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Nanopartículas de polianílina y su aplicación en terapia fotoasistida contra el cáncer 

RESUMEN 

La implementación de la nanotecnología en la medicina promete avances importantes, 

principalmente en las terapias anticancerígenas. En particular, ha atraído mucho la atención en 

los últimos años, el desarrollo de nanopartículas capaces de generar eficientemente calor bajo 

iluminación con radiación láser. Esto debido a la posibilidad de controlar la selectividad de 

nanopartículas en los tumores, que permite una gran localización del calor en el área tumoral a 

bajas intensidades de luz. Como también mediante la implementación de longitudes de onda de 

láser específicas, que se encuentran en las llamadas ventanas biológicas, donde los tejidos, 

parcialmente, se convierten transparentes debido a una reducción simultánea en la absorción y 

dispersión de fotones con la consiguiente minimización del daño en el tejido sano circundante. 

En el presente trabajo se evaluó el potencial fototérmico de nanopartículas de polímeros 

conjugados a partir de polianilina (PANI), un polímero conductor. Para lo cual, se caracterizaron 

fisicoquímicamente nanopartículas de PANI estabilizadas con polímeros anfifílicos para 

posteriormente evaluar la capacidad de inducir hipertermia luego del tratamiento fotoasistido. 

Conjuntamente, se evaluó la capacidad de incorporación como la biocompatibilidad y toxicidad 

de Np-PANI en distintas líneas celulares tumorales y normales, estadios embrionarios y larvales 

de R. arenarum y ratones Balb/c. La estabilidad coloidal de estos materiales en medios 

fisiológicos se relacionó con su capacidad para incorporarse en las células tumorales y 

sensibilizarlas luego de la iluminación NIR. 

Las nanopartículas de polianilina provocaron la muerte celular por apoptosis y necrosis en la línea 

celular tumoral LM2 luego del protocolo terapéutico fotoasistido ensayado tanto en modelos de 

cultivos 2D como 3D (esferoides). Las Np-PAN! 1 resultaron ser más eficientes que las Np-PAN! 

2 en lograr la muerte celular a iguales tiempos de incubación y dosis de luz. 

En modelos toxicológicos in vivo (AMPHITOX y ratones Balb/c) se determinó la inocuidad de 

Np-PANI en las concentraciones ensayadas para la TFT como también una incorporación 

dependiente del tamaño de las nanopartículas. En ratones Balb/c, con tumores implantados de la 

línea celular LM2, se logró la ablación tumoral por TFT con las Np-PAN! 1 inyectadas dentro del 

tumor y con una dosis de luz equivalente a los ensayos in vitro. El 60 % de los animales tratados 

mostraron regresión total de los tumores con buena tolerancia a la terapia. 

Los resultados obtenidos proponen a las Np-PANI como interesantes nanoobjetos fototérmicos 

para ser implementados en el tratamiento de enfermedades tumorales. 
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ABSTRACT 

The application of nanotechnology in medicine promises substantial advances, particularly in 

anticancer therapies. In particular, the recent development of nanoparticles that can efficiently 

generate heat under illumination with laser radiation has attracted much attention in recent years. 

This is due to the ability to control the selectivity of nanoparticles in tumors, which allows a heat 

targeting tumor area at low light intensities. Moreover, by implementing wavelengths of specific 

laser light in the so-called biological windows, where the tissue partially become transparent due 

to a simultaneous reduction in the absorption and scattering of photons with the subsequent 

decrease in damage surrounding healthy tissue. 

In this work the potential photothermal activity of conjugated polymer nanoparticles based on 

polyaniline (PAN!), a conductive polymer, was evaluated. First, PANI nanoparticles stabilized 

with amphiphilic polymers were characterized and subsequently evaluated by its ability to induce 

hyperthermia after illumination treatment. Furthermore, the ability of incorporation as well 

biocompatibility of PANI-Np was evaluated in different tumor and normal cell unes, embryonic 

and larval stages of R. arenarum and Balb/c mice. The colloidal stability of these nanoobjects in 

physiological media was associated with their ability to incorporate into tumor cells and sensitize 

them after N1R irradiation. 

Polyaniline nanoparticles caused cell death by apoptosis and necrosis in LM2 tumor cell line after 

photothermal treatment in both 2D and 3D cell cultures. Np-PAN! 1 were more efficient than Np-

PANI 2 in achieving cell death at equal incubation times and light dose. 

In the other hand, in vivo toxicological models (AMPHITOX and Balb/c mice) supported the 

innocuousness of PANI-Np in concentrations used for in vitro PTT. In addition, size-dependent 

incorporation and concentration-dependent lethal and sublethal effects were found in larval and 

embryonic stages of R. arenarum. 

In balb/c tumor model, ablation was achieved with PANI-Np 1 injected into the tumor and a light 

dose equal to in vitro assays. 60% of treated animals showed complete regression of tumors with 

good tolerance to therapy and without any evidence of recurrence for a prolonged period of time 

(3 months). 

These results highlight PANI-Np as interesting photothermal nanoobjects to be implemented in 

the treatment of tumor diseases. 
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RESUMO EXPANDIDO 

O cáncer é um importante problema de saúde pública e é a segunda causa de mode 

em seres humanos em todo o mundo depois das doenQas cardiovasculares. A incidéncia 

e mortalidade por cáncer se elevam á medida que a popula9áo cresce, e que a expectativa 

de vida das pessoas e a exposiyáo aos fatores de risco aumentam. Por tudo isso, se está 

trabalhando com determina9áo e vigor na busca de novas terapias, como também no 

melhoramento das já existentes. 

A nanotecnologia é urna ciéncia e um avanQo tecnológico que explora e investiga 

os fundamentos e as propriedades da matéria com dimensóes na ordem de nanómetros. 

Isso envolve a capacidade de modificar, controlar e explorar as propriedades eléctricas e 

físico-químicas que emergem das partículas que operam a nivel dos átomos e moléculas, 

que variam de 1 nm a 100 nm. A aplica9áo da nanotecnologia na medicina promete 

avan9os significativos, principalmente em terapias anticáncer. Em particular, tem atraído 

muita aten9áo nos últimos anos, o desenvolvimento de nanopartículas que podem gerar 

calor de forma eficiente sob iluminnáo com radiaQáo laser. O uso da luz se assemelha ao 

da hipertermia, utilizada ainda na antiguidade para tratamentos antitumorais. O desafio 

das últimas décadas está focado na combinnáo destes tratamentos através do desenho de 

nano-objetos. É aqui que nasce a terapia foto térmica (TFT) como urna modalidade 

terapéutica, ainda em fase experimental para o tratamento do cáncer. Essa terapia envolve 

a utiliznáo de nanomateriais com efeito tóxico nulo na escuridáo, e que, na presenQa de 

luz, a absorvem e geram calor, provocando a mode de células tumorais. Isto pode ser 

conseguido devido á possibilidade de controlar a acumula9áo de nanopartículas no tumor, 

o que permite urna grande concentra9áo de calor na área de localizaQáo do tumor a baixas 

intensidades de luz. Como também através da aplica9áo de luz na reglo do infravermelho 

próximo (NIR), regiáo considerada urna janela terapéutica, onde os tecidos tornam-se 

parcialmente transparentes, devido a urna reduláo simultánea na absorláo e dispersáo de 

fótons com consequente aumento da penetraQáo da luz. 

Diferentes nanomateriais fototérmicos estáo sendo estudados para o tratamento de 

tumores por TFT. Entre eles, os mais estudados sáo nanopartículas de ouro e nanotubos 

de carbono. O maior problema com estes nanomateriais reside na falta de 

biocompatibilidade com efeitos tóxicos, resultado da avalináo in vivo dos mesmos. 
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Outro grupo importante de nanomateriais que podem ser utilizados em TFT e sáo 

objetos de estudo nessa tese s'áo aqueles á base de polímeros semicondutores orgánicos. 

Polímeros semicondutores sáo macromoléculas constituídas por uma cadeia central que 

contém urna série de átomos ligados entre si por urna sucessáo de ligal'óes simples e 

duplas (ou triplas) alternadas ao tongo da cadeia. Esta estrutura molecular confere ao 

material características únicas, tais como urna boa condutividade eléctrica (em relaQáo a 

outros materiais orgánicos) e excelente processabilidade mecánica. Polímeros 

semicondutores tais como polianilina (PAN!) foram desenvolvidos e estudados para 

diversos fins, tais como materiais biomédicos, aplica98es em engenharia de tecidos e 

biossensores. O grande interesse por este polímero é devido á sua propriedade 

eletroquímica única, as propriedades químicas e físicas, a condutividade elétrica, a 

estabilidade no meio ambiente e sua biocompatibilidade. 

Neste trabalho, os efeitos fototerapéuticos e tóxicos de um novo nanomaterial 

derivado do polímero semicondutor polianilina com aplica9áo em terapia fotoassistida 

contra o cáncer foram avaliados. Para isso, utilizou-se os seguintes objetivos: 

1. Caracterizar e selecionar nanopartículas biocompatíveis de polímeros 

condutores para uso em TFT: Para isso, caracterizou fisicoquimicamente 

nanopartículas de PANI estabilizadas estericamente com polímeros anfifílicos. A 

polianilina é solúvel apenas em alguns solventes e náo em água. Para ultrapassar este 

inconveniente e, assim, estender a utilidade do polímero em aplicaOes biológicas, 

utilizou-se polímeros como a polivilnilpirrolidona (PVP) e a poli-n-isopropilacrilamida 

(PNIPAM) para conseguir o efeito estérico nas referidas nanopartículas. Estes polímeros 

foram escolhidos devido a biocompatibilidade dos mesmos. Utilizando o método descrito 

por Stejskal, et al. conseguiu-se sintetizar nanopartículas de PAN! com 2% de PVP (Np-

PANI 1) com 1% de PVP + I% PNIPAM (Np-PAN! 2). A caracteriznáo físico-química 

por SEM, TEM e espalhamento dinámico de luz (DLS) determinou um tamanho médio 

de partícula para Np-PANI 1 de 200 nm com um índice de polidispersáo (IdP) e 0,145 e 

para Np-PAN! 2 de 90 nm e IdP de 0,082. 

Np-PAN! 1 acabou por ser esférica enquanto Np-PAN! 2 mostrou urna forma mais 

irregular. A análise de potencial Zeta determinou que ambos os tipos de disperses tém 

urna carga de superficie neutra (-7,58 mV para Np-PAN! 1 e -6,07 mV para Np-PAN! 2). 

Além disso, aval iou-se a capacidade fototérmica que as nanopartículas possuem em urna 

solu9áo aquosa. Após ilumina9'áo com um laser NIR de 785 nm de comprimento de onda 
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e urna fonte regulada a 500 mW / cm2, comprovou-se um aumento de temperatura 

dependente da concentragáo de nanopartículas como o tempo de iluminagáo das solugóes 

alcangando em alguns casos AT 12 ° C. 

2. Avaliar a citotoxicidade na auséncia de luz e o efeito fototerapéutico destas 

nanopartículas em linhagem de células tumorais em modelos de cultivo 2D e 3D 

(monocamada e esferóides): Avaliou-se tanto a capacidade de incorporagáo quanto a de 

biocompatibilidade e a toxicidade de Np-PANI em distintas linhagens celulares tumorais 

e normais. A estabilidade coloidal destes materiais em meios fisiológicos foi associada 

com a sua capacidade de incorporagáo em células tumorais e sensibilizá-las após a 

iluminagáo NIR. As disperses de nanopartículas obtidas tentaram ser incorporadas de 

forma eficiente em células tumorais de linha celular LM2. A captagáo celular atingiu um 

patamar em tempos curtos de incorporagáo de mecanismos ativos envolvendo 

internalizagáo celular. Nanopartículas de polianilina causaram a morte celular por 

apoptose e necrose na linhagem de células tumorais LM2 após tratamento com protocolo 

fotoassistido testado em modelos tanto em 2D e 3D culturas (esferóides). Este protocolo 

consistiu na incubagáo com Np-PAN! durante 3 horas e, em seguida, na iluminagáo das 

células durante 15 minutos com urna fonte de laser de luz N1R (785 nm e 500 mW / cm2). 

Além disso, Np-PAN! 1 foram mais eficientes que Np-PAN! 2, ao atingir a morte celular 

em concentragsks semelhantes, tempos de incubagáo e doses de luz utilizada. 

3. Determinar a toxicidade dos nanomateriais in vivo, avalando a atividade 

embrioletal das nanopartículas através do teste AMPHITOX, em embrióes e larvas 

de Rhinella arenarum: As concentragóes de seguranga de Np-PANI testados in através 

do software estatístico PROBIT urna NOEC de exposigá'o para Np-PAN! 1 de 0,9 mg / 

ml e Np-PAN! 2 de 0,5 mg / ml na fase larval S.25. Esta diferenga foi atribuida ao menor 

tamanho da Np PANI 2 e, por conseguinte, a um aumento da acumulagáo e toxicidade 

desta dispersáo de nanopartículas. As Np-PANI foram localizadas principalmente no 

intestino das larvas e o efeito tóxico pode ser atribuído aos danos produzidos nestes 

órgáos. Por outro lado observou-se um efeito teratogénico em estágios embrionários de 

R. arenarum logo depois da exposig'áo a ambas disperses de nanopartículas. No que diz 

respeito ao Np PANI-1 este efeito foi atribuído a proporgáo utilizada do polímero 

dispersante PVP para estabilizar as nanopartículas. Este efeito foi diminuido guando se 

avaliou a exposigáo a Np-PANI 2, ao qual se deve a diminuigáo na proporgáo de polímero 

estabilizante PVP como também pela presenga de um segundo polímero PNIPAM 
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utilizado na síntese. A partir destes resultados, foram escolhidos as Np-PANI 1 como as 

melhores candidatas para prosseguimento de estudos em camundongos devido ao menor 

efeito tóxico e aos maiores efeitos fototerapéutico. 

4. Realizar estudos toxicológicos de Np-PANI em camundongos Balb / c: 

Mediante a inoculaQáo de Np-PANI 1 por via endovenosa nos animais depois de 

diferentes períodos de tempos (1,3 e 7 dias), avaliou-se parámetros sanguíneos como 

creatinina, uréia e GPT. Estes parámetros refietem a funcionalidade de depurná'o de 

órgáos (figado e rim) a xenobióticos. Eles estavam dentro da faixa normal para a espécie 

e náo houve diferen9as significativas com o resto dos grupos controles. Estes resultados 

mostram a toxicidade nula de Np-PANI 1 no que diz respeito á funcionalidade destes 

órgáos. 

5. Avaliar o efeito antitumoral do TFT in vivo, como também a toleráncia na 

terapia: Para isso implementou-se um modelo tumoral em camundongos Balb / c 

injetando células de tumor da linhagem celular LM2 na regiáo do flanco dos animais. 

Mediante ensaios histopatológicos e coloraQáo com corante vital (azul de Evans) 

determinou-se a morte celular por apoptose e necrose em 24 horas nos tumores dos 

ratinhos tratados com a combinnáo de nanopartículas e luz. Posteriormente, o 

crescimento do tumor ao longo do tempo foi avalado pós TFT. A ablal'áo do tumor por 

TFT foi conseguida com Np-PANI 1 injetada no interior do tumor e urna dose de luz 

equivalente aos ensaios in vitro. 60% dos animais tratados apresentaram regressáo 

completa dos tumores em sete dias pós-terapia, sem evidéncia de recidiva por mais de 

trés meses de acompanhamento dos animais. Além disso, a fim de avahar a toleráncia ao 

TFT, analisou-se sec9ó'es histológicas de tecido do ba9o, ligado e rim pós TFT e em todas 

as amostras se observou urna arquitetura conservada sem evidencias de efeitos tóxicos. 

Estes resultados foram confirmados por análise bioquímica de parámetros sanguíneos 

relacionados com a funcionalidade de tais órgáos. 

Os resultados obtidos prop8em as Np-PANI 1 como interessantes nanoobjetos 

fototérmicos a ser implementados no tratamento de doenos tumorais através de terapia 

fototérmica. 
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INTRODUCCIÓN 

1. Nanotecnología 

La nanotecnología es la ciencia y desarrollo tecnológico que explora e investiga 

los fundamentos y propiedades de la materia con dimensiones del orden de los 

nanómetros. Esta involucra la capacidad de modificar, controlar y explotar las 

propiedades físico-químicas y eléctricas que emergen de las partículas que operan a nivel 

de átomos y moléculas, abarcando desde 1 nm hasta 100 nm'. El nanómetro equivale a 

l0 9 metros, es decir, una milmillonésima parte de un metro (figura 1). Este concepto no 

es estricto, sino que está en constante evolución y la definición de lo que abarca la escala 

nanométrica varía de acuerdo a la legislación de los distintos países. Según la National 

Nanotechnology Initiative (USA) los materiales son considerados nanomateriales 

cuando se encuentran dentro del orden de 1 a 100 nm de tamaño y presentan propiedades 

distintas del material en granel del cual derivan. De acuerdo a la Comisión Europea; se 

define nanomateriales como aquellas partículas en estado no ligado, aglomerado y/o 

agregado entre las cuales el 50% o más de las partículas presentan una de sus 

dimensiones en escala de 1 a 100 nm. Por otro lado, la Agencia de Medicinas Europeas 

amplia este rango a materiales con tamaños menores a 1000 nm que son utilizados por 

presentar propiedades especificas interesantes. 

Los materiales en nanoescala permiten que emerjan nuevas propiedades que no 

son posibles o no son exhibidas por los átomos individuales, moléculas y/o los materiales 

en escala macroscópica. Éstas incluyen diferentes propiedades ópticas, electrónicas, 

magnéticas, mecánicas, térmicas, físico-químicas, aumento del área específica 

(área/volumen), entre otras' . En términos generales, los materiales en nanoescala son 

más reactivos, debido a que una proporción mayor de átomos o moléculas del material 

son superficiales y pueden reaccionar con el medio circundante. La interacción entre los 

componentes del cuerpo humano y los materiales, estructuras o dispositivos creados 

mediante la Nanotecnología abre las puertas a nuevas posibilidades en medicina. Estas 

características han permitido una gran diversidad de aplicaciones en el campo de la 

tecnología actual y, en concreto, en la medicina, lo que ha dado lugar a la aparición de 

un nuevo campo llamado nanomedicina'. 
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Figura 1: Nanoestructuras artfficiales y biológicas. Figura tomada y adaptada de la referencia 8. 

1.1. Nanomedicina 

La nanomedicina es la rama de la medicina que aplica los conocimientos de 

nanotecnología en las ciencias y procedimientos médicos. La nanomedicina tiene como 

objetivo el desarrollo de herramientas para diagnosticar, prevenir y tratar enfermedades 

área que aún se encuentra en estados poco avanzados o en el inicio de su desarrollo. La 

nanomedicina agrupa tres áreas principales: el nanodiagnóstico, la liberación controlada 

de fármacos (o nanoterapia) y la medicina regenerativa. 

El nanodiagnóstico consiste en el desarrollo de sistemas de análisis y de imagen 

para la detección de enfermedades en los estadios más tempranos posibles, tanto in vivo 

como in vitro". La nanoterapia pretende dirigir nanosistemas activos que contengan 

elementos de reconocimiento para actuar o transportar y liberar medicamentos dirigidos 

a las células dianas o zonas afectadas, a fin de conseguir un tratamiento más efectivo, 

minimizando los efectos secundariosI2'13. La medicina regenerativa tiene como objetivo 
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la reparación o sustitución de tejidos y órganos dañados; la nanotecnología introdujo una 

serie de materiales con potenciales aplicaciones en esta área de investigación14'15. 

Una de las aplicaciones más notorias y potencialmente más inmediatas y 

prometedoras de los nanomateriales es en el campo de diagnóstico de enfermedades en 

etapas más tempranas, nuevas modalidades terapéuticas y la prevención de 

enfermedades, tales como el cáncer16'17. 

La erradicación del cáncer representa el mayor desafío en medicina y optimizar 

terapias requiere de innovar y adoptar nuevas modalidades que aseguren mejor calidad 

de vida y regresión total del tumor. 

2. Cáncer 

La multiplicación y proliferación de las células esta cuidadosamente regulada y 

responde a necesidades específicas del organismo. Cuando estos controles se ven 

alterados, las células son capaces de proliferar descontroladamente sin responder a las 

necesidades del organismo y el resultado es la generación de un clon capaz de expandirse 

de forma indefinida, formando una masa a la que denominaremos tumor (figura 2). 

Algunos tumores no son invasivos y están separados del tejido normal por una 

capsula de tejido conectivo, se los denomina tumores benignos. Pero cuando estas células 

adquieren capacidad de invadir al tejido circundante o de desprenderse del tejido que le 

dio origen y colonizar un nuevo tejido (metástasis), se transforman en tumores 

malignos1839. 
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Figura 2: Formación de una masa tumoral Figura tomada y adaptada de la referencia 20. 

2.1. Patogenia de/cáncer 

El cáncer es el resultado fenotípico final de una serie de eventos genéticos y no 

genéticos que se puede desarrollar a lo largo de un periodo de tiempo. El motivo de esta 

afirmación, es que existen pocas causas individuales de desarrollo de cáncer. En 

concordancia, la aplicación de un agente productor de cáncer (carcinógeno) en un tejido 

no necesariamente llevará a la inmediata producción de células cancerígenas; pero si 

provocará la iniciación de una cascada de eventos denominada carcinogénesis21. Este 

proceso tendrá como consecuencia una acumulación de mutaciones somáticas sucesivas 

sobre una misma célula, que la llevará a adquirir nuevas habilidades y por lo tanto, poseer 

una ventaja competitiva con respecto a las células vecinas22. La carcinogénesis, entonces 

es el proceso de transformación de las células normales en células cancerosas. Las 

mutaciones en los genes reguladores claves del ciclo celular alteran el estado de las 

células y pueden causar el crecimiento irregular que se observa en el cáncer23. Las etapas 

del proceso de carcinogénesis son las siguientes (figura 3): 

La primera etapa se denomina iniciación, en la cual un cambio en el material 

genético de la célula la prepara para transformarse en cancerosa. Dicho cambio 
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irreversible es causado por un agente llamado carcinógeno, entre los que se encuentran 

productos químicos, virus o radiaciones. En la iniciación del cáncer desempeñan un papel 

fundamental dos clases de genes, los protooncogenes y los genes supresores de tumores. 

En sus versiones normales, controlan el ciclo celular, esto es, la compleja secuencia de 

eventos que hacen que una célula crezca y se divida. 

Los protooncogenes, cuando mutan pueden convertirse en oncogenes 

carcinogénicos capaces de dirigir una multiplicación desenfrenada. Muchos de estos 

genes codifican para factores de crecimiento o receptores de los mismos. Las mutaciones 

pueden cambiar la estructura del protooncogen y hacer que produzca un exceso de 

proteína estimuladora del crecimiento. Esto conduce a la síntesis de un producto genético 

anormal de función aberrante, lo que determina la producción facilitada o inapropiada de 

una proteína promotora del crecimiento, estructuralmente normal pero en exceso24. 

Además estos genes pueden codificar para receptores aberrantes que liberan en el 

citoplasma celular un torrente de señales proliferativas, aunque no estén presentes los 

factores de crecimiento que induzcan a la célula a rep1icarse25. 

Los genes supresores de tumores, son genes cuyos productos actúan como frenos 

celulares y por lo tanto inhiben la proliferación celular, cuando las mutaciones los anulan 

contribuyen al proceso carcinogénico. La falta de proteína supresora funcional priva a la 

célula del freno que, en situación de normalidad, impide el crecimiento desmesurado. Los 

productos de estos genes alterados actúan sobre células cercanas, y además lo cual es 

importante pueden provocar también la proliferación de la propia célula que los fabrica26. 
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Figura 3: Etapas del proceso de carcinogénesis. El Proceso de carcinogénesis involucra múltiples 
mutaciones que diferencian tumores benignos de malignos. Imagen tomada y adaptada de la referencia 20. 

La siguiente etapa es la promoción del tumor que consiste en la multiplicación de 

las células transformadas, es decir su expansión clonal, lo que ocurre dentro de lesiones 

preneoplásicas o precancerosas. La promoción puede ser producida por el carcinógeno 

que dio origen a la iniciación o por otras sustancias denominadas agentes promotores, los 

cuales introducen mutaciones adicionales. Los hidrocarburos policíclicos aromáticos 

desprendidos en la combustión de cigarros y tabacos, representan un ejemplo de 

elementos exógenos muy ricos tanto en agentes iniciadores como en promotores, razón 

por la cual han sido empleados en modelos experimentales de carcinogénesis27. 

La etapa de progresión consiste en la aparición visible del tumor maligno. Ocurre 

una evolución clonal de las células transformadas y surgen secuencialmente 

subpoblaciones clonales, con un aumento de la inestabilidad genética capaz de crear un 

estado metastático. 
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2.2. Características de las células tumorales 

En el 2011, Douglas Hanahan y Robert Weinberg definieron las propiedades de 

las células tumorales28. Entre las nuevas propiedades que adquieren las células tumorales 

podemos citar: 

• Mantenimiento de la señal proliferativa: debido a que son capaces de producir 

factores de crecimiento ligandos propios (proliferación autócrina), y que pueden mandar 

señales para estimular a las células vecinas del estroma tumoral, con el fin de obtener 

otros factores de crecimiento29'30. Además al tener receptores alterados en la superficie 

celular para factores de crecimiento, pueden desencadenar la respuesta proliferativa 

independientemente de los factores de crecimiento. 

Y Insensibilidad frente a señales inhibitorias de proliferación: mediante la 

inactivación de genes supresores de tumores tales como p53 y retinoblastoma (RB) como 

así también por la insensibilidad frente a la inhibición del crecimiento por contacto, que 

caracteriza a las células normales31. 

