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RESUMEN

Desde el descubrimiento de la alta conductividad del poliacetileno en 1977 por Heeger,
MacDiarmid y Shirakawa (Skotheim y Reynolds 2007), el campo de los polimeros
semiconductores intrinsecos se ha expandido de manera considerable, hasta el vasto sector
que conocemos hoy en dia. Se han buscado las diversas aplicaciones para las que pueden
ser utilizados estos polimeros, entre los que se encuentran el crecimiento de células
musculares o nerviosas (Gilmore et al 2009), la inmovilizacion de proteinas como la
glucosa oxidasa para el sensado de glucosa (Bajpai et al 2006), y muchos otros.

La posibilidad de interaccion que existe entre las proteinas de una célula y los polimeros es
critica para su uso en aplicaciones médicas y cientificas (Gizdavic-Nikolaidis et al 2011).
En particular, las propiedades que presenta el polipirrol (hidrofobicidad, homogeneidad,
pH, etc.) permiten la adherencia de células, lo cual ha sido explotado para crecer algunos
tipos celulares en biomateriales para regeneracion de tejidos (Sharma et al 2012). Debido a
las propiedades Unicas de este material, incluyendo su conductividad eléctrica, flexibilidad,
y bajo costo, su uso como soporte de biosensores de crecimiento celular ofreceria muchas
ventajas con respecto a los sustratos tradicionales, que incluyen principalmente polimeros
no conductores y soportes miniaturizables (silicio, polidimetilsiloxano) funcionalizados con
biomoléculas de alto valor agregado (Mehling y Tay 2014).

Hasta ahora, se conoce poco sobre la diversidad de estirpes celulares capaces de adherirse y
proliferar sobre este polimero conductor intrinseco, y se ha explorado muy poco la
viabilidad del mismo para permitir el crecimiento de cultivos primarios (Mehling y Tay

2014), es decir provenientes de un animal. En este trabajo se propuso la investigacion del

X



crecimiento de cultivos celulares sobre polipirrol (PPy) de las lineas inmortalizadas HEK-
293 (obtenidas de rifion de embrion humano), MCF-7 (células de cancer de mama de
humano) y NIH-3T3 (fibroblastos de tejido conectivo murino), al igual que cultivos
primarios de células de sistema inmune de raton sano.

La informacion obtenida permitira sentar las bases para un futuro desarrollo de biosensores
basados en estos polimeros para diversas aplicaciones, tales como el diagnostico de
enfermedades, o la bldsqueda de farmacos, sin la necesidad de laboratorios o personal

especializado.
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ABSTRACT

Since the discovery of high conductivity in polyacethylene in 1977 by Heeger, MacDiarmid
and Shirakawa (Skotheim y Reynolds 2007), the intrinsic semiconductive polymers field
has expanded in a considerable way, until becoming the wide sector that we know
nowadays. There has been a search for different applications for these polymers, among
which we can encounter the growth of muscular or nerve cells (Gilmore et al 2009), the
immobilization of proteins such as glucose oxidase for glucose sensing (Bajpai et al 2006)
and many others.

The possibility of interaction that exists between cell proteins and polymers is critical for
their use in medical and scientific applications (Gizdavic-Nikolaidis et al 2011).
Particularly, the properties presented by polypyrrole (hydrophobicity, homogeneity, pH,
etc.) allow the adherence of cells, which has been exploited to grow some cell types in
biomaterials for tissue regeneration (Sharma et al 2012). Due to the unique properties of
this material, including its electric conductivity, flexibility, and low cost, its use as a
biosensor support for cellular growth would offer many advantages over traditional
substrates that include mainly non-conductive polymers and miniaturizable supports (silica,
polydimethylsiloxane functionalized with high added value biomolecules (Mehling y Tay
2014).

So far, there is little knowledge about the diversity of cell lineages capable of adhering and
proliferating on this intrinsic conductive polymer, and the viability has been little explored
to allow the growth of primary cell cultures (Mehling y Tay 2014), this means, obtained

from animals. In this work we proposed the study of cell cultures on polypyrrole (PPy) of

XV



immortalized cell lines HEK-293 (obtained from Human Embryo Kidney), MCF-7 (breast
cancer cell line) and NIH-3T3 (fibroblasts of murine connective tissue), as well as primary
cultures of healthy mouse immune system cells.

The information found will help lay the foundations for a future development of biosensors
based on these polymers for different applications, such as disease diagnosis, drug research,

etc., without the need for labs or specialized personnel.

XVI



I. MARCO TEORICO

1.1 Polimeros semiconductores

Los polimeros semiconductores, como su nombre lo indica, son moléculas de
cadena larga, formadas por la unién de moléculas individuales (mondémeros), las cuales
tienen enlaces 7 alternados a lo largo de su estructura conjugada. En 1977 fue descubierta
la conduccion eléctrica en el poliacetileno dopado con yodo por Heeger, MacDiarmid y
Shirakawa (Karimullah et al 2013; Skotheim y Reynolds 2007), la cual permitié a los
polimeros entrar en un area de la ciencia que no habia sido considerada para éstos, la
electronica.

Los polimeros semiconductores extrinsecos dependen del dopaje con otros
materiales conductores (metales, negro de carbon) para ser conductores, sin embargo, los
polimeros semiconductores intrinsecos no tienen esa necesidad (Fernandez 2003). Para
poder considerar a un polimero como semiconductor intrinseco, este debe tener una
superposicién de orbitales moleculares que permitan que haya electrones deslocalizados,
dejando asi que haya una conduccidn eléctrica (Gerard et al 2002).

Dentro de los polimeros semiconductores, hay una gran variedad de estos que son
biocompatibles como son el politiofeno dopado (Akbulut et al 2014; Gerard et al 2002;
Karimullah et al 2013), la polianilina (PANi) (Gerard et al 2002; Guo et al 2013), el
polipirrol (Gerard et al 2002; Girzoy et al 2013) solo y en compuestos con poliuretano
(Guo et al 2013).

La principal ventaja que tienen los polimeros semiconductores es que combinan las
propiedades que son atractivas de los polimeros (facil procesamiento y sintesis,

propiedades fisicas y quimicas ajustables) con las propiedades eléctricas de los metales



(Min et al 2013). Los polimeros conductores han demostrado acentuar algunas actividades
celulares cuando estas se encuentran en presencia de un campo eléctrico como son el
crecimiento y la migracién celular (Guo et al 2013). Por ende, el uso de los polimeros
conductores en Biomedicina se ha consagrado en gran medida a la sintesis de biomateriales
de soporte para crecimiento de células, incluyendo neuronas (Thompson et al 2006) y
cardiomiocitos (Sehgal y Banerjee 2013), ademas de una gran variedad de aplicaciones,
entre las que se encuentran suturas quirdrgicas, dispositivos de fijacion Osea, injertos
vasculares, sistemas de liberacion de medicamentos (Guo et al 2013) o como aditivos
anticorrosivos, baterias organicas, visores electrocromicos, entre otras para el area
electronica (Contreras 2011).

Se ha comprobado también que es posible mejorar la selectividad de los sensores
por la formacion electroquimica de capas poliméricas, y que mientras mas capas activas del
polimero se encuentren sobre el sustrato, mejores sefiales electroquimicas se pueden

obtener comparado con otro tipo de materiales (Del Valle et al 2013).

1.2 Aplicaciones de polimeros semiconductores en biosensores

Los biosensores pueden tener diferentes sustratos sobre los cuales se realiza el
crecimiento celular, sin embargo, la mayoria de sustratos para biosensores se basa en
polimeros no conductores y soportes miniaturizables (silicio, PDMS -Mehling y Tay 2014-)
funcionalizados con biomoléculas de alto valor agregado. Por ejemplo, se ha reportado el
crecimiento de células sobre PDMS recubierto con poli-L-lisina obtenida a partir de
bacterias (Dusseiller et al 2005; Liu et al 2011). El uso de estas moléculas implica pasos

previos de purificacion y produccion a partir de biorreactores, elevando el costo de los



soportes. Por ello, una mejora importante en parametros de operacion se podria alcanzar
aplicando una capa de polimero semiconductor, el cual permite una miniaturizacién

efectiva, ademas de un facil moldeado, y conductividad.

