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Resumen

En este trabajo se estudió la interacción de nanopart́ıculas de polipirrol y

polipirrol yodo sintetizadas por plasma con las ĺıneas celulares RIN-M y NG

108-15 correspondientes a células beta de rata y a un h́ıbrido celular de neu-

roblastoma de ratón y glioma de rata, respectivamente. El objetivo de este

estudio fue determinar si las nanopart́ıculas tienen efectos citotóxicos sobres

dichas ĺıneas celulares además de observar si las células se llegan a adherir a

las nanopart́ıculas y por cuanto tiempo pueden permanecer adheridas a ellas.

Para ello, se hicieron cultivos con las ĺıneas celulares y las nanopart́ıculas en

cajas petri.

No se observaron efectos citotóxicos de las nanopart́ıculas de polipirrol y po-

lipirrol yodo en ninguna de las dos ĺıneas celulares; por el contrario, las na-

nopart́ıculas ayudan a mantener viables a las células cuando no tienen una

superficie a la cual adherirse. Las células se adhirieron a las nanopart́ıculas

desde el inicio del cultivo y continuaron haciéndolo hasta quedar completa-

mente cubiertas por ellas llegando a permanecer adheridas durante al menos

tres semanas.

Este estudio demostró que las nanopart́ıculas de polipirrol y polipirrol yodo

pueden ser utilizadas para encapsular células beta.
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Caṕıtulo 1

Introducción

Este trabajo esta centrado en una aplicación médica muy importante que

es el tratamiento de la diabetes mellitus.

1.1. Células beta pancreáticas

El páncreas es una glándula endocrina y exocrina, el páncreas endocrino

esta formado por islotes celulares llamados islotes de Langerhans que consti-

tuyen aproximadamente el 1 % de la masa total del páncreas, estos islotes a

su vez están compuestos por tres tipos de células endocrinas llamadas células

alfa, células beta y células delta. Las células alfa secretan un hormona llama-

da glucagón que actúa sobre el h́ıgado aumentando la glucogénesis, la śıntesis

de cetonas y la degradación de glucógeno, aumentando aśı la concentración de

glucosa y cuerpos cetónicos en plasma. Las células delta secretan una hormona

llamada somatostatina que inhibe la secreción de las células alfa y beta, pero

su funcionamiento en humanos aún no esta bien establecido. Las células be-

ta secretan una hormona llamada insulina que actúa principalmente sobre las

células del h́ıgado, el tejido músculo esquelético y adiposo mediante recepto-

res de membrana incrementando el transporte del glucosa extracelular hacia la

célula, promoviendo la śıntesis de glucógeno, triglicéridos y su almacenamiento

además de la inhibir la glucogénesis[1].

La membrana de las células beta es permeable a la glucosa, durante la in-

gesta de alimentos la concentración de glucosa plasmática aumenta y por consi-

guiente también aumenta la concentración de glucosa dentro de las células beta

que comienzan a metabolizarla para la śıntesis de adenośın trifosfato(ATP).

2



3 Caṕıtulo 1. Introducción

Al aumentar la relación entre ATP y adenośın difosfato(ADP) ATP/ADP se

inhibe la actividad de canales de potasio sensibles al ATP, que impiden el flujo

de iones de potasio(K+) de las células beta causando su despolarización. Al

alcanzar un potencial de membrana de −40mV se activan canales de calcio

sensibles a voltaje permitiendo el flujo de iones de calcio(Ca+) hacia el inte-

rior de la célula disparando aśı su actividad eléctrica. La acumulación de calcio

intraceluar provoca la fusión de gránulos de insulina con la membrana celular

produciendo aśı la liberación de insulina en el intersticio y posteriormente su

entrada en el torrente sangúıneo.[2].

De esta forma, la concentración de insulina en el plasma aumenta durante

la ingesta de alimentos y disminuye durante periodos de ayuno controlando el

metabolismo de carbohidratos, ĺıpidos y protéınas[1].

1.2. Tipos principales de diabetes mellitus

El desarrollo de la diabetes mellitus está asociado con diversas causas, que

van desde la destrucción autoinmune de las células beta hasta la resistencia a

la insulina de las células blanco de esta hormona. El inicio de esta enferme-

dad puede ser debido a uno o varios factores; sin embargo, durante ella otros

factores pueden ir sumándose agravando aún más ésta enfermedad[3].

La diabetes mellitus pueden clasificarse generalmente en dos tipos, la dia-

betes mellitus tipo 1(DMT1) se caracteriza por una deficiencia total de la

insulina, por otro lado la diabetes mellitus tipo 2(DMT2) se caracteriza por la

resistencia a la insulina de las células blanco de esta hormona sumada a una

insuficiencia en la secreción de insulina. Aproximadamente el 5 % de los casos

de diabetes mellitus corresponden al DMT1 y el 95 % a DMT2.[3]

Hasta el momento, la diabetes mellitus es una enfermedad tratable pero

no curable. El tratamiento médico para los pacientes con DMT1 consiste en

inyecciones de insulina subcutáneas que se aplican periódicamente ó cuando

los niveles de glucosa se encuentran elevados. La frecuencia aśı como la can-

tidad de insulina dependen de cada paciente siendo generalmente necesarias

dos o más aplicaciones durante el d́ıa para mantener estables los niveles de

glucemia; el tratamiento se sigue de por vida [3]. El tratamiento médico para

los pacientes con DMT2 es diferente al de los pacientes con DMT1. Los niveles

de glucemia de estos pacientes son controlados mediante dieta, ejercicio y la
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administración de fármacos orales que bloquean extracelularmente los canales

de potasio sensibles a ATP de las células beta, provocando aśı la liberación

de la insulina para compensar la deficiente secreción de esta hormona; sin em-

bargo, la fatiga ocasionada a las células beta puede llegar a causar su muerte

provocando aśı la deficiencia total e irreversible de la hormona, haciendo que

los pacientes con DMT2 se vuelvan dependientes de la insulina al igual que los

pacientes con DMT1 [3].

1.3. Diabetes mellitus un problema de salud

La diabetes Mellitus tipo 2 es un problema de salud a nivel mundial, afecta

cerca del 7 % de la población mundial adulta y en México a cerca de 9 % de

la población adulta [4] encontrándose dentro de los primeros diez páıses con

mayor número de casos registrados. Es un trastorno crónico metabólico dege-

nerativo, absorbe 125 mil millones de pesos correspondientes al 15 %[5] de los

recursos destinados para la salud pública y ocupa la primera causa de muerte

en México con un 16 %. Lo más alarmante es que el ı́ndice de prevalencia de

está enfermedad va en aumento, siendo el Distrito Federal, Nuevo León, Vera-

cruz, Estado de México, Tamaulipas, Durango y San Luis Potośı los estados

con mayor ı́ndice de prevalencia con hasta 12 %[4].

Figura 1.1: Índice de prevalencia por estados ENSANUT 2012.

La diabetes mellitus ocasiona complicaciones cardiovasculares deteriorando

el corazón, las arterias, los vasos sangúıneos y los capilares siendo estos últi-

mos los más afectados por que produce daños en órganos y tejidos de todo el

cuerpo, siendo los órganos más afectados los riñones, el corazón, los ojos y las



5 Caṕıtulo 1. Introducción

extremidades, llegando a terminar en insuficiencia renal, infartos al miocardio,

ceguera y amputaciones de extremidades. Se espera que para el 2030 el número

de pacientes diabéticos sea el doble en la actualidad[4].

1.4. Nuevos tratamientos para la diabetes me-

llitus tipo 1

El tratamiento de la DMT1 es simple en teoŕıa; sin embargo, en la realidad

el tratamiento convencional tiene muchas complicaciones para reemplazar las

funciones endocrinas de las células beta . Las células beta se encuentran cen-

sando constantemente los niveles de glucemia en la sangre y liberando pulsos

de insulina directamente en ella [3].

Para mejorar el tratamiento de la DMT1 han sido desarrolladas insulinas

análogas a la insulina humana, a partir de esta última se han hecho algunas

modificaciones moleculares para aumentar o disminuir su tiempo de absorción;

de esta forma este tipo de insulinas análogas tienen una acción más rápida o

más lenta sobre los niveles de glucemia. Estos tipos de insulinas análogas se

combinan según los niveles de glucemia; cuando los niveles de glucemia son

mayores y cercanos a los niveles normales de glucemia se aplica una dosis de

insulina de acción lenta, por otro lado cuando los niveles de glucemia son ma-

yores y alejados de los niveles normales de glucemia se aplica una dosis de

insulina de acción rápida [3].