Y Evasión de la muerte celular: el concepto de que la muerte celular programada 

por apoptosis sirve como una barrera para el desarrollo del cáncer ha sido establecido por 

diferentes estudios a lo largo de las últimas décadas32-34. La apoptosis se desencadena en 

respuesta a situaciones de estrés que las células cancerosas experimentan durante el 

proceso de carcinogénesis. Algunas células tumorales tienen la capacidad de evadir este 

proceso por varios mecanismos, el más común es la pérdida de funcionalidad del gen 

supresor de tumores p53, que puede inducir apoptosis ante un daño crítico del ADN. Otros 

mecanismos propuestos son el aumento de expresión de proteínas reguladoras 

antiapoptóticos (Bc1-2, Bc1-X1) o de señales de supervivencia (Igf Y2); o por interrupción 

de la vía extrínseca apoptótica dependiente de ligando. 

• Potencial replicativo ilimitado: es bien aceptado que para poder generar masas 

tumorales macroscópicas, las células tumorales necesitan replicarse ilimitadamente. Esta 

capacidad la adquieren debido a que poseen la actividad de la enzima telomerasa elevada, 

la cual mantiene la longitud de los telómeros. Las células normales pierden en cada 

replicación una porción de los telómeros de los cromosomas debido a limitaciones de la 

ADN polimerasa. Por lo tanto las células normales solo pueden dividirse una cantidad 

limitada de veces no así las tumora1es3536. 

• Angiogénesis: debido a que los tumores poseen un alto metabolismo y consumen 

grandes cantidades de nutrientes y oxígeno, sufren de hipoxia. Esta hipoxia estimula la 
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liberación de factores de crecimiento angiogénicos (BGGF, TGFa, VEGF), que son 

capaces de inducir la formación de vasos sanguíneos"-". Los nuevos vasos sanguíneos 

nutren al tumor en crecimiento, permitiéndole aumentar su tamaño y a la vez constituyen 

una vía que facilita la metástasis. 

Invasión y metástasis: estos procesos contemplan una serie de cambios 

biológicos en las células tumorales que permiten la invasión local y a continuación el 

ingreso de las mismas en el sistema circulatorio y en los vasos linfáticos cercanos. El 

tránsito de las células cancerosas a través de los sistemas linfático y hemático, seguido 

del escape de las células cancerosas de estos vasos (extravasación) y la penetración en el 

parénquima de los tejidos distantes, permite la formación de pequeños nódulos de células 

cancerosas (micrometástasis). Finalmente, el crecimiento macroscópico de las lesiones 

micrometastásicas se transforman en tumores, este último paso se llama 

"colonización"40'4'41 . 

Inestabilidad genómica y mutación: es debido a la adquisición de un genotipo 

mutante por parte de un clon tumoral, que le conferirá ventaja frente a otras células 

permitiendo su expansión y dominio en un ambiente tisular loca14243. 

Estimulación de una respuesta proinflamatoria: esto ocurre por parte de las 

células tumorales que estimulan la respuesta inmune innata. En estas condiciones el 

sistema inmune es capaz de suministrar moléculas bioactivas al microambiente tumoral, 

tales como, factores de crecimiento, factores de supervivencia celular, factores 

proangiogénicos, enzimas que modifican la matriz extracelular que facilitan la invasión 

y metástasis44'45. Además, las células inflamatorias pueden liberar especies reactivas del 

oxígeno que pueden acelerar el proceso de malignidad en las células vecinas46. 

Metabolismo celular anómalo: las células tumorales pueden reprogramar su 

producción de energía, limitando el metabolismo energético principalmente a través de la 

glucólisis, aun en presencia de 02. El incremento en la glucólisis permite la desviación 

de productos intermediarios glucolíticos en vías biosintéticas (generación de nucleósidos 

y aminoácidos), que facilitan la biosíntesis de macromoléculas y organelas, necesarias 

para la generación de nuevas células cancerosas47-49. 

Evasión del sistema inmune: mediante varios mecanismos que logran convertir 

a las células tumorales en un fenotipo irreconocible para ser detectado por el sistema 

inmunitario impidiendo reconocerlas como extrañas y atacar1as5052. 
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2.3. Apoptosis y cáncer 

Para mantener la vida de un organismo se han desarrollado una serie de 

mecanismos que permiten eliminar aquellas células que ya no son necesarias para el 

mantenimiento de las funciones vitales o aquellas que pueden representar algún peligro. 

Uno de estos mecanismos es la apoptosis'. La apoptosis es una forma de muerte celular 

distinta a la necrosis. La necrosis es una forma de muerte accidental, involuntaria y, por 

este motivo, induce una reacción inflamatoria para poder repararla. Por el contrario, la 

apoptosis representa una forma de muerte más sutil, una muerte celular programada. 

La muerte celular por apoptosis viene regulada a nivel genético de forma directa 

o indirecta, entre otros mecanismos a través de oncogenes y anti-oncogenes, que a la vez 

pueden interactuar entre sí. Es la ausencia de un oncogen lo que permite que aquellas 

células con mutaciones en su genoma se "suiciden". Este es el caso por ejemplo del 

oncogen bc1-2, un gen anti-apoptosis que se expresa de forma muy intensa en linfomas y 

diversos tipos de carcinomam'". Si este protooncogen no se activa, las células "iniciadas" 

podrán "suicidarse", con lo cual el organismo habrá resuelto el problema. En la mayoría 

de casos, sin embargo, la apoptosis de una célula mutada se produce gracias a la 

activación de un gen y es la ausencia de este gen lo que puede fomentar el cáncer. Esto 

sucede por ejemplo en el caso de los genes RP-2, RP-8, TRPM-2, SGP-2, Fas/APO-1 y 

p53. 

2.4. Epidemiologia del cáncer 

El cáncer es un importante problema de salud pública y es la segunda causa de 

muerte en humanos a escala mundial, luego de las enfermedades cardiovasculares. Se le 

atribuyen 7,6 millones de defunciones (aproximadamente el 13% del total) ocurridas en 

todo el mundo en 2008. La incidencia de esta enfermedad y su mortalidad se incrementan 

en el mundo debido al aumento de la población mundial, elevación de la esperanza de 

vida y a una mayor exposición a los factores de riesgos. La Argentina se encuentra dentro 

del rango de países con incidencia de cáncer media-alta (172,3-242,9 x 100.000 

habitantes); de acuerdo a las estimas realizadas por la IARC para el año 2012 (figura 4). 

Esta estimación corresponde a la aparición de más de 100.000 nuevos casos de cáncer en 

ambos sexos por ario, con porcentajes similares tanto en hombres como en mujeres. 
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Eloth sexes 

Fuente • GIODOWI(1ARC) 

Figura 4: Incidencia de cáncer mundial (2012). La Argentina entre los países de incidencia de cáncer 
media-alta. Tasas estandarizadas por 100.000 habitantes. Figura tomada de referencia 56. 

Los animales de compañía, especialmente perros y gatos, también pueden padecer 

tumores. Se estima que 1 de cada 3 a 4 perros desarrollarán cáncer (y alrededor de 1 de 

cada 5 gatos). Los tumores benignos y malignos afectan en total al 1,1% de los perros y 

al 0,2% de los gatos57 siendo los lugares de mayor localización en el perro, la piel y el 

tejido subcutáneo (67,6%); mientras que en el gato, la piel también es asiento frecuente 

de tumores (44,85%)5859. 

La esperanza de vida de las personas a través de mejoras en el control de las 

enfermedades infecciosas y los avances en la salud pública ha dado lugar a un aparente 

aumento de las enfermedades relacionadas con la edad como el cáncer y la osteoartritis. 

Un patrón similar se ha observado en perros y gatos a través de los regímenes de 

vacunación para enfermedades infecciosas mortales y a los principales avances en la 

atención veterinaria. 

Si bien la lucha contra el cáncer ha avanzado, el desafío del nuevo milenio es 

eliminar la muerte y el sufrimiento debido a dicha patología. Por lo cual se está trabajando 

con resolución y contundencia, para impulsar el desarrollo de nuevas terapias o mejorar 

las ya existentes. 
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2.5. Terapias contra el cáncer 

Para definir la eficacia de una terapia contra el cáncer, se debe tener en cuenta 

varios aspectos, entre ellos el grado de remoción del tumor (la cura de la enfermedad está 

sujeta a la remoción total del tumor). Un tratamiento poco eficaz solo disminuye el 

tamaño de la masa tumoral o no tiene efecto sobre ésta. Un tratamiento eficaz debe 

dirigirse no solo al tumor primario, sino también a los nuevos tumores que puedan 

aparecer en otras partes del organismo. Entre las terapias contra el cáncer se encuentran 

las siguientes: 

2.5.1. Cirugía 

Es la modalidad más antigua de tratamiento contra el cáncer y sigue constituyendo 

la herramienta ideal para tratar tumores sólidos. La completa remoción quirúrgica de la 

masa tumoral localizada, cura la mayoría de los pacientes con cáncer más que cualquier 

otro tratamiento. Esta modalidad generalmente se aplica para tratar tumores sólidos 

localizados, de estadios tempranos y con bajo potencial de metástasis60. 

2.5.2. Quimioterapia 

Consiste en la administración de drogas para la destrucción de células cancerosas, 

dichos medicamentos se denominan citotóxicos. Por lo general, los agentes 

quimioterapéuticos actúan interfiriendo en los procesos fisiológicos de la proliferación 

celular y de esta manera impiden la reproducción de células cancerosas. Pueden actuar 

sobre la síntesis de ADN, ARN y proteínas, como también en los mecanismos de 

reparación del ADN". La quimioterapia no solo disminuye la masa tumoral primaria sino 

que también elimina las células tumorales circundantes y metastásicas". 

2.5.3. Inmunoterapia 

También llamada terapia biológica; es un tratamiento basado en la estimulación 

del sistema inmunológico del paciente, con el objetivo que éste sea capaz de reconocer 

y eliminar las células tumorales'. Dentro de los tratamientos biológicos están los 

anticuerpos monoclonales, las vacunas y los denominados factores de crecimiento. El 

componente principal de la respuesta inmune es el TNF-a, entre otras citoquinasTM. 

Actualmente se están llevando a cabo numerosos estudios orientados al uso de la 

terapia génica para hacer que las células tumorales expresen distintos tipos de citoquinas. 
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Hoy en día esta estrategia aún no es válida en clínica, pues no existe forma de transmitir 

los genes de interés directa y exclusivamente a las células tumorales. 

2.5.4 Terapia génica 

La terapia génica consiste en la inserción de genes funcionales ausentes en el 

genoma de un individuo'. Se realiza en las células y tejidos con el objetivo de tratar una 

enfermedad o realizar un marcaje. La terapia génica es otra estrategia que en algunos 

casos ha logrado que el tamaño de tumores sólidos disminuya en un porcentaje 

significativo66. Dentro de la terapia génica se han utilizado diferentes estrategias para 

matar células tumorales entre las cuales podemos nombrar: 

-Aumento de la respuesta inmune celular antitumoral (terapia inmunogénica). 

-Introducción de genes activadores de drogas dentro de las células tumorales o terapia 

de genes suicidas. 

-Normalización del ciclo celular. 

-Uso de ribozimas y tecnología antisentido o "antisense". 

Para alcanzar un determinado efecto biológico en terapia génica, es necesario 

introducir de manera eficaz la secuencia génica de interés en la célula diana y conseguir 

su expresión. Como estrategia para introducir un gen deseado en una célula, se han 

utilizado vectores que faciliten esta acción. Actualmente, uno de los objetivos principales 

de la terapia génica es el desarrollo de vectores no virales estables y no tóxicos para 

transportar material genético a las células dianas. En este aspecto, la nanotecnología ha 

tenido un auge importante, en el desarrollo de nanomateriales biocompatibles capaces de 

servir como vehículo de genes. 

2.5.5. Terapia hormonal 

Esta terapia aumenta o disminuye la cantidad de ciertas hormonas, limitando así 

el crecimiento de los tumores que dependen de hormonas o que están inhibidos por la 

acción hormona167. El mecanismo de estas hormonas para el tratamiento del cáncer no 

es el mismo que el de los medicamentos quimioterapéuticos convencionales, sino que 

evitan que la célula cancerosa use la hormona que necesita para crecer o evitan que el 

cuerpo produzca hormonas. Como ejemplo de estos medicamentos podemos citar: 

• Las hormonas antiestrógeno fulvestrant (Faslodext), tamoxifeno y toremifeno 

(FarestonC). 
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• Inhibidores de la aromatasa como anastrozol (Arimidex 

letrozol (FemaraC). 

2.5.6. Radioterapia 

iI ), exemestano (Aromasine), 

Es un tratamiento localizado para enfermedades neoplásicas y no neoplásicas, 

basado en el empleo de radiaciones ionizantes (rayos X o radiactividad, la que incluye 

los rayos gamma y las partículas alfa)68. El ADN es la molécula diana dañada por esta 

terapia, provocando roturas en las cadenas a nivel de las uniones fosfodiester, en el 

entrecruzamiento entre las hebras de ácido nucleico y proteínas cromosomales y daños 

significativos a la membrana nuclear. 

Dentro de la radioterapia, el uso de radiaciones de baja energía ha dado origen a 

nuevas terapias alternativas fotoasistidas donde podemos citar a la terapia fotodinámica 

y a la terapia fototénnica. 

2.5.7. Terapias fotoasistidas 

El uso de luz para el tratamiento de enfermedades data de la antigüedad. Estas 

terapias consisten en el uso combinado de compuestos fotosensibilizadores con efecto 

tóxico nulo en oscuridad, y que, en presencia de luz, se activan y desencadena la muerte 

de células tumorales selectivamente. Dentro de estas terapias podemos encontrar la 

terapia fotodinámica basada en la producción de especies reactivas del oxígeno (ROS) 

como desencadentes del daño y muerte celular; y la terapia fototérmica basada en la 

hipertermia como desencadenante de daño y muerte celular. 

2.5.7.1. Terapia fotodinámica 

Constituye una modalidad terapéutica que se emplea principalmente para el 

tratamiento de tumores pequeños y superficiales en piel y mucosas. Se fundamenta en el 

uso de compuestos fotosensibilizadores que se acumulan preferentemente en tejidos 

tumorales. La posterior irradiación del área tumoral con una fuente de luz visible y de 

una longitud de onda apropiada, ocasiona la formación y acumulación de especies 

reactivas del oxígeno (ROS: reactive oxygen species), principalmente oxigeno singlete 

(102*) con efecto citotóxico, que conllevan a la muerte selectiva de las células 

tumorales69-71 (figura 5). 
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Figura 5: Mecanismo de acción de la Terapia Fotodinómica. Figura tomada y adaptada de la referencia 

72. 

En resumen, se combinan, tres elementos no tóxicos per se: fotosensibilizador, 

luz y oxígeno, para ocasionar la destrucción de los tejidos tumora1es73. 

Recientemente, los estudios se centraron sobre todo en mejorar la administración 

de fotosensibilizadores, logrando una mayor solubilidad de aquellos fotosensiblizadores 

que no son hidrofilicos y también procurando una entrega más directa y localizada en las 

células dianas". Especialmente se ha hecho hincapié, en el uso de fotosensibilizadores 

ya existentes combinados con nanopartículas, lo cual dio camino a la Nanomedicina en 

esta área de investigación70'75-77. 

3. Terapia fototérmica 

La terapia fototérmica consiste en el uso experimental de la radiación 

electromagnética (más a menudo en forma de rayos infrarrojos) en combinación con la 

hipertermia para el tratamiento de diversas enfermedades, incluyendo el cáncer. La 

terapia fototérmica se basa en la aplicación de un nanomaterial que presenta la 

particularidad de absorber radiación en el espectro del infrarrojo cercano NIR (NIR, del 

inglés Near Infrarred Region) y luego liberarla como energía vibracional (calor). El calor 

es el elemento de la terapia que mata a las células diana (figura 6). 
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Figura 6: Terapia fototérmica sobre células tumorales. Figura tomada y adaptada de 

El tratamiento térmico de las células cancerosas mediante la aplicación del 

calentamiento local a 70 °C y la hipertermia general (calentamiento a 41-47 °C) se 

conoce desde el siglo XVII17879. Sin embargo, los métodos de calentamiento y 

tecnologías de medición de temperatura no estaban suficientemente avanzados en ese 

momento, por lo que el éxito y la reproducibilidad de tales tratamientos se redujeron. 

Como consecuencia, la aplicación clínica de estas terapias no se pudo concretar con 

éxito. El calor como una modalidad terapéutica ha sido explorado en el cáncer por 

muchos investigadores80 . El interés en los tratamientos térmicos se reactivó en la 

década de 1980, cuando los diferentes institutos y sociedades se centraron en el 

desarrollo y entendimiento de nuevas terapias termales. En las últimas décadas, la 

publicación de varios trabajos científicos que demostraron mejoras sustanciales en los 

resultados del tratamiento del cáncer mediante el uso de tratamientos térmicos llevó a un 

renovado interés en la terapia térmica8" 7. De hecho, la hipertermia se utiliza 

actualmente como terapia adyuvante a la radioterapia y/o quimioterapia. Un incremento 

moderado de temperatura aumenta el flujo sanguíneo en el tumor lo que permite que la 

quimioterapia ejerza un mayor efecto sobre las células cancerosas. Al deprimir la 

actividad metabólica de las células, el calor también reduce su demanda de oxígeno, lo 

que aumenta el nivel del mismo en el tumor, convirtiendo a la hipertermia en uno de los 

más potentes radiosensibilizadores existentes80. 
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Para alcanzar el propósito del tratamiento térmico de tumores (basado ya sea en 

la ablación térmica o hipertermia), es necesario inducir un calentamiento bien localizado, 

de modo de conseguir un aumento significativo de temperatura en el tumor, mientras se 

mantiene la temperatura del tejido circundante en un nivel normal. Durante los últimos 

años, un gran esfuerzo se ha puesto en marcha, no sólo en el desarrollo de nuevas técnicas 

para alcanzar el calentamiento controlado y localizado, sino también en lograr el 

entendimiento de los mecanismos en las bases de los cambios celulares y de la muerte 

celular inducida por la hipertermia. Una ventaja de utilizar hipertermia para matar las 

células tumorales, es que los tejidos o células normales por lo general son menos 

susceptibles a alta temperatura que los tejidos cancerosos88-90. En el microambiente 

tumoral, esta susceptibilidad a altas temperaturas por parte de las células cancerosas está 

determinada por la fisiología tumoral. La arquitectura de la vasculatura en tumores 

sólidos es desorganizada y caótica, además por tener un flujo sanguíneo disminuido se 

generan regiones hipóxicas y de bajo pH, lo que no sucede en tejidos normales. La 

combinación de bajo pH, baja presión de 02, y la falta de glucosa y otros nutrientes tiende 

a aumentar la sensibilidad de las células tumorales a la elevación de la temperatura82'91'92. 

3.1. Efectos biológicos de la terapia fototérmica 

Hasta el momento se ha descripto que la hipertermia posee la capacidad de inhibir 

el crecimiento y/o provocar la muerte celular de células tumorales, tanto por sí misma 

como por una modalidad de tratamiento adyuvante. Sin embargo, el mecanismo de 

acción exacto no ha sido dilucidado. Lo que se ha demostrado es que la temperatura y la 

duración del tratamiento térmico juegan un papel muy importante en lograr los efectos 

biológicos. Los eventos celulares específicos que suceden frente a la hipertermia, se han 

descripto por diversos autores y pueden enumerarse cronológicamente de acuerdo a los 

rangos de temperaturas alcanzados (figura 7). Dentro de estos eventos podemos 

mencionar; la expresión de proteínas de shock térmico (HSP, del inglés Heat Shock 

Proteins)93; el desarrollo de mecanismos que invierten la resistencia a multidrogas 

(MDR, del inglés Multidrug resistance)" y la muerte celular por apoptosis y/o necrosis' 

97, todos eventos dependiente de la temperatura. 

Si se eleva la temperatura lo suficiente para causar la muerte celular inmediata, 

en gran medida a través de necrosis por coagulación con daño irreparable de las proteínas 

y otras macromoléculas biológicas, el término más exacto a utilizar es la termoablación. 
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En contraste con la termoablación, la hipertermia se refiere a aumentos de temperatura 

más pequeñas, por lo general dentro del rango de 40-45 °C, que inician una serie de 

acontecimientos subcelulares, permitiendo que las células sean susceptibles a diversas 

formas de daño, incluyendo la apoptosis. Se ha informado en numerosos estudios in vitro 

e in vivo que la generación de hipertermia posee la capacidad de matar células tumorales 

o de inhibición su crecimiento92'98-100. 
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Figura 7: Efectos biológicos luego de la terapia fototérmica. Esquema tomado y adaptado de la 

referencia 103. 

Generalmente, las células mueren a través de dos vías distintas: la apoptosis y la 

necrosis. La muerte celular necrótica se produce sin gasto de energía e implica la lisis 

con la liberación de su contenido celular al medio ambiente circundantem. La necrosis 

es una muerte celular traumática y ocurre cuando el daño a la célula es agudo y le sigue 

siempre una respuesta inflamatoria. La apoptosis, en contraste, es una muerte celular 

programada con gasto de energía y que implica la condensación de la cromatina nuclear, 

la contracción citoplasmática, la formación de ampollas en la membrana y la 
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externalización de la fosfatidilserina, la fragmentación nuclear y, finalmente, la 

formación de cuerpos apoptóticosw2. 

La hipertermia es capaz de inducir tanto la necrosis como la apoptosis in vitro en 

función de la temperatura'°" °5. Por otra parte, la expresión de HSPs también está 

involucrada en la transición de la apoptosis a la necrosis. Este aumento de HSPs 

comienza con temperaturas por encima de 37 °C, y estas tienen como finalidad proteger 

proteínas intracelulares dañadas y ayudar a resistir la fragmentación del ADN'. Por lo 

tanto, protegen a las células de lesiones por estrés. Cuando se alcanza la temperatura 

crítica para la activación de la apoptosis (alrededor de 43 ° C), la tensión térmica 

sostenida degenera este proceso de regulación a través de las HSPs y las células 

comienzan a morir por apoptosis. Si la temperatura sigue aumentando, se alcanza la 

temperatura crítica para la activación de necrosis (alrededor de 46 ° C), las proteínas 

celulares se desnaturalizan y las células mueren de forma pasiva. Rangos de temperatura 

entre 41°C y 47°C han demostrado ser eficaces para matar células tumorales, tanto en 

experimentos in vitro como in vivo83'95" 6307

3.2. Métodos para generar hipertermia 

Existen tres tipos de hipertermia que se emplean tradicionalmente en la práctica 

clínica para tratar el cáncer: la hipertermia de todo el cuerpo, la regional y la local. La 

hipertermia de todo el cuerpo se logra por métodos tales como mantas de agua caliente 

y cámaras térmicas, la cual por lo general se usa para el cáncer metastásico donde la 

hipertermia local sería ineficaz. La hipertermia regional depende de la perfusión de 

líquidos calientes que generalmente transportan agentes quimioterápicos para perfundir 

los tejidos cancerosos. Por último, la hipertermia local se aplica por lo general al tumor 

localizado, mientras que el tejido normal circundante no se calienta; esta puede ser 

aplicada por métodos externos o intersticiales o luminales (figura 8). 

Uno de los principales obstáculos que impide que con la hipertermia se alcance 

el efecto terapéutico es la falta de métodos para focalizar de forma directa la producción 

de calor solamente en la región tumoral. Lesiones tumorales malignas superficiales 

podrían ser tratadas eficazmente con la hipertermia; sin embargo, otras modalidades de 

tratamiento, como la cirugía, son superiores en cuanto al resultado al tratamiento de estos 

tipos de lesiones. Por otro lado, los tumores más profundos o en regiones internas del 

cuerpo son difíciles de alcanzar por las fuentes de energía externas no invasivas que se 
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emplean en los métodos de calentamiento directo (microondas, radiofrecuencia, etc.); 

por lo tanto, con el objetivo de generar la hipertermia desde una fuente externa al tumor; 

inevitablemente se causa daño al tejido sano antes de que la temperatura en la región del 

tumor pueda ser terapéutica. 

Las modalidades disponibles en la actualidad para generar hipertermia son a 

menudo limitadas por su incapacidad para atacar selectivamente al tejido tumoral y por 

lo tanto conllevan el riesgo de daño colateral a otros órganos y/o tejidos. La Terapia 

Térmica basada en la Nanotecnología, es una forma especial de hipertermia intersticial 

que puede selectivamente desencadenar calor al tumor. Esto se logra mediante el 

depósito de agentes de absorción de energía (nanomateriales) dentro de los tejidos 

tumorales que facilitan el calentamiento localizado. La llegada y concentración de 

nanopartículas en el tejido tumoral se puede lograr mediante dos formas. Una forma 

pasiva denominada Efecto de Aumento de la Permeabilidad y Retención (EPR, del inglés 

Enhanced Permeability and Retention Effect); el cual se manifiesta debido a la 

vasculatura defectuosa y por lo tanto permeable del tumor que permite que ciertos 

tamaños de moléculas (típicamente liposomas, nanopartículas, y fármacos 

macromoleculares), tiendan a acumularse en el tejido tumoral de manera selectiva en 

comparación a los tejidos normales"-" °. Por otra parte, la forma activa de 

direccionamiento a tumores a través del marcado con ligandos y/o anticuerpos 

específicos, lo cual favorece que estos interactúen selectivamente con los receptores de 

membrana de las células tumorales. Hasta la actualidad, diversos nanomateriales se han 

probado para lograr este aumento de selectividad a células tumorales"° 13. 
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Figura 8: Métodos de generación de hipertermia para el tratamiento de enfermedades cancerosas. 
Figura tomada y adaptada de la referencia 114. 

3.3. Nanomateriales en terapia fototérmica 

Los recientes avances en materiales nanoparticulados han contribuido al diseño 

de métodos no invasivos para el calentamiento terapéutico de las células tumorales. 

Dentro de este tipo de hipertermia local, los nanomateriales con capacidad de generar 

calor, producto de la absorción de fotones, se han empleado con bastante éxito en la 

remoción de células tumorales. 

La TFT hace uso de nanomateriales que absorben luz en la región del infrarrojo 

cercano (NIR) con un rango de longitud de onda de 700-1100 nm. Esta luz puede penetrar 

fácilmente varios centímetros de tejido, debido a que la transmisión óptica en los tejidos 

y en la sangre es óptima y la absorción del agua es mínima. A partir de una fibra óptica 

con una longitud de onda adecuada, se logra una máxima penetración de la luz de forma 

homogénea en el área tumoral, y en la cual los tejidos sin tratar son virtualmente 

transparentes115. La fuente de irradiación utilizada es láser, el cual representa una fuente 

monocromática (una sola longitud de onda), posee una gran direccionalidad (escasa 
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divergencia) y puede concentrar un elevado número de fotones en áreas muy pequeñas. 