1.3 Esplenocitos

Los esplenocitos son células provenientes del bazo, entre las que se encuentran
monocitos, macréfagos, células dendriticas y linfocitos T y B. Cada una de estas células
tiene diferentes funciones en el sistema inmune innato. Los monocitos viajan en el flujo
sanguineo hasta llegar a un tejido, al cual se adhieren y se diferencian en macréfagos.
Siendo los macrofagos uno de los tres tipos de células fagociticas y células presentadoras
de antigeno, al mostrar en su superficie moléculas extrafias al organismo, se produce una
reaccion que permite la proliferacion de linfocitos para actuar como efectores de la
respuesta inmune (Janeway et al 2001). Las interacciones que se han mostrado entre
linfocitos y macrdfagos se han podido observar in vivo e in vitro (Albrecht et al 1978). Se
busca comprobar la adherencia y funcionalidad de este tipo de células utilizando el PPy

como sustrato.

1.4 Cultivos celulares en polimeros semiconductores

Una gran cantidad de células dependen de la adherencia a una superficie solida para
su proliferacion, es por eso que es muy importante conocer las caracteristicas fisicas del
sustrato en el que se va a realizar el cultivo celular. Cuando se trata de polimeros como
sustrato, la superficie que estos poseen tendra una influencia significativa en las funciones

que desarrollaran las células (Saltzmann 2000). La adherencia celular es diferente en



polimeros si tienen superficies lisas 0 presentan fallas como son bordes o ranuras llamadas
guias de contacto, sin embargo, no todas las células tienen la misma preferencia por las
guias de contacto ya que depende de la longitud, tamafio y profundidad de los defectos
(Meyle et al 1995), por lo que no necesariamente debe buscarse un sustrato completamente

homogéneo.

1.5 Polipirrol

El polipirrol es uno de los polimeros semiconductores intrinsecos mas estudiados,
ya que presenta una gran estabilidad térmica y ambiental, simplicidad en sintesis
electroquimica, modificacion de sus propiedades eléctricas, ademas de ser un buen

protector contra corrosion de electrodos metalicos (Kotanen et al 2013; Giirzoy et al 2013).

AN
\ )

Figura 1 Estructura quimica del polipirrol.

Algunas de las aplicaciones para las que se utilizan los biosensores con PPy como
soporte incluyen la determinacion de lactosa, evitdndose asi el uso de procesos que, en
general, consumen mucho tiempo, son caros y dependen de una intensa labor cuando

consiste de aplicaciones de calidad de control rutinarias (Gurzoy et al 2013).



II. ANTECEDENTES

2.1 Biosensores

Los biosensores son comunmente definidos como dispositivos analiticos que
utilizan un sistema de reconocimiento bioloégico para usar como blanco moléculas o
macromoléculas (Perumal y Hashim 2013). Estos son instrumentos de medicion que
utilizan procesos quimicos y biologicos para medir algin resultado. Constan de
componentes bioldgicos y fisicoquimicos y permiten el analisis de distintos parametros por
medio de una transformacion de energia en los procesos quimicos o bioldgicos.

Tipicamente los biosensores constan de 3 componentes (ver Figura 2): (1) el
detector, el cual identifica el estimulo; (2) el transductor, que convierte el estimulo en una
sefial medible; y (3) el sistema de procesamiento de sefiales que involucra una
amplificacion de la sefial, y la presentacién apropiada del resultado (Perumal y Hashim

2013).

»=  Analito blanco v = Muestra
N v
v

/7= Bioreceptor

#  Transductor =,

/7 Convertidor A/D ™

» No senal

/™ Senal ><

N N

Figura 2 Operacion del biosensor. Se muestran las distintas
partes que lo conforman (Perumal y Hashim 2013).



En la Figura 3 podemos observar una linea del tiempo con los tipos de biosensores y
el afio en que se desarrollaron por primera vez. Los primeros biosensores que fueron
comercializados de manera exitosa fueron aquellos que se basaban en sensores

electroquimicos para analitos multiples (Pohanka y Skladal 2008).

Primer biosensor Biosensor basado Primer biosensor basado en
bazado en enzimas en antcuerpos microarganismos
- N w
Primer biosensor Primer biosensor
potenciométrico comercial

Figura 3 El primer biosensor propuesto por Clark y Lyons en 1962 media el decremento de
concentracion de oxigeno en proporcion a la concentracion de glucosa. En 1969 se desarrollé
el primer biosensor potenciométrico, mientras que unos afios después comenzaron a
inmovilizarse anticuerpos para hacer la deteccion de analitos. La compaiiia Yellow Springs
Instrument Company (YSI) fue la primera en comercializar los biosensores con un
funcionamiento de deteccion amperométrica de perdxido de hidrogeno. En 1975 se comienzan
a utilizar bacterias, hongos y células animales y vegetales en biosensores (Setford y Newman
2005; Zhao 2007).

2.2 Biosensores basados en células

La creciente necesidad de herramientas de diagndstico para patdgenos, toxinas o
compuestos bioactivos en diversas aplicaciones como clinica o farmacéutica, nos ha llevado
a la busqueda de nuevos métodos de deteccién que no se basen en métodos de acidos
nucleicos, inmunoquimicos o de galvanizado (Banerjee y Bhunia 2009). Por ejemplo, los
métodos actuales para analizar genotoxicidad presentan algunas desventajas cuando se

desean hacer estudios de manera rapida ya que los estudios pueden tardar varias semanas



para ser realizados, 0 no se tiene la cantidad necesaria de compuestos para hacer estudios de
manera rapida y en el tiempo requerido (Zager et al 2010).

Los biosensores basados en células son dispositivos portables que contienen células
vivas que permiten monitorear cambios inducidos por exposicion a perturbaciones, y
algunos de los métodos utilizados para realizar las mediciones son registros eléctricos
extracelulares, mediciones Opticas, gendmicas y proteémicas (Stenger et al 2001).

Los biosensores basados en moléculas responden Gnicamente a un tipo de molécula,
y esto hace que el sensor sea altamente sensible y especifico (Konopinska et al 2013),
mientras que los biosensores basados en células pueden detectar diferentes moléculas que
tienen funciones similares. Entre las funciones principales de los biosensores basados en
células se encuentra la facil deteccion de la concentracion de alguna sustancia y el andlisis
primario de genotoxicidad de sustancias quimicas (Banerjee y Bhunia 2009; Zager et al
2010). En particular, la posibilidad de miniaturizacion de un biosensor ofrece una gran
cantidad de ventajas, como reduccion del area de difusion y de tiempo de analisis y la
posibilidad de realizar analisis de muestras con volumenes muy pequefios (Konopinska et
al 2013).

Las ventajas principales que se pueden obtener de realizar biosensores basados en
células con polimeros semiconductores como sustrato incluyen una reduccion significativa
de costo de produccion, velocidad de andlisis, y gracias a la posibilidad de miniaturizacion,

disminuyen la cantidad de sustancia a analizar.



I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe una gran necesidad para el andlisis en tiempo real y libre de marcadores en la
biologia celular (Karimullah et al 2012). Debido a que se deben hacer andlisis a grandes
escalas y de manera eficiente y rapida, la investigacion de métodos para poder realizar estos
estudios es una necesidad creciente.