También se han desarrollado sensores de glucosa conectados a una bomba

de insulina; el sensor de glucosa mide aproximadamente cada minuto los nive-

les de glucemia en el ĺıquido intersticial y la bomba de insulina inyecta bolos

de insulina cuando los niveles de glucemia se encuentran por arriba de lo nor-

mal; un algoritmo calcula la dos de la insulina según los niveles de glucemia [3].

El uso de estos nuevos tratamientos ha mostrado mantener más estables los

niveles de glucemia, con respecto al tratamiento convencional; además de dis-

minuir la frecuencia de episodios hipoglucémicos durante la noche. La discusión

entre cual de los dos tratamientos es mejor aun es tema de debate [3]. En [6]

se encontró un mejor control de los niveles de glucemia, sobre todo en las
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mañanas, en los pacientes con sensor y bomba de insulina que en aquellos pa-

cientes que son tratados con insulina análoga; sin embargo, en [7] se mostró que

existe poca diferencia entre los pacientes con sensor y bomba de insulina y los

tratados con insulina análoga.

La principal desventaja en el tratamiento de la DMT1 con insulinas análogas

resulta ser la misma que en el tratamiento convencional de esta enfermedad,

las frecuentes inyecciones de insulina; por otra parte, los pacientes con bomba

de insulina solo necesitan pincharse al cambiar el sitio de infusión de la in-

sulina, lo cual se recomienda cada veinte a treinta d́ıas, la idea de este tipo

de dispositivos es disminuir radicalmente la frecuencia con la que se tiene que

pinchar el paciente para aplicar una dosis de insulina; sin embargo, existe el

riesgo de contraer una infección en el sitio de infusión . Otra desventaja en el

tratamiento con sensor y bomba de insulina es que el sensor no mide los ni-

veles de glucemia directamente en sangre, debido a ello las mediciones pueden

estar desfasadas temporalmente hasta por veinte minutos en los cambios rápi-

dos de glucemia, por esta razón se recomienda complementar el tratamiento

con el tratamiento convencional de la DMT1. Si bien esto presenta una gran

desventaja, la mayor desventaja de este tipo de dispositivos es que un mal fun-

cionamiento en la electrónica del equipo podŕıa subministrar una sobredosis

de insulina llevando al paciente a un episodio hipoglucemico y posiblemente a

su muerte si no recibe atención médica oportuna [3].

1.5. Trasplantes pancreáticos

El trasplante de páncreas es frecuentemente acompañado de un trasplante

de riñón; debido al riesgo de la ciruǵıa en pacientes con DMT1, el trasplante

de páncreas se realiza cuando el paciente necesita un trasplante de riñón. Los

pacientes con trasplantes de páncreas llegan a obtener distintos niveles de de-

pendencia a la insulina con el tiempo[3].

Actualmente el trasplante de islotes pancreáticos esta siendo explorado como

un tratamiento para los pacientes con DMT1.



Caṕıtulo 2

Antecedentes

En la ultima década se ha mostrado que el trasplante de islotes pancreáti-

cos alogénicos en ratas y humanos diabéticos mantiene estables los niveles de

glucemia hasta por tres meses[8] y nueve meses[9] respectivamente, por lo que

resulta un tratamiento prometedor para pacientes diabéticos dependientes de

la insulina. Para mantener funcionales los islotes trasplantados es importante

aislarlos del sistema inmune, garantizar un suministro adecuado de nutrientes

y ox́ıgeno además de garantizar que la insulina se secretada en el paciente [10].

Con este fin sea han desarrollado diversos tipos de dispositivos.

Insulina y demás metabolitos

oxígeno

Figura 2.1: Aislamiento celular deseado para los islotes pancreáticos.

Los primeros en desarrollarse fueron dispositivos intravasculares que conec-

taban las células trasplantadas con la principal fuente de nutrientes del cuerpo;

sin embargo, se requeŕıan de ciruǵıas complejas y generalmente se presentaban

trombosis post operatorias[10].

7
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Flujo sanguíneo

Figura 2.2: Dispositivos intravasculares, se conectan a la fuente principal de
nutrientes del cuerpo

Para evitar este tipo de complicaciones, empezaron a desarrollarse cápsu-

las celulares que limitaban el contacto directo con el sistema inmunológico

implantándose en zonas del cuerpo densamente vascularizadas como la epider-

mis ó el peritoneo

Macrocápsula

Figura 2.3: Macrocápsula, pobre difusión de nutrientes y ox́ıgeno.

Generalmente, las cápsulas eran echas de materiales cerámicos y consist́ıan

en fibras huecas[11],[12], ofrećıan una alta estabilidad mecánica y un buen

aislante del sistema inmune[10]. Sin embargo, su fabricación estaba limitada

a dispositivos macroscópicos que ligada a una pobre difusión de nutrientes y

ox́ıgeno resultaba en una viabilidad celular de sólo algunos escasos d́ıas.

En busca de mejorar la difusión de nutrientes y ox́ıgeno, las cápsulas celu-

lares se hicieron cada vez más y más pequeñas hasta la formación de cápsulas

microscópicas echas generalmente a base de hidrogeles[10].
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Microcápsula

Figura 2.4: Microcápsula, mayor difusión de nutrientes y ox́ıgeno.

Las microcápsulas contienen un número de células menor a las prime-

ras cápsulas pero logran mantenerlas viables durante más tiempo, son ob-

tenidas generalmente mediante los procesos de micromoldes, electrospray y

microfluidos[13], [14], utilizando diferentes materiales como polietilenglicol(PEG)[15],

quitosano[16], ácido hialurónico(HA)[17], gelatina[18], polivinilalcohol(PVA)[19],

agarosa[20] y alginato[21], siendo este último el más utilizado. El tamaño de

las microcápsulas se encuentra generalmente entre los 250− 750µm [13].

Figura 2.5: Linfocitos T encapsulados en microcápsulas de alginato, viabilidad
celular con azul de tripano a la derecha [22].

Para maximizar el número de células implantadas en un menor volumen,

actualmente se están desarrollando cápsulas ultra delgadas que mediante re-

cubrimientos toman la forma de las células ó agregados celulares [10]
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Figura 2.6: Recubrimiento que toma la forma de la célula para maximizar la
difusión de nutrientes y ox́ıgeno.

Para ello se usan distintos métodos, que permiten mantener viables los

islotes después de la encapsulación. El auto ensamblaje capa por capa[23] de

poĺımeros sobre la membrana celular ha sido utilizado para la encapsulación de

islotes pancreáticos de rata con un copoĺımero de poli-L-lisina/ polietilenglicol/

biotina(PPB) y estreptavidina que es una protéına con afinidad para unirse a

la biotina. Este tipo de encapsulación mantiene viables los islotes después de

la encapsulación.

(a) (b)

Figura 2.7: (a)Diagrama del ensamblaje de la cápsula. (b) Viabilidad celu-
lar con azul de tripano. La fluorescencia de los poĺımeros muestra que están
cubriendo los islotes.

Multicapas de polielectrolitos[24] han sido diseñadas también para encap-

sular células madre mesenquimales de rata utilizando PLL como catión y ácido

hialurónico(HA) como anión, depositando primero una capa de PPL después
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una de HA y repitiendo seis veces el proceso se obtienen cápsulas con 9±1nm

de espesor que mantiene viables las células hasta por una semana.

(a)

(b)

Figura 2.8: (a)Diagrama del ensamblaje de la cápsula. (b)Fluorescencia de los
poĺımeros al tercer y séptimo d́ıa, para observar la estabilidad de la cápsula.

Interacciones hidrofóbicas aśı como uniones covalentes con protéınas tam-

bién han sido utilizadas para el encapsulamiento celular. T. Totani H y colabo-

radores(2008) [25] encapsularon células humanas de riñón HEK293 con PEG-

ĺıpido, Polivinilalcohol-alquilo(PVA-alquilo) y PEG-N-Hidroxisuccinimida(PEG-

NHS), los primeros dos poĺımeros son funcionalizados para tener interacciones

hidrofóbicas y el último para generar enlaces covalentes con protéınas con gru-

pos amino en la superficie mediante la NHS. La viabilidad celular se mantiene

después de la encapsulación; sin embargo, las cápsulas no fueron estables y se

desprendieron de la membrana celular al segundo d́ıa.
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(a)

(b)

Figura 2.9: (a)Diagrama del ensamblaje de la cápsula. (b)Fluorescencia de los
poĺımeros para cada una de las interacciones a lo largo del tiempo para observar
la estabilidad de las cápsulas.

