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RESUMEN

La implementaciéon de la nanotecnologia en la medicina promete avances importantes,
principalmente en las terapias anticancerigenas. En particular, ha atraido mucho la atencién en
los dltimos afios, el desarrollo de nanoparticulas capaces de generar eficientemente calor bajo
iluminacion con radiacion laser. Esto debido a la posibilidad de controlar la selectividad de
nanoparticulas en los tumores, que permite una gran localizacion del calor en el drea tumoral a
bajas intensidades de luz. Como también mediante la implementacién de longitudes de onda de
laser especificas, que se encuentran en las llamadas ventanas bioldgicas, donde los tejidos,
parcialmente, se convierten transparentes debido a una reduccién simultdnea en la absorcién y
dispersion de fotones con la consiguiente minimizacion del dafio en el tejido sano circundante.
En el presente trabajo se evalué el potencial fototérmico de nanoparticulas de polimeros
conjugados a partir de polianilina (PANI), un polimero conductor. Para lo cual, se caracterizaron
fisicoquimicamente nanoparticulas de PANI estabilizadas con polimeros anfifilicos para
posteriormente evaluar la capacidad de inducir hipertermia luego del tratamiento fotoasistido.
Conjuntamente, se evalu6 la capacidad de incorporacién como la biocompatibilidad y toxicidad
de Np-PANI en distintas lineas celulares tumorales y normales, estadios embrionarios y larvales
de R arenarum y ratones Balb/c. La estabilidad coloidal de estos materiales en medios
fisiologicos se relaciondé con su capacidad para incorporarse en las células tumorales y
sensibilizarlas luego de la iluminacién NIR.

Las nanoparticulas de polianilina provocaron la muerte celular por apoptosis y necrosis en la linea
celular tumoral LM2 luego del protocolo terapéutico fotoasistido ensayado tanto en modelos de
cultivos 2D como 3D (esferoides). Las Np-PANI 1 resultaron ser mas eficientes que las Np-PANI
2 en lograr la muerte celular a iguales tiempos de incubacion y dosis de luz.

En modelos toxicolégicos in vivo (AMPHITOX y ratones Balb/c) se determiné la inocuidad de
Np-PANI en las concentraciones ensayadas para la TFT como también una incorporacién
dependiente del tamafio de las nanoparticulas. En ratones Balb/c, con tumores implantados de la
linea celular LM2, se logré la ablacién tumoral por TFT con las Np-PANI 1 inyectadas dentro del
tumor y con una dosis de luz equivalente a los ensayos in vitro. El 60 % de los animales tratados
mostraron regresion 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 (PANI), 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 lines, 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 NIR 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-PANI 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 céncer € um importante problema de sainde publica e é a segunda causa de morte
em seres humanos em todo o mundo depois das doengas cardiovasculares. A incidéncia
e mortalidade por cdncer se elevam & medida que a populagfo cresce, € que a expectativa
de vida das pessoas e a exposi¢do aos fatores de risco aumentam. Por tudo isso, se esta
trabalhando com determinag@o e vigor na busca de novas terapias, como também no
melhoramento das ja existentes.

A nanotecnologia € uma ciéncia e um avango tecnoldgico que explora e investiga
os fundamentos e as propriedades da matéria com dimensées na ordem de nandémetros.
Isso envolve a capacidade de modificar, controlar e explorar as propriedades eléctricas e
fisico-quimicas que emergem das particulas que operam a nivel dos atomos e moléculas,
que variam de 1 nm a 100 nm. A aplicagdo da nanotecnologia na medicina promete
avangos significativos, principalmente em terapias anticancer. Em particular, tem atraido
muita atengfio nos Gitimos anos, o desenvolvimento de nanoparticulas que podem gerar
calor de forma eficiente sob iluminag@o com radiagdo laser. O uso da luz se assemelha ao
da hipertermia, utilizada ainda na antiguidade para tratamentos antitumorais. O desafio
das ultimas décadas esta focado na combinagfo destes tratamentos através do desenho de
nano-objetos. E aqui que nasce a terapia foto térmica (TFT) como uma modalidade
terapéutica, ainda em fase experimental para o tratamento do cancer. Essa terapia envolve
a utilizacdo de nanomateriais com efeito toxico nulo na escuridéo, e que, na presenga de
luz, a absorvem e geram calor, provocando a morte de células tumorais. Isto pode ser
conseguido devido a possibilidade de controlar a acumulag8o de nanoparticulas no tumor,
0 que permite uma grande concentragdo de calor na area de localizagfo do tumor a baixas
intensidades de luz. Como também através da aplicagdo de luz na regido do infravermelho
proximo (NIR), regido considerada uma janela terapéutica, onde os tecidos tornam-se
parcialmente transparentes, devido a uma redu¢do simultidnea na absor¢do e dispersdo de

fétons com consequente aumento da penetragdo da luz.

Diferentes nanomateriais fototérmicos estdo sendo estudados para o tratamento de
tumores por TFT. Entre eles, os mais estudados séo nanoparticulas de ouro e nanotubos
de carbono. O maior problema com estes nanomateriais reside na falta de

biocompatibilidade com efeitos toxicos, resultado da avaliagdo in vivo dos mesmos.
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Resumen

Outro grupo importante de nanomateriais que podem ser utilizados em TFT e sdo
objetos de estudo nessa tese sfio aqueles 4 base de polimeros semicondutores organicos.
Polimeros semicondutores sdo macromoléculas constituidas por uma cadeia central que
contém uma série de atomos ligados entre si por uma sucessdo de ligagSes simples e
duplas (ou triplas) alternadas ao fongo da cadeia. Esta estrutura molecular confere ao
material caracteristicas linicas, tais como uma boa condutividade eléctrica (em relagdo a
outros materiais orgdnicos) e excelente processabilidade mecanica. Polimeros
semicondutores tais como polianilina (PANI) foram desenvolvidos e estudados para
diversos fins, tais como materiais biomédicos, aplicagdes em engenharia de tecidos ¢
biossensores. O grande interesse por este polimero é devido a sua propriedade

eletroquimica Unica, as propriedades quimicas e fisicas, a condutividade elétrica, a

estabilidade no meio ambiente e sua biocompatibilidade.

Neste trabalho, os efeitos fototerapéuticos e toxicos de um novo nanomaterial
derivado do polimero semicondutor polianilina com aplicagdo em terapia fotoassistida

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

1. Caracterizar e selecionar nanoparticulas biocompativeis de polimeros
condutores para uso em TFT: Para isso, caracterizou fisicoquimicamente
nanoparticulas de PANI estabilizadas estericamente com polimeros anfifilicos. A
polianilina € solGivel apenas em alguns solventes ¢ ndo em agua. Para ultrapassar este
inconveniente e, assim, estender a utilidade do polimero em aplicagdes bioldgicas,
utilizou-se polimeros como a polivilnilpirrolidona (PVP) e a poli-n-isopropilacrilamida
(PNIPAM) para conseguir o efeito estérico nas referidas nanoparticulas. Estes polimeros
foram escolhidos devido a biocompatibilidade dos mesmos. Utilizando o método descrito
por Stejskal, et al. conseguiu-se sintetizar nanoparticulas de PANI com 2% de PVP (Np-
PANI 1) com 1% de PVP + 1% PNIPAM (Np-PANI 2). A caracterizagdo fisico-quimica
por SEM, TEM e espalhamento dindmico de luz (DLS) determinou um tamanho médio
de particula para Np-PANI 1 de 200 nm com um indice de polidispersdo (IdP) e 0,145 e
para Np-PANI 2 de 90 nm e IdP de 0,082.

Np-PANI 1 acabou por ser esférica enquanto Np-PANI 2 mostrou uma forma mais
irregular. A analise de potencial Zeta determinou que ambos os tipos de dispersdes t€ém
uma carga de superficie neutra (-7,58 mV para Np-PANI 1 e -6,07 mV para Np-PANI 2).
Além disso, avaliou-se a capacidade fototérmica que as nanoparticulas possuem em uma

solugdo aquosa. Apds iluminagdo com um laser NIR de 785 nm de comprimento de onda

M.V. Luis Exequiel Ibarra




Nanoparticulas de polianilina y su aplicacion en terapia fotoasistida contra el cancer

e uma fonte regulada a 500 mW / cm?, comprovou-se um aumento de temperatura
dependente da concentragdo de nanoparticulas como o tempo de iluminag3o das solugdes

alcangando em alguns casos AT 12 ° C.

2. Avaliar a citotoxicidade na auséncia de luz e o efeito fototerapéutico destas
nanoparticulas em linhagem de células tumorais em modelos de cultivo 2D e 3D
(monocamada e esferoéides): Avaliou-se tanto a capacidade de incorporagdo quanto a de
biocompatibilidade e a toxicidade de Np-PANI em distintas linhagens celulares tumorais
e normais. A estabilidade coloidal destes materiais em meios fisiologicos foi associada
com a sua capacidade de incorporagdo em células tumorais e sensibiliza-las apos a
iluminagdo NIR. As dispersdes de nanoparticulas obtidas tentaram ser incorporadas de
forma eficiente em células tumorais de linha celular LM2. A captagdo celular atingiu um
patamar em tempos curtos de incorporagdo de mecanismos ativos envolvendo
internalizag@io celular. Nanoparticulas de polianilina causaram a morte celular por
apoptose € necrose na linhagem de células tumorais LM2 apds tratamento com protocolo
fotoassistido testado em modelos tanto em 2D e 3D culturas (esferdides). Este protocolo
consistiu na incubagdo com Np-PANI durante 3 horas e, em seguida, na iluminagdo das
células durante 15 minutos com uma fonte de laser de luz NIR (785 nm e 500 mW / cm2).
Além disso, Np-PANI 1 foram mais eficientes que Np-PANI 2, ao atingir a morte celular

em concentragdes semelhantes, tempos de incubagdo e doses de luz utilizada.