Una de las opciones que se tiene para realizar este tipo de analisis es la
espectroscopia de impedancia celular (CIS, cellular impedance spectroscopy), la cual
permite observar las propiedades eléctricas de las células sin necesidad de realizar un
marcaje; sin embargo, esta técnica tiene sus limitaciones ya que Unicamente funciona bajo
algunas condiciones de trabajo o se aplica para algunas partes de la célula (Fabregat-
Santiago et al 2004).

La mayoria de las disposiciones para espectroscopia de impedancia celular donde se
tienen metales como electrodos, trabajan a frecuencias donde no importa una alta
impedancia, sin embargo, las bajas frecuencias pueden tener informacién importante que
puede ayudar al analisis e incluso podria distinguir el tipo de células que se encuentran
adheridas.

Se busca un material para ser utilizado como soporte de crecimiento celular y
ademas sea conductor para poder realizar analisis de proliferacién celular, asi como

comprobar el efecto que se tiene en las células en presencia de alguna sustancia.



IV. HIPOTESIS

El polimero semiconductor intrinseco polipirrol es un buen sustrato para soporte y

crecimiento de distintos tipos de células.

V. OBJETIVOS

5.1 General

Evaluar el uso de polipirrol, un polimero conductor intrinseco, como soporte para el

crecimiento de células de distintas estirpes.

5.2 Particulares

1. Sintetizar y caracterizar peliculas delgadas de polipirrol por el método
electroquimico y determinar las condiciones Optimas bajo las cuales se pueden
hacer reproducibles las propiedades de las peliculas.

2. Crecer distintas lineas inmortalizadas de células de origen eucarionte sobre PPy, al
igual que células obtenidas de bazo de ratdn sano (cultivo primario).

3. Estandarizar protocolos para la observacion de células sobre PPy mediante

microscopias confocal y electrénica de barrido.



VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Sintesis electroquimica de polipirrol

Se realizé la sintesis del polipirrol de manera electroquimica. La sintesis se hace a
temperatura ambiente sobre soportes de tereftalato de polietileno (PET) recubierto con una
capa de 100 nm de oxido de indio-estafio (ITO —Sigma-Aldrich Ref. 639303-), la cual
actla como sustrato conductor durante la electrodeposicion del polipirrol (Patois et al
2012).

Se prepar6 una solucion con 0.3 ml de monomero pirrol (Sigma-Aldrich Ref.
131709), 0.53g de perclorato de litio (Sigma-Aldrich Ref. 205281) y 50 ml de agua
destilada. Se agregaron los reactivos en un vaso de precipitados y se mantuvieron en
agitacion durante 5 minutos. Posteriormente, se colocaron cortes de 1 cm? de PET cubierto
con ITO en un electrodo de trabajo conectado al potenciostato, mientras que en el
contraelectrodo se coloc6 una malla de platino, utilizando un electrodo de referencia de
plata y cloruro de plata (Ag/AgCl). El potenciostato utilizado fue de la marca ACM modelo

Gill AC.

Electrodo de referencia
Ag/AgCl

Electrodo de trabajo /\ Contrelectrodo

PET+ITO ~ P Malla de platino

Py+LiCIO4

Figura 4 Esquema representativo del método de sintesis del polimero en
solucidn acuosa.
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Las muestras fueron preparadas por la técnica voltamétrica, a 1000mV durante 1

minuto. Se pudo hacer reproducible el método de sintesis tomando en cuenta una gran

cantidad de precauciones al momento de colocar el sustrato:

El mondmero debe ser transparente antes de comenzar la reaccion, si no es asi, debe
ser destilado.

Se deben de colocar con cuidado los sustratos de PET-ITO en el caiman conectado
al electrodo de trabajo, con el ITO dirigido hacia la malla de platino.

Una vez colocada la tapa con los 3 electrodos conectados sobre el vaso de
precipitados, no debe haber contacto entre los caimanes y la solucion.

La malla de platino en el contraelectrodo debe estar a la misma altura que la
pelicula de PET-ITO.

No se deben de provocar burbujas durante la agitacion de la solucion.

Cada vez que se sintetiza una pelicula, es necesario volver a agitar la solucion
durante 5 minutos.

Ninguno de los electrodos deben tocarse entre si, y tampoco debe haber contacto

con las paredes del vaso de precipitados.

6.2 Espectroscopia infrarroja

Se prepararon pastillas de PPy con KBr; para esto se colocoé KBr en polvo sobre la

pelicula de polipirrol y con ayuda de un pistilo de &gata fueron incorporados ambos

componentes, posteriormente la mezcla se paso6 a una pastilladora y se le aplicé una presion

de 7.5 toneladas con ayuda de una prensa.
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Se utilizé un espectrometro de infrarrojo mediano y cercano con transformada de
Fourier (FTIR) marca Bruker, modelo Vector 33, para realizar analisis por espectroscopia

FTIR de las muestras de polipirrol en el intervalo de 4000 a 700 cm™.

6.3 Analisis de angulo de contacto

Una de las propiedades méas importantes de los sustratos que permiten la adherencia
de células es su mojabilidad. El estudio de esta propiedad usualmente involucra como
informacién primordial el angulo de contacto el cual indica el indice de mojabilidad que se
presenta cuando un sélido y un liquido entran en contacto (Yuan y Lee 2013; Mindroiu et
al 2013).

Para realizar el analisis de angulo de contacto se desarrollé un programa con ayuda
del entorno de programacién Matlab2011b que permite hacer la medida por medio de
imagenes. El programa se basa en ecuaciones sencillas de punto pendiente (Ecuacion 1) y

la ecuacidn de angulo entre dos rectas (Ecuacion 2).

Y2 =M1
= 1
m= T (1)
_ tan"t(m; — m,) @

1+mm,

El programa desarrollado es el siguiente:

clear //borra todo lo impreso en la pantalla

clc //borra las variables anteriormente guardadas

L=imread('ppyl.bmp'); //lee la imagen con el nombre que se haya
//quardado

I=rgb2gray(L); //convierte la imagen que se este utilizando a
//tonos de grises
imshow(I) //muestra la imagen en tono de grises en la pantalla

hold //mantiene esta imagen en pantalla y guardada para
//poder hacer la lectura
ind=1; //crea una nueva constante
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[x,y]l=size(I) //nos dice el tamano de la imagen en matriz de

//pixeles
for a=1:x //se abre un ciclo for para el largo de la imagen
for b=1l:y //se abre un ciclo for para la altura de la
//imagen
s=I(a,b); //asigna ‘s’ al valor de la coordenada

if s==255 //valora si la coordenada guardada en s es
//igual a 255, lo que significaria que es un
//punto blanco.
sprintf('el valor de la coordenada %d,%d es %d',b,a,s)
r(ind, :)=[b a] //gquarda el valor de la coordenada
ind=ind+1; //suma 1 a la constante para continuar el for
plot(b,a,'."); //se marca el punto blanco en la imagen
//original
end //termina el if
end //termina el for de b
d //termina el for de a
1d //se mantiene la imagen mientras se hacen los calculos
%% Calculo del angulo
(r(2,2)-r(1,2))/(r(2,1)-r(1,1)) //ecuacidén punto pendiente 1
m2=(r (3 2)-r(2,2))/(r(3,1)-r(2,1)) //ecuacién punto pendiente 2
beta=atan((m2- m1) (1+m2*ml)) //angulo entre 2 rectas
angle=rad2deg(beta) //se cambia el resultado de radianes a
//grados

n
0
%

()
1=

= = ()

6.4 Analisis de conductividad del polipirrol

El PPy presenta una conductividad que se encuentra alrededor de los 100 Scm™ en
la literatura, la cual no varia en diferentes estados ambientales (Gerard et al 2002). Se
realizd un analisis por el método de las cuatro puntas en polipirrol sintetizado sobre
soportes de PET recubierto con ITO por método electroquimico. Para esto, se tomaron
muestras de las peliculas de PPy sintetizadas sobre PET-ITO y después fueron
desprendidas cuidadosamente del sustrato para medir la conductividad eléctrica s6lo de la
pelicula de polipirrol.