Estos métodos pueden ser combinados para encapsulaciones celulares más

complejas. H. Iwata Y. y colaboradores(2007) [26] utilizaron el poĺımero funcio-
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nalizado maleimida-PEG-ĺıpido(Mal-PEG-ĺıpido) para anclarse a la membrana

celular y a partir de este adherir capas de PVA-Sulfhidrilo (PVH-SH). Encap-

sulando aśı islotes de Langerhans reportando que la secreción de insulina se

mantiene después de la encapsulación.

(a)

(b)

Figura 2.10: Diagrama del ensamblaje de la cápsula. (b) La fluorescencia de
los poĺımeros muestra que están cubriendo los islotes.

Aún más interesante resulta el recubrimiento por células vivas. H. Iwata Y.

y colaboradores(2009) [27] utilizan el poĺımero funcionalizado Biotina-PEG-

ĺıpido para cubrir islotes pancreáticos de hámster y Biotina-PEG-ĺıpido con

estreptavidina para cubrir células HEK293, después de esto los islotes pan-

creáticos y las células HEK293 son cultivadas juntas. El resultado de este

cocultivo son islotes pancreáticos cubiertos con células HEK293. La secreción

de insulina se mantiene al tercer d́ıa y no se observa necrosis en el centro del

islote al quinto d́ıa.
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(a)

(b)

motoneuronas

Figura 2.11: (a)Diagrama del ensamblaje de la cápsula. (b)Evolución del co-
cultivo a lo largo del tiempo.

Como se ha visto hasta el momento, el principal problema para la en-

capsulación celular consiste en encontrar un material que mantenga vivos y

funcionales a los islotes o agregados celulares durante la mayor cantidad de

tiempo posible; hasta el momento, los periodos de viabilidad reportados des-

pués de la encapsulación se encuentran alrededor de una semana [24]. Además
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de esto, la cápsula debe de ser estable y las células no deben desprenderse de

ella [25], de lo contrario quedaŕıan expuestas al sistema inmune; por último,

la insulina debe de ser permeable a la membrana celular para que pueda ser

secretada en el paciente.

El poĺıpirrol(PPy) y poĺıpirrol con yodo(PPy-I) sintetizados por plasma son

poĺımeros que han sido utilizados para cubrir superficies de cultivo, promo-

viendo la adhesión y el crecimiento de motoneuronas NG 108-15[28]; la adhe-

sión, crecimiento y conexión de motoneuronas NG 108-15 y células músculo

esqueléticas C2C12[29]; la adhesión, supervivencia y funcionalidad hasta por

veintiún d́ıas de células nerviosas de médula espinal de embriones de ratón,

cuando la viabilidad de ellas hab́ıa sido reportada sólo hasta por ocho d́ıas[30];

la adhesión, crecimiento y aumento en la producción de protéınas de hepato-

citos HEPG2 en cocultivo con células hepáticas estrelladas [31]. Sin afectar la

morfoloǵıa celular, la actividad eléctrica y la producción de protéınas aśı como

de neurotransmisores. Por estas razones, el PPy sintetizado por plasma podŕıa

ser un buen material para la encapsulación de células beta.

Si además se minimiza la cantidad de PPy y PPy-I utilizado para la encapsula-

ción, la viabilidad y funcionalidad del islote encapsulado se maximizará [10]; de

aqúı que resulte natural llevar este poĺımero a escalas nanométricas. En años re-

cientes nanopart́ıculas de estos poĺımeros han sido sintetizadas por plasma[32],

[33], manteniendo la misma variedad de grupos funcionales sobres su superficie

[34].

Anteriormente, han sido reportado efectos citotóxicos de las nanopart́ıculas

de PPy sobre algunas ĺıneas celulares; debido a esto es posible que no hayan

sido utilizadas para la encapsulación de células. En [35], nanopart́ıculas de PPy

de 20, 40, 60, 80 y 100nm sintetizadas por oxidación de iones metálicos en solu-

ción acuosa [36] fueron cultivadas con fibroblastos de pulmón humano IMR90

y con macrófagos alveolares de ratón J774A.1 para evaluar la citotoxicidad

de las nanopart́ıculas de PPy. La viabilidad de las células cultivadas con las

nanopart́ıculas después de un d́ıa de cultivo a una concentración de 25µg \ml
fue del 70 % en promedio para los cinco tamaños de part́ıculas, reportando

además que la viabilidad fue proporcional al diámetro de las nanopart́ıculas
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de PPy, mientras que la citotoxicidad aumentaba conforme la concentración

de nanopart́ıculas de PPy [35].

No obstante, se ha mostrado que la adhesión y la biocompatibilidad del PPy

y PPy-I utilizados para los recubrimientos superficiales son únicas del PPy y

PPy-I sintetizados por plasma; se piensa que esto es debido a la gran variedad

de grupos funcionales que se generan en su superficie tales como grupos amino,

alifáticos, aromáticos y alquenos [34].

Con todos estos argumentos nos planteamos la siguiente hipótesis.



Caṕıtulo 3

Hipótesis

Las nanopart́ıculas de PPy y PPy-I sintetizadas por plasma pueden ser un

material con buena adhesión celular que ofrecen mayor área superficial que

las peĺıculas de estos mismos materiales, por lo que pueden tener aplicaciones

potenciales en medicina, en particular para la encapsulación de células beta.

17



Caṕıtulo 4

Objetivo general

Estudiar la interacción de las nanopart́ıculas de PPy y PPy-I sintetizadas

por plasma con las ĺıneas celulares RIN-M y NG-108 para determinar sus

aplicaciones potenciales en medicina, en particular para la encapsulación de

células beta.

18



Caṕıtulo 5

Objetivos particulares

Determinar

i Si las nanopart́ıculas de PPy y PPy-I tienen efectos citotóxicos sobre las

ĺıneas celulares RIN-M y NG 108-15.

ii Si las nanopart́ıculas de PPy y PPy-I presentan la misma adhesión celular

que las peĺıculas de estos mismos materiales.

iii El tiempo que las células permanecen adheridas y viables a las nano-

part́ıculas.

19



Caṕıtulo 6

Materiales y métodos

6.1. Nanopart́ıculas

Para la śıntesis de las nanopart́ıculas se utilizó pirrol y yodo, los cuales

pasaron a fase de vapor al bajar la presión en el reactor. El pirrol y el yodo

fueron adquiridos en Sigma Aldrich R©.

6.1.1. Nanopart́ıculas de PPy

Las nanopart́ıculas de PPy se sintetizaron en un reactor de plasma como

el mostrado en la Figura 6.1

bomba de
   vacío

sensor de
   vacío

Monómero

13.56 MHZ

Figura 6.1: Diagrama del reactor de plasma utilizado para sintetizar las nano-
part́ıculas de PPY.

20
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Este reactor de plasma está formado por un tubo de borosilicato de 16 cm

de largo, 9 cm de diámetro exterior y 5mm de espesor, a la mitad de este se

encuentra embebido un segundo tubo de borosilicato de 4 cm de largo, 7mm

de diámetro exterior y 1mm de espesor, por donde pasa el pirrol hacia el

reactor. Los extremos del primer tubo se encuentran sellados por dos tapas

de acero inoxidable, a través de ellas pasan dos electrodos redondos de acero

inoxidable de 7 cm de diámetro, conectados a un generador de radio frecuencia

a 13,56MHz. Una de las tapas tiene además dos aperturas, una de ellas esta

conectada a un sensor de vaćıo y la otra a una trampa de gases en serie con

una bomba de vaćıo.

Se realizaron varias śıntesis, cambiando la distancia entre los electrodos, la

potencia y la presión en el reactor, sólo en algunos casos se obtuvieron nano-

part́ıculas de PPy.

Las nanopart́ıculas se observaron en un microscopio electrónico de barrido.