Los láseres más comúnmente usados son los de Neodyium Yttrium-Aluminum-Garnet 

(Nd-YAG 21..---1064 nm) y el de diodos (700-980 nm)I16317. Cuando la absorción de la luz 

que proviene del láser es capturada por dichos nanomateriales, estos transforman esta 

energía radiante en energía vibracional generando el calor suficiente para matar las 

células tumorales. 

A diferencia de la Terapia Fotodinámica, la TFT no requiere oxígeno para 

interactuar con las células o tejidos y utiliza longitudes de onda que son menos energética 

y por tanto menos dañina para las células y tejidos saludables' 18' 119. 

Diferentes nanomateriales fototérmicos se han empleado para el tratamiento de 

tumores a través de la TFT 120 (figura 9). Dos subgrupos principales de agentes 

fototérmicos son los más estudiados en la actualidad; aquellos basados en nanoestructuras 

de oro (nanocápsulas, nano-cajas, y nanorods) capaces de inducir la resonancia de 

plasmones superficiales (SPR)79321 y los nanotubos de carbono que permiten la ablación 

fototérmica de las células cancerosas a través de su activación con radiación en el rango 

del infrarrojo cercano (NIR)122,123. 

Figura 9: Diferentes nanomateriales a base de carbono, oro y metales oxidados con aplicaciones en 
Terapia Fototérmica como a) Au nanovarillas, b) y c) Ag nanocubos, d) Au mesojlores, e) Au 
nanooctahedros, j) Au nanotramas, g) y h) Au y Ag nanocajas, i) Au nanoestrellas, j) y k) Au y Ag 
nanotubos, 1) Ag-Silica core-shell nanopartículas, m) Ag nanotriángulos, n) nanotubos de carbono y o) 
oxido de grafeno. Figura tomada de la referencia 120. 

3.3.1. Nanopartículas de oro 

Como se ha mencionado, las nanoestructuras de oro capaces de absorber luz de la 

región NIR (700-1200 nm) han despertado gran interés por su potencial terapéutico. La 
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SPR típica para nanoesferas de oro se localiza aproximadamente a una longitud de onda 

de 520 nm, pero puede ser desplazada a la región NIR modificando parámetros de la 

estructura de las mismas. El tamaño, forma, estructura y composición son factores que 

modifican la frecuencia de resonancia del plasmon superficia179924'125. El control de la 

morfología y composición de las nanoestructuras de oro es un recurso poderoso para 

controlar su respuesta óptica, ya que pequeños cambios en la relación de aspecto de las 

partículas tienen un gran impacto sobre este parámetro'26. En general, se utilizan dos 

estrategias para modificar la SPR en la región NIR mediante el control de la morfología 

de nanopartículas de oro macizas127 y mediante el ajuste del espesor de las paredes en 

nanoestructuras de oro huecas o de tipo núcleo-caparazón, también denominados 

nanoshells (NS)97'1 19. La idea de la aplicación de las nanopartículas de oro en fotoablación 

térmica de tumores data de los años 50128, no habiendo sido ensayadas in vivo hasta los 

años 90129. Trabajos recientes empleando estos nanomateriales describen resultados 

prometedores con reducciones en el tamaño tumoral superiores al 90% en diversos 

modelos animales' 3°-I 32. 

3.3.2. Nanotubos de carbono 

El mecanismo por el cual estos nanomateriales producen calor implica la 

excitación de las transiciones ópticas con la consiguiente relajación que resulta en modos 

de vibración mejoradas en la red de carbono del nanotubo que causan el calentamiento de 

la solución en que se encuentren. Varios estudios in vitro e in vivo se han llevado a cabo 

para poner a prueba el efecto fototérmico en células tumorales. En la mayoría de los 

estudios in vitro, se ha empleado un sistema de iluminación láser que emite luz alrededor 

de 800 nm, con un flujo de potencia de 1 - 3 W/cm2. El tiempo de tratamiento varía de 

acuerdo a la potencia del láser y por lo general ronda cerca de los 3 minutos. Las 

concentración utilizadas de los nanotubos es de alrededor de 2,5 - 5 mg/L'33-135. 

Recientemente, se ha informado la aplicación de nanotubos de carbono en ensayos in vivo 

empleando diferentes estrategias para optimizar la terapia como el recubrimiento con 

polietilenglicol para incrementar el tiempo de circulación en sangrel3" 38. Pero uno de 

los mayores inconvenientes con estos nanomateriales tiene que ver con la toxicidad de 

los mismos, por lo cual nuevos estudios se están llevando a cabo para mejorar la 

biocompatibilidad. 
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3.3.3. Nanopartículas a base de polímeros conjugados 

Al comparar nanopartículas a base de absorbentes orgánicos y no orgánicos, los 

no orgánicos, tales como nanopartículas de oro, por lo general tienen una capacidad de 

calentamiento superior que las nanopartículas a base de absorbentes orgánicos. Pero el 

mayor problema con estas nanopartículas no orgánicas es su biocompatibilidad. Este 

problema no existiría con nanopartículas a base de absorbentes orgánicos biodegradables. 

Otra ventaja con los colorantes orgánicos es que pueden ser más fácilmente encapsulados, 

o incorporados en vehículos en nano-escala, tales como polímeros o liposomas y por lo 

tanto se pueden combinar más fácilmente con drogas y/o marcadores celulares. 

En la actualidad, se están empleando polímeros conjugados para sintetizar 

nanopartículas con propiedades interesantes que puedan ser usadas en terapias 

antitumorales1 8. Los polímeros conjugados son macromoléculas orgánicas formadas por 

una cadena central que contiene una serie de átomos unidos entre sí por una sucesión de 

enlaces simples y dobles (o triples) alternados a lo largo de la cadena. Esta estructura 

molecular le confiere al material características únicas tales como buena conductividad 

eléctrica (respecto a otros materiales orgánicos), excelente procesabilidad mecánica y la 

capacidad de emitir luz en la zona visible del espectro electromagnético tras excitación 

óptica o eléctrica. 

Los polímeros conductores como polianilina (PAN!) han sido desarrollados y 

estudiados para diversos fines, tales como materiales biomédicos, aplicaciones en 

ingeniería de tejidos y biosensores139-143. El gran interés despertado por estos materiales 

es debido a su propiedad electroquímica única144, las propiedades químicas y físicas145, 

la conductividad eléctrica, la estabilidad en el medio ambiente' 46 y SU 

biocompatibilidad147'148. 

3.3.3.1. Polianilina 

Un polímero conductor es un polímero de base orgánica que puede actuar como 

un semiconductor o un conductor. Los polímeros orgánicos más ampliamente estudiados 

son polianilina (PAN!), polipirroles, politiofenos y po1ifenfivini10s149. Son polímeros 

conjugados debido a que tienen la deslocalización de electrones 7t lo largo de su cadena 

principal dándoles propiedades ópticas y eléctricas únicas. En estas moléculas, los 

electrones son capaces de moverse de un extremo del polímero a la otra a través del 

sistema p-orbital extendido150. 
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El polímero PANI fue descubierto inicialmente en 1834 por Runge, y se refirió a 

ésta como el negro de anilina'. Después de esto, Letheby llevó a cabo la investigación 

para analizar este material en 1862151. PANI se conoce como un polímero de estado de 

oxidación mixta, el cual está compuesto de unidades benzoides reducida y unidades 

quinoides oxidados'. Además, se descubrió que PANI presenta la característica de 

intercambio entre un estado conductor y uno aislante bajo ciertas condiciones 

experimentales como el pH. 

El estado de oxidación promedio de PANI se expresa como 1-y, donde el valor de 

y determina la existencia de cada uno de los tres estados de oxidación distintos de 

PANI152-153. Así PANI puede existir totalmente reducida en la forma leucoesmeraldina 

(LE), donde 1-y = O, en la forma medio oxidada de base emeraldina (EB), donde 1-y = 

0,5 y completamente oxidadada pemigranilina (PE), donde 1-y = 1152. El estado EB se 

considera como la forma más útil debido a su alta estabilidad a temperatura ambiente 

(figura 10). En este estado, PANI está compuesto de dos unidades benzoides y una unidad 

quinoide que se alternan con propiedades de semiconductor. Una ventaja clave del 

polímero polianilina es que agentes de dopado como ácidos fuertes, ácidos de Lewis, 

metales de transición, iones alcalinos, generan por protonación una brecha interbanda 

entre los estados de valencia y conducción, que induce el movimiento de electrones y 

disminuye el nivel de excitación-energía'''. Por lo tanto, durante el proceso de dopaje, 

el pico de absorbancia óptica de la polianilina se desplaza hacia el rojo, se mueve en 

menor energía, acercándose al NIR como resultado de su transición desde el estado de 

base esmeraldina (EB) al estado de sal esmeraldina (ES). La absorción de luz NIR por las 

nanopartículas de PANI resultarían de interés para ser desarrollado en TFT. 
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Figura 10: a) Diferentes estados de oxidación de la polianilina (y=1: leucoesmeraldina, y=0,5: 
emeraldina y y=0: pernigranilina, b) Voltamograma cíclico de un film de polianilina sobre un electrodo 
de platino en HCI (se muestran los potenciales a los que ocurren los cambios de estructura y de color de 
acuerdo al pH). Figura tomada y adaptada de la referencia 156. 

La polianilina es sólo soluble en pocos solventes (N-metilpirrolidona, ácido 

sulfúrico o fórmico). Para superar este inconveniente y por lo tanto ampliar la utilidad del 

polímero en aplicaciones biológicas, es posible preparar una dispersión estable de 

nanopartículas de polímeros que se pueden recubrir y estabilizar con diferentes polímeros. 

La estabilización estérica con polímeros biocompatibles tales como PVP 

(polivinilpirrolidona), PNIPAM (poli-N-isopropilacrilamida) o HCP 

(hidroxipropilcelulosa) permite el uso de las dispersiones de nanopartículas en 

aplicaciones biológicas. Además, este tipo de estabilización es necesario para evitar la 

agregación y precipitación de las nanopartículas de polianilina. 

4. Nanotoxicología 

Aunque se ha informado la biocompatibilidad de polímeros empleados en la 

síntesis de nanopartículas de polímeros conjugados, es de gran importancia la evaluación 

de la actividad tóxica y teratogénica de estos potenciales compuestos terapéuticos para 

M. V. Luis Exequiel Ibarra 



INTRODUCCIÓN 

conocer sus alcances y limitaciones. Es de suma importancia demostrar que estas 

nanopartículas no causen efectos adversos en las concentraciones utilizadas. Varios 

trabajos mostraron que algunos nanomateriales pueden inducir toxicidad a través de la 

generación de estrés oxidativo ' 1'. Las respuestas biológicas varían desde respuestas 

antioxidantes para compensar el estrés oxidativo hasta la muerte celular vía apoptosis. 

Según estudios experimentales realizados, los objetos nanométricos presentan una 

toxicidad mayor debido a que éstos presentan entre otros, efectos inflamatorios mayores 

que los objetos de tamaño superior con la misma naturaleza química160'161. Estudios 

experimentales en animales demuestran que la respuesta biológica a ciertos 

nanomateriales aumentan con respecto a los mismos materiales en tamaños 

convencionales, debido al aumento del área superficial, además por su solubilidad, forma, 

carga, superficie química, propiedades catalíticas, contaminantes adsorbidos y grado de 

aglomeración '623 63. La toxicidad también se ve afectada por la presencia de otros 

compuestos químicos adheridos sobre su superficie, como impurezas de síntesis, metales 

de transición, que dan lugar a la formación de compuestos reactivos de oxígeno que 

originan procesos de inflamación' ' . 

En consecuencia, han surgido tres elementos clave de las estrategias de evaluación 

de la toxicidad de nanopartículas, los cuales han sido diseñados por Oberdhrster y col.; la 

caracterización fisicoquímica (tamaño, superficie, forma, solubilidad, agregación) y el 

esclarecimiento de los efectos biológicos implicados en la interacción con nanopartículas 

tanto in vitro como en estudios in vivo167 . Estos tres elementos fueron formulados 

principalmente desde el punto de vista de los efectos potenciales de las nanopartículas en 

los seres humanos. Aunque existen muchos trabajos acerca de la toxicidad de 

nanomateriales en bacterias, en líneas celulares de mamíferos y en mamíferos, la 

disciplina científica de nanotoxicología se encuentra todavía en vías de desarrollol61-170. 

Podríamos definir a la nanotoxicología como una rama de la nanotecnología que se 

encarga de evaluar los efectos de los nanomateriales en los seres vivos y en el medio 

ambiente a través de estudios toxicológicos y epidemiológicos. La evaluación de riesgos 

se basa en describir los elementos de la exposición y el peligro. Los principales 

componentes de una evaluación de riesgos son: identificación del peligro, evaluación de 

la dosis-respuesta, evaluación de la exposición y evaluación del riesgo, propiamente 

dicha, y gestión del riesgo' 71'172. 

Las nanopartículas pueden tener un impacto también en el medio ambiente a 

través de un efecto directo sobre la biota'73, cambios en la biodisponibilidad de nutrientes 
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o toxinas174; los efectos indirectos derivados de su interacción con los compuestos 

orgánicos naturales' y/o cambios en la microestructura del medio ambiente175. Además 

también pueden interactuar con compuestos orgánicos tóxicos y amplificar o disminuir 

su toxicidad. Las posibles interacciones entre los contaminantes orgánicos y 

nanopartículas pueden dar lugar a un sistema inerte para los organismos vivos, en un 

agente más tóxico o no tener efecto alguno. Así, las nanopartículas pueden adsorber un 

contaminante, reduciendo su concentración libre y disminuyendo su toxicidad como 

resultado de esta interacción. Sin embargo, si las nanopartículas que contienen un 

contaminante adsorbido son absorbidas por las células, puede resultar en un efecto tóxico 

del propio contaminante, de las nanopartículas o de la acción sinérgica de ambos170"76. 

4.1. Mecanismos de toxicidad de nanomateriales 

De acuerdo a muchos investigadores, el principal mecanismo molecular de 

toxicidad de nanomateriales, es la generación de estrés oxidativo por la formación de 

radicales libres debido a la interacción con los mismos'77'178. En exceso, los radicales 

libres (ROS) causan daños a componentes biológicos a través de la oxidación de lípidos, 

proteínas y ADN. Varios trabajos han indicado que algunos nanomateriales pueden 

inducir daño oxidativo, inflamación, fibrosis y citotoxicidad cuando se administran en 

organismos vivos. El estrés oxidativo puede tener un papel en la inducción de procesos 

de inflamación a través de la regulación positiva de factores de transcripción sensibles a 

redox por ejemplo NF-kB, la proteína activadora-1, y quinasas implicadas en la 

inflamación157358379380. Estos ROS pueden provenir de varias fuentes, incluyendo la 

respuesta fagocítica de las células a material extraño (nanomateriales), una cantidad 

insuficiente de antioxidantes, la presencia de metales de transición en la síntesis de 

nanopárticulas como también a factores ambientales, etc. A todas estas fuentes se 

sumarian las propiedades físico-químicas de algunos nanomaterialesisl. Se supone que la 

interacción con el área superficial de las nanopárticulas sería la principal responsable de 

los efectos adversos. Esto se debe a que partículas, en escala manométrica, con un área 

superficial aumentada poseen más átomos y moléculas expuestas; y por lo tanto más 

grupos reactivos del material en la superficie que no estarían accesibles en partículas de 

mayor tamaño del mismo material. 

Por otro lado, el tamaño desempeña un papel importante en cómo el organismo 

responde para distribuir y eliminar los nanomateriales1823 83. Es de amplio conocimiento 
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como el tamaño de las nanopartículas, puede afectar el modo de incorporación celular, y 

la eficiencia de procesamiento de partículas en la vía endocítica184-186. Más importante 

aún, la disminución del tamaño de nanopárticulas lleva a un aumento exponencial del área 

de superficie en relación con el volumen, con lo que la superficie de nanomateriales se 

vuelve más reactiva para su entorno circundante (componentes biológicos). De acuerdo a 

esto, el tamaño que presenten estos nanomateriales puede llevar a un aumento en la 

absorción y acumulación en ciertos tejidos en los que pueden interferir con las funciones 

biológicas esenciales'. En concordancia, se ha reportado que luego de la administración 

de nanopartículas por diversas vías en animales; el lento aclaramiento sanguíneo y la 

acumulación en tejidos del sistema retículo endotelial (RES) hacen de órganos tales como 

el hígado y el bazo los principales órganos diana de impacto de nanomateriales. Además, 

los órganos de alto flujo sanguíneo que están expuestos a los nanomateriales, como los 

riñones y los pulmones, también pueden verse afectados187388. 

4.2. Modelos experimentales para análisis de la toxicidad de nanomateriales 

Teniendo en cuenta que no hay gran cantidad de datos bibliográficos sobre la 

toxicidad de nanomateriales en la salud humana y en el medio ambiente es que existe una 

necesidad urgente de información acerca del potencial toxicológico de estos compuestos. 

Aunque en la actualidad se han informado de varios modelos biológicos in vitro e in vivo 

para el estudio de las interacciones de los nanomateriales en los sistemas biológicos189-

193. Los estudios in vitro, que se basan en el cultivo de células, tienen el inconveniente de 

que proporcionan una evaluación incompleta de las interacciones con todo el 

organismo194"95. Los modelos de evaluación in vivo abordan el efecto global sobre la 

fisiología y la anatomía del organismo, y por lo tanto constituyen una plataforma más 

inmediatamente relevante para los estudios clínicos traslacionales196-198. A la vez, los 

modelos in vivo se han utilizado para evalúan el impacto ambiental de los nanomateriales, 

centrándose principalmente en los organismos acuáticos que representan a los principales 

niveles de la red alimentaria (bacterias, algas, crustáceos, peces y ciliados)I 99,200. 

Desafortunadamente, los modelos con animales mamíferos ampliamente usados 

(roedores) son costosos, muy laboriosos y generan cuestiones éticas. 

Recientemente, ha habido un creciente interés en la comunidad científica en las 

interacciones entre los nano-materiales y organismos no mamíferos, los cuales están 

siendo reconocidos como modelos válidos para el estudio de las enfermedades 
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humanasm. Por ejemplo los anfibios están siendo cada vez más utilizados en la 

evaluación de toxicidad debido a su alta sensibilidad al estrés físico-químico. En 

particular, los embriones de anfibios son indicadores útiles de la contaminación ambiental 

y se han empleado para evaluar la embriotoxicidad de varios productos químicos202-2" y 

diferentes muestras ambientales'''. 

Los anfibios son especialmente sensibles a numerosos contaminantes ambientales 

y xenobióticos durante las etapas embrionarias, debido a su posición en la cadena 

alimentaria, la permeabilidad de la piel a sustancias tóxicas, y la vulnerabilidad que 

provoca la metamorfosis durante el desarrollo de las larvas'''. El desarrollo embrionario 

y las primeras etapas de vida, proporciona información que puede ser útil en la estimación 

de la toxicidad crónica de un material de ensayo para los organismos acuáticos. Gracias 

a sus tres criterios de valoración (mortalidad embrionaria, malformación, y la inhibición 

del crecimiento), la prueba en anfibios pueden detectar xenobióticos que afecten el 

desarrollo embrionario, un eslabón débil en el círculo de la vida de un organismo207. El 

término "efectos embriotóxicos" es usado para describir todo fracaso en el desarrollo 

embrional que ha sido causado por químicos del ambiente donde se desarrolla la larva. 

Las fallas que causan la muerte de los embriones o larvas son descriptas como 

"embrioletales", mientras que aquellas que resultan en malformaciones o que retardan el 

proceso de desarrollo son llamados "efectos teratogénicos". 

En nuestro laboratorio se ha determinado la biocompatibilidad de polímeros 

nanoestructurados a través de ensayos de toxicidad en larvas de anfibios en estadios 

metamórficos'''. Este modelo experimental posee propiedades interesantes tales como la 

relativa facilidad de la cría y el desarrollo de las larvas en las condiciones de laboratorio, 

la alta sensibilidad de los mismos al producir una respuesta a un tratamiento, además del 

bajo costo económico204. 
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Nano partículas de Polianilina y su aplicación en Terapia Fotoasistida contra en Cáncer 

5.1. HIPÓTESIS 

Las nanopartículas de polianilina (PAN!) provocan la muerte de las células 

tumorales de una manera eficiente a través de la terapia fotoasistida. 

5.2. OBJETIVO GENERAL 

Seleccionar, mediante ensayos in vitro e in vivo, nanopartículas de PANI en 

distintos dispersantes para su aplicación en terapia fotoasistida, como tratamiento 

antitumoral. 

5.3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Caracterizar y seleccionar nanopartículas biocompatibles de polianilina para su 

aplicación en TFT. 

• Evaluar la citotoxicidad en oscuridad y el efecto fototerapéutico de estas 

nanopartículas en líneas celulares tumorales en modelos de cultivos 2D y 3D 

(monocapa y esferoides, respectivamente). 

• Determinar la toxicidad de nanoparticulas de PANI in vivo, evaluando la actividad 

embrioletal a través del test AMPHITOX, en larvas y embriones de Rhinella 

arenarum. 

Realizar estudios toxicológicos con las Np-PANI en ratones Balb/c. 

• Evaluar el efecto antitumoral de la TFT in vivo y la tolerancia de la terapia 

fototérmica en ratones Balb/c portadores de tumores. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

6. Materiales 

6.1. Medios de cultivos celulares 

)-• Medio de mantenimiento 

Medio Dulbecco's Modified Eagle (DMEM) 1X Invitrogen suplementado con 10 

% v/v de suero fetal bovino (SFB) Gibco, 1% v/v glutamina (GlutaMAXTm 100X — Gibco), 

0,5 % v/v piruvato (Hyclone8) y 10 % v/v antibiótico-antimicótico (Penicilina G 10 

In/mi - Estreptomicina 25 lig/m1 - Anfotericina B - Gibco) 

Medios de congelamiento 

Dependiendo de la línea celular empleada se utilizó una solución de DMEM 1X 

suplementado con 10 % v/v de SFB, 1 % v/v de glutamina, 1 % v/v de antibiótico-

antimicótico, 0,5 % v/v de piruvato de sodio y 10 % v/v de dimetilsulfoxido (DMSO, 

Sintorgan) como agente crioprotector. Otras veces, se empleó SFB y 10 % de DMSO. 

6.2. Soluciones 

Buffer fosfato salino (PBS IX) 

ClNa 10 g 

C1K 0,25 ml 

Na2HPO4 (7 H20) 1,44 g 

KH2PO4. 0,25 g 

Agua bidestilada 1000 ml 

Y Solución buffer de acetato-acético (0,1 M) 

Acetato de Na 

Ácido acético 

8,2 g 

5,72 ml 
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Agua bidestilada 500 ml 

> Solución stock de rojo neutro 

Rojo neutro 

PBS 1X 

40 mg 

10 ml 

Nota: Se puede conservar por varios meses a temperatura ambiente (20-30 °C) protegida de la 

luz. 

> Solución decolorante de rojo neutro 

Etanol 96 % 

Ácido acético glacial 

Agua bidestilada 

> Solución de azul Tripán (0,4 %) 

Azul Tripán 

PBS 1X 

10 ml 

0,2 ml 

10 ml 

0,4 g 

100 ml 

> Solución de azul de Toluidina (0,05%) 

Azul de Toluidina 0,05 g 

Agua bidestilada 100 ml 

> Solución buffer de p-nitrofenilfosfato (APH) 

Acetato de Na 

Tritón X-100 

0,1 M 

0,1 % v/v 
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p-nitrofenilfosfato 2 mg/m1 

Nota: Se puede conservar por 2 —3 meses a 4 °C protegida de la luz. 

> Solución de azul de Evans (1 %) 

Azul de Evans 1 g 

Agua bidestilada 100 ml 

> Solución de lisis celular 

Dodecilsulfato sódico (SDS) 

Agua bidestilada 

> Solución para estrés oxidativo (DCFA 10 mM) 

4g 

100 ml 

Diacetato de 2 '-7'- 1 mg 

diclorodihidrofluoresceína 

DMSO 204 ul 

> Solución Ringer 

CINa 0,66g 

C1K 0,015g 

Cl2Ca 0,015g 

CO3NaH 0,03 g 

Agua bidestilada 100 ml 
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Solución de ácido tioglicólico (2 %) 

Ácido tioglicólico (80% pureza) 5 ml 

Agua bidestilada 185 ml 

NaOH 1N 10 ml 

Solución anestésica 

Ketamina (100 mg/ml) 0,15 ml 

Xilacina (20 mg/mi) 0,15 ml 

Acepromacina (10 mg/m1) 0,05 ml 

Agua bidestilada 1,4 ml 

6.3. Nanomateriales 

6.3.1. Síntesis y caracterización de nanopartículas de polianilina 

Se trabajó con nanopartículas de polianilina (Np-PANI), las cuales fueron 

sintetizadas en el laboratorio del Dr. C. Barbero con el cual existe una colaboración. Para 

sintetizar las Np-PANI se empleó la técnica de nucleación y polimerización oxidativa 

partiendo de monómeros de anilinal'2. Para lograr una mayor estabilidad en medios 

acuosos y evitar la precipitación de las nanopartículas se utilizaron diferentes polímeros 

estabilizadores como polivinilpirrolidona (PVP), poli-N-isopropilacrilamida (PNIPAM), 

en distintos porcentajes p/v: PVP 2% y PVP 1% + PNIPAM 1% (figura 11). Estos 

polímeros se adsorbieron sobre las nanopartículas para crear el efecto de estabilización3

y se eligieron debido a su biocompatibilidad4-7. Una solución 0,2 M de clorhidrato de 

anilina (Aldrich) se oxidó con peroxidisulfato de amonio 0,25 M (APS, Cicarelli) en 

presencia del estabilizador, 2 w w-1 % (PVP) o 1 w w-1 % (PVP +PNIPAM). 
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Figura 11: Método de síntesis descripto por Stejskal; El modelo de formación de partículas coloidales: a) 
oligó meros de anilina (círculos blancos) se adsorbe en la cadena de los polímeros estabilizadores (líneas 
finas negras) y b) se estimula el crecimiento de una cadena de PAN! (línea gruesa negra) formando un 
núcleo de partícula. c) Otros oligómeros y nuevas cadenas de PANI se producen cerca del núcleo. Se 
forma la partícula coloidal. Esquema tomado y adaptado de referencia 8. 