El equipo utilizado fue un medidor de resistencia Mitsubishi Loresta — GP (MCP-

T610) en el laboratorio de Quimica de Materiales 11 Cinvestav, Querétaro.
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6.5 Esterilizacion de las peliculas

Las peliculas fueron esterilizadas por distintos métodos antes de realizar el cultivo
celular. Uno de ellos fue la esterilizacion por medio de una lampara de luz UV de 254 nm
por 5 minutos en cada lado de la pelicula. También fueron esterilizadas con etanol al 70%,
sin embargo, este método no resulté en peliculas que permitieran adherencia de células de
manera homogénea. Se realizaron pruebas sobre las peliculas para intentar esterilizar por
calor humedo en autoclave, pero las peliculas no resisten el calor y se desprenden del
sustrato de PET-ITO. Por lo anterior, la esterilizacion con luz UV fue el método de

eleccioén.

6.6 Cultivo celular en polipirrol

Todos los procedimientos de cultivo celular fueron realizados en condiciones de
esterilidad. Células adherentes de lineas inmortalizadas fueron depositadas utilizando un
protocolo tipico para el cultivo de células adherentes. Se estandarizo el proceso en placas
de cultivo FluoroDish (World Precision Instruments, China), recubiertas con una capa de
gelatina estéril al 0.1% a fin de establecer la densidad adecuada de cada estirpe celular
sobre superficies equivalentes a las peliculas de PPy. La gelatina debe dejarse 16 hrs en
incubacion a 37°C para que se adhiera al cristal.

En nuestro caso, la sintesis de peliculas de polipirrol fue obtenida sobre superficies
de PET-ITO de 2.5x1 cm?, para posteriormente ser recortadas en cuadrados de 1 cm? de
PET-ITO-PPy. Las peliculas de PPy crecidas sobre PET-ITO tienden a flotar sobre el

medio en el que se colocan, por lo que fue necesario adherirlas con dos gotas de gelatina al
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0.1% a cubreobjetos de vidrio o directamente en las cajas de cultivo, previa esterilizacion

por luz UV como se menciond en el apartado anterior.

Lineas inmortalizadas de HEK-293, MCF-7 y NIH-3T3

Las células fueron obtenidas a partir de cultivos en cajas de 10 cm de didmetro a
confluencias del 75 — 85%. Para ello, se absorbié el medio por vacio, con ayuda de una
pipeta Pasteur de vidrio. Con una pipeta graduada se agregaron 7 ml de PBS (1000 ml de
H>O megapura, 8g de NaCl, 0.2g de KCI, 1.15g de Na2HPO4 y 0.2g de KH2PO4) en la caja
para lavarla, y eliminar proteinas y péptidos residuales. Después de absorber nuevamente
con vacio, se agregaron 2 ml de tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich Ref. T4049), se agito
ligeramente la caja y se introdujo a la incubadora por 5 minutos. Una vez pasados los 5
minutos se observaron las células en un microscopio invertido para confirmar que ya no
estuvieran adheridas sobre la caja. En caso de ser necesario, se incubaron por lapsos de 5
minutos a 37°C cuantas veces fuera necesario, se transfirieron a un tubo Falcon de 50 ml, y
se agregaron 8 ml de DMEM (Gibco Ref. 11995-065) suplementado con suero fetal bovino
al 10%, resuspendiendo de inmediato a fin de bloquear la protedlisis. Se tomaron 10 pl de
suspension celular para realizar un conteo de células en cadmara de Neubauer.
Paralelamente, la suspension fue centrifugada a 1500rpm por 5 minutos. ElI medio con
tripsina-EDTA fue retirado y el sedimento celular fue resuspendido en un volumen
apropiado para obtener una suspension celular con la concentracion necesaria. Las
concentraciones utilizadas para cada tipo de sustrato y linea celular se encuentran en la

Tabla 1.
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Tabla 1 Namero de células sembradas por area de cultivo.

Soporte Linea celular Numero de células Volumen

2 Peliculas de PPy de | HEK-293 / NIH-3T3 | 80 000 6 ml
1 cm? sobre caja de
cultivo de 65 mm @

2 Peliculas de PPy de | MCF-7 300 000 6 ml
1 ¢cm? sobre caja de
cultivo de 65 mm @

Pelicula de PPy de 1 | HEK-293 / NIH-3T3 | 6 000 1.5 ml
cm? en pozos de

15.6mm

Pelicula de PPy de 1 | MCF-7 30000 1.5 ml
cm? en pozos de

15.6mm

Para obtener la mejor confluencia sobre el PPy se mantuvieron los cultivos durante
72 horas en incubacién. Finalmente, las células fueron fijadas con paraformaldehido y

preparadas para analisis microscopicos como se indica mas adelante.

Células de cultivo primario de bazo de raton

Se utilizaron ratones macho de 6 — 8 semanas de edad. Los ratones fueron
sacrificados de acuerdo con los protocolos del Bioterio del Instituto de Neurobiologia
(UNAM, Campus Juriquilla), y sumergidos en etanol al 70%. Los individuos fueron
secados con papel absorbente y disectados para la obtencion del bazo. Para ello se realizo
una pequefia incision para dejar expuesto el érgano, se extrajo con ayuda de pinzas y tijeras
estériles y se colocd en 10ml de medio RPMI sin suero en una caja de Petri estéril. Se
perfundié cada bazo con 5ml del medio RPMI sin suero. Se transfirieron los 10 ml de la
suspension y se colocaron en un tubo Falcon de 15 ml, en donde se dejaron sedimentar los

restos de tejido por 5 minutos. Se tomo el sobrenadante, y se traspaso a otro tubo Falcon, en
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el cual se centrifugd a 1500rpm por 5 minutos. Se aspiro el medio con ayuda de una pipeta
conectada al vacio y se resuspendio el sedimento con las células en 1 ml de solucion de lisis
de eritrocitos, preparado con 250 ml de H-O, 2.08 g de NH4Cl, 0.25 g de KHCO3 y 0.009 g
de sal sddica de etilendiaminotetraacetato. La suspension se incubG con esta solucion a
temperatura ambiente por 5 minutos. Enseguida, se realizaron 3 lavados con 10 ml de
medio RPMI, centrifugando cada vez para descartar el medio. Las células fueron
resuspendidas en 10ml de RPMI suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado
(volumen/volumen), 1% de aminoacidos no esenciales (Gibco 1140-050), 1% de piruvato
de sodio 100 mM (Gibco 11360-070), B-mercaptoetanol al 0.1% (Gibco 21985), penicilina
(100 Ul/ml) y estreptomicina (100ug/ml). Finalmente, los esplenocitos totales fueron
analizados al microscopio en una cdmara de Neubauer, tifiéndolos previamente con azul de
tripano (Bio-Rad Ref. 145-0013) a fin de checar que la viabilidad fuera > 95%.
Los esplenocitos murinos fueron cultivados sobre polipirrol en tres pasos:

(1) Después de su obtencion, se colocaron 1.5 ml de una suspension con 300 000
esplenocitos en soportes de 1 cm? de polipirrol colocados dentro de pozos de 15.6 mm @, y
se incubaron durante 24 horas en presencia de Concanavalina A (3 mg/ml) para permitir la
adhesion de monocitos;

(2) Los soportes de polipirrol fueron transferidos a nuevos pozos, asegurando asi la
ausencia de monocitos adheridos a la superficie del pozo, y se agreg6é una suspension de
esplenocitos no adherentes (1.5 ml de medio con 100,000 esplenocitos, preparados
mediante incubacion de 400,000 esplenocitos totales en presencia de Concanavalina A
durante 24 hrs sobre una caja de cultivo de 10 cm @); se agregaron 3ul de una solucion de

Concanavalina A a 1 mg/ml, y se dejé incubar durante 24 y 48 hrs;
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(3) La capacidad de los soportes para permitir la activacion de monocitos y la consecuente
proliferacion de linfocitos no adherentes fue monitoreada por medicion de actividad
enzimatica intracelular. Para ello, se utilizo el ensayo colorimétrico de la actividad de la
oxidoreductasa mitocondrial dependiente de NAD(P)H, mediante el ensayo de MTT
(Mosmann, 1983). El ensayo fue realizado transfiriendo 100 ul del sobrenadante de cada
cultivo dentro de placas de 96 pozos, antes de agregar los reactivos de acuerdo con las
instrucciones del proveedor (Sigma-Aldrich Ref. CGD1, St. Louis, EUA). Paralelamente,
los soportes de polipirrol con macréfagos adheridos fueron fijados con paraformaldehido

para su observacion por microscopia de fluorescencia.