3. Determinar a toxicidade dos nanomateriais in vivo, avaliando a atividade
embrioletal das nanoparticulas através do teste AMPHITOX, em embrides e larvas
de Rhinella arenarum: As concentragdes de seguranga de Np-PANI testados in através
do software estatistico PROBIT uma NOEC de exposi¢do para Np-PANI 1 de 0,9 mg /
mi e Np-PANI 2 de 0,5 mg / ml na fase larval S.25. Esta diferenca foi atribuida ao menor
tamanho da Np PANI 2 e, por conseguinte, a um aumento da acumulag#o e toxicidade
desta dispersdo de nanoparticulas. As Np-PANI foram localizadas principalmente no
intestino das larvas e o efeito toxico pode ser atribuido aos danos produzidos nestes
orgdos. Por outro lado observou-se um efeito teratogénico em estdgios embriondrios de
R. arenarum logo depois da exposi¢io a ambas dispersdes de nanoparticulas. No que diz
respeito ao Np PANI-1 este efeito foi atribuido a propor¢do utilizada do polimero
dispersante PVP para estabilizar as nanoparticulas. Este efeito foi diminuido quando se
avaliou a exposi¢do a Np-PANI 2, ao qual se deve a diminuigo na proporgdo de polimero

estabilizante PVP como também pela presenga de um segundo polimero PNIPAM
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utilizado na sintese. A partir destes resultados, foram escolhidos as Np-PANI | como as
melhores candidatas para prosseguimento de estudos em camundongos devido ao menor

efeito toxico e aos maiores efeitos fototerapéutico.

4. Realizar estudos toxicolégicos de Np-PANI em camundongos Balb / c:
Mediante a inoculagdo de Np-PANI 1 por via endovenosa nos animais depois de
diferentes periodos de tempos (1,3 e 7 dias), avaliou-se pardmetros sanguineos como
creatinina, uréia e GPT. Estes pardmetros refletem a funcionalidade de depuragdo de
orgdos (figado e rim) a xenobidticos. Eles estavam dentro da faixa normal para a espécie
e ndo houve diferengas significativas com o resto dos grupos controles. Estes resultados
mostram a toxicidade nula de Np-PANI 1 no que diz respeito a funcionalidade destes

orgaos.

5. Avaliar o efeito antitumoral do TFT in vivo, como também a tolerancia na
terapia: Para isso implementou-se um modelo tumoral em camundongos Balb / c
injetando células de tumor da linhagem celular LM2 na regido do flanco dos animais.
Mediante ensaios histopatologicos e coloragdo 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 combinagdo de nanoparticulas e luz. Posteriormente, o
crescimento do tumor ao longo do tempo foi avaliado pés TFT. A ablagdo do tumor por
TFET foi conseguida com Np-PANI 1 injetada no interior do tumor € uma dose de luz
equivalente aos ensaios in vitro. 60% dos animais tratados apresentaram regressdo
completa dos tumores em sete dias pos-terapia, sem evidéncia de recidiva por mais de
trés meses de acompanhamento dos animais. Além disso, a fim de avaliar a tolerancia ao
TFT, analisou-se secgdes histolégicas de tecido do bago, figado e rim poés TFT e em todas
as amostras se observou uma arquitetura conservada sem evidencias de efeitos toxicos.
Estes resultados foram confirmados por analise bioquimica de pardmetros sanguineos

relacionados com a funcionalidade de tais drgdos.

Os resultados obtidos propdem as Np-PANI 1 como interessantes nanoobjetos
fototérmicos a ser implementados no tratamento de doengas tumorais através de terapia

fototérmica.
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INTRODUCCION

1. Nanotecnologia

La nanotecnologia es la ciencia y desarrollo tecnoldgico que explora e investiga
los fundamentos y propiedades de la materia con dimensiones del orden de los
nanémetros. Esta involucra la capacidad de modificar, controlar y explotar las
propiedades fisico-quimicas y eléctricas que emergen de las particulas que operan a nivel
de atomos y moléculas, abarcando desde 1 nm hasta 100 nm'. El nanémetro equivale a
10 metros, es decir, una milmillonésima parte de un metro (figura 1). Este concepto no
es estricto, sino que esta en constante evolucion y la definicion de lo que abarca la escala
nanométrica varia de acuerdo a la legislacion de los distintos paises. Seglin la National
Nanotechnology Initiative (USA) los materiales son considerados nanomateriales
cuando se encuentran dentro del orden de 1 a 100 nm de tamafio y presentan propiedades
distintas del material en granel del cual derivan. De acuerdo a la Comision Europea; se
define nanomateriales como aquellas particulas en estado no ligado, aglomerado y/o
agregado entre las cuales el 50% o mas de las particulas 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 tamafios 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 atomos individuales, moléculas y/o los materiales
en escala macroscopica. Estas incluyen diferentes propiedades 6pticas, electrdnicas,
magnéticas, mecdanicas, térmicas, fisico-quimicas, aumento del 4area especifica
(4rea/volumen), entre otras'™. En términos generales, los materiales en nanoescala son
mas reactivos, debido a que una proporcién mayor de d&tomos o moléculas del material
son superficiales y pueden reaccionar con el medio circundante. La interaccién entre los
componentes del cuerpo humano y los materiales, estructuras o dispositivos creados
mediante la Nanotecnologia abre las puertas a nuevas posibilidades en medicina. Estas
caracteristicas han permitido una gran diversidad de aplicaciones en el campo de la
tecnologia actual y, en concreto, en la medicina, lo que ha dado lugar a la aparicién de

un nuevo campo llamado nanomedicina®”’.
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Figura 1: Nanoestructuras artificiales y biologicas. Figura tomada y adaptada de la referencia 8.

Nanoes tructuras bioldgicas

1.1. Nanomedicina

La nanomedicina es la rama de la medicina que aplica los conocimientos de
nanotecnologia en las ciencias y procedimientos médicos. La nanomedicina tiene como
objetivo el desarrollo de herramientas para diagnosticar, prevenir y tratar enfermedades
drea que aun se encuentra en estados poco avanzados o en el inicio de su desarrollo. La
nanomedicina agrupa tres areas principales: el nanodiagnéstico, la liberacion controlada
de farmacos (o nanoterapia) y la medicina regenerativa.

El nanodiagnéstico consiste en el desarrollo de sistemas de analisis y de imagen
para la deteccion de enfermedades en los estadios mas 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 mas efectivo,

minimizando los efectos secundarios'>'3. La medicina regenerativa tiene como objetivo
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la reparacion o sustitucion de tejidos y 6rganos dafiados; la nanotecnologia introdujo una
serie de materiales con potenciales aplicaciones en esta 4rea de investigacion!*!5.

Una de las aplicaciones mas notorias y potencialmente mas inmediatas y
prometedoras de los nanomateriales es en el campo de diagnéstico de enfermedades en
etapas mas tempranas, nuevas modalidades terapéuticas y la prevencion de
enfermedades, tales como el cancer'®!”.

La erradicacion del cancer representa el mayor desafio en medicina y optimizar
terapias requiere de innovar y adoptar nuevas modalidades que aseguren mejor calidad

de vida y regresion total del tumor.

2. Cancer

La multiplicacion y proliferacion de las células esta cuidadosamente regulada y
responde a necesidades especificas 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 generacion 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 estdn 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 (metastasis), se transforman en tumores

malignos'®1°,
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Figura 2: Formacion de una masa tumoral. Figura tomada y adaptada de la referencia 20.

2.1. Patogenia del cdncer

El céancer es el resultado fenotipico 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
afirmacion, es que existen pocas causas individuales de desarrollo de céncer. En
concordancia, la aplicacion de un agente productor de cancer (carcinégeno) en un tejido
no necesariamente llevara a la inmediata produccion de células cancerigenas; pero si
provocara la iniciacién de una cascada de eventos denominada carcinogénesis®'. Este
proceso tendrd como consecuencia una acumulacién de mutaciones somaticas sucesivas
sobre una misma célula, que la llevara a adquirir nuevas habilidades y por lo tanto, poseer
una ventaja competitiva con respecto a las células vecinas®?. La carcinogénesis, entonces
es el proceso de transformacion 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 cancer??. Las etapas
del proceso de carcinogénesis son las siguientes (figura 3):

La primera etapa se denomina iniciacion, 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 carcinégeno, entre los que se encuentran
productos quimicos, virus o radiaciones. En la iniciacion del cancer desempefian 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 multiplicacion 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
proteina estimuladora del crecimiento. Esto conduce a la sintesis de un producto genético
anormal de funcion aberrante, lo que determina la produccion facilitada o inapropiada de
una proteina promotora del crecimiento, estructuralmente normal pero en exceso®*.
Ademas estos genes pueden codificar para receptores aberrantes que liberan en el
citoplasma celular un torrente de sefiales proliferativas, aunque no estén presentes los
factores de crecimiento que induzcan a la célula a replicarse®.

Los genes supresores de tumores, son genes cuyos productos actian como frenos
celulares y por lo tanto inhiben la proliferacion celular, cuando las mutaciones los anulan
contribuyen al proceso carcinogénico. La falta de proteina supresora funcional priva a la
célula del freno que, en situacion de normalidad, impide el crecimiento desmesurado. Los
productos de estos genes alterados actian sobre células cercanas, y ademas lo cual es

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

La siguiente etapa es la promocién del tumor que consiste en la multiplicacion de
las células transformadas, es decir su expansion clonal, lo que ocurre dentro de lesiones
preneoplasicas o precancerosas. La promocion puede ser producida por el carcinégeno
que dio origen a la iniciacion o por otras sustancias denominadas agentes promotores, los
cuales introducen mutaciones adicionales. Los hidrocarburos policiclicos arométicos
desprendidos en la combustion de cigarros y tabacos, representan un ejemplo de
elementos exdgenos muy ricos tanto en agentes iniciadores como en promotores, razon
por la cual han sido empleados en modelos experimentales de carcinogénesis?’.

La etapa de progresién consiste en la aparicion visible del tumor maligno. Ocurre
una evolucion clonal de las células transformadas y surgen secuencialmente
subpoblaciones clonales, con un aumento de la inestabilidad genética capaz de crear un

estado metastatico.
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2.2. Caracteristicas de las células tumorales

En el 2011, Douglas Hanahan y Robert Weinberg definieron las propiedades de
las células tumorales?®. Entre las nuevas propiedades que adquieren las células tumorales

podemos citar:

» Mantenimiento de la sefial proliferativa: debido a que son capaces de producir
factores de crecimiento ligandos propios (proliferacion autécrina), y que pueden mandar
seflales para estimular a las células vecinas del estroma tumoral, con el fin de obtener
otros factores de crecimiento??. Ademads al tener receptores alterados en la superficie
celular para factores de crecimiento, pueden desencadenar la respuesta proliferativa
independientemente de los factores de crecimiento.