Las Np-PANI dispersadas en PVP 2% (Np-PANI 1) como aquellas dispersadas 

en PVP 1% + PNIPAM 1% (Np-PANI 2) se caracterizaron mediante microscopia 

electrónica de barrido (SEM), microscopia electrónica de transmisión (TEM), dispersión 

de luz dinámica (DLS) y potencial zeta. Para dicho fin, alícuotas de nanopartículas 

fueron depositadas sobre una rejilla revestida con grafito para análisis SEM y se dejaron 

secar para el análisis mediante un microscopio electrónico de barrido (SEM, Carl Zeiss 

Evo 1 OMA). Para los estudios de TEM, alícuotas de nanopartículas se colocaron sobre 

una rejilla Formvar recubierta de cobre y se evaporaron lentamente a temperatura 

ambiente para posteriormente ser analizadas por un microscopio electrónico de 

transmisión (JEOL JEM-1010). Por otra parte, el análisis del tamaño mediante DLS y 

potencial zeta de alícuotas de solución madre de nanopartículas como también de 

dispersiones en DMEM, PBS y solución Ringer se realizaron con el equipamiento 

Malvern Instruments, Zetasizer Nano S-90. Conjuntamente, se realizaron mediciones 

espectroscópicas UV-visible de las Np-PANI utilizando un espectrofotómetro Hewlett 

Packard 8453x UV-Visible System. 
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6.4. Sistema de irradiación 

Para realizar los experimentos de TFT, se utilizó un láser LED proveniente de 

una fibra óptica acoplada a sistema Raman System Inc. La fuente de luz proveniente del 

láser es monocromática y continua con una longitud de onda de 788 nm y una potencia 

fija de 500 mW/cm2. El diámetro del spot del láser es de aproximadamente 2 mm. 

7. Metodología 

7.1. Preparación de las diferentes suspensiones de Np-PAN! 

Para determinar la concentración de Np-PANI en los distintos medio de cultivos 

empleados tanto en los experimentos in vitro como in vivo, se realizó una curva de 

calibración con las suspensiones stock de las nanopartículas. Para ello, 4 alícuotas de 500 

1.11 de las suspensiones stock de Np-PANI se colocaron en un recipiente previamente 

pesado y se deshidrataron en un horno de vacío a presión reducida. La masa del residuo 

sólido obtenida se calculó por diferencia y este peso se utilizó para estimar la 

concentración promedio (mg/m1) de Np-PANI en la solución stock inicial. Para construir 

la curva de calibración de absorbancias en función de concentración de nanopartículas; 

diferentes volúmenes de solución stock de Np-PANI se diluyeron en 5 ml de un buffer 

tampón pH 4 (acetato de sodio/ácido acético, 0,1 M) y la absorción de las diluciones 

resultantes se midió a 636 nm. El mismo procedimiento se realizó para las Np-PANI 2. 

Se realizaron diluciones de la suspensión stock en medio de cultivo DMEM 

enriquecido con suero fetal bovino (SFB) 10%, glutamina, piruvato y la adición de 

antibiótico-antimicótico hasta obtener las concentraciones testeadas en los cultivos 

celulares (0,42 a 12 mg/m1). 

7.2. Producción de calor por absorción de la luz NIR 

Distintas suspensiones de Np-PANI en agua se colocaron en tubos de vidrio en 

agitación y luego se colocaron en una caja de poliestireno para evitar posibles fugas de 

calor. Se utilizó un láser NIR de estado sólido (Ocean Optics) que emite luz láser (785 

nm, 500 mW/cm2) a través de una fibra óptica cuyo extremo se colocó a 2 centímetros 

sobre la interfaz líquido/aire. Luego de varios intervalos de iluminación de las 
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suspensiones de Np-PANI; la temperatura producida se midió con un termómetro 

infrarrojo TES 1326S / 1327K. 

7.3. Experimentos in vitro en líneas celulares tumorigénicas y normales 

7.3.1. Cultivos celulares 

La línea celular principal con la que se realizaron la mayoría de los experimentos 

denominada LM2 (adenocarcinoma mamario murino) fue obtenida del instituto de 

oncología Dr. Angel Roffo. La misma se mantuvo en medio de cultivo DMEM 

suplementado con 10 % v/v de suero fetal bovino SFB (GIBCO), 1 % v/v de glutamina 

(GlutaMAXT" 100X — GIBCO), 1 % v/v de antibiótico-antimicótico (Penicilina G 10 

ug/ml — Estreptomicina 25 ug/ml — Anfotericina B. GIBCO), 1 % v/v de piruvato de sodio 

(HYcloneR), en una incubadora con 37°C de temperatura, 5 % de CO2 y una atmósfera 

con humedad controlada. Para los experimentos de incorporación, citotoxicidad y ensayos 

fototerapéuticos se trabajó con cultivos de esta línea celular en monocapa (2D) con una 

confluencia del 90 — 100 %. Por otro lado, cuando se estudió la citotoxicidad y el efecto 

fototérmico de las Np-PANI en cultivos tridimensionales; se realizaron experimentos con 

esferoides obtenidos a partir de la misma línea celular. 

Además, se trabajó con la línea celular CT26 (carcinoma de colon murina) y Hacat 

(queratinocitos humanos) para evaluar la citotoxicidad per se de las Np-PANI. 

7.3.2. Evaluación de la citotoxicidad per se de las Np-PANI 

7.3.2.1. Ensayo de la viabilidad celular por MTT 

Con el objetivo de evaluar la citotoxicidad de las nanopartículas en oscuridad se 

estimó la viabilidad celular a través del ensayo colorimétrico de 3-(4,5.dimetiltiazoli1-2)-

2,5 difenilbromuro de tetrazolio (MTT)9. Las células vivas poseen los componentes 

respiratorios mitocondriales funcionales para convertir el MTT en formazán. Por el 

contrario, las células muertas no poseen dicha actividad mitocondrial y por lo tanto no 

pueden realizar esta reacción. 

Para la realización de este experimento, se sembraron 8000 células por pocillo, en 

placa de 96 pocillos. Luego se incubaron las células 24 horas con distintas suspensiones 

de Np-PANI: Para las Np-PANI 1 (0,42 mg/m1 hasta 12 mg/m1) y para las Np-PANI 2 

(0,5 mg/ml y 1,5 mg/mi); se retiraron las nanopartículas y se realizaron 2 lavados con 
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PBS 1 X para eliminar las nanopartículas que no se hayan incorporado a las células. Luego 

se agregó 100 µI de una solución de MTT en DMEM (1 mg/mi) y después de 2 horas de 

incubación a 37 °C, el medio fue remplazado por 100 µI de DMSO para disolver los 

cristales de formazán (de color violeta). Posteriormente se analizó la densidad óptica de 

las muestras a ?s. 540 nm. El porcentaje de supervivencia se expresó con respecto a la 

densidad óptica de placas controles (sin ningún tipo de tratamiento). 

7.3.2.2. Ensayo de la viabilidad celular por rojo neutro 

Se basa en la capacidad de células viables para incorporar y unir el colorante 

supravital rojo neutro. Este colorante débilmente catiónico penetra las membranas 

celulares por difusión pasiva y se concentra en los lisosomas, donde se une por enlaces 

electrostáticos hidrófobos a los tensioactivos aniónicos y / o grupos fosfato de la matriz 

lisosomal l" 1. Cuando la célula muere o el gradiente de pH se reduce, el colorante no 

puede ser retenido. En consecuencia, la cantidad de colorante retenido es proporcional al 

número de células viables12'13. 

Luego de la exposición a Np-PANI 1 durante 24 horas, las células se incubaron 

por 2 horas con una solución colorante rojo neutro (100 mg/mi) en medio de cultivo 

(DMEM) sin suero. Luego, las células fueron lavadas con PBS 1X. Posteriormente se les 

adicionó 1 ml de una solución de elución (Et0H / AcCOOH, 50% / 1%) para disolver los 

gránulos de colorante incorporados en las células, seguido de agitación suave durante 10 

mm n de manera que se logró la disolución completa. La absorbancia de rojo neutro se 

midió a 540 nm utilizando un lector de microplacas. Los valores de absorbancia para 

pocillos no tratados se tomaron como referencia del 100% de viabilidad. 

7.3.2.3. Ensayo de la viabilidad celular por azul Tripán 

La viabilidad celular se evaluó también por un método colorimétrico de tinción 

por exclusión del colorante vital azul Tripán. En las células viables, el azul Tripán no es 

absorbido; sin embargo, atraviesa la membrana de las células muertas y se colorean de 

azul. Para la realización de este experimento se utilizó una solución de azul Tripán 0,4 % 

en PBS IX, la cual se mezcló en partes iguales con la suspensión de células que se obtuvo 

de las placas sembradas. Luego una alícuota de esta mezcla se colocó en una cámara de 
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Neubauer y se procedió al recuento de las células viables y no viables. Los resultados 

fueron expresados y estandarizados por 1 millón de células. 

7.3.2.4. Ensayo de formación de colonias 

Para confirmar la viabilidad celular después de la exposición a Np-PANI 1, se 

realizó un ensayo de formación de colonias o ensayo clonogénico". Este ensayo evalúa 

esencialmente la capacidad de cada célula de una población para llevar a cabo el proceso 

de división "ilimitada" luego de ser sometidas a un tratamiento determinado que pueda 

afectar dicho proceso. Para ello, las células se cultivaron durante 24 h con suspensiones 

de Np-PANI 1 (0,42 mg/m1 a 12 mg/m1). Luego se retiró el medio conteniendo las 

nanopartículas y se realizaron lavados con PBS 1X. Las células se trataron con tripsina y 

se recogieron para producir una suspensión de las mismas. Posteriormente, las células 

fueron re sembradas por triplicado a una densidad muy baja (200 células por pocillo) y se 

las dejo crecer hasta que se empezaron a observar colonias (10 días). Las colonias se 

definieron a partir de acúmulos de 50 células como mínimo. Finalmente, las colonias se 

fijaron con metano] en frío y se tiñeron con una solución de azul de toluidina (0,05 %) 

para realizar a continuar el recuento. Se supone que cada colonia se origina de una sola 

célula. La eficiencia de plaqueo (EP) de los cultivos controles se calculó como: 

n° de colonias formadas 
EP = x100 

n° de células sembradas 

El número de colonias que surgen después del tratamiento de las células, 

expresado en términos de eficiencia de plaqueo (EP), se llama la fracción sobreviviente 

(FS): 

n° de colonias formadas luego del tratamiento 
FS = x EP x 100 

n° de células sembradas 

7.3.3. Incorporación celular de las Np-PANI 

Para evaluar la incorporación celular de las Np-PANI, se incubaron las células 

LM2 a 1, 2, 3, 6, 12 y 24 horas con suspensiones de Np-PANI 1 de 0,42 mg/m1 y 1,04 

mg/m1 y Np-PANI 2 de 0,5 mg/m1 y 1,5 mg/ml. Luego de transcurrido los distintos 
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tiempos, se realizaron 2 lavados con PBS de las monocapas para eliminar las 

nanopartículas que no hayan sido incorporados por las mismas. Luego se procedió a 

levantar las células mecánicamente con una varilla y resuspenderlas en PBS IX para 

posteriormente usarlas con dodecilsulfato sódico (SDS) al 4%. Para evaluar la 

concentración de Np-PANI en las células LM2, se procedió a analizar el contenido de 

Np-PANI en el usado celular, mediante espectrofotometría UV visible. Las 

concentraciones de Np-PANI expresadas por un millón de células, se determinaron por 

comparación con una curva de calibración obtenida a partir de dispersiones estándar de 

Np-PANI. El experimento se realizó por triplicado. 

7.3.3.1. Inhibición de la endocitosis 

Para determinar los efectos dependientes de la temperatura sobre la incorporación 

de Np-PANI en la línea LM2, las células se pre-incubaron durante 1 hora, ya sea a 4° C 

o 37° C y durante el tratamiento con nanopartículas. Las células fueron tratadas con Np-

PANI 1 (1,04 mg/m1) durante 0,5 y 1 hora y finalmente se procesaron de la misma manera 

que en el experimento anterior para determinar la concentración de las nanopartículas en 

las células. 

7.3.4. Tratamiento fototérmico en cultivos 2D de células tumorales 

Para evaluar el efecto fototérmico de las Np-PANI sobre la línea celular LM2, se 

incubaron las células durante 3 horas con suspensiones de Np-PANI 1 en DMEM (0,42 y 

1,02 mg/m1) y durante 3 y 24 horas con suspensión de Np-PANI 2 (0,5 y 1,5 mg/m1). 

Luego de retirar el medio con Np-PANI, se realizaron 2 lavados con PBS y se colocó 

nuevamente medio de cultivo DMEM con 10% SFB. Posteriormente se irradiaron las 

células con luz continua proveniente de un láser LED Raman System Inc. de una longitud 

de onda de 785 nm durante 10 y 15 mm n a una potencia fija de 500 mW/cm2. El spot del 

láser posee un diámetro de 2 mm aproximadamente. El mismo procedimiento sin 

irradiación fue realizado como un control de Np-PANI en oscuridad. También se evaluó 

si la exposición a la luz láser tenía algún efecto citotóxico en las células, para ello se 

irradiaron las células de igual manera a lo descripto anteriormente, pero sin el agregado 

de Np-PANI en el medio de cultivo. Además se evalúo si los dispersantes de las 

nanopartículas sumado a la irradiación podían tener algún efecto negativo en las células; 

para esto, se incubaron las células con soluciones de los dispersantes en DMEM en las 
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mismas concentraciones utilizadas con las nanopartículas siguiendo el mismo protocolo 

descripto. De estos tratamientos surgieron los siguientes controles: células tratadas con 

Np-PANI en oscuridad; células solamente irradiadas; células tratadas con el dispersante 

de las Np-PAN! (PVP 2% y PVP 1% + PNIPAM 1%) sin irradiar e irradiadas y un control 

sin ningún tipo de tratamiento. Los cambios morfológicos celulares sobre el área de 

irradiación se compararon con los distintos controles utilizando un microscopio óptico 

invertido Nikon TS100. 

7.3.4.1. Evaluación de las características morfológicas celulares 

Para evaluar cambios en el fenotipo morfológico de las células LM2 tratadas con 

TFT, se analizaron los cultivos bajo microscopia óptica invertida. Para lo cual, las células 

se sembraron sobre cubreobjetos y luego de someterlas a los diferentes tratamientos, se 

las fijó con metanol en frío durante 10 mm n y finalmente se tiñeron con una solución de 

azul de Toluidina 0,05%. Para analizar la morfología celular se utilizó un microscopio 

óptico invertido Nikon TS100. 

7.3.4.2. Evaluación de las características morfológicas nucleares 

Con el objeto de analizar y comparar los efectos de los distintos tratamientos sobre 

la morfología nuclear de las células LM2, se empleó la técnica de tinción nuclear con el 

fluoróforo Flesechst 33258 y posterior visualización de los cambios nucleares bajo 

microscopia de fluorescencia. Para ello, las células se sembraron sobre cubreobjetos y se 

las sometió a los distintos tratamientos descriptos en el experimento anterior. Luego las 

células se fijaron con metanol en frío (-20°C) durante 10 mm ; para posteriormente teñirlas 

con Fleiechst (20 1.11/m1) durante 5 minutos. Finalmente, las células se lavaron con 

abundante PBS y se montaron sobre cubreobjetos para su posterior análisis. 

Las preparaciones fueron analizadas en un microscopio de fluorescencia Olympus 

BX61 acoplado a una cámara de captura digital Olympus DP50. 

7.3.4.3. Determinación del estrés oxidativo pre y post TFT 

Teniendo en cuenta que los nanomateriales pueden inducir estrés oxidativo per se 

debido a la mayor área superficial en relación al volumen y por consiguiente una mayor 
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reactividad l", como así también con el fin de dilucidar la implicancia de especies 

reactivas del oxígeno (ROS) luego de la terapia fototérmica, se propuso evaluar el estrés 

oxidativo desencadenado por las Np-PANI antes y después del tratamiento fototérmico. 

Para dicho fin, se utilizó la sonda Diacetato de 2 '-7'-diclorodihidrofluoresceína (DCFA). 

Esta es una de las técnicas más ampliamente utilizadas para medir directamente el estado 

redox de una célula1920. DCFA, es un precursor no fluorescente de diclorofluoresceina 

(DCF) que se puede utilizar como una sonda para medir el nivel de estrés oxidativo 

intracelular. Esterasas intracelulares escinden DCFA en los dos enlaces éster, 

produciendo un producto relativamente polar que no puede escapar de las células 

(H2DCF). Esta molécula no fluorescente se va acumulando intracelularmente y ante la 

presencia de ROS se genera DCF, producto altamente fluorescente. 

Luego de incubar los cultivos en monocapa con las distintas suspensiones de Np-

PANI, se procedió a incubar las células con una solución 10 1.1.M de DCFA en PBS IX 

durante una hora. Posteriormente se realizaron dos lavados con PBS y se sometieron las 

células a la irradiación con luz NIR o se mantuvieron en condiciones de oscuridad. Por 

último se procedió a observar las células bajo microscopio de fluorescencia. Se utilizaron 

como controles células solamente irradiadas, células tratadas con los estabilizantes de las 

Np-PAN! (PVP 2 % y PVP 1 % + PNIPAM 1 %) sin irradiar e irradiadas, células sin 

ningún tipo de tratamiento y como un control positivo células incubadas previamente con 

H202 100 

7.3.5. Modelo de cultivos tridimensionales: esferoides 

Con el propósito de evaluar el efecto de la TFT in vitro en un modelo de cultivo 

más representativo de la arquitectura tumoral in vivo y de mayor complejidad, se 

implementó un modelo de cultivo 3D que nos permitiera realizar una mejor estimación 

de la eficacia antitumoral in vivo de las nanopartículas. Además con la implementación 

de este modelo, también se podrían evaluar otros parámetros que surgen de la interacción 

con una arquitectura tridimensional; como la difusión y la penetración de un compuesto 

o droga al interior del tumor. En lo que respecta a la TFT con Np-PAN!, nos permitirá 

evaluar la penetración de la luz láser en el interior del tumor y la incorporación de las 

nanopartículas. Otra de las finalidades de la utilización de esferoides para evaluar la 

eficacia de la TFT fue la necesidad de emplear un modelo experimental que permitiera la 

M. V. Luis Exequiel Ibarra 



Nanopartículas de polianilina y su aplicación en terapia fotoasistida contra el cáncer 

irradiación de la totalidad de células con el láser NIR y cuantificar la viabilidad celular 

post TFT. 

Para la obtención de cultivos 3D (esferoides) se utilizó la técnica "hanging drop" 

o gota colgante2122. Mediante esta técnica, se depositaron en una placa de Petri, gotas de 

medio de cultivo con distintas concentraciones de células (figura 12). Para determinar el 

número de células necesarias para formar esferoides correctamente se sembraron 10000 

y 20000 células por gota. Las gotas de 30 gl se colocaron en la tapa de una placa de Petri 

y luego al dar vuelta la tapa las células cultivadas quedaron suspendidas en las gotas. 

Transcurrido 72 horas se formaron los esferoides en la punta de la gota y posteriormente 

se trasfirieron los esferoides a los distintos soportes donde se realizaron los experimentos, 

previamente la superficie del soporte se trató con una solución de agarosa 1%, la cual se 

dejó solidificar para evitar la adhesión de los esferoides al sustrato. 

A 

1 

Figura 12: Esquema representativo de la generación de esferoides; a) depósito de gotas en tapa de placa 
de Petri (30 ,u1 con 10000 células); b) cubrimiento de la superficie de la tapa con gotas en las cuales se 
formaran los esferoides y c) las gotas quedan colgando cuando se gira la tapa de la placa de Petri. 

Z3.5.1. Tratamiento fototérmico en cultivos 3D (esferoides) 

Una vez obtenidos los esferoides, se procedió a transferir los mismos, un esferoide 

por pocillo, a una placa multipocillo p96. Los pocillos fueron tratados con anterioridad 

con 100 µ1 de agarosa 1% en agua bidestilada hasta que la misma se solidificara. Este 

procedimiento se realizó con el propósito de evitar la adhesión de los esferoides al 

sustrato. Por tratamiento se utilizaron 5 esferoides por triplicado y el experimento se 

repitió 3 veces. Se utilizaron los siguientes tratamientos: esferoides tratados con Np-

PANII y Np-PAN! 2 en condiciones de oscuridad; esferoides solamente irradiados; 

esferoides tratados con el estabilizante de las Np-PAN! (PVP 2% o PVP 1% + PNIPAM 

1%) e irradiados y un control con esferoides sin ningún tipo de tratamiento. El tiempo de 

incubación con las Np-PANI fue de 3 y 24 horas, la dosis de luz utilizada fue la misma 

M. y. Luis Exequiel Ibarra 



MATERIALES Y METODOS 

que en el experimento con cultivos en monocapa. Cabe aclarar que la iluminación con el 

sistema laser se realizó por pocillo, asegurando la iluminación completa de cada uno de 

los esferoides tratados durante el tiempo necesario (15 mm ) para alcanzar la dosis de luz. 

Las concentraciones de Np-PANI testeadas correspondieron a 1,04; 2,08 y 4,16 mg,/m1 

para Np-PANI 1 y a 1,5; 3 y 4,5 mg/m1 para Np-PANI 2. 

Luego de 24 horas post TTF se realizó la observación morfológica de los 

esferoides bajo microscopio óptico y se tomaron fotografías. Además, se procedió a 

realizar un test de medición de la viabilidad celular de los esferoides post terapia. 

7.3.5.2. Ensayo de la viabilidad celular por fosfatasa ácida 

Con el objetivo de evaluar la viabilidad celular de esferoides post TFT se utilizó 

la técnica colorimétrica fosfatasa ácida. Este ensayo se basa en la cuantificación de la 

actividad de enzima fosfatasa ácida citosólica y fue validado para la determinación de la 

viabilidad celular en esferoides'. Esta es una técnica ampliamente utilizada para medir 

viabilidad celular en esferoides individuales debido a su alta sensibilidad y a que no es 

necesario disgregar los esferoides para realizar las mediciones. Fosfatasas ácidas 

intracelulares en células viables hidrolizan el sustrato p-nitrofenil fosfato y lo transforman 

en p-nitrofenol. La absorbancia de este compuesto a 405 nm es directamente proporcional 

al número de células en el rango de 103 a 105 en células en monocapa24. A las 24 horas 

post TFT se cosecharon los esferoides tratados y se colocaron en tubos Eppendorfs. Luego 

se procedió a centrifugar los mismos (10 mm n a 800 rpm), descartar el sobrenadante y 

resuspender los pellets en 100 µ1 de PBS 1X. Posteriormente, se colocaron en un 

multipocillo 96 para lector de Elisa. A estos volúmenes se agregó 100 µI del buffer 

conteniendo el sustrato de la reacción p-nitrofenilfosfato (2 mg/mi). Se incubó en estufa 

por 90 mm n y se detuvo la reacción química mediante el agregado de 10111 de una solución 

de NaOH IN. Por último, se procedió a realizar la lectura de la densidad óptica en el 

lector de Elisa a X, 405 nm. 
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7.4. Experimentos in vivo en Rhinella arenarum 

7.4.1. Evaluación de la toxicidad de Np-PANI en R. arenarum 

AMPHITOX es un conjunto de ensayos estandarizados adecuados para evaluar 

toxicidad aguda, a corto plazo, toxicidad crónica y malformaciones en los estadios 

primarios embrionarios y larvales de los anfibios de Rhinella arenarum26-29. 

Para realizar este test se utilizaron larvas provenientes de ejemplares adultos de R. 

arenarum30. Los adultos de la especie, sapo común, se recolectaron en la zona de Río 

Cuarto (Córdoba) y se mantuvieron en jaulas ubicadas en un bioterio a temperatura 

ambiente, en un medio húmedo compuesto por arena y agua con alimentación 2 ó 3 veces 

por semana con hígado vacuno crudo. 

7.4.1.1. Obtención de las larvas por fecundación in-vitro 

Para la obtención de embriones y larvas se realizaron fecundaciones in vitro de 

hembras de R. arenarum de aproximadamente 250 g. La inducción de la ovulación de las 

hembras, se realizó administrándoles dosis de 100 UI de Gonadotrofina Coriónica 

humana (GCh) (ELEA) por vía intraperitoneal 1 o 2 veces por semana por un lapso de 2 

semanas; con lo cual se promovió la maduración de los ovocitos. Posteriormente se logró 

la ovulación de las hembras por inyección intraperitoneal de una hipófisis homóloga 

macerada de otra hembra más 300 UI de GCh. Las hembras desovaron (liberaron los 

óvulos) después de 10 a 15 horas. Estos óvulos se fecundaron in vitro con una suspensión 

de espermatozoides en solución Ringer 10 % en agua bidestilada. Los espermatozoides 

se obtuvieron de machos de la especie por extracción quirúrgica de ambos testículos y se 

realizó un macerado de los mismos. En bachas que contenían solución Ringer se 

mezclaron los óvulos y el macerado de testículos para llevar a cabo la fecundación in 

vitro. Los huevos fecundados y, posteriormente, los embriones permanecieron durante 

todo su desarrollo en placas de Petri con solución Ringer 10 %, la cual fue renovada 

diariamente para asegurar un correcto crecimiento y desarrollo. La determinación de los 

estadíos de los huevos fecundados, embriones y larvas se hizo bajo lupa Nikon 54682 con 

un aumento de 2X, utilizando como referencia la guía de Del Conte y Sirlin (1952)31. 
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7.4.1.2. Test de toxicidad aguda con larvas S.25 

Los ensayos de toxicidad fueron realizados con larvas adultas en estadío 25 (S.25) 

(opérculo derecho e izquierdo cerrado) siguiendo las condiciones del test AMPHITOX. 