6.6.1 Fijacion de células con paraformaldehido y glutaraldehido

Las células crecidas sobre las peliculas fueron lavadas dos veces con PBS 1x, y
fijadas con paraformaldehido al 2% durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS, dejando incubar cada lavado durante 5
minutos a temperatura ambiente. Alternativamente, las muestras fueron fijadas mediante un
proceso similar con una solucién de glutaraldehido al 2% en solucién amortiguadora de

cacodilatos 0.2M.

6.6.2 Analisis de la morfologia de superficie por SEM

Las peliculas deben ser deshidratadas 24 hrs antes del andlisis. Para realizar la
deshidratacion las peliculas deben ser transferidas secuencialmente a diferentes
concentraciones de etanol (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 100%)

durante 15 minutos en cada paso. Finalmente se recubren las peliculas con oro mediante la
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pulverizacion catddica (sputtering), utilizando un equipo de Electron Microscopy Sciences,
modelo EMS 550.

Después de realizar la deshidratacion, es necesario secar por punto critico para
poder retirar todo el liquido de las celulas, permitiendo asi el analisis por microscopia
electronica de barrido. Una vez revisado el equipo (Pelco Critical Point Dryer model
CPD2) y comprobado que no existan fugas, se coloca la tapa del equipo y se comprueba
que la tapa esté bien sellada con el O-ring. Es necesario abrir la valvula de llenado y esperar
a que se cubran ¥, partes de la camara, cerrar la valvula y abrir la valvula de ventilacion
hasta que ya no haya liquido en la cAmara. Terminando esta fase, se continta con el proceso
de llenado y vaciado de la cdmara % partes hasta alcanzar una temperatura de 4°C. A
continuacion se colocan las muestras en canastillas y se insertan en la camara del equipo, y
se continda con el proceso de llenado y vaciado de la camara, sin embargo, a partir de este
punto, no se debe de permitir que el liquido en la camara baje méas alla de las muestras
(estas deben estar siempre cubiertas de liquido) este proceso se repite hasta que ya no salga
etanol en la manguera de expulsidon. Al no haber mas etanol, se vuelve a llenar la camara
hasta ¥ partes, sin ventilar en esta ocasion, y se activa el boton de calentamiento de cdmara.
La presidn y temperatura en la cdmara deben aumentar, y la presion debe ser controlada con
la perilla de ventilacion alrededor de 1200 psi. Al alcanzar una temperatura de 40°C en la
camara, se ajusta la perilla de ventilacién para que disminuya la presion a un ritmo de 100
psi por minuto hasta llegar a O psi para evitar dafios estructurales a las células.

La morfologia de las peliculas de PPy fue analizada antes y después de realizar la
esterilizacion con UV al igual que antes y después de crecidas las celulas en la superficie de

las peliculas. Este analisis se realiz6 en un equipo JEOL JSM-6060LV en un area de 1 cm?.
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6.6.3 Tincion celular y analisis por microscopia confocal, de

epifluorescencia 'y Apotome

Debido a la opacidad que posee el polimero, no es posible observar la adherencia de
células mediante microscopia 6ptica. En consecuencia, diferentes fluorocromos fueron
utilizados para poder observarlas con ayuda de un microscopio confocal.

A continuacion se presentan los protocolos de tincion para cada uno de los métodos

utilizados.

e Tincion con calceina: se prepard una solucién de calceina 200 uM, mezclando un
volumen de calceina 2000 UM en PBS 10x y 9 volimenes de medio DMEM
completo. Se retird el medio de cultivo de las peliculas y se agrego la solucion de
calceina dejando incubar durante 30 minutos; se retird el medio de tincion y se
realizaron 2 lavados con PBS 1x, aspirando cada vez con un micropipeteador
(manualmente). Finalmente, las células fueron fijadas con paraformaldehido, como

se describio en el punto anterior.

e Tincion fluorescente de anticuerpos: para la tincion del citoesqueleto, se tifieron
las células con un anticuerpo monoclonal anti-beta-actina (Abcam, Ref. ab6276),
preparado en raton, y se revel6 la presencia de anticuerpos mediante un segundo
anticuerpo anti-inmunoglobulina de raton, ligado a isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (Abcam Ref. ab97022). Para ello, se retir6 el medio de cultivo de las
peliculas y se agregd 1 ml de solucién permeabilizante (100 mM Tris, pH 7.4, 150
mM NaCl, 1 mM CaClz, 0.5 mM MgClz, 0.1% Nonidet® P-40), dejando incubar
durante 5 minutos. Enseguida, se agregd 1 ml de una solucion de perdéxido de

hidrogeno al 3% en buffer de tincidn (recién preparada), dejando incubar durante 10
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minutos a temperatura ambiente. Después de retirar la solucion y realizar 3 lavados
con PBS 1x por 5 minutos, las peliculas fueron incubadas con una solucion de
albumina sérica bovina al 1% vy tritén al 0.1% en PBS por 60 minutos. Se agreg6 0.1
ml de una solucién del anticuerpo primario (anti-beta-actina, Abcam Cat. ab 6276)
diluido 1:500 en solucion de albumina sérica bovina y triton en PBS, dejando
incubar por 30 minutos. Después de 3 lavados con PBS, se agregdé 0.005 ml de una
solucion de anticuerpo secundario (anti-inmunoglobulina de raton acoplado a FITC,
Abcam Cat. ab97022, diluido 1:250 en 1.25 ml de suero), dejando incubar por 15
minutos. Por ultimo, las peliculas fueron lavadas con PBS 1x y mantenidas a 4°C al
abrigo de la luz hasta su analisis.

El mismo proceso se utilizé para la tincion de colageno en las células. Se agreg6 un
anticuerpo primario anti-colageno | monoclonal crecido en raton (Abcam Cat.
ADb90395) y un anticuerpo secundario anti-inmunoglobulina de raton (H+L)

(Invitrogen Ref. A10521) obtenido de cabra, ligado a CY3.

Tinciones nucleares: Se utilizaron dos intercaladores de ADN, el DAPI (Sigma-
Aldrich Ref. D9542), con maximos de excitacion a 358 nm (lampara de mercurio) y
de emision a 461 nm, y el yoduro de propidio (Pl —Sigma-Aldrich Ref. P4864-), con
maximos de excitacion a 535 nm (lampara de mercurio) y de emision a 617 nm.
Estos agentes fueron manejados con los protocolos de manejo y desecho
correspondientes a agentes de alta toxicidad.

Para la tincion con DAPI, las células fueron permeabilizadas con buffer de tincion
(solucion de 0.1%de triton 100x en PBS 1x), e incubadas con una solucion 300 nM

de DAPI en PBS, colocando una gota de 100pul sobre cada pelicula e incubando por
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5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se realizaron 3 lavados con PBS,

aspirando el medio con ayuda de un micropipeteador.