» Insensibilidad frente a sefiales inhibitorias de proliferacion: mediante la
inactivacion de genes supresores de tumores tales como p53 y retinoblastoma (RB) como
asi también por la insensibilidad frente a la inhibicion del crecimiento por contacto, que
caracteriza a las células normales®’.

» Evasion de la muerte celular: el concepto de que la muerte celular programada
por apoptosis sirve como una barrera para el desarrollo del cancer ha sido establecido por
diferentes estudios a lo largo de las Gltimas décadas®*~*. 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 mas comun es la pérdida de funcionalidad del gen
supresor de tumores p53, que puede inducir apoptosis ante un dafio critico del ADN. Otros
mecanismos propuestos son el aumento de expresion de proteinas reguladoras
antiapoptéticos (Bcl-2, Bcel-X1) o de sefiales de supervivencia (Igf /2); o por interrupcion
de la via extrinseca apoptética dependiente de ligando.

> Potencial replicativo ilimitado: es bien aceptado que para poder generar masas
tumorales macroscdpicas, 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 telémeros. Las células normales pierden en cada
replicacion una porcion de los telomeros 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 asi las tumorales*>-*.

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

grandes cantidades de nutrientes y oxigeno, sufren de hipoxia. Esta hipoxia estimula la
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liberacion de factores de crecimiento angiogénicos (BGGF, TGFa, VEGF), que son
capaces de inducir la formacién de vasos sanguineos*’>°. Los nuevos vasos sanguineos
nutren al tumor en crecimiento, permitiéndole aumentar su tamafio y a la vez constituyen
una via que facilita la metastasis.

»> Invasion y metastasis: estos procesos contemplan una serie de cambios
biolégicos en las células tumorales que permiten la invasion local y a continuacion el
ingreso de las mismas en el sistema circulatorio y en los vasos linfaticos cercanos. El
transito de las células cancerosas a través de los sistemas linfatico y hemaético, seguido
del escape de las células cancerosas de estos vasos (extravasacion) y la penetracion en el
parénquima de los tejidos distantes, permite la formacion de pequefios nodulos de células
cancerosas (micrometastasis). Finalmente, el crecimiento macroscopico de las lesiones
micrometastisicas se transforman en tumores, este ultimo paso se llama
“colonizacién™41,

» Inestabilidad gen6mica y mutacién: es debido a la adquisicion de un genotipo
mutante por parte de un clon tumoral, que le conferird ventaja frente a otras células
permitiendo su expansién y dominio en un ambiente tisular local*>**,

> Estimulacion 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 invasion
y metastasis***>. Ademas, las células inflamatorias pueden liberar especies reactivas del
oxigeno que pueden acelerar el proceso de malignidad en las células vecinas*®.

» Metabolismo celular an6émalo: las células tumorales pueden reprogramar su
produccion de energia, limitando el metabolismo energético principalmente a través de la
glucolisis, aun en presencia de O:. El incremento en la glucélisis permite la desviacion
de productos intermediarios glucoliticos en vias biosintéticas (generacion de nucledsidos
y aminodcidos), que facilitan la biosintesis de macromoléculas y organelas, necesarias
para la generaci6n de nuevas células cancerosas®’™°.

> Evasion del sisterna 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 extrafias y atacarlas’®>2,
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2.3. Apoptosis y cdncer

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 algiin 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 reaccion inflamatoria para poder repararla. Por el contrario, la
apoptosis representa una forma de muerte mas 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 si. 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 bel-2, un gen anti-apoptosis que se expresa de forma muy intensa en linfomas y
diversos tipos de carcinoma’3, Si este protooncogen no se activa, las células "iniciadas"
podran "suicidarse", con lo cual el organismo habra resuelto el problema. En la mayoria
de casos, sin embargo, la apoptosis de una célula mutada se produce gracias a la
activacion de un gen y es la ausencia de este gen lo que puede fomentar el cancer. 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 cancer

El cancer es un importante problema de salud publica 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 poblacion mundial, elevacion de la esperanza de
vida y a una mayor exposicion a los factores de riesgos. La Argentina se encuentra dentro
del rango de paises con incidencia de cancer media-alta (172,3-242,9 x 100.000
habitantes); de acuerdo a las estimas realizadas por la [ARC para el afio 2012 (figura 4).
Esta estimacion corresponde a la aparicion de mas de 100.000 nuevos casos de cancer en

ambos sexos por afio, con porcentajes similares tanto en hombres como en mujeres.
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Figura 4: Incidencia de cancer mundial (2012). La Argentina entre los paises de incidencia de cdancer
media-alta. Tasas estandarizadas por 100.000 habitantes. Figura tomada de referencia 56.

Los animales de compafiia, especialmente perros y gatos, también pueden padecer
tumores. Se estima que 1 de cada 3 a 4 perros desarrollaran cancer (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 gatos®’ siendo los lugares de mayor localizacion en el perro, la piel y el
tejido subcutaneo (67,6%); mientras que en el gato, la piel también es asiento frecuente
de tumores (44,85%)°%%.

La esperanza de vida de las personas a través de mejoras en el control de las
enfermedades infecciosas y los avances en la salud piblica ha dado lugar a un aparente
aumento de las enfermedades relacionadas con la edad como el cancer y la osteoartritis.
Un patrén similar se ha observado en perros y gatos a través de los regimenes de
vacunacion para enfermedades infecciosas mortales y a los principales avances en la
atencion veterinaria. '

Si bien la lucha contra el cancer ha avanzado, el desafio del nuevo milenio es
eliminar la muerte y el sufrimiento debido a dicha patologia. Por lo cual se est4 trabajando
con resolucion y contundencia, para impulsar el desarrollo de nuevas terapias o mejorar

las ya existentes.
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2.5. Terapias contra el cdncer

Para definir la eficacia de una terapia contra el cancer, se debe tener en cuenta
varios aspectos, entre ellos el grado de remocion del tumor (la cura de la enfermedad esta
sujeta a la remocién total del tumor). Un tratamiento poco eficaz solo disminuye el
tamafio de la masa tumoral o no tiene efecto sobre €sta. 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 cancer se encuentran

las siguientes:
2.5.1. Cirugia

Es la modalidad mas antigua de tratamiento contra el cancer y sigue constituyendo
la herramienta ideal para tratar tumores solidos. La completa remocion quirtrgica de la
masa tumoral localizada, cura la mayoria de los pacientes con cancer mas que cualquier
otro tratamiento. Esta modalidad generalmente se aplica para tratar tumores sélidos

localizados, de estadios tempranos y con bajo potencial de metéstasis®°.
2.5.2. Quimioterapia

Consiste en la administracion de drogas para la destruccion de células cancerosas,
dichos medicamentos se denominan citotéxicos. Por lo general, los agentes
quimioterapéuticos actian interfiriendo en los procesos fisiologicos de la proliferacion
celular y de esta manera impiden la reproduccion de células cancerosas. Pueden actuar
sobre la sintesis de ADN, ARN y proteinas, como también en los mecanismos de
reparacién del ADN®!. La quimioterapia no solo disminuye la masa tumoral primaria sino

que también elimina las células tumorales circundantes y metastasicas®2.

2.5.3. Inmunoterapia

También llamada terapia biologica; es un tratamiento basado en la estimulacion
del sistema inmunoldgico del paciente, con el objetivo que éste sea capaz de reconocer
y eliminar las células tumorales®. Dentro de los tratamientos biologicos estan los
anticuerpos monoclonales, las vacunas y los denominados factores de crecimiento. El

componente principal de la respuesta inmune es el TNF-q, entre otras citoquinas®.

Actualmente se estan 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 dia esta estrategia aun no es vélida en clinica, 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 insercion 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 tamafio de tumores sélidos disminuya en un porcentaje
significativo®. 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).
-Introduccion de genes activadores de drogas dentro de las células tumorales o terapia
de genes suicidas.

-Normalizacion del ciclo celular.

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

Para alcanzar un determinado efecto bioldgico en terapia génica, es necesario
introducir de manera eficaz la secuencia génica de interés en la célula diana y conseguir
su expresion. Como estrategia para introducir un gen deseado en una célula, se han
utilizado vectores que faciliten esta accion. Actualmente, uno de los objetivos principales
de la terapia génica es el desarrollo de vectores no virales estables y no tdxicos para
transportar material genético a las células dianas. En este aspecto, la nanotecnologia ha
tenido un auge importante, en el desarrollo de nanomateriales biocompatibles capaces de

servir como vehiculo de genes.

2.5.5. Terapia hormonal

Esta terapia aumenta o disminuye la cantidad de ciertas hormonas, limitando asi
el crecimiento de los tumores que dependen de hormonas o que estan inhibidos por la
acci6n hormonal®’. El mecanismo de estas hormonas para el tratamiento del cancer 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:

e Las hormonas antiestrogeno fulvestrant (Faslodex®), tamoxifeno y toremifeno

(Fareston®).
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» Inhibidores de la aromatasa como anastrozol (Arimidex®), exemestano (Aromasin®),

letrozol (Femara®).

2.5.6. Radioterapia

Es un tratamiento localizado para enfermedades neoplasicas y no neoplasicas,
basado en el empleo de radiaciones ionizantes (rayos X o radiactividad, la que incluye
los rayos gamma y las particulas alfa)®®. El ADN es la molécula diana dafiada por esta
terapia, provocando roturas en las cadenas a nivel de las uniones fosfodiester, en el
entrecruzamiento entre las hebras de 4cido nucleico y proteinas cromosomales y dafios
significativos a la membrana nuclear.

Dentro de la radioterapia, el uso de radiaciones de baja energia ha dado origen a
nuevas terapias alternativas fotoasistidas donde podemos citar a la terapia fotodinamica

y a la terapia fototérmica.

2.5.7. Terapias fotoasistidas

El uso de luz para el tratamiento de enfermedades data de la antigliedad. Estas
terapias consisten en el uso combinado de compuestos fotosensibilizadores con efecto
toxico 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 fotodinamica basada en la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS)
como desencadentes del dafio y muerte celular; y la terapia fototérmica basada en la

hipertermia como desencadenante de dafio y muerte celular.
2.5.7.1. Terapia fotodindamica

Constituye una modalidad terapéutica que se emplea principalmente para el
tratamiento de tumores pequeiios y superficiales en piel y mucosas. Se fundamenta en el
uso de compuestos fotosensibilizadores que se acumulan preferentemente en tejidos
tumorales. La posterior irradiacion del area tumoral con una fuente de luz visible y de
una longitud de onda apropiada, ocasiona la formacién y acumulacion de especies
reactivas del oxigeno (ROS: reactive oxygen species), principalmente oxigeno singlete
(02" con efecto citotéxico, que conllevan a la muerte selectiva de las células

tumorales®®"! (figura 5).