Además, dichas nanopart́ıculas fueron suspendidas en alcohol y sonicadas du-

rante una hora para ser observadas de nuevo en el microscopio electrónico de

barrido y de transmisión.

6.1.2. Nanopart́ıculas de PPy-I

Las nanopart́ıculas de PPy-I se sintetizaron en un reactor de plasma como

el mostrado en la figura 6.2

bomba de
   vacío

sensor de
   vacío

Monómero A

Monómero B

13.56 MHz

Figura 6.2: Diagrama del reactor de plasma utilizado para sintetizar las nano-
part́ıculas de PPY.

El reactor de plasma está formado por un tubo de borosilicato de 25 cm de
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largo, 9 cm de diámetro exterior y 5mm de espesor. Los extremos del primer

tubo se encuentran sellados por dos tapas de acero inoxidable, a través de

ellas pasan dos electrodos redondos de acero inoxidable de 7 cm de diámetro,

conectados a un generador de radio frecuencia a 13,56MHz. Ambas tapas

tienen dos aperturas, por una de las tapas son introducidos el pirrol y el yodo,

cada uno de ellos por una apertura diferente. En la otra tapa se conecta un

sensor de vaćıo a un apertura y a la otra una trampa de gases en serie con una

bomba de vaćıo.

A diferencia de las nanopart́ıculas de PPy, en este caso se realizó una sola

śıntesis con una potencia de 40W , 2Torr de presión y 5 cm de separación

entre los electrodos(40W − 2Torr − 5 cm).

Las nanopart́ıculas se observaron en un microscopio de electrónico de barri-

do. Además, dichas nanopart́ıculas fueron suspendidas en alcohol y sonicadas

durante una hora para ser observadas de nuevo en el microscopio electrónico

de barrido y de transmisión.

6.2. Ĺıneas celulares

Se utilizaron las ĺıneas celulares RIN-M y NG 108-15 correspondientes a

células beta de rata y a un h́ıbrido celular de neuroblastoma de ratón y glioma

de rata, respectivamente. Ambas ĺıneas fueron adquiridas en ATCC R©.

6.2.1. RIN-M

Está ĺınea celular proviene de un insulinoma de una rata macho de la especie

RattusNorvegicus; el tumor se originó por altas dosis de radiación[37] y se

trasplantó entre ratones de la misma especie para estabilizar la ĺınea celular

[38]. Las células de está ĺınea secretan insulina y somatostatina[39], tienen

morfoloǵıa epitelial y un tamaño aproximado de 10µm como se puede ver en

la Figura 6.3(a).
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(a) (b)

Figura 6.3: (a)Imagen de la ĺınea celular RIN-M reportada en [39], la ima-
gen reportada no tiene barra de escala. (b)Imagen de la ĺınea celular RIN-M
proliferada en el laboratorio.

Está ĺınea celular se proliferó siguiendo el protocolo de ATCC R© utilizando

RPMI-1640 como medio de cultivo base y completándolo con suero fetal bovino

y antibiótico con antimicótico al 10 % y 1 % del volumen total, respectivamente.

La ĺınea celular se ı́ncubo en un ambiente humedecido con 5 % de CO2 a 37oC,

utilizando cajas petri de cultivo de 100 × 20mm y cambiando el medio de

cultivo cada tres d́ıas. La morfoloǵıa de los cultivos fue similar a la reportada

por el proveedor Figura, , como se puede ver en la 6.3(b).

6.2.2. NG 108-15

Está ĺınea celular proviene de la fusión de las ĺıneas celulares N18TG2

y C6-BU-1, que corresponden a neuroblastoma de ratón y glioma de rata,

respectivamente [40] , [41]. Las células de está ĺınea tienen morfoloǵıa epitelial

y un tamaño de 10µm a 20µm como se puede ver en la Figura 6.4(a).
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(a) (b)

Figura 6.4: (a)Imagen de la ĺınea celular NG 108-15 reportada por ATCC R©. la
barra de escala corresponde a 20µm. (b)Imagen de la ĺınea celular NG 108-15
proliferada en el laboratorio.

Está ĺınea celular se proliferó utilizando DMEM como medio de cultivo

base y completándolo con suero fetal bovino, glutamina, hat y antibiótico con

antimicótico al 10 %, 2 %, 1 %, y 1 % del volumen total, respectivamente. La

ĺınea celular se ı́ncubo en un ambiente humedecido con 5 % de CO2 a 37oC,

utilizando botellas de cultivo con cuello en ángulo de 75 cm2 y cambiando el

medio de cultivo cada tres d́ıas. La morfoloǵıa de los cultivos fue similar a la

reportada por el proveedor, como se puede ver en la Figura 6.4(b).

6.3. Cultivos celulares con nanopart́ıculas

Los cultivos para ambas ĺıneas celulares se dividieron en tres grupos, uno

de células sin part́ıculas, otro de células con part́ıculas de PPy y el último de

células con part́ıculas de PPy-I. Todos ellos se cultivaron a 37oC en un am-

biente humedecido con 5 % de CO2, con cajas petri de 35 × 10mm y usando

sus respectivos medios de cultivo.

Para el grupo de células sin nanopart́ıculas se depositaron 1×106 células en

un tubo eppendorf y se completó con medio de cultivo para tener un volumen
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final de 2ml. Las células en el tuvo eppendorf fueron centrifugadas a 1 200 rpm

por 5 minutos formando aśı un botón celular que fue disgregado resuspendien-

do con ayuda de una pipeta. Por último, está suspensión se depositó en una

caja petri y se llevó a la incubadora.

Para el grupo de células con nanopart́ıculas de PPy se depositaron 1 × 106

y 200µg en un tubo eppendorf y se completó con medio de cultivo para te-

ner un volumen final de 2ml. Las células con las nanopart́ıculas en el tuvo

eppendorf fueron centrifugadas a 1 200 rpm por 5 minutos formando aśı un

botón celular con nanopart́ıculas de PPy que fue disgregado resuspendiendo

con ayuda de una pipeta. Por último esta suspensión se depositó en una caja

petri y se llevó a la incubadora.

Para el grupo de células con nanopart́ıculas de PPy-I se repitió el mismo pro-

cedimiento que en el grupo de células con nanopart́ıculas de PPy, pero en este

caso se usaron las nanopart́ıculas de PPy-I.

Los conteos celulares se llevaron a cabo con una cámara de Neubauer. El medio

de cultivo se cambió cada tercer d́ıa. La ĺınea celular RIN-M se cultivó por tres

semanas y se usaron los pasajes 22−23; mientras que la ĺınea celular NG108-15

sólo por una semana y usó el pasaje 83. Se tomaron fotos de los cultivos con

ayuda de un microscopio óptico y una cámara digital del 10MP .

6.4. Viabilidad celular

Para determinar la viabilidad celular, se hicieron pruebas de viabilidad con

un kit de Calceina-AM y Homod́ımero de Etidio-11 adquirido en AccesoLab R©

utilizando además pipetas con puntas de 3mm de diámetro para no destruir

los agregados celulares formados en los cultivos.

Para ello, primero se lavaron las células con un buffer fosfato salino(PBS).

Esto se hizo sin centrifugar, esperando a que las células precipitarán en el

fondo del tubo, lo cual tomaba aproximadamente cinco minutos. Una vez pre-

cipitadas se quitó el sobrenadante y se agregó 2ml de PBS fresco quedando

1Para más detalles de esta técnica ver la sección de apéndice A.1
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de nuevo las células en suspensión, el proceso se repitió dos veces más pero

agregando 500µl al final del último lavado y llevando esta suspensión a una

nueva caja petri de 35× 10mm.

Una vez lavadas, se preparó una solución de PBS con Calceina-AM y Homodi-

mero de Etidio-1 en una concentración de [1µM ] y [2µM ], que corresponden

a las concentraciones recomendadas por el kit. Inmediatamente después, se

añadieron 500µl de esta solución en cada caja petri y se cubrieron para prote-

gerlas de la luz, dejándolas reposar durante treinta minutos antes de ser vistas

en el microscopio confocal.

Con está técnica de viabilidad, la células viables fluorescen en color verde

mientras que las células muertas fluorescen en color rojo.



Caṕıtulo 7

Resultados

7.1. Nanopart́ıculas de PPy

Durante la śıntesis se observó la formación de un material amarillo en

algunas zonas del reactor, como se puede ver en la Figura 7.1(a). Al final de

la śıntesis se obtuvo PPy en forma de peĺıcula y en forma de polvo, con una

coloración café y amarilla respectivamente Figura, como se muestra en la figura

7.1(b).