Se colocaron grupos de 10 larvas, por triplicado, en placas de Petri de 10 cm de diámetro, 

conteniendo 15 ml de las distintas suspensiones de Np-PANI o las soluciones controles. 

Estas soluciones fueron renovadas diariamente y se les suministró alimento para peces 

cada día, 1 hora antes de la renovación del medio. Las placas de Petri se incubaron tapadas 

durante 96 horas a una temperatura de 25±2 °C, tiempo que dura el test agudo de 

exposición. Se evaluó cada 24 horas la mortalidad de las larvas, considerándose muerta 

aquella larva que no respondiera con alguna manifestación vital ante un leve estímulo 

mecánico. Además, se hicieron observaciones macroscópicas de las larvas tratadas y 

control, con el objetivo de detectar malformaciones o alteración del comportamiento. 

Las distintas suspensiones de Np-PANI empleadas correspondieron a las 

siguientes concentraciones de Np-PAN! 1: 0,18 - 0,53 - 0,83 - 0,98 - 1,24 - 1,4 y 1,55 

mg/mi; y de Np-PAN! 2: 0,15 - 0,5 — 1 - 1,25 y 1,5 mg/ml. Estas suspensiones fueron 

preparadas en medio Ringer y su concentración fue determinada por espectrofotometría 

UV-visible por comparación con una curva de calibración obtenida con suspensiones 

estándares de Np-PANI como se explicó anteriormente. Se utilizaron tres soluciones 

controles diferentes: (a) solución de Ringer 10 %, que se recomienda para las condiciones 

del ensayo AMPHITOX, (b) solución de PBS en Ringer, que es el medio liquido utilizado 

para preparar dispersiones de Np-PAN!, y (c) PVP 2 % o PVP 1 % + PNIPAM 1% en 

PBS y sus respectivas diluciones que reflejan las concentraciones de los estabilizantes 

con las nanopartículas. Los resultados fueron expresados como porcentajes de mortalidad, 

al cabo de 96 horas de exposición. 

7.4.1.3. Test de teratogénesis 

Para el ensayo de teratogénesis, se emplearon embriones de R. arenarum en 

estadios de 2 a 4 blastómeros (S.2-S.4). Luego de realizar la fecundación in-vitro, los 

huevos fecundados son retirados de la vaina de gelatina que los contiene. Esto se logró 

suspendiendo los embriones en una solución de ácido tioglicólico 2 % en PBS IX a pH 

7, en agitación constante durante 2 min. Luego de disolver esta vaina, los huevos son 
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lavados con solución Ringer 10 % y se procede a elegir aquellos huevos que se encuentren 

normales en los estadios de desarrollo de 2 a 4 células. 

Se colocaron grupos de 10 embriones, por triplicado, en placas de Petri de 5 cm 

de diámetro, conteniendo 10 ml de las distintas suspensiones de Np-PANI o las soluciones 

controles. Estas soluciones fueron renovadas diariamente. Las concentraciones de NP-

PANI 1 testeadas fueron: 0,15 - 0,18 - 0,53 y 1,24 mg/mi; mientras que para Np-PAN! 2 

fueron: 0,12 - 0,25 - 0,5 y 1 mg/ml. Las soluciones control utilizadas fueron las mismas 

a las descriptas en el experimento anterior (solución de Ringer, PBS, y estabilizantes). 

Los embriones fueron incubados durante 96 horas en placas de Petri que se mantuvieron 

tapadas y a una temperatura de 25±2 °C. Se evaluó cada 24 horas la presencia, el tipo y 

el porcentaje malformaciones (efectos subletales) como también el porcentaje de 

mortalidad (efectos letales) en el caso de que lo hubiera. Para evaluar el tipo de 

malformaciones producto de la exposición a Np-PANI o los polímeros estabilizantes; los 

embriones se observaron utilizando lupa binocular estereoscópica (Motic DM39). Los 

embriones muertos fueron retirados y la supervivencia fue evaluada cada dos días. Los 

ensayos teratogénicos se repitieron cuatro veces. Las malformaciones fueron 

identificadas de acuerdo al Atlas de malformaciones: A Guide for the Perfomance of 

FETAX32-34. 

Teniendo en cuenta los datos obtenidos en cuanto a los efectos letales en S.25 

como subletales en S.2-S.4 con las distintas concentraciones de Np-PAN!, se pudo 

estimar mediante el software estadístico PROBIT: la concentración teratogénica 50 

(CT50); concentración teratogénica 99 (CT99); la concentración no teratogénica 

(NOEC); concentración letal 50 (CL50); concentración letal 99 (CL99) y la concentración 

no letal (NOEC). 

7.4.1.4. Acumulación, localización y excreción de Np-PANI en larvas S.25 de 

R. arenarum 

Para determinar el destino y acumulación de Np-PAN!, 10 larvas S.25, por 

triplicado, se colocaron en placas de Petri de vidrio de 10 cm de diámetro que contenían 

15 ml de dispersiones de 0,5 mg/mi de Np-PANI 1 o Np-PAN1 2 durante 96 horas. 

Posteriormente, las larvas se retiraron y cada grupo de larvas se lavaron con 50 ml 

solución de Ringer para descartar nanopartículas que hayan quedado adheridas al 

tegumento de las larvas, se secaron con papel de filtro, y se homogeneizaron en 100 ml 
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de N-metil-2-pirrolidona (NMP), donde PANI es soluble. El contenido de ambas 

dispersiones de nanopartículas (Np-PANI 1 y Np-PAN! 2) se cuantificaron utilizando 

espectroscopia UV-visible. Los espectros UV-visible se obtuvieron en un 

espectrofotómetro Shimadzu UV-vis 1601PC utilizando una celda de cuarzo de 1 cm de 

longitud. El experimento se repitió por triplicado. 

Por otro lado, diez larvas por triplicado (S.25) se colocaron en placas de Petri de 

vidrio de 10 cm de diámetro que contenían 10 ml de una solución Ringer con comida para 

peces (control) o 10 ml de Np-PAN! 1 y Np-PAN! 2 a una concentración de 0,5 mg/m1 

durante 24 horas. Luego, todas las larvas se lavaron suavemente con RS y se fijaron en 

una solución Bouin para su posterior análisis histopatológico. Estas muestras se 

sometieron a un proceso de deshidratación en orden ascendente en grados de alcohol para 

posteriormente ser embebidos en cera de parafina. Luego de este procesamiento se 

realizaron cortes con micrótomo hasta obtener secciones de 3 a 4 micras. Las secciones 

de tejidos fueron teñidas con hematoxilina y eosina (FI & E) y se examinaron bajo un 

microscopio (Axiovert 135; Zeiss, Alemania) para sus estudios histopatológicos. 

Finalmente, se recolectaron las heces de los renacuajos de los distintos tratamientos y 

algunas se observaron bajo el microscopio y otras muestras se disolvieron en N-metil-2-

pirrolidona (NMP) o etanol (Et0H) para determinar los espectros UV-visible tanto de 

heces de larvas control como de heces de larvas tratadas con Np-PAN! 1 y Np-PAN! 2. 

7.5. Experimentos in vivo en ratones Balb/c 

7.5.1. Animales 

Se utilizaron hembras de ratones BALB/c de 6 a 8 semanas de edad (20 a 22 g de 

peso corporal) que se obtuvieron de la Fundación Balseiro (Buenos Aires, Argentina). 

Los ratones se mantuvieron en jaulas estándar con acceso a agua y alimento balanceado 

ad libitum. Todos los animales recibieron una buena atención de acuerdo a las normativas 

establecidas por la Disposición ANMAT N 6344/96, PP1-7 para el Cuidado Humano de 

los animales de experimentación. Los mismos fueron monitoreados diariamente para 

detectar signos de bienestar a través de la evaluación del apetito, del estado de hidratación 

y nivel de actividad corporal. 
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7.5.2. Funcionalidad hepática y renal 

Con el fin de determinar la toxicidad de Np-PAN! 1 en ratones BALB/c, se 

realizaron estudios serológicos de parámetros bioquímicos que representan la 

funcionalidad hepática y renal. Estos estudios se realizaron empleando los siguientes kits 

de diagnóstico (Weiner, SAIC, Rosario, Argentina): creatinina directa, uremia y 

transaminasa glutámico-pirúvica GPT 200. Luego de la administración intravenosa (IV) 

de Np-PANI 1 (14,4 mg / kg de peso corporal); los ratones fueron sacrificados por 

dislocación cervical a I (n = 5), 3 (n = 5) y 7 días (n = 5) post tratamiento y se recolectaron 

muestras de sangre para obtener suero para las pruebas de funcionalidad. Para evaluar la 

función hepática, se midieron los niveles de la enzima transaminasa glutámico-pirúvica 

sérica (GPT), ya que los niveles elevados en suero de GPT generalmente se asocia con 

hepatotoxicidad. La función renal se monitoreó mediante la medición de los niveles 

séricos de creatinina y urea en suero. 

7.5.3. Modelo tumoral en ratones Balb/c 

Para generar tumores en los ratones, se inyectó un millón de células LM2 en 

suspensión en PBS (200 µ1) por vía subcutánea en la región del flanco superior derecho, 

previa depilación y realización de antisepsia de la zona. Cuando el tamaño del tumor 

alcanzó 1 cm en diámetro exterior, se procedió a la extracción de alícuotas de 2 mm de 

tejido tumoral para la implantación por vía subcutánea en la región del flanco dorsal de 

los animales que se utilizarán en el experimento. Siete días después de la implantación, 

cuando los tumores alcanzaron un tamaño de 4-5 mm de diámetro, se realizaron los 

tratamientos de terapia fototérmica. Cuando fue necesario, se anestesió a los animales 

utilizando una solución anestésica de clorhidrato de ketamina (Ketaject; phoenix 

farmacéutica, St. Joseph, MO, EE.UU.) 50 mg/kg peso corporal (pc), Acepromacina 

(Holliday-Scott, Sa, Buenos Aires, Argentina), 17 mg / kg de peso corporal y Xilazina 

clorhidrato (Bayer, Shawnee Mission, KS), 5 mg / kg de peso corporal. Dicha mezcla 

anestésica se administró a cada animal por vía intraperitoneal. 
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7.5.4. Tratamiento fototérmico in vivo 

Los ratones portadores de tumores se dividieron en 5 grupos (n = 8). A los 

animales del grupo 1 se les administró intratumoralmente (IT) una solución de 1 mg/m1 

de Np-PAN! 1 (50 µI 3,64 mg/Kg pc) y luego de 3 horas se irradiaron con el mismo 

láser utilizado en los experimentos in vitro 15 minutos con una potencia de 500 mW/cm2

(figura 13). Los animales del grupo 2 recibieron una inyección IT de PVP (50 pi, 2% PVP 

disuelto en PBS) y luego fueron irradiados. 

Los animales del grupo 3 solamente fueron irradiaron. Los animales del grupo 4 

recibieron una inyección IT de Np-PAN! 1 mg/mi (50 ttl2-i 3,64 mg/Kg pc) y no fueron 

irradiados. Finalmente, los animales del grupo 5 se utilizaron como grupo control 

inyectados IT con PBS 1X (50 11). 

Figura 13: Formación de tumores y TF7' en ratones; a) r6atones Balb/c con tumores implantados en la 

región dorsal del flanco derecho. b) Tratamiento fototérmico con láser NIR 15 mm n luego de la aplicación 
1T de Np-PAN!. 

El volumen del tumor de cada ratón se monitoreó diariamente utilizando un calibre 

digital. Cabe aclarar que durante el experimento no se observó regresión espontánea de 

los tumores. El volumen tumoral (V) se determinó mediante la siguiente ecuación: 

V (mm3) =LxWxHx 0.5636, donde L es la longitud, W es el ancho y la H es la altura 

del tumor3536. 

7.5.5. Estudios post terapia fototérmica en ratones portadores de tumores 

7.5.5.1. Viabilidad tumoral con tinción de azul de Evans 

Para determinar el efecto fototerapéutico de las Np-PANI 1, se evaluó el grado de 

necrosis tumoral 24 horas después de la TFT empleando una tinción con azul de Evans 

de todos los animales tratados. Este colorante puede reflejar el daño del tumor post terapia 

ya que tiñe todo el tejido vivo de color azul; dejando las zonas de tejido muertas no 
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terlidas37'38. Se utilizaron ratones portadores de tumores; los cuales se agruparon de la 

siguiente manera: animales inyectados IT con PBS IX 50 11 (control sin ningún tipo de 

tratamiento n = 6); ratones irradiados con láser NIR (control de luz n = 6); ratones 

inyectados con Np-PAN I (3,64 mg/Kg IT) en condiciones de oscuridad (n=6); ratones 

inyectados con el dispersante PVP 2% e irradiados (n = 6); y ratones inyectados con Np-

PANI (3,64 mg/kg IT) e irradiados (n = 6). Luego de 24 horas post TFT, se les administró 

0,4 ml de una solución de azul de Evans 1 % por vía intraperitoneal, y a las 6 horas (para 

permitir la distribución del colorante) los animales fueron eutanasiados. Se extirparon los 

tumores pertenecientes a los ratones de cada grupo y se examinaron macroscópicamente. 

Posteriormente se cortaron secciones transversales de aproximadamente 2 a 3 mm de los 

tumores y se fotografiaron utilizando una cámara acoplada a una lupa binocular 

estereoscópica (aumento X4) para ser analizados con un software de imágenes (Motic 

Images Plus). 

7.5.5.2. Histopatología de órganos y tumores 

A otro grupo de ratones portadores de tumores se los dividió de acuerdo a los 

grupos tratamientos del experimento anterior y 10 días post TFT se les realizó eutanasia y 

se recolectaron muestras de órganos implicados en la depuración de xenobióticos como el 

hígado, riñón y bazo. También se recolectaron porciones de los tumores. Las muestras se 

fijaron en una solución buffer de formalina neutra al 4% y se sometieron a un proceso de 

deshidratación en orden ascendente en grados de alcohol para posteriormente ser 

embebidos en cera de parafina. Luego de este procesamiento se realizaron cortes con 

micrótomo hasta obtener secciones de 3 a 4 micras. Las secciones de tejidos fueron teñidas 

con hematoxilina y eosina (H & E) y se examinaron bajo un microscopio (Axiovert 135; 

Zeiss, Alemania) para realizar los estudios histopatológicos. Se tomaron fotografías de las 

muestras de tejidos con una cámara digital color (Axio Cam; Zeiss) empleando el software 

Motic Images Plus. El análisis histopatológico se llevó a cabo en el Departamento de 

Patología Animal de la Facultad de Agronomía y Veterinaria, UNRC, bajo la supervisión 

de la Dra. Silvia Romanini. 
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7.5.5.3. Estudios de toxicidad de Np-PAN! post TFT 

Con el fin de evaluar la tolerancia a la TFT por parte de los ratones portadores de 

tumores se procedió a realizar pruebas de funcionalidad hepática y renal, empleando los 

siguientes kits de diagnóstico (Weiner, SAIC, Rosario, Argentina): creatinina directa, 

uremia y transaminasa glutámico-pirúvica GPT 200. Para dicho fin, se extrajo sangre de 

los ratones pertenecientes a los cinco grupos de tratamiento del experimento anterior de 

10 días post TFT en el mismo momento de la recolección de los tejidos por punción 

intracardiaca. De estas muestras de sangre se obtuvieron los sueros correspondientes y se 

analizaron mediante un autoanalizador de bioquímica sanguínea (A15 Biosystems). 

7.6. Estudios estadísticos 

Todos los datos fueron analizados estadísticamente utilizando un análisis de la 

varianza ANO VA de una o dos vías según corresponda. Para comparar las medias de los 

resultados se utilizó un test a posteriori de Duncan, en todos los casos un p-valor < 0,05 

denota significancia. Para estimar estadísticamente las distintas concentraciones 

teratogénicas y letales se utilizó un test estadístico PROBIT. 

Para analizar el crecimiento tumoral en el tiempo luego de la aplicación de TFT 

en los ratones portadores de tumores, se utilizó un modelo lineal general mixto en base a 

pruebas de verosimilitud, correlacionando los datos de los volúmenes tumorales 

temporalmente y modelando la heterogeneidad de varianza de las muestras. De varios 

modelos estadísticos empleados se eligió el más apto de acuerdo al criterio de medida de 

la calidad relativa de un modelo estadístico para un conjunto dado de datos: criterio de 

información de Akaike (AIC) y criterio de información bayesiano (BID). 

Posteriormente, se utilizó el test de comparaciones múltiple de medias a posteriori 

"Prueba de Di Rienzo, Guzmán y Casanoves" (DGC) para analizar la interacción de los 

distintos tratamientos por el tiempo. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

8.1. Síntesis y caracterización de nanopartículas de polianilina 

La distribución del tamaño y la caracterización morfológica de Np-PANI 1 fueron 

determinadas por TEM, SEM (figura 14), DLS y potencial zeta (tabla 1). Las imágenes 

de SEM mostraron una morfología esférica de estas nanopartículas, con un tamaño 

promedio de 200 nm aproximadamente y una distribución homogénea de dicho tamaño. 

Un resultado similar se observó mediante el análisis del radio hidrodinámico de las 

nanopartículas obtenido por DLS (224 nm) con un índice de polidispersión (P1I) de 

0,145, el cual se mantuvo durante varias mediciones a lo largo del tiempo. Este resultado 

sugiere por un lado, un tamaño primario aceptable con una alta monodispersibilidad; 

como también, una buena estabilidad de las nanopartículas en términos de agregación 

y/o aglomeración. Por otra parte, la distribución del tamaño y la morfología de las Np-

PANI 2 se analizaron mediante TEM, SEM (figura 15) y DLS y potencial zeta (tabla 1). 

Las imágenes de SEM mostraron una distribución de tamaño homogéneo, con un tamaño 

medio 5Z = 93.87 nm ± SD = 25.25 calculado a través del análisis de fotografias utilizando 

el software Image J. El tamaño de las nanopartículas analizado por TEM resultó ser 

similar al obtenido por el SEM; aunque la morfología de tales nanopartículas no mostró 

una forma esférica regular como las Np-PANI 1. EL tamaño hidrodinámico de las Np-

PANI 2 difirió significativamente con respecto al obtenido mediante las técnicas SEM y 

TEM. El mismo fue de 300 nm con un Pll de 0,082 y esta diferencia podría atribuirse a 

la perdida de la capa de hidratación que rodea a las nanopartículas debido al 

procesamiento (desecado) de las muestras de Np-PANI 2 para el análisis mediante SEM 

y TEM. La capa de hidratación que se forma alrededor del nucleo de las nanopartículas 

es el producto de la interacción de los polímeros estabilizantes anfifilicos con moléculas 

del solvente (agua). Las Np-PANI 2 están estabilizadas con PNIPAM, el cual se 

comporta como un hidrogel termosensible y por lo tanto puede hacer variar el tamaño de 

las nanopartículas en presencia de agua. 

El potencial zeta en el medio acuoso (agua) de diferentes muestras de PANI-Np 

1 tuvo un valor promedio de -7,58 mV y para las Np-PANI 2 de -6,07 mV. Por lo tanto, 

ambos tipos de dispersiones de PANI tuvieron una carga neta superficial neutra y esta 

característica se pueden atribuir a la presencia de PVP, el cual es un polímero neutrol. 
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Ambos tipos de dispersiones de nanopartículas (Np-PANI 1 y Np-PANI 2) 

resultaron ser estables durante muchos meses en medios acuosos tales como: soluciones 

electrolíticas como PBS y el medio de cultivo de las células (DMEM), lo que resultó 

muy favorable al momento de realizar los distintos experimentos. Cuando las 

nanopartículas comenzaron a aglomerarse y sedimentar, el sonicado de las suspensiones 

restauró la estabilidad de las dispersiones en los distintos medios. 

Figura 14: Tamaño y distribución de Np-PANI I obtenido mediante a) microscopia electrónica de 
transmisión (TEM) y b) microscopia electrónica de barrido (SEA'!,). 

Figura 15: Tamaño y distribución de Np-PANI 2 obtenido mediante a) microscopia electrónica de 
transmisión (TEM) y b) microscopia electrónica de barrido (SEM). 

De acuerdo al espectro de absorción UV-visible de las distintas Np-PANI se pudo 

observar que los máximos picos de absorción de las Np-PANI cambian con respecto al 

pH del medio en donde se encuentren dispersas. La figura 16 muestra el espectro UV-vis 

de Np-PANI en el estado dopado de esmeraldina ácida (pH= 5) y en el estado sin dopar 

de esmeraldina básica (pH= 7). En el espectro de pH= 7 es posible observar las tres bandas 

M. y. Luís Exequiel Ibarra 



RESULTADOS Y DISCUSIO 

características de las Np-PANI en k 290, 366, y 627. En el espectro de pH= 5 es posible 

observar las tres bandas características en k 320, 430, y 780 nm. El pico de absorción en 

k 320 nm se atribuye a la transición 7E -> 7C * del anillo de anilina y la banda en k 430 nm 

se asigna a la transición n ---> TE * del catión radical localizado. Por otra parte, la banda a 

780 nm se atribuye a la excitación desde el orbital molecular ocupado más alto 

(HOMO) de los anillos bencénicos (pb) al orbital molecular desocupado más bajo 

(LUMO) de los anillos quinoides (PQ) en las unidades de quinonimina. Este 

comportamiento es característico del polímero conductor y electroactivo PANI2'3. 

Tabla I : Caracterización de Np-PANI ¡y Np-PANI 2 mediante DLS y potencial zeta 

amico (DLS) dirp e rs ió n (Pdt) 

(r4521 

phi= 5

Np-PANI 1 224 0.145 -7.58 ± 0.54 

Np-PANI 2 308.7 0.082 447 *4.44 

En la forma de sal esmeraldina acida; el máximo pico de absorción de la tercera 

banda correspondiente a los anillos quinoides se desplaza a la región NIR dentro del 

espectro de luz UV-visible. Por lo tanto, las Np-PANI en un medio ácido absorben luz en 

el rango NIR (700-1200 nm) y teniendo en cuenta que varios tumores sólidos 

(adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas, sarcoma de tejido blando, y el 

melanoma maligno) tienen un rango de pH entre 5,7 y 7,84-6es posible activar las 

nanopartículas por irradiación con luz NIR. A partir de estos resultados, se propuso la 

utilización de esta banda de absorción de las Np-PAN1 para la fotoactivación con el láser 

NIR de 785 nm. La irradiación con una fuente de luz dentro de esta región del espectro 

NIR se considera una ventana terapéutica con ventajas prometedoras con respectos a otras 

terapias fotoasistidas. Esto es debido a que la absorción de luz por los tejidos y fluidos en 

la región NIR es casi nula; por ejemplo moléculas presentes normalmente en los tejidos 

vivos como hemoglobina, melanina y el agua misma presentan poca o nula absorción de 

luz y por lo tanto la penetración de la luz es mucho mayor'''. 
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Figura 16: Espectro UV-visible de Np-PANI en solución a distintos pH. 
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Figura 17: Variación de temperatura (dr) de Np-PANI 1 en solución a diferentes tiempos de irradiación 
con el láser NIR. 

Los cambios de temperatura de diferentes concentraciones de Np-PANI 1 y Np-

PANI 2 fueron testeados en dispersiones en agua, luego de ser sometidas a la irradiaron 

con luz láser NIR a la potencia fija de 500 mW durante distintos tiempos. La figura 17 
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muestra el cambio de temperatura (ST (° ) = Tf-Trt) desde la temperatura ambiente (Trt) 

a la temperatura luego de la irradiación (TO para las Np-PANI 1. Una dispersión Np-

PANI 1 de 0,167 mg,/m1 producen un incremento de 3,5 °C, mientras que una dispersión 

de 0,419 mg/m1 en un medio acido (pH 5) provocó un incremento de 4 °C. Una 

concentración mucho mayor (1,04 mg/mi) incremento la temperatura en más de 12 °C. 

Se observó un aumento de temperatura dependiente de la concentración de nanopartículas 

como también del tiempo de irradiación con el láser NIR. Por otro lado, en la figura 18 

se graficaron los cambios de temperaturas para distintas dispersiones de Np-PANI 2 luego 

de la irradiación empleando el mismo laser a distintos tiempos. Con estas nanopartículas 

se alcanzaron aumentos de temperatura mayores comparado a las Np-PANI I producto 

de utilizar mayores concentraciones en las dispersiones testeadas. 

--e— agua 
--o— N p-P AN I 2 (1.41 m gim I) 
--"— N p-P AN I 2 (2.63 m gim I) 
—a— Np-PANI 2(336 m ghn I) 

Figura 18: Variación de temperatura (4 T) de Np-PANI 2 en solución a diferentes tiempos de irradiación 
con el láser NIR. 

El aumento de la temperatura alcanzado en el medio líquido donde se encontraban 

las nanopartículas fue significativamente superior con respecto al control para ambas 

dispersiones. Nuestros resultados sugieren que concentraciones mínimas de 0,33 mg/mi 

alcanzadas en las células tumorales serian suficiente para lograr el efecto fototérrnico. 

Para determinar la concentración de nanopartículas de PANI para posteriores 

ensayos, se correlacionó la absorción de distintas dispersiones de nanopartículas, en 

función de la concentración del polímero PAN!. A diferencia de la determinación 
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gravimétrica, que está muy afectada por la humedad en las muestras, la medición de la 

absorción óptica es más fácil y se necesitan cantidades mucho más pequeñas de las 

muestras. Cuando se midió el espectro de absorción a pH fijo, en un buffer de acetato 

acético 1M, la absorbancia en una determinada longitud de onda puede ser tomada como 

una medida aproximada de la cantidad de PANI en la dispersión. 