M.V. Luis Exequiel Ibarra




INTRODUCCION

nsinlizante

estada secumdano

-
-

Fluorescencig=. / /

“J

Fatosensilalhizante

+ Radicales OH | =

0-
Radicales ‘
Superoxido

estado base

Reacc l@—l;
Tipol

Figura 5: Mecanismo de accion de la Terapia Fotodindmica. Figura tomada y adaptada de la referencia
72.

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

luz y oxigeno, para ocasionar la destruccién de los tejidos tumorales.

Recientemente, los estudios se centraron sobre todo en mejorar la administracion
de fotosensibilizadores, logrando una mayor solubilidad de aquellos fotosensiblizadores
que no son hidrofilicos y también procurando una entrega mas directa y localizada en las
células dianas’. Especialmente se ha hecho hincapié, en el uso de fotosensibilizadores
ya existentes combinados con nanoparticulas, lo cual dio camino a la Nanomedicina en

esta area de investigacion’7>77,

3. Terapia fototérmica

La terapia fototérmica consiste en el uso experimental de la radiacion
electromagnética (mas a menudo en forma de rayos infrarrojos) en combinacién con la
hipertermia para el tratamiento de diversas enfermedades, incluyendo el céncer. La
terapia fototérmica se basa en la aplicacion de un nanomaterial que presenta la
particularidad de absorber radiacion en el espectro del infrarrojo cercano NIR (NIR, del
inglés Near Infrarred Region) y luego liberarla como energia 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 aplicacion del
calentamiento local a 70 °C y la hipertermia general (calentamiento a 41-47 °C) se
conoce desde el siglo XVIII®”, Sin embargo, los métodos de calentamiento y
tecnologias de medicion 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 aplicacion clinica de estas terapias no se pudo concretar con
éxito. El calor como una modalidad terapéutica ha sido explorado en el cancer por
muchos investigadores®™®. El interés en los tratamientos térmicos se reactivo en la.
década de 1980, cuando los diferentes institutos y sociedades se centraron en el
desarrollo y entendimiento de nuevas terapias termales. En las ultimas décadas, la
publicacion de varios trabajos cientificos que demostraron mejoras sustanciales en los
resultados del tratamiento del cancer mediante el uso de tratamientos térmicos llevé a un
renovado interés en la terapia térmica®>®’. De hecho, la hipertermia se utiliza
actualmente como terapia adyuvante a la radioterapia y/o quimioterapia. Un incremento
moderado de temperatura aumenta el flujo sanguineo en el tumor lo que permite que la
quimioterapia ejerza un mayor efecto sobre las células cancerosas. Al deprimir la
actividad metabdlica de las células, el calor también reduce su demanda de oxigeno, lo
que aumenta el nivel del mismo en el tumor, convirtiendo a la hipertermia en uno de los

mas potentes radiosensibilizadores existentes®’.

M.V. Luis Exequiel Ibarra

A
T



INTRODUCCION

Para alcanzar el propésito del tratamiento térmico de tumores (basado ya sea en
la ablacion 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 altimos
aflos, un gran esfuerzo se ha puesto en marcha, no sélo 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 cancerosos®® . En el microambiente
tumoral, esta susceptibilidad a altas temperaturas por parte de las células cancerosas esta
determinada por la fisiologia tumoral. La arquitectura de la vasculatura en tumores
solidos es desorganizada y caética, ademas por tener un flujo sanguineo disminuido se
generan regiones hipoxicas y de bajo pH, lo que no sucede en tejidos normales. La
combinacion de bajo pH, baja presion de Oz, y la falta de glucosa y otros nutrientes tiende

a aumentar la sensibilidad de las células tumorales a la elevacién de la temperatura®>°1-%2,

3.1. Efectos biologicos 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 si misma
como por una modalidad de tratamiento adyuvante. Sin embargo, el mecanismo de
accion exacto no ha sido dilucidado. Lo que se ha demostrado es que la temperatura y la
duracion del tratamiento térmico juegan un papel muy importante en lograr los efectos
biolégicos. Los eventos celulares especificos que suceden frente a la hipertermia, se han
descripto por diversos autores y pueden enumerarse cronolégicamente de acuerdo a los
rangos de temperaturas alcanzados (figura 7). Dentro de estos eventos podemos
mencionar; la expresion de proteinas de shock térmico (HSP, del inglés Heat Shock

)>*; el desarrollo de mecanismos que invierten la resistencia a multidrogas

Proteins
(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 coagulacion con dafio irreparable de las proteinas

y otras macromoléculas bioldgicas, el término mas exacto a utilizar es la termoablacion.
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En contraste con [a termoablacion, la hipertermia se refiere a aumentos de temperatura
mas pequefias, 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 dafio, incluyendo la apoptosis. Se ha informado en numerosos estudios in vitro
e in vivo que la generacion de hipertermia posee la capacidad de matar células tumorales

o de inhibicién su crecimiento®>98-190,

Dafio irreversible por largas exposiciones (> 60 min)

Figura 7: Efectos bioldgicos luego de la terapia fototérmica. Esquema tomado y adaptado de la
referencia 103.

Generalmente, las células mueren a través de dos vias distintas: la apoptosis y la
necrosis. La muerte celular necrética se produce sin gasto de energia e implica la lisis

10! I.a necrosis

con la liberacion de su contenido celular al medio ambiente circundante
es una muerte celular traumatica y ocurre cuando el dafio a la célula es agudo y le sigue
siempre una respuesta inflamatoria. La apoptosis, en contraste, es una muerte celular
programada con gasto de energia y que implica la condensaci6n de la cromatina nuclear,

la contraccion citoplasmatica, la formacion de ampollas en la membrana y la
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externalizacion de la fosfatidilserina, la fragmentacion nuclear y, finalmente, la
formacién de cuerpos apoptéticos'%2.

La hipertermia es capaz de inducir tanto la necrosis como la apoptosis in vitro en
funcién de la temperatura!®!%. Por otra parte, la expresion de HSPs también esta
involucrada en la transicién de la apoptosis a la necrosis. Este aumento de HSPs
comienza con temperaturas por encima de 37 °C, y estas tienen como finalidad proteger
proteinas intracelulares dafiadas y ayudar a resistir la fragmentacién del ADN®. Por lo
tanto, protegen a las células de lesiones por estrés. Cuando se alcanza la temperatura
critica para la activacion de la apoptosis (alrededor de 43 ° C), la tension térmica
sostenida degenera este proceso de regulacion a través de las HSPs y las células
comienzan a morir por apoptosis. Si la temperatura sigue aumentando, se alcanza la
temperatura critica para la activacion de necrosis (alrededor de 46 ° C), las proteinas
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 vivo®393.106.107,

3.2. Métodos para generar hipertermia

Existen tres tipos de hipertermia que se emplean tradicionalmente en la practica
clinica para tratar el cancer: 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 camaras térmicas, la cual por lo general se usa para el cancer metastasico donde la
hipertermia local seria ineficaz. La hipertermia regional depende de la perfusion de
liquidos calientes que generalmente transportan agentes quimioterapicos para perfundir
los tejidos cancerosos. Por ultimo, 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 obstaculos que impide que con la hipertermia se alcance
el efecto terapéutico es la falta de métodos para focalizar de forma directa la produccion
de calor solamente en la region tumoral. Lesiones tumorales malignas superficiales
podrian ser tratadas eficazmente con la hipertermia; sin embargo, otras modalidades de
tratamiento, como la cirugia, son superiores en cuanto al resultado al tratamiento de estos
tipos de lesiones. Por otro lado, los tumores mas profundos o en regiones internas del

cuerpo son dificiles de alcanzar por las fuentes de energia 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 dafio al tejido sano antes de que la temperatura en la region 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 dafio colateral a otros érganos y/o tejidos. La Terapia
Térmica basada en la Nanotecnologia, es una forma especial de hipertermia intersticial
que puede selectivamente desencadenar calor al tumor. Esto se logra mediante el
depésito de agentes de absorcion de energia (nanomateriales) dentro de los tejidos
tumorales que facilitan el calentamiento localizado. La llegada y concentracion de
nanoparticulas en el tejido tumoral se puede lograr mediante dos formas. Una forma
pasiva denominada Efecto de Aumento de la Permeabilidad y Retencion (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
tamaflos de moléculas (tipicamente liposomas, nanoparticulas, y farmacos
macromoleculares), tiendan a acumularse en el tejido tumoral de manera selectiva en

108110 por otra parte, la forma activa de

comparacion a los tejidos normales
direccionamiento a tumores a través del marcado con ligandos y/o anticuerpos
especificos, lo cual favorece que estos interactien 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 generacion 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 disefio
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 absorcion de fotones, se han empleado con bastante éxito en la
remocion de células tumorales.

La TFT hace uso de nanomateriales que absorben luz en la region del infrarrojo
cercano (NIR) con un rango de longitud de onda de 700-1100 nm. Esta luz puede penetrar
facilmente varios centimetros de tejido, debido a que la transmision Optica en los tejidos
y en la sangre es Optima y la absorcion del agua es minima. A partir de una fibra 6ptica
con una longitud de onda adecuada, se logra una méaxima penetracion de la luz de forma
homogénea en el area tumoral, y en la cual los tejidos sin tratar son virtualmente
transparentes''>. La fuente de irradiacion utilizada es laser, el cual representa una fuente

monocromdtica (una sola longitud de onda), posee una gran direccionalidad (escasa
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divergencia) y puede concentrar un elevado nimero de fotones en 4reas muy pequefias.
Los laseres mas comunmente usados son los de Neodyium Yttrium-Aluminum-Garnet
(Nd-YAG A=1064 nm) y el de diodos (700-980 nm)"''®!'"7_Cuando la absorcién de la luz
que proviene del ldser es capturada por dichos nanomateriales, estos transforman esta
energia radiante en energia vibracional generando el calor suficiente para matar las
células tumorales.