Para la tincion con PI, las células permeabilizadas se incubaron con 100 pl de una

solucion 1:1500 de yoduro de propidio (1 mg/ml disuelto en buffer de tincion) por 5

minutos a temperatura ambiente. Enseguida, las peliculas fueron lavadas 3 veces

con PBS 1x y fijadas con paraformaldehido.

Las muestras fueron observadas por microscopia de epifluorescencia en un equipo
de iluminacidn estructurada ApoTome.2 (Zeiss, Jena, Alemania), o bien en un microscopio
confocal Axiovert 200 LSM 510 meta, Zeiss, equipado con un laser multilinea de Argon/2,
el cual cubre desde 488 nm a 561 nm. El objetivo usado fue EC Plan-Neofluar 20x/0.50
M27. Los divisores utilizados fueron HFTKP 700/488. Para observar FITC y Pl se utilizé
un filtro colector LP (LongPass) 501-544 y un Pinhole de 98 pum. En las muestras con
DAPI usamos un filtro colector BP (BandPass) 435-485 y un Pinhole abierto desde 284 um

hasta 1000 pum.
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VII. RESULTADOS

7.1 Voltametria ciclica para obtener polipirrol en pelicula delgada

El equipo utilizado para realizar la sintesis fue un potenciostato ACM modelo Gill
AC con entradas para dos electrodos de trabajo, un contraelectrodo y un electrodo de
referencia.

En la Figura 5 se muestra como varia la corriente al realizar la sintesis
electroquimica de PPy, de acuerdo con un monitoreo realizado con el programa Sequencer.
Como puede observarse, la corriente tiene un comportamiento similar para todas las sintesis
del polimero. Para que la pelicula sea homogénea y tenga un grosor adecuado para permitir
el crecimiento celular, y no se despegue al ser lavada o durante el cultivo celular, el

diagrama de sintesis debe ser similar al de la Figura 5.
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Figura 5 Variacién de la corriente con respecto al tiempo de sintesis del PPy.
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La homogeneidad en la pelicula se puede observar desde que se estabiliza la
polimerizacion por medio de la corriente (alrededor de los 50s), sin embargo, en esta etapa
resultaria muy delgada comparada con la talla de células eucariontes, por lo que las
rugosidades podrian ser insuficientes para la adherencia celular.

Gracias a estos cuidados, se pueden sintetizar peliculas de PPy con espesor
controlado promedio de 5.869 um, basandose Unicamente en el tiempo que se mantienen
con corriente en el electrodo de trabajo. En la Figura 6 se pueden observar algunas peliculas

de PPy sintetizadas por este método a 1000mV durante 70 segundos.

Figura 6 Peliculas de PPy sintetizadas por método
electroquimico a 70 segundos.

7.2 Validacion de grupos funcionales caracteristicos del polipirrol

Las peliculas sintetizadas fueron analizadas por espectroscopia FTIR
(espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier) para confirmar la presencia de los
picos caracteristicos del PPy. Este analisis fue realizado por transmitancia en pastillas de

PPy con KBr, ya que el KBr no absorbe radiacion en la region del IR.
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Las diferentes graficas del espectro IR en la Figura 7 muestra los picos de peliculas
realizadas con dos distintos tiempos de sintesis electroquimica, lo cual demuestra que la
obtencion del polimero PPy no depende del tiempo de polimerizacién. Sin embargo, el PPy
podria variar en otras de sus caracteristicas, tales como su conductividad, resistencia al
lavado, o hidrofilia, por lo que, en lo subsecuente, las peliculas fueron sintetizadas en 70 s

de incubacion, y analizadas en cuanto a sus caracteristicas de conductividad e hidrofilia.
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Figura 7 Espectro infrarrojo de las peliculas de PPy. Se sefialan las bandas
caracteristicas de absorcion del compuesto asi como los estiramientos
correspondientes a cada uno de los enlaces marcados.

7.3 Determinacion de mojabilidad/hidrofilia de las peliculas de PPy

Para el andlisis de hidrofilia de las peliculas se realizaron mediciones del angulo de
contacto, las cuales se realizaron mediante analisis de fotografias con ayuda del entorno de
programacion Matlab. En la Figura 8 a) podemos observar la imagen original que se lee por
Matlab y b) la imagen ya procesada, mientras que en la Figura 9 se puede ver el resultado

de las coordenadas obtenidas y el angulo de contacto del sustrato.
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Figura 8 Medicion del angulo de contacto en soportes de PPy. a) Imagen antes de
procesamiento por Matlab, b) Imagen después de procesamiento.
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Figura 9 Procesamiento de la imagen en la cual se obtiene el

angulo de contacto del soporte.
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Se obtuvo un promedio de angulo de contacto de 46.64° para las 34 peliculas de
PPy analizadas por este método. En la Tabla 2 podemos observar una comparacion de los
angulos de contacto de diferentes materiales con el del polipirrol obtenido en este proyecto.

Tabla 2 Comparacion de angulo de contacto en distintos materiales (Stangegaard et al 2006).

Material Angulo de contacto

PPy (experimental) | 46.64° + 8.35°

Teflon 110°
PDMS 109°
Caja de cultivo 58° + 3°

El angulo de contacto 6ptimo es distinto para cada linea celular, sin embargo, el
angulo de contacto que presenta una mejor adherencia para los fibroblastos se encuentra
entre 50° y 60° (Kim et al 2007), aunque empresas como Corning Life Sciences afirma que
la linea celular HEK-293, al igual que los fibroblastos, incrementan su adhesion a sus

superficies de bajo angulo de contacto (12.3° - 16.3°).

7.4 Conductividad eléctrica

La resistividad eléctrica promedio de 1.614 Q- cm del polipirrol, una conductividad
de 0.6195 S/cm, y una resistencia por cuadro de 2.784 KQ son mas altas que aquellas
encontradas en la literatura de cerca de 2.67 x 10 S/m (Gerard et al 2002; Strover et al
2013). En la Tabla 3 podemos observar una comparacion de la conductividad eléctrica de
distintos materiales como el silicio y vidrio, con el valor obtenido experimentalmente del

PPy (Mitchel 2004).
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Tabla 3 Comparacion de conductividad en distintos materiales.

Material Conductividad

PPy (experimental) | 6.195 x 101 S/cm

Silicio 4.3x10*S/cm

Vidrio (silicio) <10%S/cm

7.5 Crecimiento de celulas inmortalizadas sobre PPy

Se sembraron tres estirpes de células inmortales adherentes sobre el polimero, a fin
de explorar la adherencia que este permitia. Como se menciond anteriormente, la
mojabilidad de un sustrato es una de las caracteristicas importantes para permitir
adherencia. Sin embargo, cada linea celular presenta requerimientos diferentes para
adherirse a una superficie, y existen algunos soportes que permiten la adherencia de ciertos
tipos celulares, pero no de otros (Halldorsson et al 2015; Wiederhorn et al 2011). En
particular, se eligieron 3 lineas de células inmortalizadas, cuya proliferacion permitiria
observar su adhesion sobre el sustrato durante su crecimiento. Varios reportes indican que
las lineas NIH-3T3 y HEK-293 son capaces de crecer en soportes distintos, incluido el
vidrio (Wiederhorn et al 2011), aunque dicho crecimiento no es necesariamente
reproducible.

Durante el presente trabajo nos dedicamos a implementar un método para analizar el
crecimiento celular sobre superficies de PPy. El crecimiento presentado fue homogéneo
para las lineas celulares HEK-293 y NIH-3T3, sin embargo, la proliferacion de la linea

MCF-7 fue mas dispersa, pero como se puede observar en las imagenes de tinciones
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celulares y por microscopia electronica en las siguientes secciones, hubo adherencia de

todas las lineas celulares y de las células obtenidas de bazo de ratdn sano.

