). Barra 80
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Figura 37. Longitud promedio de neuritas de N1E-115 sembradas sobre diferentes materiales poliméricos
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Capitulo 8

8. CONCLUSIONES

Los polimeros aminados sintetizados por plasma PPy-I, PAI-l y PPy/PAI-l contribuyen a la
diferenciacidn neuronal. La potencia de sintesis es importante debido a la variacion de ésta puede
cambiar las propiedades fisicoquimicas de los materiales poliméricos y por lo tanto el efecto en la
diferenciacion neuronal. Sobre el polimero PAIl-lI sintetizado a 30 W se produjo la mayor
diferenciacidon neuronal con base en la longitud promedio de neuritas de la linea celular N1E-115.
De los materiales que se probaron, este material mostrd alta cantidad de nitrégeno (C/N=14.4) el
cual coincide con el mayor porcentaje de aminas primarias (31%) y el menor angulo de contacto
(45°-65°) lo cual sugiere que estas caracteristicas fisicoquimicas influyen en el efecto de

diferenciacion neuronal.
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Capitulo 9

9. PERSPECTIVAS

Con el fin de determinar un mecanismo de recuperacion fisioldgica de médula espinal a base de
polimeros aminados sintetizados por plasma es necesario continuar con el estudio de diferenciacion
a profundidad, establecer mas marcadores de diferenciacién mediante técnicas diferentes como lo

es el Western Blot o PCR (Reaccién de la cadena de polimerasa).

Con base en los resultados de Alvarez Mejia y col., [25] es necesario estudiar los mecanismos de
neuroproteccién debido a que éstos nos pueden dar otro indicio de cudl es la via de recuperacion

en las lesiones de médula espinal, dado los resultados de tejido preservado.

Es necesario probar los materiales con mejores resultados en diferenciacién neuronal in vitro
presentados en este trabajo ahora en un modelo in vivo buscando una técnica de marcaje in vivo,

para poder entender que pasa dentro de la médula en relacidn con la neuroregeneracion.

Por ultimo, de ser posible es necesario establecer una posible via de sefializacién ocasionada por los

polimeros sintetizados por plasma sobre la diferenciacidn neuronal.
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