(a) (b)

Figura 7.1: (a) Imagen del reactor durante la śıntesis. (b) Imagen del reactor
al final de la śıntesis.
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7.1.1. Polvo SEM

Figura 7.2: Polvo de PPy obtenido a 45W − 1. 9Torr − 2. 5 cm.

Las imágenes de microscopia electrónica de barrido mostraron que el polvo

de PPy era en realidad un conglomerado de part́ıculas esféricas de PPy. En

las Figuras 7.3(a)-7.6(a) se muestran las part́ıculas obtenidas bajo diferentes

condiciones de śıntesis.

(a) (b)

Figura 7.3: Polvo de PPy sintetizado a 45W − 1Torr − 3 cm. (a) Imagen
de microscopia electrónica de barrido. (b) Histograma del diámetro de las
part́ıculas.
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(a) (b)

Figura 7.4: Polvo de PPy sintetizado a 45W − 1. 2Torr − 3 cm. (a) Imagen
de microscopia electrónica de barrido. (b) Histograma del diámetro de las
part́ıculas.
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Figura 7.5: Polvo de PPy sintetizado a 45W − 1. 6Torr − 3 cm. (a) Imagen
de microscopia electrónica de barrido. (b) Histograma del diámetro de las
part́ıculas.
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(a)

N
ú

m
e

ro
 d

e
 p

a
rt

íc
u

la
s

(b)

Figura 7.6: Polvo de PPy sintetizado a 45W − 1. 9Torr− 2. 5 cm. (a) Imagen
de microscopia electrónica de barrido. (b) Histograma del diámetro de las
part́ıculas.

Los diámetros de las part́ıculas se ajustan a una distribución de tipo normal,

como se puede ver en las Figuras 7.3(b)-7.6(b), y van desde algunos cientos de

nanómetros hasta 1. 6µm. Los diámetros de las part́ıculas tienen las siguien-

tes medias y desviaciones estándar: las sintetizadas a 45W − 1Torr − 3 cm

tienen una media de 533nm con una desviación estándar de 66nm; las sinte-

tizadas a 45W − 1. 2Torr − 3 cm tienen una media de 1. 2µm y 1. 6µm con

una desviación estándar de 84nm y 80nm respectivamente; las sintetizadas a

45W − 1. 6Torr− 3 cm una media de 314nm con una desviación estándar de

15nm y las sintetizadas a 45W − 1. 9Torr−2. 5 cm una media de 448nm con

una desviación estándar de 70nm.

La mayor cantidad de nanopart́ıculas obtenidas en una sola śıntesis fue de

290mg, está cantidad se muestra en la Figura 7.2, corresponden a la śıntesis

de 45W − 1. 9Torr − 2. 5 cm. Estas part́ıculas fueron utilizadas en todos los

cultivos celulares.
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7.1.2. Part́ıculas suspendidas en alcohol

(a) (b)

Figura 7.7: (a)Nanopart́ıculas de PPy en polvo (b) Nanopart́ıculas de PPy
suspendidas en alcohol.

SEM

(a) (b)

(c) (d)

Figura 7.8: Imagen de las part́ıculas de PPy suspendidas en alcohol con micros-
copia electrónica de barrido (a) 45W − 1Torr − 3 cm barra de escala 10µm,
(b) 45W − 1. 2Torr− 3 cm barra de escala 10µm, (c) 45W − 1. 6Torr− 3 cm
, barra de escala 100µm (d) 45W − 1. 9Torr− 2. 5 cm barra de escala 10µm.
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Las nanopart́ıculas permanecieron en suspensión durante al menos cuatro

semanas, como se muestra en la Figura 7.7(b); algunas de ellas se encuentran

dispersas y otras en agregados de hasta 10µm, como se puede ver en la Figura

7.8.

TEM

(a) (b)

(c)

Figura 7.9: Imagen de las nanopart́ıculas de PPy suspendidas en alcohol con
microscopia electrónica de transmisión. (a) Nanopart́ıculas uniformes. (b) Na-
nopart́ıculas huecas. (c) Nanopart́ıculas con estructura.

Las imágenes de microscopia electrónica de trasmisión muestran que dentro

de una misma śıntesis se obtienen dos tipos de part́ıculas diferentes, unas con

densidad constante y otras de menor densidad en el centro, como se puede ver

en las Figuras 7.9(a) y 7.9(b), respectivamente. Algunas de ellas incluso llegan

a mostrar un tipo de estructura interna, como se muestra en la Figura 7.9(c).
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7.2. Nanopart́ıculas de PPy-I

Al igual que las nanopart́ıculas de PPy, durante la śıntesis se observó la

formación de un material amarillo en algunas zonas del reactor, como se puede

ver en la Figura 7.10(a). Al final de la śıntesis se obtuvo PPy-I en forma de

peĺıcula y en forma de polvo, con una coloración café y amarilla respectiva-

mente, como se muestra en la Figura 7.10(b).

(a) (b)

Figura 7.10: (a) Imagen del reactor durante la śıntesis. (b) Imagen del reactor
al final de la śıntesis.

7.2.1. Polvo SEM

Figura 7.11: Polvo de PPy-I sintetizado a 40W − 2Torr − 5 cm.

Las imágenes de microscopia electrónica de barrido mostraron que el polvo

de PPy-I era en realidad un conglomerado de part́ıculas esféricas de PPy-I. La

Figura 7.12(a) muestra las part́ıculas obtenidas en está śıntesis.
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(a) (b)

Polvo de PPy sintetizado a 40W − 2Torr− 5 cm. (a) Imagen de microscopia

electrónica de barrido. (b) Histograma del diámetro de las part́ıculas.

Los diámetros de las part́ıculas se ajustan a una distribución de tipo normal,

como se puede ver en la Figura . Dichas part́ıculas tiene una media de 335nm

y una desviación estándar de 42nm. La cantidad de nanopart́ıculas obtenidas

fue de 41mg, lo cual fue suficiente para realizar todos los experimentos. Esta

cantidad se muestra en la Figura 7.11.

7.2.2. Part́ıculas suspendidas

(c) (d)

Figura 7.12: (a)Nanopart́ıculas de PPy-I en polvo- (b) Nanopart́ıculas de PPy-I
suspendidas en alcohol.
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SEM

Figura 7.13: Imagen de las nanopart́ıculas de PPy-I suspendidas en alcohol
con microscopia electrónica de barrido, barra de escala de 10µm.

Las nanopart́ıculas permanecieron en suspensión durante al menos cuatro

semanas, como se muestra en la Figura 7.12, algunas de ellas se encuentran

dispersas y otras en agregados de hasta 10µm, como se puede ver en la Figura

7.13.

TEM

(a) (b)

Figura 7.14: Imagen de las nanopart́ıculas de PPy-I suspendidas en alcohol
con microscopia electrónica de transmisión. (a)Part́ıculas huecas, (b)Part́ıculas
uniformes.

Las imágenes de microscopia electrónica de trasmisión muestran que dentro

de una misma śıntesis se obtienen dos tipos de part́ıculas diferentes, unas con

densidad constante y otras de menor densidad en el centro, como se puede ver

en las Figuras 7.14(a) y 7.14(b), respectivamente.
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7.3. Cultivos celulares con nanopart́ıculas

7.3.1. RIN-M

Inicio del cultivo

(a) (b)

(c)

Figura 7.15: RIN-M inicio del cultivo (a) PPy (x40), (b) PPy-I (x40), (c)
control(x40).
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Un d́ıa de cultivo

(a) (b)

(c)

Figura 7.16: RIN-M un d́ıa de cultivo (a) PPy (x40), (b) PPy-I (x40), (c)
control(x10).

Las células en el grupo control comienzan a formar agregados celulares

desde el inicio del cultivo y después de un d́ıa de cultivo continúan agregándose

formando agregados de mayor tamaño, como se muestra en las Figuras 7.15(c)

y 7.16(c). Las células de los grupos con nanopart́ıculas de PPy y PPy-I se

adhieren a las nanopart́ıculas desde el inicio del cultivo y forman agregados

celulares más pequeños que los del grupo control que no parecen aumentar su

tamaño después de un d́ıa de cultivo, como se muestra en las Figuras 7.15(a),

7.15(b), 7.16(a) y 7.16(b).
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Un semana de cultivo

(a) (b)

(c)

Figura 7.17: RIN-M una semana de cultivo (a) PPy (x10), (b) PPy-I (x10), (c)
Cajas de cultivo, arriba a la derecha grupo PPy, arriba a la izquierda grupo
PPy-I y abajo grupo control.