La concentración de PANI se determinó a partir de la masa solida obtenida luego 

de la deshidratación de una alícuota de la dispersión stock y después de restar la masa 

conocida de los polímeros estabilizantes introducidos en el sistema. La concentración de 

polianilina en la dispersión coloidal se calculó a partir de la absorbancia a la longitud de 

onda determinada mediante el uso de la ley de Lambert-Beer, A = Ecl, obteniendo una 

dependencia lineal para ambas Np-PANI (figura 19). La estimación del coeficiente de 

absorción se pudo determinar a través de su pendiente como e= 2,97 ± 0,01 SEM cm3 mg-

1 cm -I de PANI para las Np-PANI 1 mientras que para las Np-PAN1 2 fue de e = 1,31 ± 

0,01 SEM cm3 mg-1 cm -I de PANI. El coeficiente de absorción se expresa sobre la base 

de masa debido a la limitancia para definir la masa molar de la unidad de cromóforo del 

polímero PANI. 
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Figura 19: Curvas de calibración de a) Np-PANI ¡y b) Np-PANI 2 en buffer acetato de Na/ácido acético 
1M. 

Por otro lado, testeamos la estabilidad de ambas dispersiones de Np-PANI en 

distintos medios acuosos, los cuales fueron empleados en los experimentos con cultivos 

celulares y larvas de R. arenarum (PBS 1X, DMEM 10% SFB, Ringer 10%). Este es un 

parámetro importante al momento de diseñar nanopartículas con futuras aplicaciones 

farmacológicas, debido a que nanopartículas de diferentes materiales no forman 

soluciones en medios acuosos, sino suspensiones coloidales. Por lo tanto la estabilidad de 

las partículas en el medio líquido, está fuertemente influenciada por la composición del 
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medio (donde la presencia de sales electrolíticas y/o proteínas del suero juegan un rol 

importante). La mayoría de las nanopartículas no están desarrolladas para ser compatibles 

con ensayos biológicos en los que se utilizan soluciones isotónicas a pH fisiológico y a 

menudo en presencia de proteínas12.13. En cuanto a ambas Np-PANI, pudimos determinar 

la estabilidad de las partículas en los distintos medios por más de varios meses sin 

observarse signos de aglomeración y/o precipitación de las mismas (figura 20). 

Figura 20: Dispersiones de Np-PANI ¡y Np-PANI 2 en: a) PBS 1X 200 mg/m1 de PAN!; b) solución de 
Ringer 10% en PBS 100 mg/mi de PA NI y c) DMEM con SFB 10% I mg/m1 de PAN!. Estas suspensiones 
se mantuvieron por varios meses sin que se observe aglomeración y/o precipitación de las nanopartículas. 

8.2. Experimentos in vitro en líneas celulares tumorigénicas y normales 

8.2.1. Evaluación de la viabilidad celular de cultivos incubados con Np-PANI en 

oscuridad 

Distintos ensayos de viabilidad se emplearon para evaluar la toxicidad general 

dependiente de la concentración de Np-PANI en cultivo de células, testeando diferentes 

organelas celulares y sus funciones. Para ello, se incubaron células de la línea LM2 con 

dos concentraciones de Np-PANI 1 y Np-PANI 2. Luego de 24 horas se determinó la 

supervivencia de las células por exclusión del colorante vital azul Tripán (figura 21). Este 

método evalúa la integridad de la membrana y permite el recuento de células no viables, 

ya que solamente éstas se tiñen de una coloración azulada. 
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Figura 21: Efecto de la exposición a NP-PANI I y Np-PA NI 2 luego de 24 horas de incubación sobre la 
viabilidad de células LM2 mediante la técnica de exclusión de azul tripan. Los valores representan la 
media ± error estándar. 

Los resultados se expresaron en porcentaje de viabilidad celular respecto al grupo 

control. Con respecto a las Np-PANI 1, la viabilidad fue de 98,66 % ± 3,67 y 97,87 % 

2,7 para las concentración de 0,42 y 1,04 mg/ml, respectivamente. Mientras que para las 

Np-PANI 2, los porcentajes de viabilidad fueron de 101,07 % ± 1,7 y 94,7 % ± 4,9 para 

las concentraciones 0,5 y 1,5 mg/ml, respectivamente. La viabilidad de las células tratadas 

no presentaron diferencia estadísticamente significativas con respecto a la de las células 

controles. 

Por otro lado, se evaluó la viabilidad celular luego de 24 horas de incubación con 

las Np-PANI 1 y Np-PANI 2 por la técnica colorimétrica MTT (figura 22). El ensayo 

MTT permite evaluar la viabilidad celular basada en la funcionalidad mitocondrial. 
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Figura 22: Efecto de la exposición a NP-PAN! I y Np-PAN! 2 luego de 24 horas de incubación sobre la 
viabilidad de células LM2 mediante la técnica MTT. Los valores representan la media error estándar. 

La viabilidad celular estimada mediante este ensayo, en las concentraciones 

utilizadas de Np-PANI 1 y Np-PAN! 2 luego de 24 horas de incubación no mostró 

diferencias estadísticamente significativa con respecto al control. 

Los resultados obtenidos en los dos ensayos de viabilidad celular, indicarían que 

ambas dispersiones de Np-PAN1 no son citotóxicas en condiciones de oscuridad en la 

línea celular LM2 a las concentraciones evaluadas. Por lo tanto, estas nanopartículas 

podrían ser candidatas para posteriores ensayos de fotoirradiación en cultivo celular a las 

concentraciones mencionadas. 

Con el fin de determinar la DL50 en cultivos celulares expuestos a Np-PANI por 

un periodo de 24 horas, se evaluaron concentraciones más elevadas (0 — 12 mg/m1) 

empleando además de la línea celular LM2, otras líneas celulares tumorales y normales 

(CT26 y HacaT, respectivamente). Estos resultados se obtuvieron mediante la técnica 

MTT e incorporación de Rojo Neutro. Si las células metabolizan correctamente el 

colorante MTT, el cultivo celular se tornará azul, lo que permite la cuantificación de la 

actividad mitocondrial por medidas de absorbancia. Por otra parte, la incorporación de 

rojo neutro y consiguiente unión a los lisosomas está íntimamente relacionado con la 

funcionalidad de estas organelas y por lo tanto también refleja la supervivencia celular al 

tratamiento. 

La viabilidad celular se redujo significativamente de una manera dependiente de 

la concentración luego de la exposición a las nanopartículas en todas las líneas celulares 
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con ambos test utilizados (figura 23a y b). Aunque se observaron diferentes sensibilidades 

de acuerdo a la línea celular utilizada. Se encontró una mayor susceptibilidad a la 

exposición a Np-PANI por parte de las líneas celulares tumorales, mientras que la linea 

HaCaT resulto ser más resistente. A partir de 3 mg/mi de Np-PANI 1 se evidenció un 

efecto tóxico significativo en esta línea, mientras que la viabilidad celular de las líneas 

tumorales LM2 y CT26 disminuyó significativamente a partir de concentraciones > a 1,5 

mg/ml. 
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Figura 23: Efecto de la exposición a NP-PAN! 1 luego de 24 horas de incubación sobre la viabilidad de 
células LM2, CT26 y HaCaT mediante la técnica MTT (a) y rojo neutro (b). Los valores representan la 
media ± error estándar. 

Por otro lado, se puede observar que la toxicidad varió en función del test 

empleado para su medición. Esta diferencia puede estar relacionada con los distintos 
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componentes celulares que evalúan las técnicasI4-16. Otro factor a considerar es que las 

nanopartículas pueden interactuar con los componentes o drogas empleados en los 

ensayos de viabilidad y de esta manera interferir con los sistemas de detección sobretodo 

en el caso de ensayos colorimétricos (MTT y rojo neutro); lo cual resulta en datos menos 

fiablesI23738. Como se puede ver en los gráficos de citotoxicidad (figura 23a y b); a 

concentraciones bajas de Np-PANI se observan porcentajes de superviviencia por arriba 

de los grupos controles alcanzando casi un 20 % por encima del 100 %. En el caso de las 

células LM2, la DL50 establecida por el método de MTT fue de 7,5 mg/mi; en 

comparación con la DL50 de 11,8 mg/m1 determinada por el ensayo rojo neutro. El 

ensayo de incorporación del colorante rojo neutro estaría sobreestimando la viabilidad 

celular y ésta interferencia puede deberse a la localización lisosomal de las nanopartículas 

aunque esto no fue experimentalmente demostrado. Si bien se conoce por literatura que 

muchos nanomateriales tienen un destino vesicular y/o lisosomal 19. 

Con el fin de determinar qué ensayo colorimétrico representa una mejor medida 

de la supervivencia celular después de la exposición a las nanopartículas de PANI; se 

realizó un ensayo clonogénico (figura 24). Este ensayo se basa en la capacidad que posee 

una sola célula de proliferar y formar una colonia después de recibir un tratamiento 

determinado; lo cual refleja la viabilidad celular. La exposición a una concentración de 

0,45 y 1 mg/m1 de Np-PANI 1 no disminuyó la viabilidad celular en las células LM2 en 

comparación con células sin ningún tratamiento. La concentración mínima testeada de 

Np-PANI que disminuyó significativamente la viabilidad celular (71,7 %) fue de 2,94 

mg/ml, mientras que una concentración mayor (7,5 mg/m1) disminuyó la viabilidad 

celular en un 39 %. La concentración más elevada testeada (11,8 mg/mi) directamente no 

permitió la formación de colonias en las células LM2. Los resultados de este estudio 

demostraron que el ensayo de MTT se podría implementar como una herramienta eficaz, 

sensible y más confiable para evaluar la citotoxicidad de las nanopartículas PANI en 

cultivos celulares. 

Según Kucekova y co1.2° los efectos citotóxicos a la exposición de Np-PANI 1 por 

24 horas en la línea celular HaCaT, comienzan a concentraciones? 0,345 mg/mi mientras 

que en nuestro estudio las células HaCaT serían resistentes a la exposición de Np-PANI 

hasta concentraciones de 3 mg/mi aproximadamente. Como se puede observar nuestros 
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resultados difieren significativamente en cuanto a las concentraciones a partir de las 

cuales comienzan los efectos tóxicos. 

Ensayo clonogénico 

Np-PANI I mg/m1) 0,45 2.94 7,5 12 

Fracción de su perviv encial 96 of control) 98,3 71,7 39 O 

Figura 24: Ensayo de formación de colonias con células LM2 luego de la exposición a Np-PAN! durante 
24 horas. El número de colonias formadas se adaptó al % de supervivencia de acuerdo a la fórmula de 
fracción de colonias supervivientes. 

8.2.2. Incorporación celular de Np-PANI 

Con el objetivo de evaluar la incorporación de las Np-PANI en células tumorales, 

se cultivaron las células LM2 con ambas concentraciones de las Np-PAN! 1 y Np-PAN! 

2 utilizadas en el experimento anterior. Luego de diferentes tiempos de incubación; se 

procedió al análisis de la concentración de Np-PANI en las células mediante 

espectrofotometría UV-visible (figura 25). En las concentraciones de 1,5 y 0,5 mg/mi 

para Np-PAN! 2 como en las concentraciones de 0,42 y 1,04 mg/mi para Np-PAN! 1 se 

observó una cinética de incorporación similar. Se alcanzó el plateau para ambos tipos de 

dispersiones a tiempos cortos de incubación (3 horas para las Np-PAN! 1 y 6 horas para 

las Np-PAN! 2). La máxima concentración de Np-PAN! 1 dentro de las células LM2 se 

obtuvo a las 3 horas post incubación; siendo de 0,33 mg/mi para la concentración de 1,04 

mg/m1 y de 0,07 mg/m1 para la concentración de 0,42 mg/ml. Mientras que, para las Np-

PANI 2; estas concentraciones máximas alcanzadas intracelularmente, expresadas por 1 

millón de células, se alcanzaron a las 6 horas postincubación. Las mismas fueron de 0,52 

mg/m1 para la concentración de 1,5 mg/mi y 0,21 mg/mi para la concentración de 0,5 

mg/ml. De acuerdo a estos resultados, las Np-PAN! 2 se incorporarían en mayor cantidad 
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en las células con respecto a las Np-PANI I; aunque no es preciso afirmar que la ubicación 

de las mismas sea intracelular o en la membrana de las células. 
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Figura 25: Cinética de incorporación de a) NP-PAN! ¡y b) Np-PAN! 2 en las células LM2 incubadas a 
distintas concentraciones durante diferentes tiempos. Los valores representan la media ± error estándar. 

La incorporación celular de las nanopartículas está determinada por varios 

factores, la mayoría provenientes de las propiedades fisicoquímicas de las mismas, 

incluyendo el tamaño, la forma, la carga, hidrofobicidad, el grado de aglomeración; entre 

otras21-25. Las diferencias encontradas en la incorporación entre ambas dispersiones de 
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Np-PANI, podrían atribuirse en gran parte al tamaño, debido a que Np-PANI2 (c.a. 90 

nm) presenta menor tamaño que Np-PANI1 (c.a. 200 nm). 

Por otro lado, para investigar el efecto del metabolismo celular en la captación de 

nanopartículas de PAN!, las células se incubaron a 4° C antes y durante el tratamiento 

con nanopartículas (figura 26). Las células fueron tratadas con 1,04 mg/mL de Np-PAN! 

1 durante 0,5 y 1 hora, ya sea a 4° C o 37° C. La concentración intracelular de 

nanopartículas se determinó mediante espectroscopia UV-visible luego de estos tiempos. 

La incorporación a 37° C no varió con respecto al experimento anterior, pero si disminuyó 

significativamente en las células incubadas a 4° C (disminución del 60 % a 4° C en 

comparación con 37° C). Este resultado sugiere un mecanismo activo de incorporación 

celular de tipo endocítico. Debido a que la inhibición de la endocitosis dependiente de la 

temperatura de incubación no fue completa; probablemente algunas de las nanopartículas 

permanezcan unidas a la membrana celular. Casas y col. han observado que en explantos 

tumorales tratados con ALA liposomal, se pueden distinguir vesículas de fosfolípidos en 

el citoplasma y en el espacio intracelular a punto de ser incorporadas en las célula LM2. 

Este hallazgo sugiere que las células LM2 poseen una capacidad importante de 

incorporación por la vía endocítica y que los lisosomas serian el destino final luego de la 

incorporación de estos liposomas26. 

Se ha sugerido al compartimento lisosomal como el sitio intracelular más probable 

de almacenamiento y degradación de los nanomateriales27. Los lisosomas presentan un 

pH ácido (4 - 5,5) y por esta razón, se propuso que esta condición acida favorece el cambio 

de transición del polímero polianilina, desde el estado básico de polianilina esmeraldina 

(EB) en la forma de sal de esmeraldina (ES) debido al incremento de la concentración de 

protones28. Lo cual tiene una fuerte influencia en la conductividad del polímero. La forma 

eléctricamente conductora del polímero es la ES, y la transición desde EB a ES se produce 

principalmente entre pH 3 y 6 y por lo tanto el pH lisosomal mejoraría la actividad 

fototérmica de las Np-PAN!. 
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Figura 26: Efecto de la temperatura sobre el porcentaje de internalización de Np-PAN! 1 en células LM2. 
Los valores representan la media ± error estándar. * y ** p < 0.05. 

La mayoría de otras macromoléculas y ensamblajes moleculares en nanoescala se 

internalizan mediante endocitosis. Este destino endocítico de nanomateriales ha sido 

demostrado por varios precedentes en la literatura29. Los mismos están confinados en 

endolisosomas (vesículas de membrana) y son incapaces de alcanzar el citosol. Se ha 

demostrado que la forma y el tamaño de las nanopartículas puede afectar en gran medida 

los procesos de captación celular. Partículas esféricas de tamaño similar se incorporan 

más eficientemente que partículas con forma de varilla, lo que se explica por el mayor 

tiempo de envoltura requerido por la membrana para las partículas alargadas. La vía de 

endocitosis mediada por clatrina muestra un límite de tamaño superior para la 

internalización de aprox. 200 nm y parámetros cinéticos pueden determinar la 

internalización casi exclusivamente de tales partículas por esta vía en lugar de la vía 

mediada por caveolina. En consecuencia, estos datos sugieren que, de una manera 

dependiente del tamaño, existen diferencias en el mecanismo de control y de la potencial 

internalización con un punto de inflexión cada vez más evidente en un tamaño de aprox. 

200 nm. La internalización preferencial de las partículas más grandes, puede entonces, 

estar relacionado con una dependencia más estricta de la vía mediada por clatrina en 

función del tamaño de las partículas con la consiguiente cinética rápida de 

internalización30. 
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8.2.3. Evaluación de la actividad fototérmica de Np-PANI en cultivos 2D 

Para evaluar la capacidad de las Np-PANI de sensibilizar células tumorales 

expuestas a la irradiación, los cultivos celulares en monocapa fueron incubados durante 

3 horas con Np-PANI 1(1,04 mg/mi) y durante 3 y 24 horas con Np-PAN! 2 (1,5 mg/mi) 

e irradiados con luz NIR continua, con una potencia de 500 mW/cm2 durante 10 y 15 

minutos. Posteriormente se evaluó la morfología celular y nuclear. En las células de los 

grupos tratados con Np-PAN! 1 durante 3 horas e irradiados, se pudo observar una menor 

cantidad de células adheridas, como también un cambio en la morfología de las mismas, 

perdiendo la forma fibroblástica típica de esta línea celular y adquiriendo una forma más 

redondeada (figura 27). El área afectada corresponde al área de irradiación, es decir al 

área del spot del láser NIR (3 mm). Por lo tanto, esto indicaría la muerte de las células 

tumorales y el consiguiente desprendimiento de las mismas al sustrato. 

Teniendo en cuenta que la concentración de 0,313 mg/mi provoca un incremento 

de 4° C luego de la iluminación NIR durante 15 minutos; es posible suponer que el cambio 

de temperatura (4° C) debería ser suficiente para desencadenar la muerte celular. Esta 

concentración intracelular se logró luego de la incubación con Np-PAN! 1 (1,04 mg/m1) 

durante 3 horas. Por otra parte, cuando se evaluó la morfología nuclear, se pudo observar 

en las áreas de irradiación la presencia de núcleos con cromatina claramente fragmentada 

y formación de cuerpos apoptóticos en las células que permanecían adheridas al sustrato. 

Este evento se pudo visualizar en la periferia del spot del láser donde ocurriría una mayor 

disipación del calor (figura 28). 

La fragmentación del ADN nuclear es un evento característico principalmente de 

la muerte celular por apoptosis31. Por lo tanto, la TFT con Np-PAN! 1 podría estar 

desencadenando este tipo de muerte celular en la línea LM2 además de la muerte celular 

por necrosis. Un resultado similar fue obtenido empleando nanopartículas de PANI de 

menor tamaño (c.a. 48,5 nrn) funcionalizadas con el polímero F127 que contiene cadenas 

de polioxietileno donde el efecto fototérmico se logró a las 4 horas de incubación con las 

nanopartículas obteniendo muerte celular por necrosis y apoptosis31. 
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Figure 27: Efecto de la TFT con Np-PAN! 1 sobre la morfología de células LM2 observadas mediante 
campo claro (panel izquierdo) y tinción con azul de Toluidina (panel derecho) (10X). (A) Células control, 
(B)células incubadas con 1,04 mg/m1 de Np-PAN! 1 en condiciones de oscuridad; 
( C) células iluminadas con láser NIR durante 15 mm n (control luz); (D) células incubadas con PVP 2% en 
PBS a la concentración utilizada en la estabilización de Np-PANI 1 en DMEM; (E) células incubadas con 
PVP 2% en DMEM e irradiadas con luz NIR 15 min y (F) células incubadas con 1,04 mg/m1 de Np - 
PA NI I e irradiadas con luz NIR durante 15 mm . G- Magnificación (400X) de células tratadas con Np-
PANI e irradiadas, la flecha señala una célula con morfología apoptótica en la zona de iluminación con el 
spot del láser. 
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Figura 28: Efecto de la TF7' con Np-PANI 1 sobre la morfología nuclear de células LM2 teñidas con el 
fluoróforo Hoechst. A- Control, B- Células tratadas con 1,04 mg/m1 de Np-PAN! 1 en oscuridad, C- Células 
tratadas con PVP, D y E- Células tratadas con 1,04 mg/m1 de Np-PAN! I e irradiadas con láser NIR 
durante 10 y 15 mm n (flechas amarillas señalan cuerpos apoptóticos y marginación periférica de la 
cromatina condesada). 

Contrariamente, el efecto fototérmico de las Np-PAN! 2 no fue tan marcado 

cuando las células fueron incubadas con concentraciones similares durante 3 horas y 

empleando la misma dosis de luz (figura 29). A pesar de que se alcanzaron mayores 

concentraciones intracelulares de Np-PAN! 2 (experimento de incorporación celular) con 

respecto a Np-PAN! 1. Se logró evidenciar muerte de las células tratadas con Np-PAN! 

2 luego de 24 horas de incubación con cambios morfológicos y nucleares evidentes 

(figura 29). Por lo tanto, las Np-PAN! 1 resultarían ser más eficientes en lograr el efecto 

fototérmico con menores tiempos de incubación, que las Np-PANI 2. 
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Figura 29: Efecto de la TFT con Np-PAN! 2 sobre la morfología de células LM2 observadas mediante 
campo claro (panel izquierdo) y tinción con azul de Toluidina (panel derecho) (I OX). A- Células iluminadas 
con láser NIR durante 15 min (control luz), B- células incubadas con PVP 1% + PNIPAM 1% en DMEM 
e irradiadas con luz NIR 15 mm , C- células incubadas con 1,5 mg/m1 de Np-PAN! 2 en condiciones de 
oscuridad (control oscuridad), D- células incubadas 3 horas con 1,5 mg/m1 de Np-PAN! 2 e irradiadas con 
láser NIR 15 mm , E- células incubadas 24 horas con 1,5 mg/m1 de Np-PAN! 2 e irradiadas con láser NIR 
durante 15 min. 

8.2.4. Evaluación de estrés oxidativo pre y post tratamiento fototérmico 

La interacción de las nanopartículas con las células puede inducir estrés oxidativo, 

favoreciendo la producción celular de ROS en grandes cantidades. Una comprobación del 

estado del balance oxidativo intracelular se realizó utilizando el colorante fluorescente 

diacetato de 2 '-7'-diclorodihidrofluoresceína (DCFA) (figura 30, 31 y 32). Las células 

irradiadas en presencia o ausencia del polímero dispersante no mostraron la generación 

de ROS. Las células tratadas sólo con nanopartículas de PANI en condiciones de 

oscuridad tampoco mostraron la generación de estrés oxidativo (figura 30a y 31a). Por el 

contrario, Xu et al., demostraron que la exposición a nanopartículas de cobre afecta el 

equilibrio antioxidante/ oxidante, resultando en la mayor generación de ROS con un 

aumento en la citotoxicidad en podocitos'. Estos resultados sugieren que el estrés 

oxidativo juega un papel importante en el mecanismo de toxicidad de estas 

nanopartículas. Un comportamiento similar se ha observado con distintas nanopartículas 
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en células cultivadas'''. Sin embargo, este no parece ser el caso para las Np-PAN!. En 

realidad, Kucekova y col. observaron que la exposición de neutrófilos a Np-PANI < 150 

mg/ml no sólo no produce ROS intracelular, sino que además las partículas pueden actuar 

como eliminadores de ROS'. En nuestro estudio, se encontró que en las células tratadas 

con Np-PAN! (0,42 y 1,04 mg/mi) e irradiadas con luz NIR se producen ROS, los cuales 

pudieron ser detectados a partir de la fluorescencia de DCF (figura 30b y 31 b). Estos 

resultados indican que la oxidación intracelular se está produciendo durante la TFT. 

Las mitocondrias son los sitios potenciales de la producción de ROS en una célula 

y por lo tanto uno de los sitios de generación de estrés oxidativo después de provocar 

daños en las organe1as37•38. Recientemente, algunos estudios han informado que 

nanopartículas pueden localizarse cerca de las mitocondrias en las células tumorales y por 

lo tanto inducir daños estructurales importantes que causaría la generación de ROS 

después de la TFT3940. Además, la exposición a alta temperatura durante un período de 

tiempo suficiente puede causar daño físico tales como la desnaturalización de proteínas y 

la lisis de la membrana con el consiguiente aumento del estrés oxidativo41.42. De acuerdo 

a nuestros resultados, se sugiere que las mitocondrias podría ser un objetivo secundario 

de la TFT como otros orgánulos tales como lisosomas y por lo tanto los daños de estas 

estructuras pueden alterar el equilibrio oxidativo de las células. Las Np-PANI se 

liberarían en el citoplasma de las células luego de su incorporación por vías endocíticas 

y podrían translocar desde los endolisosomas a regiones cercanas a las mitocondrias. 

Debido a esto, se produciría la disminución de los potenciales de membrana mitocondrial, 

aumento del estrés de oxidación y finalmente la muerte celular. Basándose en estos 

hallazgos, se ha postulado que el daño y/o toxicidad celular asociada con la hipertermia 

está mediada en parte por un aumento del flujo de ROS. Estudios recientes confirman que 

algunos nanomateriales perturban la membrana lisosomal y por lo tanto que la activación 

de los lisosomas es capaz de aumentar el nivel de ROS27'43-45. El aumento de ROS 

intracelulares por hipertermia podría ser considerado un probable mecanismo de lesión 

celular en este tipo de terapia fotoasistida. En las células con daños por ablación térmica 

se desencadenaría una muerte celular por necrosis con el consiguiente desprendimiento 

del sustrato. Aquellas células donde el daño hipertérmico se consigue a menores 

temperaturas (41 — 45°C) serían susceptibles a un daño por estrés oxidativo que llevaría 

a la muerte celular por apoptosis. 
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A Fluorescencia Campo claro Merge 

Fluorescencia Campo claro Merge 

Figura 30: Células LM2 sometidas a la exposición de Np-PAN! I y luego de la TFT incubadas con el 
fluoróforo DCFH-DA. a) Células expuestas a Np-PAN! I por 24 horas en condiciones de oscuridad b) 
Células expuestas a Np-PAN! I e irradiadas con luz NIR. 
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Fluorescencia Campo claro Merge 

Fluorescencia 

• 

Campo claro Merge 

• 

Figura 31: Células LM2 sometidas a la exposición de Np-PANI 2y luego de la TFT incubadas con el 
fluoróforo DCFH-DA. a) Células expuestas a Np-PANI 2 por 24 horas en condiciones de oscuridad. b) 
Células expuestas a Np-PANI 2 e irradiadas con luz NIR. 