A diferencia de la Terapia Fotodinamica, la TFT no requiere oxigeno para
interactuar con las células o tejidos y utiliza longitudes de onda que son menos energética
y por tanto menos dafiina para las células y tejidos saludables''®!!,

Diferentes nanomateriales fototérmicos se han empleado para el tratamiento de
tumores a través de la TFT '?° (figura 9). Dos subgrupos principales de agentes
fototérmicos son los mds estudiados en la actualidad; aquellos basados en nanoestructuras
de oro (nanocapsulas, nano-cajas, y nanorods) capaces de inducir la resonancia de

plasmones superficiales (SPR)’*'?! y los nanotubos de carbono que permiten la ablacion

fototérmica de las células cancerosas a través de su activacion con radiacion en el rango
y122,123

del infrarrojo cercano (NIR

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

3.3.1. Nanoparticulas de oro

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

region NIR (700-1200 nm) han despertado gran interés por su potencial terapéutico. La
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SPR tipica para nanoesferas de oro se localiza aproximadamente a una longitud de onda
de 520 nm, pero puede ser desplazada a la region NIR modificando parametros de la
estructura de las mismas. El tamatfio, forma, estructura y composicién son factores que
modifican la frecuencia de resonancia del plasmon superficial”®!?*12%, E] control de la
morfologia y composicion de las nanoestructuras de oro es un recurso poderoso para
controlar su respuesta Optica, ya que pequefios cambios en la relacion de aspecto de las
particulas tienen un gran impacto sobre este parametro'?S. En general, se utilizan dos
estrategias para modificar la SPR en la region NIR mediante el control de la morfologia
de nanoparticulas de oro macizas'?’ y mediante el ajuste del espesor de las paredes en
nanoestructuras de oro huecas o de tipo niicleo-caparazon, también denominados
nanoshells (NS)°"!1%, La idea de la aplicacion de las nanoparticulas de oro en fotoablacién
térmica de tumores data de los afios 50'28, no habiendo sido ensayadas in vivo hasta los
afios 90'%, Trabajos recientes empleando estos nanomateriales describen resultados
prometedores con reducciones en el tamafio tumoral superiores al 90% en diversos

modelos animales'3%'32,

3.3.2. Nanotubos de carbono

El mecanismo por el cual estos nanomateriales producen calor implica la
excitacion de las transiciones Opticas con la consiguiente relajacion que resulta en modos
de vibracion mejoradas en la red de carbono del nanotubo que causan el calentamiento de
la solucion 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 mayoria de los
estudios in vitro, se ha empleado un sistema de iluminacion laser que emite luz alrededor
de 800 nm, con un flujo de potencia de 1 - 3 W/cm?. El tiempo de tratamiento varia de
acuerdo a la potencia del laser y por lo general ronda cerca de los 3 minutos. Las
concentracién utilizadas de los nanotubos es de alrededor de 2,5 - 5 mg/L!331%,
Recientemente, se ha informado la aplicacion de nanotubos de carbono en ensayos in vivo
empleando diferentes estrategias para optimizar la terapia como el recubrimiento con

136-138 perg uno de

polietilenglicol para incrementar el tiempo de circulacion en sangre
los mayores inconvenientes con estos nanomateriales tiene que ver con la toxicidad de
los mismos, por lo cual nuevos estudios se estdn llevando a cabo para mejorar la

biocompatibilidad.
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3.3.3. Nanoparticulas a base de polimeros conjugados

Al comparar nanoparticulas a base de absorbentes organicos y no orgénicos, los
no organicos, tales como nanoparticulas de oro, por lo general tienen una capacidad de
calentamiento superior que las nanoparticulas a base de absorbentes organicos. Pero el
mayor problema con estas nanoparticulas no organicas es su biocompatibilidad. Este
problema no existiria con nanoparticulas a base de absorbentes organicos biodegradables.
Otra ventaja con los colorantes organicos es que pueden ser mas facilmente encapsulados,
o incorporados en vehiculos en nano-escala, tales como polimeros o liposomas y por lo
tanto se pueden combinar mas facilmente con drogas y/o marcadores celulares.

En la actualidad, se estin empleando polimeros conjugados para sintetizar
nanoparticulas con propiedades interesantes que puedan ser usadas en terapias
antitumorales''®, Los polimeros conjugados son macromoléculas organicas formadas por
una cadena central que contiene una serie de atomos unidos entre si por una sucesion de
enlaces simples y dobles (o triples) alternados a lo largo de la cadena. Esta estructura
molecular le confiere al material caracteristicas nicas tales como buena conductividad
eléctrica (respecto a otros materiales organicos), excelente procesabilidad mecanica y la
capacidad de emitir luz en la zona visible del espectro electromagnético tras excitacion
oOptica o eléctrica.

Los polimeros conductores como polianilina (PANI) han sido desarrollados y
estudiados para diversos fines, tales como materiales biomédicos, aplicaciones en
ingenieria de tejidos y biosensores'3%'43, El gran interés despertado por estos materiales
es debido a su propiedad electroquimica tnica'#*, las propiedades quimicas y fisicas'*,

146

la conductividad eléctrica, la estabilidad en el medio ambiente y su

biocompatibilidad'47-148,

3.3.3.1. Polianilina

Un polimero conductor es un polimero de base organica que puede actuar como
un semiconductor o un conductor. Los polimeros organicos mas ampliamente estudiados
son polianilina (PANI), polipirroles, politiofenos y polifenilvinilos'*®. Son polimeros
conjugados debido a que tienen la deslocalizacion de electrones 7 lo largo de su cadena
principal dandoles propiedades Opticas y eléctricas Unicas. En estas moléculas, los
electrones son capaces de moverse de un extremo del polimero a la otra a través del

sistema p-orbital extendido!C.
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El polimero PANI fue descubierto inicialmente en 1834 por Runge, y se refirié a

ésta como el negro de anilina!>!

. Después de esto, Letheby llevo a cabo la investigacion
para analizar este material en 18623, PANI se conoce como un polimero de estado de
oxidacion mixta, el cual esta compuesto de unidades benzoides reducida y unidades

152 Ademas, se descubri6 que PANI presenta la caracteristica de

quinoides oxidados
intercambio entre un estado conductor y uno aislante bajo ciertas condiciones
experimentales como el pH.

El estado de oxidacién promedio de PANI se expresa como 1-y, donde el valor de
y determina la existencia de cada uno de los tres estados de oxidacion distintos de
PANI'S2153 Asi PANI puede existir totalmente reducida en la forma leucoesmeraldina
(LE), donde 1-y = 0, en la forma medio oxidada de base emeraldina (EB), donde 1-y =
0,5 y completamente oxidadada pernigranilina (PE), donde 1-y = 1'°2, El estado EB se
considera como la forma mas 0til debido a su alta estabilidad a temperatura ambiente
(figura 10). En este estado, PANI esta compuesto de dos unidades benzoides y una unidad
quinoide que se alternan con propiedades de semiconductor. Una ventaja clave del
polimero polianilina es que agentes de dopado como 4cidos fuertes, dcidos de Lewis,
metales de transicion, iones alcalinos, generan por protonacién una brecha interbanda
entre los estados de valencia y conduccion, que induce el movimiento de electrones y
disminuye el nivel de excitacién-energia'>*!%°, Por lo tanto, durante el proceso de dopaje,
el pico de absorbancia Optica de la polianilina se desplaza hacia el rojo, se mueve en
menor energia, acercandose al NIR como resultado de su transicion desde el estado de
base esmeraldina (EB) al estado de sal esmeraldina (ES). La absorcion de luz NIR por las

nanoparticulas de PANI resultarian de interés para ser desarrollado en TFT.
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Figura 10: a) Diferentes estados de oxidacién de la polianilina (y=1: leucoesmeraldina, y=0,5:
emeraldina y y=0: pernigranilina, b) Voltamograma ciclico 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 s6lo soluble en pocos solventes (N-metilpirrolidona, acido
sulflrico o férmico). Para superar este inconveniente y por lo tanto ampliar la utilidad del
polimero en aplicaciones bioldgicas, es posible preparar una dispersion estable de
nanoparticulas de polimeros que se pueden recubrir y estabilizar con diferentes polimeros.
La estabilizacion estérica con polimeros biocompatibles tales como PVP
(polivinilpirrolidona), PNIPAM (poli-N-isopropilacrilamida) o HCP
(hidroxipropilcelulosa) permite el uso de las dispersiones de nanoparticulas en
aplicaciones bioldgicas. Ademas, este tipo de estabilizacion es necesario para evitar la

agregacion y precipitacion de las nanoparticulas de polianilina.

4. Nanotoxicologia

Aunque se ha informado la biocompatibilidad de polimeros empleados en la
sintesis de nanoparticulas de polimeros conjugados, es de gran importancia la evaluacion

de la actividad toxica y teratogénica de estos potenciales compuestos terapéuticos para
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conocer sus alcances y limitaciones. Es de suma importancia demostrar que estas
nanoparticulas no causen efectos adversos en las concentraciones utilizadas. Varios
trabajos mostraron que algunos nanomateriales pueden inducir toxicidad a través de la
generacion de estrés oxidativo'>"'%°. Las respuestas biolégicas varian desde respuestas
antioxidantes para compensar el estrés oxidativo hasta la muerte celular via apoptosis.
Segin estudios experimentales realizados, los objetos nanométricos presentan una
toxicidad mayor debido a que éstos presentan entre otros, efectos inflamatorios mayores
que los objetos de tamafio superior con la misma naturaleza quimica'®-'¢!. Estudios
experimentales en animales demuestran que la respuesta bioldgica a ciertos
nanomateriales aumentan con respecto a los mismos materiales en tamafios
convencionales, debido al aumento del area superficial, ademas por su solubilidad, forma,
carga, superficie quimica, propiedades cataliticas, contaminantes adsorbidos y grado de
aglomeracion'®%', La toxicidad también se ve afectada por la presencia de otros
compuestos quimicos adheridos sobre su superficie, como impurezas de sintesis, metales
de transicion, que dan lugar a la formacion de compuestos reactivos de oxigeno que
originan procesos de inflamacién!%41%,