La adherencia y crecimiento celular fue analizado por medio de ensayos MTT,

realizados por triplicado a las 24, 48 y 72 horas de la siembra, con una cantidad inicial de

6,000 células en el caso de las lineas HEK-293 y NIH-3T3 y con 30,000 células para la

linea MCF-7. En la Figura 10, se pueden observar las graficas obtenidas para cada una de

las lineas celulares.
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Figura 10 Curvas de crecimiento de las células adheridas sobre PPy
analizadas por ensayos de MTT.

7.5.1 Analisis estructural por SEM
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En las Figuras 11, 12 y 13 se puede observar el polimero con los distintos cultivos
celulares crecidos en la superficie y adheridos a la pelicula. Las células se encuentran
adheridas principalmente en los defectos de la superficie como se menciond en la seccién
2.3.

En los acercamientos de cada linea celular podemos observar en los filipodios de las
células que permiten que se mantengan en esta posicion, lo que indica que hay adherencia

celular en la pelicula.

7.5.2 Tinciones celulares

Las tinciones celulares se realizaron con el fin de observar las células adheridas al
polimero ya que éste es muy oscuro y no permite hacer el andlisis de las células por
microscopia optica.

Dentro de las tinciones utilizadas se utilizaron los siguientes métodos para marcar las
células:
e Internalizacion pasiva de calceina. (Sigma-Aldrich Ref. C0875-5G) A 37°C, se
transporta de manera pasiva a través de la membrana celular, debido a su talla
pequefia. Absorbe en 495nm (ld&mpara de luz azul) y emite en 515nm, dentro del

rango del verde (Figura 14).
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Figura 11 Microscopia electrénica de barrido de células HEK-293. Imagenes de células de la
linea inmortalizada HEK-293, células derivadas de rifién de embrién humano, cultivadas durante 72
hrs., y preparados para observacion al microscopio electronico de barrido. En el acercamiento de la
imagen d) se pueden observar las miofibrillas adheridas al polimero.
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Figura 12 Microscopia electrénica de barrido de células MCF-7. Iméagenes de células de la linea
inmortalizada MCF-7, células derivadas de cancer de mama, cultivadas durante 72 hrs., y
preparados para observacion al microscopio electronico de barrido. En el acercamiento de la imagen
d) se pueden observar las miofibrillas adheridas al polimero.
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Figura 13 Microscopia electronica de barrido de células NIH-3T3. Iméagenes de células de la
linea inmortalizada NIH-3T3, derivada de fibroblastos adherentes embrionarios de raton, cultivados
sobre PPy por 72 hrs., y preparados para observacion al microscopio electronico de barrido. En el
acercamiento de la imagen d) se pueden observar las miofibrillas adheridas al polimero.
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Figura 14 El PPy soporta la adherencia de células eucariontes inmortalizadas. Células
NIH-3T3 (ay b) y MCF-7 (c) cultivadas durante 48 hrs., marcadas con calceina durante 30 min,
fijadas con paraformaldehido al 2% y observadas al microscopio de epifluorescencia.

e Tincion de ndcleos mediante intercaladores de ADN. Los intercaladores son
moléculas que se agregan al ADN o ARN de manera intercalada (Figura 15),
usualmente utilizados para detener la replicacion, sin embargo, en este caso

utilizamos moléculas fluorescentes para permitir la observacién por microscopia
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confocal de las zonas de la célula donde se encuentran acidos nucleicos. DAPI: (4°,
6-diamino-2-fenilindol) se une a ADN en zonas ricas en Adenina y Timina. Tiene
un maximo de absorcion en una longitud de onda de 358nm y emite a 461nm, lo
que indica que absorbe en UV y emite en azul. PI: yoduro de propidio. Se une a

acidos nucleicos. Su absorcion se encuentra en los 535nm y su emision en 617nm.
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Figura 15 Representacion de la estructura de ADN con intercaladores moleculares.

e Inmunotincién de citoesqueleto. En la Figura 16 podemos observar el proceso de
inmunotincion con isotiocianato de fluoresceina (FITC). ElI FITC tiene un punto
maximo de absorcion en 492nm y una emision a los 518nm, absorbiendo y
emitiendo en el rango del verde.

Las imagenes de tinciones celulares (Figuras 17, 18 y 19) nos indican que las tres

lineas celulares utilizadas se adhieren a las peliculas de PPy, se muestra también una

35



proliferacion de las tres lineas celulares, logrando tefiir células incluso que se encuentran en
estado mitotico, y presentando una adherencia de las nuevas células al mismo polimero

(Figuras 20, 21 y 22).
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de ratones)

Figura 16 Esquema representativo de la inmunotincion realizada. Se agrega una solucion con
un anticuerpo anti-beta-actina (obtenido en ratén) a las peliculas con las células adheridas.
Estos anticuerpos se unen a la beta-actina, la cual es un componente esencial del citoesqueleto
(Bunnell et al 2011). Posteriormente se agrega una solucién con un anticuerpo secundario
(anti-inmunoglobulina de ratén) el cual posee una molécula de FITC (fluorescente) en la
region constante. El anticuerpo secundario captura al anticuerpo primario, y después de
varios lavados, la pelicula mantiene Unicamente aquellos anticuerpos con FITC adheridos.
Esto permite hacer el analisis por fluorescencia del citoesqueleto.
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Figura 17 Crecimiento de células HEK-293 sobre peliculas de PPy. Las células fueron
cultivadas sobre PPy, fijadas con paraformaldehido 2% y marcadas con anticuerpo anti-actina
acoplado a FITC (verde), y con tincion nuclear con DAPI (azul). Se muestran imagenes de cultivos
a las 72 hrs. Las imagenes fueron capturadas con un microscopio ApoTome (Zeiss).
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Figura 18 Crecimiento de células NIH-3T3 sobre peliculas de PPy. Las células fueron cultivadas
sobre PPy, fijadas con paraformaldehido 2% y marcadas con anticuerpo anti-actina acoplado a
FITC (verde), y con tincién nuclear con DAPI (azul). Se muestran imagenes de cultivos a las 72 hrs.
Las imagenes fueron capturadas con un microscopio ApoTome (Zeiss).
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Figura 19 Crecimiento de células MCF-7 sobre peliculas de PPy. Las células fueron cultivadas
sobre PPy, fijadas con paraformaldehido 2% y marcadas con anticuerpo anti-actina acoplado a
FITC (verde), y con tincion nuclear con DAPI (azul). Se muestran imagenes de cultivos a las 72 hrs.
Las iméagenes fueron capturadas con un microscopio ApoTome (Zeiss).
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Figura 20 EIl PPy soporta la division in situ de células HEK-293. Las células fueron cultivadas
sobre PPy, fijadas con paraformaldehido 2% y marcadas con anticuerpo anti-actina acoplado a
FITC (verde), y con tincion nuclear con DAPI (azul). Se muestra una imagen de cultivo a las 72 hrs.
La imagen fue capturada con un microscopio ApoTome (Zeiss). Algunas células se observan mas
brillantes e inclusive con material nuclear dividido, en concordancia con un estado mitético (flechas
amarillas).
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Figura 21 El PPy soporta la division in situ de células NIH-3T3. Las células fueron cultivadas
sobre PPy, fijadas con paraformaldehido 2% y marcadas con anticuerpo anti-Fc murino unido a
Cyanine 3 (rojo), y con tincidn nuclear con DAPI (azul). Se muestran imagenes de cultivos a las 72
hrs. Las imagenes fueron capturadas con un microscopio ApoTome (Zeiss). La mayor parte de las
células muestran el marcaje nuclear delimitandose en cromosomas dentro del ndcleo (b y c¢).
Algunas células se observan més brillantes e inclusive con material nuclear dividido, en
concordancia con un estado mitético (flechas amarillas).
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Figura 22 El PPy soporta la division in situ de células MCF-7. Las células fueron cultivadas
sobre PPy, fijadas con paraformaldehido 2% y marcadas con anticuerpo anti-actina acoplado a
FITC (verde), y con tincion nuclear con DAPI (azul). Se muestran imagenes de cultivo a las 72 hrs.
Las imagenes fueron capturadas con un microscopio ApoTome (Zeiss). La mayor parte de las
células muestran el marcaje nuclear delimitandose en cromosomas dentro del ndcleo (b y c).
Algunas células se observan méas brillantes e inclusive con material nuclear dividido, en
concordancia con un estado mitético (flechas amarillas).
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7.6 Adherencia y crecimiento de células de cultivo primario

También se observo proliferacion y adherencia de células del sistema inmunologico
obtenidas por cultivo primario de bazo de raton. En la Figura 23 podemos observar
imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido de células del cultivo primario
obtenido de bazo de raton.