Figura 32: Células LM2 incubadas previamente con DCFH-DA y expuestas a una solución de 1120 2 100 
AMI (control positivo) y tratadas con luz NIR durante 15 mm n (control luz y negativo). Observándose la 
fluorescencia de la sonda DCF solamente en las células tratadas con 11202. 
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8.2.5. Formación de esferoides con la línea celular LM2 

Con el objetivo de establecer cultivos tridimensionales con la línea celular LM2, 

se empleó la técnica "hanging drop" o gota colgante debido a un mejor resultado en 

cuanto a homogeneidad de los esferoides. Para sembrar las gotas colgantes, se utilizaron 

dos densidades celulares: 10.000 células y 20.000 células por gota y a los 4 días, tiempo 

necesario para lograr la formación de aglomerados celulares, se recolectaron los 

esferoides. Los esferoides obtenidos de 10.000 células por gota resultaron ser más 

homogéneos (diámetro de 200 ¡lin aproximadamente) y más compactos que los obtenidos 

con 20.000 células por gota (figura 33). 

Figura 33: Esferoides generados con la linea celular LM2 mediante la técnica de gota colgante empleando 
dos densidades celulares. 

8.2.6. Evaluación de la actividad fototérmica de Np-PANI en cultivos 3D 

Como no se pudo cuantificar la viabilidad celular luego de la TFT en los cultivos 

de monocapas debido al sistema de iluminación láser utilizado, el cual solo permite la 

iluminación de una región de 2-3 mm de diámetro de las placas. Es que mediante la 

implementación de cultivos 3D que permiten concentrar el número de células en una 

estructura compacta y además representa en mayor medida la estructura tumoral, se 

pudieron realizar ensayos de fotoirradiación con nanopartículas y determinar la 

supervivencia celular luego del tratamiento. 

Luego de incubar los esferoides individualmente por 3 y 24 horas con distintas 

concentraciones de Np-PANI 1 y Np-PAN! 2; se procedió a la iluminación con una dosis 

de luz equivalente a la utilizada en los experimentos en cultivos 2D. Por un lado, se evaluó 

la morfología e integridad de los esferoides 24 horas post-TFT. Se pudo observar una 

pérdida de la morfología compacta de los esferoides tratados con una concentración de 
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4,16 mg/mi de Np-PANI 1 e irradiados con presencia de detritus celular (figura 34c). 

Estos cambios no se observaron en concentraciones menores de Np-PANI 1 ni tampoco 

en ninguna de las concentraciones de Np-PANI 2 ensayadas tanto en tiempos de 

incubaciones cortos (3 horas) ni de 24 horas (figura 34b). Los demás grupos que incluían: 

un grupo sin ningún tipo de tratamiento, un grupo de esferoides solamente irradiados con 

luz NIR, grupos de esferoides incubados con los dispersantes de las nanopartículas y 

sometidos a irradiación y esferoides incubados con ambas dispersiones de nanopartículas 

en condiciones de oscuridad, tampoco mostraron cambios morfológicos (figura 34a). 

Figura 34: Esferoides 24 horas post TE!' (10x). a) Esferoides controles, b) esferoides tratados con Np-
PANI 2 (4,5 mg/m1) y c) esferoides tratados con Np-PANI ¡(4,16 mg/mi). El tiempo de incubación 
corresponde a 24 horas y la dosis de luz utilizada corresponde a 500 mW/cm2 durante 15 min. Los grupos 
correspondientes a los dispersantes de las nanopartículas tanto en condiciones de oscuridad como luego 
de la irradiación no difirieron de los grupos controles. 

Con el fin de determinar la viabilidad celular post TFT de los esferoides luego de 

aplicado el tratamiento fototérmico; se procedió a realizar un ensayo colorimétrico de 

viabilidad celular. La viabilidad celular determinada mediante el ensayo de fosfatasa 

acida, 24 horas post TFT, no difirió estadísticamente entre los grupos de esferoides 

controles mostrando porcentajes de viabilidades superiores al 90% (figura 35 y 36). Sin 

embargo, se pudo determinar una disminución significativa de la viabilidad celular en los 

esferoides tratados con Np-PANI 1 a la concentración de 4,16 mg/ml, un tiempo de 

incubación de 24 horas y 15 mm n de irradiación NIR. Esta disminución fue del 58 ± 6 % 

(figura 35) y se correspondió con los cambios observados en cuanto a la pérdida de la 
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integridad de los esferoides visualizados por microscopia óptica. Por el contrario, con las 

distintas concentraciones de Np-PANI 2 a la misma dosis de luz, no se observó una 

disminución de la viabilidad celular; lo que coincide con los nulos cambios morfológicos 

observados en los esferoides post TFT (figura 36). 

• Control 
III Control Luz 

Np-PANI 1 
Np-PANI 1+ luz NIR 

- 1--  - I-

• • • \st ‘ \O \O \O • 
ot.09° t? 

tt>Iffs°

Figura 35: Efecto de NP-PAN! 1 en condiciones de oscuridad y luego de la iluminación con láser NIR 15 
sobre la viabilidad celular en esferoides de LM2. Los valores representan la media respecto a controles ± 
error estándar. * p <0.05 

• Control 
• Control Luz 
• Np-PANI 2 
5 Np-PANI 2 + luz NIR 

Figura 36: Efecto de NP-PANI 2 en condiciones de oscuridad y luego de la iluminación con láser NIR 15 
sobre la viabilidad celular en esferoides de LM2. Los valores representan la media respecto a controles ± 
error estándar. 
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Nuevamente se pudo determinar una mayor eficacia de las Np-PAN! 1 en 

comparación con las Np-PAN! 2 en provocar la muerte celular post TFT, en iguales 

condiciones de incubación y dosis de luz. Se considera que, los ensayos en modelos de 

cultivo 3D son de una complejidad intermedia entre los ensayos en cultivos en monocapa 

y en modelos in vivo. Estos modelos intermedios reflejan aspectos particulares de la 

arquitectura tumoral como de las interacciones celulares, e incluso pueden ser preferibles 

para determinados estudios de los procesos de carcinogénesis o para imitar las 

condiciones donde se estudian la arquitectura, función y la transformación neoplásica de 

diversos tipos tumora1es46'47. De acuerdo a otros estudios, se espera que muchos 

tratamientos pierdan eficacia en el medio ambiente fisiopatológico 3D, y por lo tanto, se 

cree que la utilización, con mayor frecuencia de estos modelos en los ensayos para evaluar 

drogas antineoplásicas, puedan ser una herramienta para la selección negativa y de esta 

manera reducir los ensayos con animales48-51. 

8.3. Experimentos in vivo en Rhinella arenarum 

Varios modelos de estudio in vitro e in vivo se han empleado para analizar las 

interacciones con nanomateriales y sus efectos tóxicos con sistemas biológicos. El 

creciente número de estudios citotóxicos de nanoestructuras de polianilina reflejan la 

importancia de información toxicológica sobre este tipo de materiales. Sin embargo, hasta 

el momento sólo se emplearon pruebas in vitro de biocompatibilidad para 

eva1uar1os20'52'53. En concordancia, los estudios de citotoxicidad son esenciales para el 

empleo de nuevos materiales en aplicaciones biomédicas, ya que tanto la síntesis de las 

nanopartículas y su aplicación médica probablemente impliquen la liberación de 

nanopartículas al medio ambiente. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de 

información sobre sus posibles efectos de las nanopartículas en la salud y el medio 

ambiente. 

Los estudios que utilizan sistemas in vivo tienen una mayor credibilidad, abordan 

el efecto global sobre la fisiología y la anatomía del organismo, y por lo tanto constituyen 

una plataforma más relevante para los estudios clínicos traslacionales posteriores. La 

utilización masiva de modelos con animales (roedores) suele ser costosa y conlleva una 

mano de obra intensiva y por lo general, han generado resistencia en la investigación 

biológica desde la visión de la anti-vivisección. Estas razones sumadas a los principios 

del trabajo ético que consideran las 3Rs (Replacement, Refinement, Reduction) para la 
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realización de experimentos científicos toxicológicos con animales, han hecho que se 

tomen en consideración otros modelos donde se empleen organismos no mamíferos. A 

nuestro entender, Rhinella arenarum no se ha utilizado hasta el momento para caracterizar 

los efectos tóxicos de nanomateriales en el medio acuático. Este organismo está 

ampliamente distribuido en nuestra región (Río Cuarto, provincia de Córdoba, 

Argentina). Por lo tanto, es fácil su obtención para realizar las pruebas sin afectar la 

biodiversidad de la especie. 

8.3.1. Test agudo de letalidad en larvas de R. arenarum tras la exposición a Np-PANI 

Se evaluó la susceptibilidad de larvas del estadio S.25 de R. arenarum mediante 

la exposición a diferentes concentraciones de Np-PANI 1 y Np-PANI 2 durante 96 horas. 

Este es un test estandarizado que emplea larvas de anfibios para evaluar toxicidad aguda 

de xenobióticos y podría ser una importante herramienta al momento de evaluar la 

toxicidad in vivo de nanomateriales. Los resultados se muestran en la figura 37 y 38. 
--•••••• 
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Figura 37: Test de toxicidad aguda en larvas S.25 incubadas a diferentes concentraciones de Np-PANI 1. 
Los valores representan la media ± error estándar. * p < 0.05. 

La supervivencia de las larvas no se vio afectada por la exposición a Np-PANI 1 

en concentraciones de 0,18 hasta 1,24 mg/ml (figura 37). Los resultados muestran que, 

no existen diferencias estadísticas significativas en cuanto al porcentaje de supervivencia 

con respecto al control. Mientras que a partir de la concentración de 1,4 mg/ml se pudo 
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observar una disminución estadísticamente significativa en la sobrevivencia alcanzando 

un valor de 70±03 . De acuerdo a estos resultados a una concentración mayor de Np-

PANI I, se pudo observar que el porcentaje de larvas vivas disminuyo a 16,7 ± 1,2. De 

ese modo se puede concluir que existe una disminución en cuanto a la supervivencia de 

las larvas dependiente de la concentración. Además, se pudo comprobar la inocuidad de 

PVP, polímero utilizado como dispersante en la síntesis de las Np-PANI en las distintas 

concentraciones utilizadas para estabilizar las nanopartículas (figura 37). 

Estos resultados indicarían que existe una tolerancia de las larvas S.25 a la 

exposición de Np-PANI I en concentraciones menores de 1,4 mg/ml. A mayores 

concentraciones las nanopartículas afectarían el desarrollo y la viabilidad de las larvas. 

Además el efecto tóxico sería dosis dependiente. 
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Figura 38: Test de toxicidad aguda en larvas S.25 incubadas a diferentes concentraciones de Np-PANI 2. 

Los valores representan la media ± error estándar. * p < 0.05 

Por otra parte, cuando se evaluó la toxicidad de Np-PANI 2 encontramos 

diferencias significativas con respecto a las Np-PANI 1. Se pudo determinar que los 

efectos letales se presentaron a una concentración menor que en las Np-PANI 1 (0,75 

mg/ml). Por otra parte, se comprobó la inocuidad de la combinación de los polímeros 

utilizados como dispersantes en la síntesis de las Np-PANI 2 (figura 38). Mediante el 

análisis estadístico se estimaron las NOEC, CL50 y CL99 para ambas Np-PANI. Tanto la 

CL5o como la NOEC resultaron inferiores para las Np-PANI 2 que las obtenidas para Np-

PANI 1(tabla 2). Estos resultados proporcionan información adicional sobre las 
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concentraciones a las cuales las Np-PANI resultarían ser tóxicas y letales en organismos 

vivos. La mayor toxicidad de las Np-PANI 2 podría atribuirse al menor tamaño que 

presentan las nanopartículas y por lo tanto a una mayor acumulación en los estadios 

larvales de R. arenarum. 

Teniendo en cuenta la CL50 de ambas Np-PANI (tabla 2), podemos considerar a 

estas nanopartículas de polianilina como no tóxicas para los organismos acuáticos. Esto 

de acuerdo con la grilla descripta y aplicada por Sanderson y col. y Blaise y col. utilizada 

para la evaluación ecotoxicológica de la toxicidad de diversos nanomateriales5455. Esta 

clasificación se basa en el valor de CL50 obtenido luego de la exposición a diferentes 

nanomateriales empleando los organismos acuáticos. CL50 < 0,1 mg/L = corresponden a 

nanomateriales extremadamente tóxicos para los organismos acuáticos; valores de CL50 

entre 0,1-1 mg/L = nanomateriales muy tóxicos para los organismos acuáticos; entre 1-

10 mg/L = tóxicos para los organismos acuáticos; entre 10-100mg/L = nocivo para los 

organismos acuáticos y> a 100 mg/L = no tóxico para los organismos acuáticos. Por 

ejemplo, Salvaterra y col.' evaluaron el efecto letal de una exposición a nanopartículas 

de silicato de titanio (Np-TiSiO4) en larvas de Pelophylax perezi. Los efectos letales se 

observaron a partir de una concentración de 20 mg/L y por lo tanto, se consideraron 

nocivos a estos nanomateriales (Np-TiSiO4) para los organismos acuáticos de acuerdo a 

la grilla previamente mencionada'. 

Tabla 2: Análisis Probit de/a exposición a Np-PANI ¡y Np-PANI 2 en larvas S.25 de R. arenarum. NOEC: 

concentración no letal; CL50: Concentración que induce la muerte del 50% de las larvas tratadas y CL99: 

concentración que induce la muerte del 99% de las larvas tratadas. 

oto NOEC (letal) 'I 

CL50 

0,94 mg/ml 

mtVini 
2,4 mg/m1 

0,5 mg/mi 

1,17 mg/m1 

2,77 mgim I 

Diversos estudios han concluido que una disminución del tamaño de 

nanopartículas puede conducir a un aumento de la toxicidad debido a la mayor área de 

superficie específica de las mismas3558'59. Nuestros resultados están en concordancia con 

esto debido a la mayor toxicidad por parte de las Np-PANI 2, las cuales poseen un menor 

tamaño. Además hemos podido determinar una mayor toxicidad dependiente de la forma 
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del nanomaterial. Nanopartículas esféricas resultan más toxicas que otras formas del 

mismo material. Comparando con un estudio previo utilizando otro nanomaterial de 

PAN! (nanofibras), tanto las Np-PANI 1 como las Np-PANI 2 resultaron ser 6,56 y 3,94 

veces más tóxicas, respectivamente, que nanofibras de PANI en larvas S.25 de Rhinella 

arenarum'. Estas conclusiones se basaron teniendo en cuenta los datos de 

concentraciones NOEC de los nanomateriales. 

8.3.2. Test de teratogénesis en embriones de R. arenarum 

Con el objetivo de evaluar los efectos teratogénicos de las nanopartículas se 

realizó el ensayo teratogénico en embriones de R. arenarum a partir de estadios 

blastoméricos S.2 — S.4. Este ensayo se llevó a cabo mediante la observación de los 

efectos embriotóxicos que surgieron de la exposición continua en embriones en la etapa 

de desarrollo de blástula temprana (S.2-S.4) en adelante, durante un período de 96 h. Los 

parámetros teratogénicos observados diariamente tuvieron que ver con el grado y tipos 

de malformaciones y la mortalidad de los embriones expuestos. Los efectos considerados 

subletales se expresaron como anomalías morfológicas, que implican teratogénesis y 

reducción del tamaño corporal. 

Los estudios en embriones de R. arenarum mostraron efectos teratogénicos en los 

grupos tratados con ambos tipos de Np-PANI y también en aquellos incubados con el 

dispersante PVP, no así en los controles incubados con Ringer (figura 39 y 40). En cuanto 

a las Np-PANI 1, no se observaron diferencias estadísticamente significativas en los 

efectos subletales entre las diferentes concentraciones de Np-PANI 1 y las 

concentraciones del polímero PVP 2% en PBS. El efecto teratogénico de ambos 

tratamiento se observó a partir de la concentración de 0,18 mg/ml, y fue incrementándose 

a medida que las concentraciones eran mayores (figura 39). Estos resultados sugieren que 

el efecto subletal atribuible a estas nanopartículas podría deberse al polímero 

estabilizante. Kato y Nagao (2009) han reportado que de un efecto toxico en embriones 

bovinos con supresión el desarrollo embrionario por parte del polímero PVP dependiendo 

de la concentración utilizada'. Mediante el análisis Probit se pudo estimar los valores de 

NOEC, CT50 y CT99 para los embriones tratados (tabla 3). Para éstas Np-PANI 1, se 

calculó un IT50 de 5. Además, para ésta dispersión de nanopartículas, se observó un efecto 

letal en las etapas embrionarias, es decir que muchas malformaciones culminaban con la 

muerte de los embriones. El efecto letal de PANI-Npl en los embriones expuestos 
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aumentó gradualmente a medida que las concentraciones aumentaron al igual que para 

PVP en todas las concentraciones testeadas (figura 41). 
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Figura 39: Porcentaje de embriones normales luego de la exposición por 96 horas a distintas 
concentraciones de PVP 2% en PBS y Np-PANI 1. ** p < 0.05. 
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Figura 40. Porcentaje de embriones normales luego de la exposición por 96 horas a distintas 
concentraciones de PVP + PNIPAM I% en PBS y Np-PANI 2. **p < 0.05. 
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Tabla 3: Análisis Probit de la exposición a Np-PANI ¡y Np-PANI 2 en embriones del estadio S.2 - S.4 de 
R. arenarum. NOEC: concentración no teratogénica; CT.50: concentración que induce teratogénesis en el 
50% de los embriones tratados y CT99: concentración que induce teratogénesis ene! 99% de los embriones 
tratados. 

NOEC (subletal) 0,05 mg/mi 0,023 mg/m1 0,14 mg/m1 

0,43 mg/m1 0,3 mg/m1 0,87 mg/m1 

4,07 nyymi 3,33 miro' 5,28 mg/mi 

CT50 
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Figura 41: Porcentaje de mortalidad en embriones expuestos a Np-PANI 1 y PVP 2% en PBS. * p < 
0,05. 

Por otro lado, respecto a las Np-PANI 2, la combinación de los dos polímeros 

estabilizantes (PVP 1% + PNIPAM 1%) no produjo efectos subletales en ninguna de las 

concentraciones testeadas. La exposición a Np-PAN! 2 desencadenó un efecto subletal 

(malformaciones) a una concentración de 0,5 mg/ml (figura 40). Todas las 

concentraciones estimadas por el análisis Probit para Np-PANI 2 resultaron más elevadas 

que las estimadas para Np-PANI 1 (Tabla 3). Cuando los embriones en etapa S.2 - S.4 se 

incubaron a diferentes concentraciones de Np-PANI 1 y Np-PANI 2, se observaron 

efectos subletales dependiente de la concentración; aunque los efectos subletales de la 

exposición a las Np-PANI 2 fueron menos severos que los provocados por Np-PANI 1 
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indicando que la combinación de los polímeros estabilizantes reducen la toxicidad de las 

Np-PAN! 2. Cabe aclarar que la combinación de dispersantes por sí misma, no produjo 

efectos teratogénicos y por lo tanto no se pudieron calcular las dosis teratogénicas de estas 

soluciones. 

El IT50 calculado para estas Np-PAN! 2 fue de 1,35. El IT es una medida del riesgo 

de producir efectos subletales de un determinado xenobiótico en el desarrollo temprano 

de una especie; si es mayor que 1,5 significa una mayor potencialidad de las 

nanopartículas para generar malformaciones en los embriones sin necesidad de inducir 

una mortalidad significativa'. El IT para Np-PANI 2 fue 1,35 mientras que para Np-

PANI 1 fue 5,01, lo que indicaría un mayor potencial para inducir malformaciones por 

parte de las Np-PAN! 1 con respecto a las Np-PAN! 2. Cabe señalar que mientras que el 

IT disminuyó para las Np-PAN! 2 a un valor significativo menor (TI = 1,35), el efecto 

teratogénico permanece y es debido a la exposición a las nanopartículas. 

Para evaluar el desarrollo de los embriones y determinar las malformaciones 

presentes en los distintos grupos de tratamientos (control Ringer y PBS, PVP 2% en PBS, 

PVP 1% + PNIPAM 1% en PBS; Np-PAN! 1 y Np-PAN! 2); se examinaron bajo la lupa 

los embriones en diferentes estadios: blástula temprana (S.2 - S.4), gástrula (S.10 - S.12), 

rotación (S.15) y se registraron los cambios morfológicos (figura 42). En cuanto al tipo 

de malformaciones observadas con las Np-PAN! 1 pudimos determinar un patrón similar 

de malformaciones entre el grupo tratado con Np-PAN! 1 y el tratado con el polímero 

estabilizante (PVP 2 % en PBS). Las anormalidades de desarrollo más comunes que se 

encontraron en embriones tratados con PVP fueron: eje anormal (figura 42c) y edema 

(figura 42d). En los embriones tratados con el Np-PAN! 1 se observó predominio de 

crecimiento detenido en estadio S.12 coincidente con la etapa de gástrula tardía, (figura 

42g), subdesarrollo en S.I 5 (figura 42e) y, en menor medida, el edema (figura 420. Por 

el contrario, en los embriones de los grupos control (Ringer y PBS) no se observaron 

malformación que superen los valores normales de hasta un 10% (figura 42a y b). 
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Figura 42: Embriones de R arenarum expuestos a Np-PANI ¡y 2. a) Expuestos a solución Ringer, b) PBS; 
c y d) expuestos a suspensiones de PVP 2%; e, f y g) expuestos a Np-PANI Iyhe i) expuestos a Np-PANI 
2. Los tipos de malformaciones predominantes observadas fueron: anormalidad de cola (c y d), 
subdesarrollo (e y h), edema generalizado (i), edema cardiaco (d y fi y detenimiento del desarrollo en la 
etapa gastrular del desarrollo (g). 

El tipo de malformación que predominó en la exposición a las Np-PANI 2 fue el 

retardo en el crecimiento con subdesarrollo de los embriones en S.15 (figura 42h) y en 

menor medida el edema en S.20 (figura 42i). Malformaciones similares a las observadas 

cuando se empleó las Np-PANI 1; aunque no se observó crecimiento detenido en la etapa 

de gástrula tardía S.12, malformación que conducía a la muerte del embrión. 

De acuerdo a los resultados obtenidos a través de los experimentos de letalidad en 

larvas y teratogénicos en embriones de R. arenarum pudimos determinar una mayor 

susceptibilidad a la exposición de ambas Np-PANI dependiente del estadio de desarrollo 

de los renacuajos. Por ejemplo, la concentración de Np-PANI 1 necesaria para causar 

efecto letal es tres veces mayor en larvas S.25 que en los embriones. Este resultado 

concuerda según lo informado por Yslas et al. (2012) para nanofibras de po1iani1ina60. 

Embriones en etapa temprana son más sensibles que los embriones más maduros frente a 

la exposición a nanomateriales de polianilina. Hallazgos similares fueron registrados por 

Hutler Wolkowicz et al. (2013) con el compuesto xenobiótico Epiclorhidrina63. 
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8.3.3. Acumulación, distribución y excreción de Np-PANI en larvas S.25 de R. 

arenarum 

Cuando se comparó el efecto letal de ambas Np-PANI teniendo en cuenta los datos 

del análisis PROBIT, se determinó que en el estadio larval S.25 las Np-PANI 2 son más 

tóxicas que las Np-PANI 1. Este hallazgo se puede atribuir en parte al menor tamaño que 

tiene las Np-PANI 2, con la consiguiente mayor acumulación en las larvas. Se determinó 

la acumulación tanto de Np-PANI 1 y Np-PANI 2 en larvas S.25 expuestas a una 

concentración de 0,5 mg/ml por 96 horas. Cabe aclarar que se empleó esta concentración 

por no ser tóxica para las larvas en estadio S.25. Los resultados mostraron que cuando las 

larvas S.25 se incubaron con Np-PANI 1 la cantidad retenida fue de 5 = 0,62 mg ± SEM 

= 0,05 cada 10 larvas mientras que para Np-PANI 2 la cantidad retenida era de 5¿ = 0,86 

mg ± SEM = 0,06 cada 10 larvas. Por lo tanto, es posible sugerir que el contenido 

intestinal de nanopartículas en las larvas aumentó cuando el tamaño de las nanopartículas 

fue menor (figura 43). Similares resultados fueron reportados para otros 

nanomateriales'6. 

et.< 
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Figura 43: Contenido intestinal de Np-PANI en larvas S.25 de Rhinella arenarum expuestas a 0,5 mg/m1 
de ambas Np-PANI después de 96 h. Los datos representan la media ± SEM * indica diferencia 
estadísticamente significativa entre la exposición de Np-PANI ¡y Np-PANI 2, p < 0,05. 
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Por otro lado, se evaluó la eliminación de Np-PANI en larvas S.25 a través del 

análisis espectrofotométrico de PANI en la materia fecal de larvas expuestas por 24 horas 

a una concentración de Np-PAN! de 0,5 mg/ml, comparándose con la materia fecal de 

larvas control alimentadas con comida para peces. Los espectros UV-visible de muestras 

de heces disueltas en NMP o etanol de las larvas tratadas con nanopartículas, 

correspondieron al espectro característico de PAN! (figura 44). Además, pudo 

determinarse la presencia de Np-PANI macroscópicamente como acúmulos de color azul 

oscuro en las heces observada bajo lupa de las larvas expuestas, en contraste con las 

muestras de heces del grupo control (figura 45). 
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Figura 44: Espectros UV-visibles de muestras de materia fecal disueltas en NMP y Et0H 

Figura 45: Larvas S.25 observadas bajo lupa estereotípica: a) control alimentado con alimento para peces, 
nótese materia fecal de color claro y b) larvas expuestas a Np-PANI 1 donde se puede visualizar la 
presencia de las nanopartículas en materia fecal. 
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Cuando se produce la exposición en la etapa larval S.25, las nanopartículas se 

acumulan principalmente en el tubo digestivo a través de su ingreso vía oral. En nuestro 

estudio, se observó la presencia de nanopartículas en las heces de las larvas asumiendo 

que las partículas pasan a través del tracto digestivo. Teniendo en cuenta que estas 

nanopartículas también pueden ingresar al organismo vía transdérmica especialmente en 

anfibios que presentan una piel muy permeable, se realizaron estudios histopatológicos 

con el fin de identificar acúmulos de nanopartículas en las capas cutáneas y/o en otros 

órganos internos, además de evaluar posibles efectos tóxicos. 