En consecuencia, han surgido tres elementos clave de las estrategias de evaluacion
de la toxicidad de nanoparticulas, los cuales han sido disefiados por Oberdérster y col.; la
caracterizacion fisicoquimica (tamario, superficie, forma, solubilidad, agregacion) y el
esclarecimiento de los efectos biologicos implicados en la interaccion con nanoparticulas
tanto in vitro como en estudios in vivo'®’. Estos tres elementos fueron formulados
principalmente desde el punto de vista de los efectos potenciales de las nanoparticulas en
los seres humanos. Aunque existen muchos trabajos acerca de la toxicidad de
nanomateriales en bacterias, en lineas celulares de mamiferos y en mamiferos, la
disciplina cientifica de nanotoxicologia se encuentra todavia en vias de desarrollo'6*'"°.
Podriamos definir a la nanotoxicologia como una rama de la nanotecnologia que se
encarga de evaluar los efectos de los nanomateriales en los seres vivos y en el medio
ambiente a través de estudios toxicolégicos y epidemioldgicos. La evaluacion de riesgos
se basa en describir los elementos de la exposicion y el peligro. Los principales
componentes de una evaluacion de riesgos son: identificacion del peligro, evaluacion de
la dosis-respuesta, evaluaciéon de la exposicion y evaluacién del riesgo, propiamente
dicha, y gestion del riesgo! -2,

Las nanoparticulas pueden tener un impacto también en ¢l medio ambiente a

173

través de un efecto directo sobre la biota'’°, cambios en la biodisponibilidad de nutrientes
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o toxinas'’%; los efectos indirectos derivados de su interaccién con los compuestos
organicos naturales'%® y/o cambios en la microestructura del medio ambiente!”*. Ademas
también pueden interactuar con compuestos organicos toxicos y amplificar o disminuir
su toxicidad. Las posibles interacciones entre los contaminantes orgdnicos y
nanoparticulas pueden dar lugar a un sistema inerte para los organismos vivos, en un
agente mas toxico o no tener efecto alguno. Asi, las nanoparticulas pueden adsorber un
contaminante, reduciendo su concentracion libre y disminuyendo su toxicidad como
resultado de esta interaccion. Sin embargo, si las nanoparticulas que contienen un
contaminante adsorbido son absorbidas por las células, puede resultar en un efecto toxico

del propio contaminante, de las nanoparticulas o de la accién sinérgica de ambos!"%176,

4.1. Mecanismos de toxicidad de nanomateriales

De acuerdo a muchos investigadores, el principal mecanismo molecular de
toxicidad de nanomateriales, es la generacion de estrés oxidativo por la formacién de
radicales libres debido a la interaccién con los mismos'’”'78. En exceso, los radicales
libres (ROS) causan dafios a componentes bioldgicos a través de la oxidacion de lipidos,
proteinas y ADN. Varios trabajos han indicado que algunos nanomateriales pueden
inducir dafio oxidativo, inflamacion, fibrosis y citotoxicidad cuando se administran en
organismos vivos. El estrés oxidativo puede tener un papel en la induccién de procesos
de inflamacion a través de la regulacion positiva de factores de transcripcion sensibles a
redox por ejemplo NF-kB, la proteina activadora-1, y quinasas implicadas en la
inflamacién'S7-!5817%.180 Egtos ROS pueden provenir de varias fuentes, incluyendo la
respuesta fagocitica de las células a material extrafio (nanomateriales), una cantidad
insuficiente de antioxidantes, la presencia de metales de transicion en la sintesis de
nanoparticulas como también a factores ambientales, etc. A todas estas fuentes se
sumarian las propiedades fisico-quimicas de algunos nanomateriales'®. Se supone que la
interaccion con el drea superficial de las nanoparticulas seria la principal responsable de
los efectos adversos. Esto se debe a que particulas, en escala manométrica, con un area
superficial aumentada poseen mas atomos y moléculas expuestas; y por lo tanto mas
grupos reactivos del material en la superficie que no estarian accesibles en particulas de
mayor tamafio del mismo material.

Por otro lado, el tamafio desempeifia un papel importante en cémo el organismo

responde para distribuir y eliminar los nanomateriales'$'#3, Es de amplio conocimiento
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como el tamafio de las nanoparticulas, puede afectar el modo de incorporacion celular, y
la eficiencia de procesamiento de particulas en la via endocitica'®-13¢, Mas importante
aun, la disminucion del tamario de nanoparticulas lleva a un aumento exponencial del 4rea
de superficie en relacion con el volumen, con lo que la superficie de nanomateriales se
vuelve mas reactiva para su entorno circundante (componentes biol6gicos). De acuerdo a
esto, el tamafio que presenten estos nanomateriales puede llevar a un aumento en la
absorcion y acumulacion en ciertos tejidos en los que pueden interferir con las funciones
bioldgicas esenciales!””. En concordancia, se ha reportado que luego de la administracion
de nanoparticulas por diversas vias en animales; el lento aclaramiento sanguineo y la
acumulacion en tejidos del sistema reticulo endotelial (RES) hacen de 6rganos tales como
el higado y el bazo los principales érganos diana de impacto de nanomateriales. Ademas,
los drganos de alto flujo sanguineo que estdn expuestos a los nanomateriales, como los

rifiones y los pulmones, también pueden verse afectados!¥”-1%8,

4.2. Modelos experimentales para andlisis de la toxicidad de nanomateriales

Teniendo en cuenta que no hay gran cantidad de datos bibliograficos sobre la
toxicidad de nanomateriales en la salud humana y en el medio ambiente es que existe una
necesidad urgente de informacion acerca del potencial toxicolégico de estos compuestos.
Aunque en la actualidad se han informado de varios modelos bioldgicos in vitro e in vivo
para el estudio de las interacciones de los nanomateriales en los sistemas biolégicos'8>-
193, Los estudios in vitro, que se basan en el cultivo de células, tienen el inconveniente de
que proporcionan una evaluacion incompleta de las interacciones con todo el
organismo'*!1%, Los modelos de evaluacién in vivo abordan el efecto global sobre la
fisiologia y la anatomia del organismo, y por lo tanto constituyen una plataforma mas
inmediatamente relevante para los estudios clinicos traslacionales'**'%8, A la vez, los
modelos in vivo se han utilizado para evaltian el impacto ambiental de los nanomateriales,
centrandose principalmente en los organismos acudticos que representan a los principales
niveles de la red alimentaria (bacterias, algas, crusticeos, peces y ciliados)!®2%,
Desafortunadamente, los modelos con animales mamiferos ampliamente usados
(roedores) son costosos, muy laboriosos y generan cuestiones éticas.

Recientemente, ha habido un creciente interés en la comunidad cientifica en las
interacciones entre los nano-materiales y organismos no mamiferos, los cuales estin

siendo reconocidos como modelos validos para el estudio de las enfermedades
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humanas®'. Por ejemplo los anfibios estan siendo cada vez mas utilizados en la
evaluacion de toxicidad debido a su alta sensibilidad al estrés fisico-quimico. En
particular, los embriones de anfibios son indicadores ftiles de la contaminacién ambiental

y se han empleado para evaluar la embriotoxicidad de varios productos quimicos?*>2* y

diferentes muestras ambientales®®.

Los anfibios son especialmente sensibles a numerosos contaminantes ambientales
y xenobioticos durante las etapas embrionarias, debido a su posicion en la cadena
alimentaria, la permeabilidad de la piel a sustancias toxicas, y la vulnerabilidad que

206 E] desarrollo embrionario

provoca la metamorfosis durante el desarrollo de las larvas
y las primeras etapas de vida, proporciona informacion que puede ser (til en la estimacion
de la toxicidad cronica de un material de ensayo para los organismos acuéticos. Gracias
a sus tres criterios de valoracion (mortalidad embrionaria, malformacion, y la inhibicion
del crecimiento), la prueba en anfibios pueden detectar xenobidticos que afecten el
desarrollo embrionario, un eslabén débil en el circulo de la vida de un organismo2®’. El
término "efectos embriotoxicos" es usado para describir todo fracaso en el desarrollo
embrional que ha sido causado por quimicos del ambiente donde se desarrolia 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 polimeros
nanoestructurados a través de ensayos de toxicidad en larvas de anfibios en estadios
metamérficos??®. Este modelo experimental posee propiedades interesantes tales como la
relativa facilidad de la cria y el desarrollo de las larvas en las condiciones de laboratorio,

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

bajo costo econémico™,
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5.1. HIPOTESIS

Las nanoparticulas de polianilina (PANI) 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, nanoparticulas de PANI en
distintos dispersantes para su aplicacién en terapia fotoasistida, como tratamiento

antitumoral.

5.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar y seleccionar nanoparticulas biocompatibles de polianilina para su

aplicacion en TFT.

» Evaluar la citotoxicidad en oscuridad y el efecto fototerapéutico de estas
nanoparticulas en lineas 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 toxicoldgicos 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 METODOS

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 (GlutaMAX™ 100X — Gibco),
0,5 % v/v piruvato (Hyclone®) y 10 % v/v antibiético-antimicotico (Penicilina G 10

ug/ml - Estreptomicina 25 pg/ml - Anfotericina B - Gibco)
» Medios de congelamiento

Dependiendo de la linea celular empleada se utiliz6 una soluciéon de DMEM 1X
suplementado con 10 % v/v de SFB, 1 % v/v de glutamina, 1 % v/v de antibidtico-
antimicético, 0,5 % v/v de piruvato de sodio y 10 % v/v de dimetilsulfoxido (DMSO,

Sintorgan) como agente crioprotector. Otras veces, se emple6 SFB y 10 % de DMSO.

6.2. Soluciones

» Buffer fosfato salino (PBS 1X)

CINa 10g
CIK 0,25 ml
Na;HPO4 (7 H20) 1,44 ¢
KHzPOa. 025¢g
Agua bidestilada 1000 mli

» Solucion buffer de acetato-acético (0,1 M)
Acetato de Na 82g

Acido acético 5,72 ml
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Agua bidestilada 500 ml

» Solucion stock de rojo neutro
Rojo neutro 40 mg
PBS 1X 10 ml

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

luz.