Los tres grupos forman un agregado celular en el centro de la caja que es

perceptible a simple vista, como se puede ver en la Figura 7.17(c). Las células

en el grupo con nanopart́ıculas de PPy y PPy-I han quedado completamente

cubiertas por las nanopart́ıculas, como se puede ver en las Figuras 7.17(a) y

7.17(b).

En la segunda semana no se aprecian cambios significativos.
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Tres semana de cultivo

(a) (b)

(c)

Figura 7.18: RIN-M tres semanas de cultivo (a) PPy (x10), (b) PPy-I (x10),
(c) control(x10).

El agregado celular del grupo de células con nanopart́ıculas de PPy y PPy-I

también comienza a dividirse en agregados más pequeños pero de mayor ta-

maño que los del grupo control, las nanopart́ıculas aún se encuentran cubriendo

los agregados celulares, como se puede ver en las Figuras 7.18(a) y 7.18(b).
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7.3.2. NG 108-15

Siete d́ıas de cultivo

(a) (b)

(c)

Figura 7.19: NG 108-15 una semana de cultivo (a) PPy (x10), (b) PPy-I (x10),
(c) control(x10).
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(a) (b)

(c)

Figura 7.20: NG 108-15 una semana de cultivo (a) PPy (x40), (b) PPy-I (x40),
(c) (c) Cajas de cultivo, arriba a la derecha grupo PPy, arriba a la izquierda
grupo PPy-I y abajo grupo control.

Los tres grupos comienzan a formar un agregado celular en el centro de

la caja de cultivo, como se puede ver en la Figura 7.20(c). Los agregados

celulares del grupo control son más grandes que los agregados de los grupos

con nanopart́ıculas de PPy y PPy-I, como se puede observaren las Figuras

7.19(a), 7.19(b) y 7.19(c).

Las células en los grupos con nanopart́ıculas de PPy y PPy-I se encuentran

adheridas a las nanopart́ıculas y casi cubiertas por ellas; incluso se encuentran

muchas células aisladas cubiertas por las nanopart́ıculas, como se puede ver en
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las Figuras 7.19(a), 7.19(b), 7.20(a) y 7.20(b).

7.3.3. Microtejido

En pruebas preliminares se cultivaron células RIN-M con nanopart́ıculas de

PPy sintetizadas a 45W− 1. 6Torr−3 cm durante cinco semanas, al término de

las cinco semanas se fijaron y se llevaron a observar al microscopio electrónico

de barrido.

(a) (b)

Figura 7.21: RIN-M con nanopart́ıculas de PPy, cinco semanas. (a)x250. (b)
x1,500.

La imagen mostró la formación de un mircotejido de aproximadamente

150µm2, como se puede observar en la Figura 7.21(a). Las células se encuen-

tran organizadas formando una peĺıcula sobre lo que parece ser su propia

matriz extracelular, como se muestra en la Figura 7.21(b). No se observan

nanopart́ıculas de PPy.
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7.4. Viabilidad celular

7.4.1. Part́ıculas de PPy y PPy-I con calcéına y ho-

mod́ımero de etidio-1

(a) (b)

Figura 7.22: Imagen del microscopio confocal de las nanopart́ıculas con calcéına
y homod́ımero de etidio-1. (a) PPy (b) PPy-I

Las nanopart́ıculas de PPy y PPy-I mostraron fluorescencia en una lon-

gitud de onda cercana a la que fluoresce el homod́ımero de etidio-1, como se

muestra en la Figura 7.22. La fluorescencia de las part́ıculas y el homod́ımero

de etidio-1 no pudieron ser separadas por el equipo de microscopia confocal

en donde se adquirieron las imágenes, debido a ello las células muertas en las

imágenes fueron generalmente enmascaradas por la fluorescencia de las nano-

part́ıculas.
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7.4.2. RIN-M

Un d́ıa

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

Figura 7.23: RIN-M viabilidad celular un d́ıa. (a) control campo claro. (b)
Viablidad control. (c) PPy campo claro. (d) Viablidad PPy. (e) PPy-I campo
claro. (f) Viablidad PPy-I.
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A un d́ıa de cultivo, en el grupo control se observan células aisladas al-

rededor de los agregados celulares, como se puede ver en la Figura 7.23(a).

La mayoŕıa de las cuales se encuentran muertas, salvo algunas cuantas que se

mantienen viables; por el contrario en el agregado la mayoŕıa de las células se

encuentran viables salvo algunas cuantas muertas, como se puede observar en

la Figura7.23(b).

En el grupo de nanopart́ıculas de PPy las células forman agregados celulares

de distintos tamaños y muy pocas células se encuentran aisladas, aún cuando

no se encuentran adheridas a otras células se encuentran adheridas a pequeñas

porciones de PPy, como se puede ver en la Figura 7.23(c). La fluorescencia de

las nanopart́ıculas tiñe de rojo la mayor parte de la imagen impidiendo obser-

var las células muertas; no obstante es posible observar que hay células vivas,

esto puede verse en la Figura 7.23(d).

En el grupo de nanopart́ıculas de PPy-I se encontraron agregados con peñas

porciones de PPy-I, se observan agregados celulares de distintos tamaños y

muy pocas células aisladas, aun cuando no se encuentran adheridas a otras

células se encuentran adheridas a pequeñas porciones de nanopart́ıculas de

PPy-I, como se puede ver en la Figura 7.23(e). Las nanopart́ıculas de PPy-I

fluorescen menos que las nanopart́ıculas de PPy, aún aśı no se pueden dis-

tinguir las células muertas; no obstante todas las células parecen ser viables

incluso las células aisladas con pequeñas porciones de nanopart́ıculas de PPy-I,

esto puede verse en la Figura 7.23(f).
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Una semana

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

Figura 7.24: RIN-M viabilidad celular una semana. (a) control campo claro. (b)
Viablidad control. (c) PPy campo claro. (d) Viablidad PPy. (e) PPy-I campo
claro. (f) Viablidad PPy-I.
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A una semana de cultivo, en el grupo control los agregados han aumentado

de tamaño y no se observan células aisladas al rededor de ellos, como se pue-

de observar en la Figura 7.24(a); la mayor parte de las células se encuentran

viables, las células muertas se encuentran principalmente en el centro del agre-

gado y algunas cuantas en la periferia de este, como se puede ver en la Figura

7.24(b).

En el grupo de nanopart́ıculas de PPy los agregados han aumentado de ta-

maño y se encuentran cubiertos por las nanopart́ıculas de PPy, pueden verse

algunas células aisladas que rodean al agregado, como se puede observar en

la Figura 7.24(c), la fluorescencia de las nanopart́ıculas de PPY parece haber

desaparecido por completo salvo algunas pequeñas porciones que aun mues-

tran fluorescencia aunque muy tenue, no se observan células muertas sólo se

pueden observar células viables, como se puede ver en la Figura 7.24(d). Las

células aisladas no muestran fluorescencia por lo que podŕıan estar en un plano

focal diferente.

En el grupo de nanopart́ıculas de PPy-I los agregados han aumentado de

tamaño y se encuentran cubiertos por las nanopart́ıculas de PPy-I, pueden

verse algunas células aisladas que rodean al agregado, como se puede observar

en la Figura 7.24(e). La fluorescencia de las nanopart́ıculas de PPy-I parece

haber desaparecido por completo salvo algunas pequeñas porciones que aun

muestran fluorescencia aunque muy tenue pero de mayor intensidad que en

comparación con el grupo de nanopart́ıculas de PPy. Se observan dos esferas

con mayor fluorescencia que podŕıan ser células muertas salvo estas dos todas

las demás células parecen ser viables, como se muestra en la Figura 7.24(f).