Figura 46: Cortes histológicos sagitales de larvas S.25 luego de la exposición a Np-PANI ¡y Np-PANI 2 
(0,5 mg/mi). a) Cabeza y cavidad abdominal con presencia de acúmulos de Np-PANI I en aparato digestivo 
(4X) y b) cortes transversales de intestino delgado con Np-PANI 1 en la luz del órgano (flechas) (10X). c) 
Cabeza y cavidad abdominal con acúmulos de Np-PANI 2 en aparato digestivo (4X) y d) cortes 
transversales de intestino delgado y grueso con presencia de aglomerados de Np-PANI 2 en la luz (I OX). 

Los órganos del sistema digestivo fueron los sitios de acumulación de las Np-

PANI 1 y Np-PANI 2 tanto en el estómago, como el intestino delgado y grueso (figura 

46). No se encontraron diferencias estructurales entre los grupos tratados con 

nanopartículas y los controles. La estructura histológica de estos órganos se mostró 

conservada, sin solución de continuidad de los epitelios. Tampoco se observaron células 

inflamatorias en ellos. En el intestino delgado además de las nanopartículas, se observó 
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la presencia de detrito celular, lo que estaría sugiriendo un alto recambio del epitelio 

intestinal producto del contacto con las Np-PANI (figura 47). 

El tracto digestivo y la epidermis generalmente representan dos de las vías más 

importantes de ingreso de las Np-PANI para los estadios larvales y embrionarios de 

anfibios. Las Np-PANI utilizarían una u otra vía de ingreso dependiendo del estadio de 

desarrollo de R. arenarum. En embriones probablemente la vía principal de ingreso sea 

transdérmica, a través de la adhesión de las Np-PANI a las células del ectodermo y la 

consiguiente generación de malformaciones. Mientras que, en los estadios larvales (S.25. 

de R. arenarum), el tracto digestivo será la vía de ingreso más importante. En este estadio 

no se observaron alteraciones en la piel de las larvas, lo que sugiere que estas 

nanopartículas son probablemente incapaces de ingresar a través de esta ruta. Los 

renacuajos de los anfibios son filtradores por lo que es posible que una vez desarrollado 

el aparato bucal comiencen a ingerir las nanopartículas. Resultados similares fueron 

reportados por Bacchetta y col. en larvas de Xenopus laevis empleando nanopartículas de 

metales oxidados como Cu02, Ti0267, aunque con presencia de lesiones en los órganos 

digestivos producto de la interacción con estas nanopartículas 

Figura 47: Cortes histológicos de larvas S.25 de R. arenarum (40X). a) y b) Secciones de intestino delgado 
con aglomerados de Np-PANI 1 y Np-PAN! 2 en la luz intestinal respectivamente y presencia de debris 
celulares. c) Intestinos delgados de larvas control alimentadas con alimento de peces. 

El uso de modelos in vivo para realizar ensayos de toxicidad de nanomateriales 

está incrementándose y son de carácter obligatorio cuando se desea aplicar 

potencialmente nanotecnología a diferentes áreas como la medicina. El uso de este tipo 

de modelos que no emplean mamíferos ha brindado una solución alternativa para sustituir 
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el empleo de mamíferos siempre que sea posible; los cuales cada vez están siendo más 

reconocidos como modelos válidos para el estudio de las enfermedades humanas68. 

De acuerdo a los resultados in vitro con ambas Np-PANI donde la TFT con Np-PAN! 

1 resultó más eficaz, promoviendo la muerte celular en tiempos más cortos de incubación 

en modelos de cultivo 2D, como también una mayor eficacia en modelos de cultivo 3D; 

es que se propuso continuar con los ensayos in vivo con las Np-PAN! 1. Los ensayos con 

larvas de R. arenarum confirmaron una mayor toxicidad de Np-PAN! 2, lo que también 

contribuyó a la decisión de continuar los estudios en ratones solamente con las Np-PANI 

1. 

8.4. Experimentos in vivo en ratones Balb/c 

8.4.1. Toxicidad in vivo de Np-PANI en ratones Balb/c 

Pruebas de toxicidad sistémica se utilizan para abordar la evaluación de la 

toxicidad sistémica generalizada, la toxicidad no específica a órganos blancos y/o la 

toxicidad a determinados órganos, a pesar de que estos efectos pueden ser el resultado de 

la absorción sistémica y la distribución de sustancias tóxicas. Con el objetivo de evaluar 

el posible efecto tóxico in vivo de las Np-PAN! 1, se evaluaron diversos parámetros 

bioquímicos tales como: transaminasa glutámicopirúvica (GPT), urea y creatinina. Estos 

parámetros se utilizan comúnmente por ser considerados indicadores del estado y 

funcionalidad de los órganos depuradores (hígado y riñón), de compuestos xenobióticos 

que se encuentran presentes en el suero. 

Para esto, se testeó la concentración de I mg/ml de Np-PAN! 1 con la cual se logró 

el efecto fototérmico en las células en monocapa en los experimentos in vitro y cuya 

concentración se acerca la NOEC obtenida en los experimentos de toxicidad en larvas de 

R. arenarum. 
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Figura 48: Valores séricos de urea (mg/dl) obtenidos a diferentes tiempos de ratones inyectados EV con 
Np-PANI I (14,4 mg/kg de peso corporal), con PVP 2% en PBS y controles sin ningún tipo de tratamiento. 

Para realizar este experimento se utilizaron ratones Balb/c, a los que se le 

administró por vía endovenosa una suspensión de 200 µI de Np-PAN! 1 en PBS (4 veces 

más volumen del que se utilizará posteriormente en los tratamientos fototérmicos y la 

cual se corresponde con 14,4 mg/kg de peso corporal). Luego se obtuvieron muestras 

de sangre a diferentes tiempos (1, 3 y 7 días post inyección). En ellas no hubo diferencias 

estadísticas significativas en la concentración de creatinina, urea y GPT, entre los ratones 

del grupo control y los ratones tratados con Np-PAN! y PVP a los distintos tiempos 

estudiados. Los valores de estos parámetros se mantuvieron dentro de los rangos 

fisiológicos (figuras 48, 49 y 50). Además, durante el tiempo de seguimiento de los 

ratones no se observaron diferencias en cuanto al peso de los mismos, como tampoco 

cambios de comportamiento. A la necropsia de los animales; no se detectó la presencia 

de lesiones macroscópicas en órganos como hígado, riñón, intestino, corazón y cerebro 

en los ratones tratados con Np-PAN! 1. Estos resultados sugieren que estas Np-PAN! 1 

dispersadas en PVP 2% no causan efectos adversos sistémicos como tampoco 

alteraciones en órganos de depuración que pudieran elevar los niveles de parámetros 

bioquímicos. 
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Figura 49: Valores séricos de creatinina (mg/d1) obtenidos a diferentes tiempos de ratones inyectados EV 
con Np-PAN! ¡(14,4 mg/kg de peso corporal), con PVP 2% en PBS y controles sin ningún tipo de 
tratamiento. 

Figura .50: Valores séricos de GPT (UI/L)) obtenidos a diferentes tiempos de ratones inyectados EV con 

Np-PAN! 1 04,4 mg/kg de peso corporal), con PVP 2% en PBS y controles sin ningún tipo de tratamiento. 

8.4.2. Terapia fototérmica en ratones portadores de tumores 

Con el propósito de evaluar la eficacia de la terapia fototérmica en ratones 

portadores de tumores, se procedió a administrar por vía IT una suspensión de 50 1.11 Np-

PANI 1 (1 mg/mi que corresponde con 3,6 mg/Kg de peso vivo), y luego de 3 horas se 

iluminó la zona del tumor con luz NIR proveniente del láser utilizado en los experimentos 

in vitro con igual dosis de luz. Durante este tiempo se monitorió los AT °C en la zona de 
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proyección tumoral y se pudo detectar un aumento de 4 °C en la zona medido a través de 

un termómetro láser digital infrarrojo. 

Luego de la terapia se evaluó el crecimiento tumoral en el tiempo (10 días) en los 

distintos grupos tratados (control, control luz, PVP + luz, Np-PANI sin irradiación y Np-

PANI + luz) (figura 51). 

--e-- Control 

Irradiacion solamente 

—e—PVP + luz 

—á — Np-PANI len ose 

• gil Np-ReNI 1 + luz 

Figura 51: Crecimiento de los tumores LM2 en ratones de los distintos grupos de tratamiento después de 

la aplicación de TFT. 

Los resultados obtenidos muestran que en los primeros tres días post TFT no se 

observaron diferencias estadísticas significativas entre los volúmenes tumorales de los 

ratones sometidos a los distintos tratamientos. Luego de este tiempo, el volumen tumoral 

del grupo Np-PAN! 1 e irradiado fue significativamente menor que el resto de los grupos 

controles. Si bien no se observaron diferencias estadísticas significativas en los 

volúmenes tumorales en los 3 primeros días, macroscópicamente a partir de las 24 horas 

se pudo observar la presencia de lesiones por quemaduras con eritema en la piel de los 

tumores en los ratones tratados con la combinación de NP-PAN! 1 y luz, las cuales fueron 

evolucionando a lesiones oscuras y necróticas con el paso de los días (figura 52). 

M. V. Luis Exequiel Ibarra 



Nanopartículas de polianilina y su aplicación en terapia fotoasistida contra el cáncer 

1 .1 11 *V- dall 

Figura 52: Fotografías de ratones portadores de tumores pertenecientes a los distintos grupos tratamientos 
7 días post terapia fototérmica. Nótese en el grupo Np-PANI 1 + luz, la disminución signíficativa del tumor 
como también la formación de una cicatriz por quemadura en la zona del tumor. 

A partir del 4° día post tratamiento se observaron diferencias estadísticamente 

significativas (p <0,05) entre el volumen promedio tumoral del grupo tratamiento Np-

PANI 1 + luz con respecto a los demás grupos controles. Estas diferencias se mantuvieron 

en los días restantes de seguimiento de los volúmenes tumorales. Cabe aclarar que no se 

observaron diferencias estadísticas en los volúmenes tumorales entre los grupos control, 

control oscuro y el grupo control luz en todo el periodo de seguimiento post TFT, 

indicando que es necesario la combinación de ambos elementos (Np-PAN! I + luz) para 

promover la regresión tumoral. Los tumores de cinco de los ocho ratones inyectados IT 

con Np-PANI 1 e irradiados desaparecieron completamente 7 días después de la terapia, 

dejando cicatrices en los sitios del tumor. En estos animales no se registró recidivas ni 

metástasis en otros órganos dentro de los tres meses posteriores al tratamiento. Además 

no se observaron cambios en los pesos de los animales como tampoco cambios de 

comportamiento ni del estado general de los mismos indicando la tolerancia a la TFT. 

8.4.3. Estudios post terapia fototérmica en ratones portadores de tumores 

8.4.3.1. Viabilidad de tumores por lindón con azul de Evans 

A través de la tinción de azul de Evans, tinción que permite distinguir el tejido 

vital de aquel que está muerto, administrada 24 horas post TFT, se observó que los 

M. V. Luis Exequiel Ibarra 



RESULTADOS Y D1SCUSION 

tumores de los grupos control, control luz y PVP + luz, se tiñeron en casi su totalidad, lo 

que indicaría que no ocurrió muerte celular en estos tumores (figura 53 a, b y c). Mientras 

que, en el grupo de Np-PAN! 1 + irradiación se registraron grandes áreas de necrosis 

tumoral (figura 53 d y e). Mediante esta técnica solamente se colorean las áreas de tejido 

vivo. Aquellas áreas tumorales necróticas permanecen sin teñirse, debido a un efecto 

directo sobre las células tumorales o trastornos estructurales y funcionales en la 

microcirculación. 

La zona de necrosis tumoral se midió en cortes obtenidos de los mismos. En el 

grupo de Np-PAN! 1 + luz, el porcentaje de necrosis en el tumor (tejido no teñido) fue 

del 64% en promedio, mientras que en los otros grupos no alcanzo al 5%. Este hallazgo 

refuerza los resultados obtenidos en el experimento anterior, donde cinco de los ochos 

ratones tratados mostraron desaparición total del tumor a los 7 días post terapia. 

Figura 53: Tumores luego de la TFT teñidos con azul de Evans; a) Control, b) Control luz, c) PVP + 
irradiación, d) Np-PAN! 1 en condiciones de oscuridad, e y f) Np-PAN! 1 + irradiación con láser NIR. 

8.4.3.2. Histopatología de tumores y órganos 

El examen histopatológico de los tumores tratados con el Np-PAN! 1 y luz NIR 

mostró un daño celular grave, con grandes áreas de necrosis y áreas con morfología 

celular compatible con muerte celular por apoptosis (cariopicnosis, cariorrexis y 
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citoplasmas acidófilos) (figura 54a). Además se observó presencia de células 

inflamatorias y hemorragias con rupturas de vasos sanguíneos en comparación con el 

grupo control (figura 54b) y tumores solamente irradiados con el láser (figura 54c). En 

resumen, nuestros resultados demostraron que la combinación de Np-PAN! 1 y luz NIR 

es una terapia fototérmica que logra ablación tumoral altamente eficaz y factible. 

Figura 54: Cortes histológicos de tumores 7 días luego de TFT teñidos con H&E. a) Empleando Np-PAN! 
1 (3,6 mg/kg por vía IT) e irradiación con láser NIR (15 mm n a una potencia de 500 mW/cm2) (400X). Se 
muestra una gran área de necrosis con celulares sin núcleo y detritos (circulo con líneas punteadas). Las 
células tumorales mostraron diferentes tipo de muerte celular con cariopicnosis, cariorrexis y lisis celular 
(flechas señalan células apoptóticas). b) Control de Np-PANI 1 en condiciones de oscuridad. La 
organización del tejido tumoral está bien conservada y es típica de este tipo de tumor. c) Tumores 7 días 
después de TFT con PBS IT e irradiación con láser NIR. La organización del tejido tumoral está bien 
conservado y no se observan zonas de muerte celular. 

Por otro lado, se evaluó la potencial toxicidad de Np-PANI 1 después de 10 días 

de la terapia fototérmica intratumoral, en los órganos tales como el hígado, el bazo, y el 

riñón (figura 55). En el hígado de los animales tratados con Np-PAN! 1 en condiciones 

de irradiación y sin irradiación, se observaron cambios histopatológicos tales como: la 

presencia de congestión sinusoidal con un leve grado de dilatación de los espacios 

sinusoidales y una inflamación lobulillar leve, además de la infiltración de células 

inflamatorias mononucleares (macrófagos). Los hepatocitos se mostraron levemente 

degenerados con hinchazón celular y algunas células con degeneración vacuolar. Si bien, 

estas lesiones aparecieron distribuidas al azar en todo el parénquima, no se observaron 

cambios compatibles con necrosis hepática, lo cual indicaría una leve inflamación del 

parénquima considerada de tipo reversible. Por otro lado, el grupo control y el tratado con 

PVP no mostraron ninguno de estos cambios. 
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En el bazo, no se observaron lesiones histopatológicas en ninguno de los grupos 

tratados. Las secciones de bazo mostraron la arquitectura esplénica normal con los 

folículos y senos linfoides conservados. 

Con respecto al riñón, en las secciones de tejidos de los grupos control y PVP + 

luz se observó una arquitectura normal con glomérulos, túbulos y papilas renales 

conservados. Sólo se observó algo de tumefacción turbia en el epitelio tubular de la zona 

cortical en el grupo Np-PANI 1 sin irradiación. En el grupo Np-PANI 1 + luz, la luz de 

algunos túbulos renales se hallaron con líquido proteico y se observó una ligera 

infiltración de células inflamatorias en la zona cortica'. Estas respuestas inflamatorias son 

consideradas muy leves y no presentes en todo el órgano como para alterar la 

funcionalidad. Los cambios histopatológicos observados en los órganos de los grupos 

tratados con Np-PANI 1 podrían sugerir una leve toxicidad con daños leves y reversibles, 

y pueden estar asociados a la biodistribución y acumulación de las Np-PANI 1 en estos 

órganos. Diferentes trabajos muestran que muchas de las nanopartículas administradas in 

vivo, pueden terminar impactando en órganos de depuración como el hígado y riñón 

dependiendo del tamaño, carga, funcionalización de las mismas. Mientras más pequeñas 

sean las partículas; mayor será la distribución a diferentes tejidos69-72. Si bien, en nuestro 

estudio, no pudimos determinar la biodistribución de las Np-PANI 1, creemos que estos 

efectos de mayor acumulación de células inflamatorias en los hígados y riñones en los 

grupos tratados con Np-PANI 1 pueden deberse a la presencia de nanopartículas. Aunque 

estas no producirían alteraciones en la funcionalidad de estos órganos, ni tampoco en 

parámetros fisiológicos generales como peso, comportamiento, estado general de los 

ratones. 
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Figura 55: Cortes histológicos de órganos de los distintos grupos tratamientos. a) Control irradiación, b) 

PVP e irradiación, c) Np-PAN! I en condiciones de oscuridad y d) Np-PAN! I e irradiación. 

M. V. Luis Exequiel Ibarra 



RESULTADOS Y DISCUSION 

8.4.3.3. Bioquímica sanguínea de parámetros fisiológicos de funcionalidad de órganos 

Por otra parte, 10 días después de la TFT, se les extrajo sangre a los ratones tratados 

con una concentración de Np-PAN! 1 de 3,6 mg/kg de peso corporal vía intratumoral, y 

a los ratones de los grupos controles por vía intracardiaca al momento de la eutanasia. A 

partir de los ensayos bioquímicos evaluados se pudo demostrar que no hubo diferencias 

estadísticamente significativas en las concentraciones de creatinina, urea y GPT en suero 

entre ninguno de los grupos tratados. Los valores se encontraron dentro de los rangos 

fisiológicos esperados (figura 56). Estos resultados sugieren que las Np-PAN! 1 no causan 

efectos funcionales adversos de riñón e hígado. Los datos se corresponden con los 

obtenidos mediante el análisis histopatológico de los órganos, donde solo se observaron 

lesiones inflamatorios consideradas muy leves e incapaces de producir alteraciones 

funcionales. 
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Figura 56: Niveles de urea (a), creatinina (b) y GPT (c) en suero de ratones portadores de tumores 
pertenecientes a los distintos grupos tratamientos (control, control luz, PVP + luz, Np-PANI ¡y Np-PANI 
+ luz 10 días post TFT. 
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En resumen, se pudo establecer un protocolo de tratamiento antitumoral 

empleando nanopartículas de polianilina, un polímero semiconductor, en una terapia en 

fases iniciales de experimentación hasta el momento, denominada terapia fototérmica. Se 

ha podido demostrar la capacidad de nanopartículas de PANI, dispersadas en medios 

acuosos con la ayuda de otros polímeros estabilizantes, de sensibilizar células tumorales 

in vitro y por ende desencadenar muerte celular, combinándolas con la irradiación de luz 

NIR emitida de una fuente luz láser monocromática y coherente a 785 nm. 

Por otro parte, los resultados favorables obtenidos in vitro sumado a la baja 

toxicidad determinada a través de modelos in vivo; permitieron implementar un protocolo 

de tratamiento TFT en un modelo con ratones portadores de tumores. Los resultados 

obtenidos en ratones mostraron un importante efecto de ablación tumoral post TFT con 

estas nanopartículas, con nulos efectos tóxicos en órganos vitales y sin alteración de la 

funcionalidad de los mismos. Por lo tanto, se pudo desarrollar un tratamiento fotoasistido 

con nanopartículas para ser implementado en enfermedades tumorales. 
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CONCLUSIONES 

La terapia fototérmica es una modalidad terapéutica contra enfermedades 

cancerígenas que se encuentra aún en etapas experimentales. La hipertermia localizada 

tiene especial relevancia en el tratamiento de tumores primarios y en aquellos que se 

encuentran en etapa temprana de desarrollo, cuando todavía no se evidencia metástasis. 

En este trabajo de tesis doctoral se estudiaron los efectos fototerapéuticos y 

tóxicos de un nuevo nanomaterial derivado del polímero conductor polianilina. A partir 

de los resultados obtenidos se desprenden las siguientes conclusiones: 

Se sintetizaron nanopartículas de polímeros conjugados a base de polianilina, un 

polímero con propiedades semiconductoras, y polímeros anfifílicos que permitieron la 

estabilización estérica de las nanopartículas en medios acuosos (PVP y PNIPAM). 

Las Np-PANI 1 (estabilizadas en PVP 2%) mostraron un tamaño de 200 nm en 

promedio mientras que las Np-PANI 2 (estabilizadas en PVP 1% + PNIPAM 1%) 

mostraron un tamaño de 90 nm aproximadamente. Ambas dispersiones resultaron ser 

estables en medios acuosos con presencia de electrolitos y proteínas del suero sin 

modificarse los tamaños de las mismas. 

Ambas dispersiones de Np-PANI en solución provocaron un aumento de temperatura 

del medio líquido luego de la iluminación con un láser LED de 785 nm 500 mW/cm2

dependiendo de la concentración de nanopartículas y del tiempo de irradiación. 

Las Np-PANI se incorporaron de manera eficiente en células LM2 a tiempos cortos (3 

y 6 horas). Se demostraron distintas cinéticas de incorporación para Np-PANI 1 y Np-

PANI 2, alcanzando un plateau para esta última a mayores tiempos de incubación y 

con mayores concentraciones intracelulares. Estas diferencias se deberían al menor 

tamaño de las Np-PANI 2. 

Las Np-PANI no son citotóxicas per se en cultivos celulares tumorales a 

concentraciones menores a 1,5 mg/mi y en cultivos celulares de células no tumorales 

a concentraciones menores a 3 mg/ml. Lo cual constituye una propiedad beneficiosa 

para los objetivos planteados. 
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> Las técnicas utilizadas para evaluar la citotoxicidad de las nanopartículas mostraron 

resultados distintos entre ellas. Estos resultados se deberían a diferentes mecanismos 

intracelulares ensayados como también a interferencias del nanomaterial con los 

compuestos utilizados en la técnica. Los resultados obtenidos a través del ensayo 

clonogénico, que registra todos los eventos que conducen a la muerte en forma 

integrada a través del tiempo, coincidieron con los obtenidos por MTT, habilitando 

esta técnica para evaluar los efectos de exposición a Np-PANI. 

> Ambas dispersiones de nanopartículas desencadenaron la muerte celular en 

condiciones de irradiación in vitro tanto en modelos de cultivo 2D como 3D de la línea 

celular LM2. Los protocolos de TFT ensayados resultaron ser diferentes de acuerdo al 

modelo experimental empleado; con mayores tiempos de incubación (24 horas) y 

mayores concentraciones de nanopartículas (4 mg/mi) para el modelo de esferoides 

(3D). 

> Las Np-PANI 1 resultaron ser más eficientes que las Np-PANI 2 en lograr la muerte 

celular por TFT a iguales tiempos de incubación y dosis de luz. Mediante el análisis 

morfológico de las células LM2 se pudo determinar muerte celular por necrosis y 

apoptos i s. 

> Las Np-PANI per se no lograron producir estrés oxidativo en cultivos celulares in 

vitro. Mientras que si se desencadenó la producción de ROS debido a la combinación 

de la radiación NIR empleando estas nanopartículas. 

> La TFT con Np-PANI produciría un incremento de la temperatura significativo como 

también el aumento de ROS. Ambos procesos serían los responsables de provocar la 

muerte celular por necrosis como por apoptosis. 

> A través de AMPHITOX, un modelo in vivo utilizado para evaluar la toxicidad de 

xenobióticos, se determinó una CL50 de 1,5 mg/m1 para Np-PANI 1 y de 1,17 mg/mi 

para Np-PANI 2. De acuerdo a éstas CL50 se considerarían a las Np-PANI no toxicas 

para organismos acuáticos. 

> Ambas dispersiones de Np-PANI produjeron efectos subletales (malformaciones) en 

embriones de R. arenarum. Las diferencias encontradas entre ambas dispersiones se 

debieron al polímero dispersante PVP 2% utilizado en la síntesis de las Np-PANI 1. 
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Estos efectos subletales disminuyeron utilizando como dispersante a la combinación 

de los polímeros (PVP 1% + PNIPAM 1%) en la síntesis de las Np-PANI 2. 

> Se determinó una mayor incorporación de Np-PANI 2 en comparación con Np-PANI 

1 en larvas S.25. Esta diferencia podría ser atribuida al menor tamaño de las partículas 

con la consiguiente mayor acumulación. Estos resultados se correspondieron con los 

obtenidos en cultivos celulares. 

> Se pudo determinar la localización de Np-PANI en órganos del tracto digestivo de 

larvas de R. arenarum, comprobándose mediante ensayos histopatológicos, que la 

principal vía de ingreso es la digestiva y que la vía de ingreso cutánea no estaría 

involucrada. 

> En un modelo in vivo empleando ratones Balb/c, con tumores implantados de la línea 

celular LM2, se logró la ablación tumoral por TFT con las Np-PAN! 1 inyectadas IT 

y una dosis de luz equivalente a la empleada en los ensayos in vitro. 

> En estos ratones se evidenció una regresión total en un 60 % de los tumores y no 

ocurrieron recidivas de los tumores primarios y/o metástasis por un lapso de más de 3 

meses de seguimiento de los animales. El estado general de estos ratones fue óptimo 

durante todo el periodo del ensayo. 

> Se pudo determinar muerte celular por apoptosis y necrosis en los tumores luego de la 

TFT con Np-PANI mediante ensayos histopatológicos. 

> Por último, no se observaron efectos tóxicos en ratones Balb/c luego de la TFT 

evaluando órganos claves en la destoxicación de compuestos y de posible impacto de 

nanomateriales. 

M.V Luis Exequiel Ibarra 