» Solucion decolorante de rojo neutro

Etanol 96 % 10 ml
Acido acético glacial 0,2 ml
Agua bidestilada 10 ml

» Solucién de azul Tripan (0,4 %)
Azul Tripan 04¢g

PBS 11X 100 ml

» Solucion de azul de Toluidina (0,05%)
Azul de Toluidina 0,05¢g

Agua bidestilada 100 ml

» Solucion buffer de p-nitrofenilfosfato (APH)
Acetato de Na 0,1 M

Tritén X-100 0,1 % viv
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p-nitrofenilfosfato 2 mg/ml
Nota: Se puede conservar por 2 — 3 meses a 4 °C protegida de la luz.
» Solucién de azul de Evans (1 %)
Azul de Evans lg

Agua bidestilada 100 ml

» Solucion de lisis celular
Dodecilsulfato sédico (SDS) 4

Agua bidestilada 100 ml

» Solucion para estrés oxidativo (DCFA 10 mM)

Diacetato de 2 '-7'- 1 mg

diclorodihidrofluoresceina

DMSO 204 ul

» Solucion Ringer

CINa 0,66 g
CIK 0,015¢g
ClCa 0,015¢g
COsNaH 0,03 g
Agua bidestilada 100 ml
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» Solucién de acido tioglicolico (2 %)

Acido tioglicélico (80% pureza) 5 ml
Agua bidestilada 185 ml
NaOH IN 10 ml

» Solucion anestésica

Ketamina (100 mg/ml) 0,15 ml
Xilacina (20 mg/ml) 0,15 ml
Acepromacina (10 mg/ml) 0,05 mli
Agua bidestilada 1,4 ml

6.3. Nanomateriales

6.3.1. Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de polianilina

Se trabaj6 con nanoparticulas de polianilina (Np-PANI), las cuales fueron
sintetizadas en el laboratorio del Dr. C. Barbero con el cual existe una colaboracion. Para
sintetizar las Np-PANI se emple6 la técnica de nucleacion y polimerizacién oxidativa
partiendo de monémeros de anilina'2. Para lograr una mayor estabilidad en medios
acuosos y evitar la precipitacion de las nanoparticulas se utilizaron diferentes polimeros
estabilizadores como polivinilpirrolidona (PVP), poli-N-isopropilacrilamida (PNIPAM),
en distintos porcentajes p/v: PVP 2% y PVP 1% + PNIPAM 1% (figura 11). Estos
polimeros se adsorbieron sobre las nanoparticulas para crear el efecto de estabilizacion®
y se eligieron debido a su biocompatibilidad*’. Una solucién 0,2 M de clorhidrato de
anilina (Aldrich) se oxid6 con peroxidisulfato de amonio 0,25 M (APS, Cicarelli) en
presencia del estabilizador, 2 w w! % (PVP) 0 1 w w'! % (PVP +PNIPAM).
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Figura 11: Método de sintesis descripto por Stejskal; El modelo de formacién de particulas coloidales: a)
oligémeros de anilina (circulos blancos) se adsorbe en la cadena de los polimeros estabilizadores (lineas
finas negras) y b) se estimula el crecimiento de una cadena de PANI (Iinea gruesa negra} formando un
nucleo de particula. ¢) Otros oligomeros y nuevas cadenas de PANI se producen cerca del nucleo. Se
Jorma la particula 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
electronica de barrido (SEM), microscopia electronica de transmision (TEM), dispersion
de luz dinamica (DLS) y potencial zeta. Para dicho fin, alicuotas de nanoparticulas
fueron depositadas sobre una rejilla revestida con grafito para analisis SEM y se dejaron
secar para el andlisis mediante un microscopio electrénico de barrido (SEM, Carl Zeiss
Evol0MA). Para los estudios de TEM, alicuotas de nanoparticulas se colocaron sobre
una rejilla Formvar recubierta de cobre y se evaporaron lentamente a temperatura
ambiente para posteriormente ser analizadas por un microscopio electronico de
transmision (JEOL JEM-1010). Por otra parte, el analisis del tamafio mediante DLS y
potencial zeta de alicuotas de solucion madre de nanoparticulas como también de
dispersiones en DMEM, PBS y solucion Ringer se realizaron con el equipamiento
Malvern Instruments, Zetasizer Nano S-90. Conjuntamente, se realizaron mediciones
espectroscopicas UV-visible de las Np-PANI utilizando un espectrofotometro Hewlett
Packard 8453x UV-Visible System.
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6.4. Sistema de irradiacion

Para realizar los experimentos de TFT, se utilizé un laser LED proveniente de
una fibra 6ptica acoplada a sistema Raman System Inc. La fuente de luz proveniente del
laser es monocromdtica y continua con una longitud de onda de 788 nm y una potencia

fija de 500 mW/cm?2. El didmetro del spot del laser es de aproximadamente 2 mm.

7. Metodologia
7.1. Preparacion de las diferentes suspensiones de Np-PANI

Para determinar la concentracion de Np-PANI en los distintos medio de cultivos
empleados tanto en los experimentos in vitro como in vivo, se realizé una curva de
calibracion con las suspensiones stock de las nanoparticulas. Para ello, 4 alicuotas de 500
ul de las suspensiones stock de Np-PANI se colocaron en un recipiente previamente
pesado y se deshidrataron en un horno de vacio a presion reducida. La masa del residuo
solido obtenida se calculé por diferencia y este peso se utilizd para estimar la
concentracion promedio (mg/ml) de Np-PANI en la solucion stock inicial. Para construir
la curva de calibracion de absorbancias en funcién de concentracién de nanoparticulas;
diferentes volumenes de solucion stock de Np-PANI se diluyeron en 5 ml de un buffer
tampon pH 4 (acetato de sodio/acido acético, 0,1 M) y la absorcién de las diluciones
resultantes se midid a 636 nm. El mismo procedimiento se realiz6 para las Np-PANI 2.

Se realizaron diluciones de la suspension stock en medio de cultivo DMEM
enriquecido con suero fetal bovino (SFB) 10%, glutamina, piruvato y la adicién de
antibidtico-antimic6tico hasta obtener las concentraciones testeadas en los cultivos

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

7.2. Produccion de calor por absorcion de la luz NIR

Distintas suspensiones de Np-PANI en agua se colocaron en tubos de vidrio en
agitacion y luego se colocaron en una caja de poliestireno para evitar posibles fugas de
calor. Se utilizo un laser NIR de estado sélido (Ocean Optics) que emite luz laser (785
nm, 500 mW/cm?) a través de una fibra éptica cuyo extremo se colocé a 2 centimetros

sobre la interfaz liquido/aire. Luego de varios intervalos de iluminacion de las
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suspensiones de Np-PANI; la temperatura producida se midi6 con un termémetro
infrarrojo TES 1326S / 1327K.

7.3. Experimentos in vitro en lineas celulares tumorigénicas y normales

7.3.1. Cultivos celulares

La linea celular principal con la que se realizaron la mayoria de los experimentos
denominada LM2 (adenocarcinoma mamario murino) fue obtenida del instituto de
oncologia 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
(GlutaMAX™ 100X — GIBCO), 1 % v/v de antibidtico-antimicético (Penicilina G 10
ug/ml — Estreptomicina 25 ug/ml — Anfotericina B. GIBCO), 1 % v/v de piruvato de sodio
(HYclone®), en una incubadora con 37°C de temperatura, 5 % de CO2 y una atmésfera
con humedad controlada. Para los experimentos de incorporacion, citotoxicidad y ensayos
fototerapéuticos se trabaj6 con cultivos de esta linea celular en monocapa (2D) con una
confluencia del 90 — 100 %. Por otro lado, cuando se estudi6 la citotoxicidad y el efecto
fototérmico de las Np-PANI en cultivos tridimensionales; se realizaron experimentos con
esferoides obtenidos a partir de la misma linea celular.

Ademas, se trabajo con la linea celular CT26 (carcinoma de colon murina) y Hacat

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

7.3.2. Evaluacion 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 nanoparticulas en oscuridad se
estimd la viabilidad celular a través del ensayo colorimétrico de 3-(4,5.dimetiltiazolil-2)-
2,5 difenilbromuro de tetrazolio (MTT)®. Las células vivas poseen los componentes
respiratorios mitocondriales funcionales para convertir el MTT en formazan. Por el
contrario, las células muertas no poseen dicha actividad mitocondrial y por lo tanto no
pueden realizar esta reaccion.

Para la realizacion 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/ml hasta 12 mg/ml) y para las Np-PANI 2

(0,5 mg/ml y 1,5 mg/ml); se retiraron las nanoparticulas y se realizaron 2 lavados con
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PBS 1X para eliminar las nanoparticulas que no se hayan incorporado a las células. Luego
se agregd 100 pl de una soluciéon de MTT en DMEM (1 mg/ml) y después de 2 horas de
incubacion a 37 °C, el medio fue remplazado por 100 ul de DMSO para disolver los
cristales de formazan (de color violeta). Posteriormente se analiz6 la densidad 6ptica de
las muestras a A 540 nm. El porcentaje de supervivencia se expresd con respecto a la

densidad optica de placas controles (sin ningun 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 catidnico penetra las membranas
celulares por difusion pasiva y se concentra en los lisosomas, donde se une por enlaces
electrostaticos hidrofobos a los tensioactivos anidnicos y / o grupos fosfato de la matriz
lisosomal'®!!. 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
nimero de células viables'>'>.

Luego de la exposicion a Np-PANI 1 durante 24 horas, las células se incubaron
por 2 horas con una solucién colorante rojo neutro (100 mg/ml) en medio de cultivo
(DMEM) sin suero. Luego, las células fueron lavadas con PBS 1X. Posteriormente se les
adiciond 1 ml de una solucién de elucién (EtOH / AcCOOH, 50% / 1%) para disolver los
granulos de colorante incorporados en las células, seguido de agitacion suave durante 10
min de manera que se logré la disolucion completa. La absorbancia de rojo neutro se

midi6é 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 Tripdn

La viabilidad celular se evalu6 también por un método colorimétrico de tincion
por exclusion del colorante vital azul Tripan. En las células viables, el azul Tripan no es
absorbido; sin embargo, atraviesa la membrana de las células muertas y se colorean de
azul. Para la realizacion de este experimento se utilizé una solucion de azul Tripan 0,4 %
en PBS 1X, la cual se mezclo en partes iguales con la suspension de células que se obtuvo

de las placas sembradas. Luego una alicuota de esta mezcla se coloco en una camara de
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Neubauer y se procedié al recuento de las células viables y no viables. Los resultados

fueron expresados y estandarizados por 1 millén de células.