Las células aisladas no muestran fluorescencia por lo que podŕıan estar en un

plano focal diferente.
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Dos semanas

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

Figura 7.25: RIN-M viabilidad celular dos semanas. (a) control campo claro.
(b) Viablidad control. (c) PPy campo claro. (d) Viablidad PPy. (e) PPy-I
campo claro. (f) Viablidad PPy-I.
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A dos semanas de cultivo, en el grupo control los agregados mantienen su

tamaño y no se observan células aisladas al rededor de ellos, como se puede

ver en la Figura 7.25(a). Se observa una gran cantidad de células muertas en

todo el agregado principalmente en el centro de este, las células viables se en-

cuentran en mayor medida en la periferia del agregado, como se muestra en la

Figura 7.25(b).

En el grupo de nanopart́ıculas de PPy los agregados mantienen su tamaño

y continúan cubiertos por las nanopart́ıculas de PPy, pueden verse algunas

células aisladas que rodean al agregado, como se muestra en la Figura 7.25(c).

Las nanopart́ıculas de PPy muestran zonas intensamente fluorescentes y otras

con poca o nula fluorescencia además de una textura rugosa que pareciera es-

tar formada por pequeñas esferas. Sólo pueden distinguirse unas pocas células

muertas aún se observa una gran cantidad de células viables, como se puede

ver en la Figura 7.25(d). Las células aisladas no muestran fluorescencia por lo

que podŕıan estar en un plano focal diferente.

En el grupo de nanopart́ıculas de PPy-I los agregados mantienen su tamaño

y continúan cubiertos por las nanopart́ıculas de PPy-I, como se puede ver en

la Figura 7.25(e). Las nanopart́ıculas de PPy-I muestran fluorescencia muy

tenue y otras sin fluorescencia. Pueden verse algunas células muertas distri-

buidas uniformemente en el agregado, aún se observa una gran cantidad de

células viables, como se muestra en la Figura 7.25(f).
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Tres semanas

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

Figura 7.26: RIN-M viabilidad celular tres semanas. (a) control campo claro.
(b) Viablidad control. (c) PPy campo claro. (d) Viablidad PPy. (e) PPy-I
campo claro. (f) Viablidad PPy-I.
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A tres semanas de cultivo, en el grupo control los agregados disminuyen

su tamaño, pueden verse agregados más pequeños y células aisladas alrededor

del agregado más grande, como se muestra en la Figura 7.26(a). Se observan

células vivas y muertas en el agregado más grande casi en la misma proporción,

las células que rodean a dicho agregado se encuentran muertas salvo algunas

pocas, como puede verse en la Figura 7.26(b).

En el grupo de nanopart́ıculas de PPy los agregados disminuyen su tamaño

y continúan cubiertos por las nanopart́ıculas de PPy, pueden verse algunas

células aisladas que rodean al agregado, como se observa en la Figura 7.26(c).

Las nanopart́ıculas de PPy muestran zonas intensamente fluorescentes y otras

con poca o nula fluorescencia además de una textura rugosa que pareciera es-

tar formada por pequeñas esferas. Sólo pueden distinguirse unas pocas células

muertas, aún se observa una gran cantidad de células viables, las células aisla-

das alrededor del agregado continúan viables, como se puede ver en la Figura

7.26(d).

En el grupo de nanopart́ıculas de PPy-I los agregados disminuyen su tamaño y

tienen zonas que están cubiertos por las nanopart́ıculas de PPy-I y otras zonas

descubiertas; también pueden verse células aisladas que rodean al agregado,

como se muestra en la Figura 7.26(e). Las nanopart́ıculas de PPy-I muestran

una fluorescencia tenue, no se observan células muertas, todas las células se

mantienen viables aun aquellas que se encuentran aisladas alrededor del agre-

gado, como se puede ver en la Figura 7.26(f).

La fluorescencia del las nanopart́ıculas impide observar las células muertas

por lo que no se puede estimar la viabilidad celular de los grupos con nano-

part́ıculas de PPy y PPy-I; sin embargo, en las imágenes adquiridas a una

semana de cultivo las nanopart́ıculas de PPy y PPY-I presentan fluorescencia

casi nula, como se puede ver la Figura 7.24; por lo cual es posible estimar y

comparar la viabilidad celular para los tres grupos a una semana de cultivo,

realizando un simple conteo de los pixeles verdes y rojos.

V iabilidad ∼=
Pixeles V erdes

P ixeles V erdes + Pixeles Rojos

El grupo de células con nanopart́ıculas de PPy tiene una viabilidad del

98 % a una semana de cultivo; el grupo de células con nanopart́ıculas de PPy-I

tiene una viabilidad del 96 % a una semana de cultivo; el grupo control tiene
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una viabilidad del 80 %, 53 % y 60 % a una, dos y tres semanas de cultivo

respectivamente.
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7.4.3. NG 108-15

Siete d́ıas

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

Figura 7.27: NG 108-15 viabilidad celular una semana. (a) control campo claro.
(b) Viablidad control. (c) PPy campo claro. (d) Viablidad PPy. (e) PPy-I
campo claro. (f) Viablidad PPy-I.
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A una semana de cultivo, en el grupo control los agregados muestran pocas

células aisladas alrededor de ellos, como se muestra en la Figura 7.24(a). Las

células aisladas se encuentran muertas mientras que las células en el agregado

permanecen viables salvo algunas cuantas muertas, como se puede ver en la

Figura 7.24(b).

En el grupo de nanopart́ıculas de PPy los agregados son de menor tamaño

que los del grupo control; alrededor de ellos se encuentran algunas células

aisladas; los agregados y las células aisladas se encuentran cubiertas por na-

nopart́ıculas de PPy, como se muestra en la Figura 7.24(c). No se pueden

observarse células viables o muertas los colores se encuentran mezclados, como

se puede ver en la Figura 7.24(d).

En el grupo de nanopart́ıculas de PPy los agregados son de menor tamaño

que grupo de nanopart́ıculas de PPy, se encuentran formados sólo por algunas

pocas células, como se muestra en la Figura 7.24(e). No se pueden observarse

células viables o muertas los colores se encuentran mezclados, como se puede

ver en la figura Figura 7.24(f).

(a) (b)

Figura 7.28: NG 108-15 solo células viables una semana. (a)PPyI. (b) PPy.

Las imágenes de la Figura 7.27 no permiten estimar la viabilidad celular de

los grupos con nanopart́ıculas de PPy y PPy-I; sin embargo, al observar sólo

la fluorescencia de la calcéına en la Figura 7.28, se puede ver que las células

siguen viables y cubiertas por el las nanopart́ıculas a una semana del cultivo.
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Discusión

8.1. Nanopart́ıculas de PPy y PPy-I

El tamaño de las nanopart́ıculas de PPy no parece relacionarse de ma-

nera directa con los variables f́ısicas del reactor como la potencia, presión y

distancia entre los electrodos. Existen modelos que explican la formación de

las nanopart́ıculas de PPy en el reactor de plasma en base a la distribución

tetraédrica de los enlaces del carbono [32]; sin embargo, ningún modelo rela-

ciona el tamaño de las nanopart́ıculas con estas variables. Por otra parte, se

observó que a mayor presión en el reactor la cantidad de nanopart́ıculas de

PPy obtenidas también fue mayor, esto resulta natural ya que la presión en el

reactor esta relacionada con la cantidad de monómero dentro de él y por tanto

con la cantidad de nanopart́ıculas producidas.

Otros autores mostraron que la longitud de onda y la intensidad a la que

fluorescen las nanopart́ıculas de PPy sintetizadas por plasma están relaciona-

das con la potencia y el tiempo de la śıntesis, respectivamente [42]. Como pudo

verse en las imágenes del microscopio confocal, la longitud de onda a la que

fluorescieron las nanopart́ıculas de PPy y PPy-I fue muy cercana a la longitud

de onda de fluorescencia del homod́ımero de etidio-1; debido a ello, no fue po-

sible determinar la viabilidad celular de los cultivos con nanopart́ıculas para

periodos de tiempo mayores a una semana.

Se tiene evidencia experimental que muestra el decaimiento y desaparición

de la fluorescencia del PPy cuando se incide con lásers de 532nm y 633nm, a

55
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este fenómeno se le denomina ”quench”(pérdida de fluorescencia). El el tiempo

en el que desaparició la fluorescencia del PPy fue menor cuando se utilizó ma-

yor intensidad en cada láser.