Como se puede observar en la Figura 23, el PPy permite la adherencia de células
como monocitos/macréfagos incluso después de haber sido lavadas con solucion isotonica.
También se muestran algunas células no adherentes, las cuales fueron precipitadas
cuidadosamente en el polimero para poder ser analizadas en la misma microscopia.

Las células no adherentes (linfocitos) presentaron proliferacion en la solucion que se
encontraba sobre el sustrato que contenia las células adherentes (monocitos/macrofagos) y
que fueron activadas con Concanavalina A. Esto muestra que las células adherentes

mantienen su funcionalidad al ser adheridas y mantenidas en cultivo sobre el PPy.
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Figura 23 Microscopia electronica de barrido de esplenocitos de raton cultivados sobre
peliculas de PPy. Se muestran imagenes con distintos acercamientos de células cultivadas durante
72 hrs., y preparadas para observacion al microscopio electrénico de barrido. Las imagenes
muestran células adherentes con tamafio correspondiente a monocitos-macréfagos, indicadas
mediante flechas amarillas en la imagen de menor amplificacién (a - ¢). Células no adherentes, con
morfologia redonda, y tallas concordantes con linfocitos también visibles (b - d), indicados con
flechas azules. En la imagen c) se pueden observar las miofibrillas del monocito-macréfago
adherido al polimero, sefialadas con flechas anaranjadas.
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VIII. DISCUSION

El polimero utilizado fue el PPy debido a las propiedades de hidrofilia, adherencia
celular, conductividad, facilidad de sintesis, manejabilidad y facilidad de dopaje que
presenta (Mindroiu et al 2013).

El proceso de sintesis que se utilizé para el PPy fue el método electroquimico, el
cual es uno de los métodos mas eficientes y baratos para sintetizar el polimero (Mindroiu et
al 2013), ademas de que permite manipular el grosor de la pelicula modificando
unicamente el tiempo que esta presente el campo eléctrico. EI cronoamperograma de la
Figura 6 nos muestra una densidad de corriente maxima de 3.81 + 0.05 mA/cm? el cual es
un poco alto comparado con la literatura de 2.2 mA/cm? en solucion acuosa; sin embargo,
de ahi pueden derivar los cambios en la morfologia estructural del polimero, al igual que su
rugosidad, conductividad y el angulo de contacto (Mindroiu et al 2013).

Gracias al programa desarrollado con la ayuda del entorno de programacién Matlab,
se obtuvo una mojabilidad cercana a la reportada en la literatura, que varia entre los 50° y
60°, dependiendo del dopaje que presenta el PPy y el sustrato sobre el cual se sintetiza
(Teasdale 1993). La mojabilidad que encontramos en el polipirrol de 46.64° permite que
haya un contacto constante entre las células y el sustrato, lo que facilita la adherencia,
crecimiento, proliferacion y movilidad celular.

Las mediciones obtenidas de conductividad eléctrica, resistividad eléctrica y
resistencia por cuadro son mas altas de las esperadas comparando con la literatura (Gerard
et al 2002) de cerca de 2.67 x 10 S/m (Strover et al 2013), siendo la nuestra de 0.6196
Slem, creemos que el polimero con esta conductividad puede permitir la realizacion de

mediciones de diferencia de impedancia con las células crecidas sobre éste.
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Se pudo comprobar que el polipirrol es un buen sustrato que permite la adherencia y
proliferacion celular, de la misma manera que mantiene la funcionalidad de las células.
Gracias a las diferentes microscopias pudimos observar las células que se mantenian
adheridas a pesar de las tinciones y lavados que se les hacia a las peliculas. El crecimiento
celular sobre las peliculas es homogéneo para todas las lineas, cubriendo todas las partes
del polimero de manera homogénea.

Los andlisis microscopicos mostraron que el soporte se recubre de células, y
arrojaron evidencia de células en plena divisién celular, asi como adherencia de las nuevas
células al sustrato. Con los ensayos de proliferacion con MTT realizados, pudimos conocer
los tiempos ideales de incubacion para el crecimiento y proliferacion de cada una de las
lineas celulares. En el caso de las lineas MCF-7 y NIH-3T3, observamos que el mayor
numero de células se encuentra a las 72 horas, después de este tiempo, el soporte se cubre
por completo de células y el medio en el que se encuentran pierde los sustratos necesarios
para las células por lo que la proliferacién decrementa; la linea HEK-293 por su parte,
comienza a mostrar el mismo decremento después de las 48 hrs, debido a la alta velocidad
de proliferaciéon, propagacion y adherencia que presenta. En conjunto, los ensayos
realizados mostraron que la proliferacidn responde a una cinética proporcional al tiempo de
cultivo. Adicionalmente, los analisis por microscopia permitieron la observacién de
filipodios de células individuales sobre el soporte, indicando la adherencia de las mismas.

El soporte de PPy permitio el crecimiento de un cultivo celular primario de
esplenocitos de raton. En este caso, se mostré la adherencia de una fraccion de células al
sustrato, y la capacidad de este sustrato con células adherentes para promover la
proliferacion de células no adherentes. Estos datos nos indican que el soporte permitio la

adherencia de monocitos y su diferenciacion a células presentadoras de antigeno, y su

46



funcionalidad para inducir la proliferacion de linfocitos inducida por un mitégeno. Estos
resultados representan la mayor contribucion que se presenta en la tesis, la cual gira
alrededor de la funcionalidad de células de un cultivo primario diferenciado sobre el
soporte. Es necesario realizar un marcaje de subpoblaciones celulares para conocer las
células que se encuentran adheridas sobre el polimero.

Con este proyecto se busca la realizacion de un biosensor que permita el analisis de
crecimiento, proliferacion, funcionalidad y adherencia celular por medio de impedancia, la
cual ocupa un método eficiente, de bajo costo y no destructivo de las interfases bioldgicas

ya que se utiliza en un rango de potenciales pequefios (Seven et al 2013).
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IX. CONCLUSIONES

e Se logro sintetizar un polimero que presenta las caracteristicas necesarias para poder
permitir la adherencia de las diferentes lineas celulares, asi como cultivos celulares
primarios de esplenocitos de ratén.

e Se caracterizo el polimero por diferentes métodos y se obtuvieron medidas cercanas
a aquellas encontradas en la literatura.

e Se estandarizd el proceso de tincion celular con distintos fluoroforos sobre PPy,
para comprobar la adherencia, crecimiento y proliferacion de células en el soporte
utilizado.

e Se estandarizd un método para observar crecimiento celular sobre PPy mediante
microscopia electronica de barrido.

e Queda pendiente una fenotipificacion de esplenocitos por medio de anticuerpos
dirigidos contra marcadores de superficie para comprobar la diferenciacién de
monocitos en macrdfagos y las subpoblaciones de linfocitos propagados.

e Como futuros experimentos, seria recomendable hacer micrograbados con laser para
poder analizar microfluidez en el polimero, ademas de colocar electrodos en las
peliculas para realizar las mediciones de conductividad después de haber crecido las
células en el polimero, y de esta manera conocer su funcionamiento como sustrato

para medir impedancia.
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