El láser utilizado para excitar el homod́ımero de etidio-1 en el microscopio

confocal fue de 528nm; por esta razón, se plantea que la desaparición de la

fluorescencia aśı como la textura rugosa observada en algunas imágenes puede

ser causada por este fenómeno. Dado que aquellas zonas de la muestra cercanas

al plano focal de la imagen son incididas con mayor intensidad, debido a la con-

vergencia del lente, las nanopart́ıculas de PPy cercanas a este plano tendrán

mayor pérdida de la fluorescencia que aquellas que se encuentres en planos

distantes al plano focal como puede verse en las Figuras 7.25(d) y 7.26(d).

La textura rugosa observada en estás mismas Figuras, puede ser resultado

de este fenómeno y de la morfoloǵıa esférica de las nanopart́ıculas. Con las

nanopart́ıculas de PPy-I podŕıan estar sucediendo el mismo fenómeno, para

comprobar esta hipótesis es necesario realizar más trabajo con el microscopio

confocal; sin embargo, esto se queda pendiente para un trabajo a futuro.

8.2. Cultivos celulares

Desde el inicio del cultivo se observa la adhesión de las células a las nano-

part́ıculas formando agregados más pequeños que los observados en el grupo

control. Las células aisladas adheridas a pequeñas porciones de nanopart́ıculas

se mantienen viables mientras que generalmente las células aisladas en el grupo

control mueren.

Todas las células de cuerpo humano salvo algunas excepciones, como las célu-

las sangúıneas, necesitan estar adheridas a una superficie para mantenerse con

vida, de lo contrario a través mensajeros qúımicos inician el proceso de muerte

celular programada o apoptosis. Algunas células canceŕıgenas pueden bloquear

estas señales qúımicas para impedir el proceso de apoptosis y mantenerse via-

bles aun cuando no estén adheridas a una superficie. Posiblemente las células

en el grupo control se están adhiriendo entre ellas para no iniciar el proceso

de apoptosis y seguir siendo viables, llevándolas aśı a formar agregados celu-
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lares más grandes que las células en los grupos con nanopart́ıculas de PPy y

PPy-I. En los grupo de células con nanopart́ıculas de PPy y PPy-I, las células

adheridas a pequeñas porciones de material se mantienes viables por lo que no

necesitan agregarse con muchas otras células, formando aśı agregados celulares

más pequeños que los del grupo control.

A partir de la segunda semana se puede observar muerte celular en los agre-

gados del grupo control, esto puede ser debido a varias causas como hipoxia,

pobre difusión de nutrientes o incluso a apoptosis. Además de esto también

puede verse que los agregados del grupo control en la tercera semana comien-

zan a disgregarse en agregados más pequeños; lo cual es posiblemente resultado

de esta muerte celular. Por otra parte en el grupo de células con nanopart́ıcu-

las, los agregados celulares disminuyen ligeramente con respecto a la segunda

semana y son más grandes que los del grupo control. No se puede observar

muerte celular en estos grupos debido a la fluorescencia de las nanopart́ıculas

de PPy y PPy-I; sin embargo, si se puede observar que hasta la tercera semana

una gran de células continúan vivas en ambos grupos. Por está razón pueden

seguir manteniendo su tamaño y más aún empezar a formar microtejidos como

se puede ver en la Figura 7.21.

8.3. Interacción de las nanopart́ıculas de PPy

y PPy-I con las ĺıneas celulares

Las células de la ĺınea celular RIN-M permanecen adheridas a las nano-

part́ıculas de PPy y PPy-I al menos hasta por tres semanas; a diferencia de

lo que ocurre con muchos de los materiales utilizados para encapsular células

[24], [26], las nanopart́ıculas de PPy y PPy-I brindan un recubrimiento celular

durante más tiempo. Esto debido probablemente a sus propiedades de adhe-

sión; que a su vez, se piensa son debidas a la gran variedad qúımica que se

genera en la superficie de las nanopart́ıculas al sintetizarlas por plasma.

No se observaron efectos citotóxicos en las ĺıneas celulares con las nanopart́ıcu-

las de PPy y PPy-I; a diferencia de lo reportado en [35] que indican efectos

citotóxicos con concentraciones menores de nanopart́ıculas a las utilizadas en
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este trabajo; esto muestra que las nanopart́ıculas de PPy sintetizadas por plas-

ma son completamente diferentes a las sintetizadas por otros métodos. Más

aún, las nanopart́ıculas de PPy y PPy-I ayudan a mantener viables a las célu-

las hasta al menos por tres semanas, en contraste con la viabilidad reportada

en otros tipos de encapsulación [23]-[27].

Los resultados de los cultivos con la ĺınea celular RIN-M muestran que las

nanopart́ıculas de PPy y PPy-I pueden ser utilizadas para encapsular células

beta en agregados de distintos tamaños e incluso la encapsulación de una célula

beta sola; además de esto los resultados de los cultivos con la ĺınea celular NG

108-15 muestran que las nanopart́ıculas de PPy y PPy-I pueden ser utilizadas

para encapsular más tipos celulares y no solo células beta.

8.4. Diferencias entre las nanopart́ıculas de PPy

y PPy-I

Las peĺıculas o recubrimientos de PPy-I han mostrado mejores resultados

en cultivos de células nerviosas que los reportados con peĺıculas o recubrimien-

tos de PPy en estos mismos tipos de células [30].

Las células en el grupo con nanopart́ıculas de PPy-I parecen tener una viabili-

dad ligeramente mayor que las células en el grupo con nanopart́ıculas de PPy;

sin embargo, este resultado es cualitativo y no puede utilizarse para deter-

minar diferencias entre ambos tipos de nanopart́ıculas. Para determinar cual

de los dos tipos de nanopart́ıculas es mejor para la encapsulación de células

beta, se planea medir secreción de insulina; sin embargo, esto también se deja

pendiente para un trabajo a futuro.



Caṕıtulo 9

Conclusiones

La adhesión celular reportada en las peĺıculas de PPy y PPy-I en recubri-

miento de biomateriales también se encuentra en las nanopart́ıculas de PPy y

PPy-I.

No se observaron efectos citotóxicos de las nanopart́ıculas de PPy y PPy-I

sobre las ĺıneas celulares, más aún las nanopart́ıculas de PPy y PPy-I ayudan

a mantener viables a las células aun cuando sólo se encuentran adheridas a

pequeñas porciones de ellas.

Las nanopart́ıculas de PPy y PPy-I pueden ser usadas para la encapsulación

de diversos tipos celulares, en particular para la encapsulación de células beta.
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Perspectivas

Debido a los resultados obtenidos en este trabajo, se desea continuar con

este proyecto y encapsular islotes pancreáticos de rata. También se desea eva-

luar la funcionalidad, estabilidad y biocompatibilidad de la cápsula; para su

posterior implantación en ratas diabéticas.

Además de esto, se pretende seguir explorando las aplicaciones médicas de las

nanopart́ıculas de PPy y PPy-I. En particular, se desea explorar el desarrollo

de microtejidos.
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[30] E. Zuñiga-Aguilar, R. Olayo, O. Ramı́rez-Fernández, J. Morales, and

R. God́ınez. Nerve cells culture from lumbar spinal cord on surfaces mo-

dified by plasma pyrrole polymerization. Biomaterials Science, 25(7):

729–747, March 2014.
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Apéndice

A.1. Calceina-AM y homodimero de etidio-1

La Calceina-AM es una molécula no fluorescente que al hidrolizarse se

divide en calceina y acetoximetil, es permeable a la membrana celular y en

presencias de esteras1 la división ocurre mas rapido. Una vez dividida, la cal-

ceina es una molécula florescente y no permeable a la membrana celular, se

exita a 494nm y emite a 517nm2, devido a esto la Calceina-AM resulta un

buen marcador para las células viables.

Figura A.1: Molecula de Calceina-AM y Calceina

El Homodimero de Etidio-1 es una molécula fluorescente y no permeable a

la membrana celular, puede entrecruzarse con ácidos nucleicos y mejora cua-

rentas veces su fluorescencia, se exita a 528nm y emite a 617nm3, al poder

1Enzima que rompe enlaces esteres
2Verde
3Rojo

67



68 Bibliograf́ıa

entrar solo en células con membrana dañada resulta un buen carcador de célu-

las no viables.

Figura A.2: Molecula del Homodimero de Etido-1

Desde 1993 hasta la fecha, la calceina y el homodimero de etido-1 se han

usado para realizar pruebas de viabilidad celular [43], [? ].
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