7.3.2.4. Ensayo de formacion de colonias

Para confirmar la viabilidad celular después de la exposicion a Np-PANI 1, se
realiz6 un ensayo de formacién de colonias o ensayo clonogénico'®. Este ensayo evalia
esencialmente la capacidad de cada célula de una poblacion para llevar a cabo el proceso
de division "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/ml a 12 mg/ml). Luego se retiré el medio conteniendo las
nanoparticulas y se realizaron lavados con PBS 1X. Las células se trataron con tripsina y
se recogieron para producir una suspension 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 dias). Las colonias se
definieron a partir de acimulos de 50 células como minimo. Finalmente, las colonias se
fijaron con metanol en frio y se tifieron con una solucion 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 calculé como:

n° de colonias formadas

Ep = n° de células sembradas

x 100

El nimero de colonias que surgen después del tratamiento de las células,
expresado en términos de eficiencia de plaqueo (EP), se llama la fraccion sobreviviente

(FS):

__n°de colonias formadas luego del tratamiento

EPx1
n° de células sembradas x x 100

FS

7.3.3. Incorporacion celular de las Np-PANI

Para evaluar la incorporacion celular de las Np-PANI, se incubaron las células
LM2 a1, 2, 3, 6, 12 y 24 horas con suspensiones de Np-PANI 1 de 0,42 mg/ml y 1,04
mg/ml y Np-PANI 2 de 0,5 mg/ml 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 ]as\'\""l“r‘;
nanoparticulas que no hayan sido incorporados por las mismas. Luego se procedié a
levantar las células mecénicamente con una varilla y resuspenderlas en PBS 1X para
posteriormente lisarlas con dodecilsulfato sédico (SDS) al 4%. Para evaluar la
concentracion de Np-PANI en las células LM2, se procedio a analizar el contenido de
Np-PANI en el lisado celular, mediante espectrofotometria UV visible. Las
concentraciones de Np-PANI expresadas por un millén de células, se determinaron por
comparacion con una curva de calibracion obtenida a partir de dispersiones estandar de

Np-PANI. El experimento se realiz6 por triplicado.

7.3.3.1. Inhibicion de la endocitosis

Para determinar los efectos dependientes de la temperatura sobre la incorporacion
de Np-PANI en la linea LM2, las células se pre-incubaron durante 1 hora, ya seaa 4° C
0 37° C y durante el tratamiento con nanoparticulas. Las células fueron tratadas con Np-
PANI 1 (1,04 mg/ml) durante 0,5 y 1 hora y finalmente se procesaron de la misma manera
que en el experimento anterior para determinar la concentracion de las nanoparticulas 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 linea celular LM2, se
incubaron las células durante 3 horas con suspensiones de Np-PANI | en DMEM (0,42 y
1,02 mg/ml) y durante 3 y 24 horas con suspension de Np-PANI 2 (0,5 y 1,5 mg/ml).
Luego de retirar el medio con Np-PANI, se realizaron 2 lavados con PBS y se colocé
nuevamente medio de cultivo DMEM con 10% SFB. Posteriormente se irradiaron las
células con luz continua proveniente de un laser LED Raman System Inc. de una longitud
de onda de 785 nm durante 10 y 15 min a una potencia fija de 500 mW/cm?. El spot del
laser posee un diametro de 2 mm aproximadamente. El mismo procedimiento sin
irradiacion fue realizado como un control de Np-PANI en oscuridad. También se evalud
si la exposicion a la luz laser tenia algiin efecto citotoxico 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. Ademas se evaliio si los dispersantes de las
nanoparticulas sumado a la irradiacion podian tener algin 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 nanoparticulas 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-PANI (PVP 2% y PVP 1% + PNIPAM 1%) sin irradiar e irradiadas y un control
sin ningln tipo de tratamiento. Los cambios morfologicos celulares sobre el area de
irradiacion se compararon con los distintos controles utilizando un microscopio 6ptico
invertido Nikon TS100.

7.3.4.1. Evaluacion de las caracteristicas morfologicas celulares

Para evaluar cambios en el fenotipo morfologico de las células LM2 tratadas con
TFT, se analizaron los cultivos bajo microscopia optica invertida. Para lo cual, las células
se sembraron sobre cubreobjetos y luego de someterlas a los diferentes tratamientos, se
las fij6 con metanol en frio durante 10 min y finalmente se tifieron con una solucion de
azul de Toluidina 0,05%. Para analizar la morfologia celular se utilizé un microscopio

optico invertido Nikon TS100.

7.3.4.2. Evaluacion de las caracteristicas morfoldgicas nucleares

Con el objeto de analizar y comparar los efectos de los distintos tratamientos sobre
la morfologia nuclear de las células LM2, se empled la técnica de tincién nuclear con el
fluoréforo Hoechst 33258 y posterior visualizaciéon de los cambios nucleares bajo
microscopia de fluorescencia. Para ello, las células se sembraron sobre cubreobjetos y se
las someti6 a los distintos tratamientos descriptos en el experimento anterior. Luego las
células se fijaron con metanol en frio (-20°C) durante 10 min; para posteriormente teflirlas
con Hoechst (20 pl/ml) durante 5 minutos. Finalmente, las células se lavaron con
abundante PBS y se montaron sobre cubreobjetos para su posterior analisis.

Las preparaciones fueron analizadas en un microscopio de fluorescencia Olympus

BX61 acoplado a una cdmara de captura digital Olympus DP50.

7.3.4.3. Determinacion del estrés oxidativo pre y post TFT

Teniendo en cuenta que los nanomateriales pueden inducir estrés oxidativo per se

debido a la mayor 4rea superficial en relacion al volumen y por consiguiente una mayor
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reactividad'>~'8, como asi también con el fin de dilucidar la implicancia de especies
reactivas del oxigeno (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 utiliz6 la sonda Diacetato de 2 '-7'-diclorodihidrofluoresceina (DCFA).
Esta es una de las técnicas mas ampliamente utilizadas para medir directamente el estado
redox de una célula!®?, 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-
PAN], se procedid a incubar las células con una soluciéon 10 uM de DCFA en PBS 1X
durante una hora. Posteriormente se realizaron dos lavados con PBS y se sometieron las
células a la irradiacion con luz NIR o se mantuvieron en condiciones de oscuridad. Por
uitimo se procedi6 a observar las células bajo microscopio de fluorescencia. Se utilizaron
como controles células solamente irradiadas, células tratadas con los estabilizantes de las
Np-PANI (PVP 2 % y PVP 1 % + PNIPAM 1 %) sin irradiar e irradiadas, células sin
ningn tipo de tratamiento y como un contro! positivo células incubadas previamente con

H>O2 100 uM.

7.3.5. Modelo de cultivos tridimensionales: esferoides

Con el propésito de evaluar el efecto de la TFT in vitro en un modelo de cultivo
mas representativo de la arquitectura tumoral in vivo y de mayor complejidad, se
implement6 un modelo de cultivo 3D que nos permitiera realizar una mejor estimacion
de la eficacia antitumoral in vivo de las nanoparticulas. Ademds con la implementacién
de este modelo, también se podrian evaluar otros parametros que surgen de la interaccion
con una arquitectura tridimensional; como la difusion y la penetracion de un compuesto
o droga al interior del tumor. En lo que respecta a la TFT con Np-PANI, nos permitira
evaluar la penetracion de la luz laser en el interior del tumor y la incorporacion de las
nanoparticulas. Otra de las finalidades de la utilizacion de esferoides para evaluar la

eficacia de la TFT fue la necesidad de emplear un modelo experimental que permitiera la
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irradiacion de la totalidad de células con el laser NIR y cuantificar la viabilidad celular
post TFT.
Para la obtencion de cultivos 3D (esferoides) se utilizo la técnica “hanging drop”

2122 Mediante esta técnica, se depositaron en una placa de Petri, gotas de

o0 gota colgante
medio de cultivo con distintas concentraciones de células (figura 12). Para determinar el
numero de células necesarias para formar esferoides correctamente se sembraron 10000
y 20000 células por gota. Las gotas de 30 ul 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 tratd con una solucion de agarosa 1%, la cual se

dejo solidificar para evitar la adhesion de los esferoides al sustrato.

B c

- f
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Figura 12: Esquema representativo de la generacion de esferoides; a) depdsito de gotas en tapa de placa
de Petri (30 ul con 10000 células); b) cubrimiento de la superficie de la tapa con gotas en las cuales se
Jormaran los esferoides y ¢) las gotas quedan colgando cuando se gira la tapa de la placa de Petri.

7.3.5.1. Tratamiento fototérmico en cultivos 3D (esferoides)

Una vez obtenidos los esferoides, se procedio a transferir los mismos, un esferoide
por pocillo, a una placa multipocillo p96. Los pocillos fueron tratados con anterioridad
con 100 pul de agarosa 1% en agua bidestilada hasta que la misma se solidificara. Este
procedimiento se realizé con el propésito de evitar la adhesion de los esferoides al
sustrato. Por tratamiento se utilizaron 5 esferoides por triplicado y el experimento se
repitié 3 veces. Se utilizaron los siguientes tratamientos: esferoides tratados con Np-
PANI1 y Np-PANI 2 en condiciones de oscuridad; esferoides solamente irradiados;
esferoides tratados con el estabilizante de las Np-PANI (PVP 2% o PVP 1% + PNIPAM
1%) e irradiados y un control con esferoides sin ningln tipo de tratamiento. El tiempo de

incubacion con las Np-PANI fue de 3 y 24 horas, la dosis de luz utilizada fue la misma
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que en el experimento con cultivos en monocapa. Cabe aclarar que la iluminacién con el
sistema laser se realiz6 por pocillo, asegurando la iluminacién completa de cada uno de
los esferoides tratados durante el tiempo necesario (15 min) para alcanzar la dosis de luz.
Las concentraciones de Np-PANI testeadas correspondieron a 1,04; 2,08 y 4,16 mg/ml
para Np-PANI 1 y a 1,5; 3 y 4,5 mg/ml para Np-PANI 2.

Luego de 24 horas post TTF se realizd la observacion morfologica de los
esferoides bajo microscopio optico y se tomaron fotografias. Ademas, se procedié a

realizar un test de medicion de la viabilidad celular de los esferoides post terapia.

7.3.5.2. Ensayo de la viabilidad celular por fosfatasa dcida

Con el objetivo de evaluar la viabilidad celular de esferoides post TFT se utilizo
la técnica colorimétrica fosfatasa acida. Este ensayo se basa en la cuantificacion de la
actividad de enzima fosfatasa 4cida citosolica y fue validado para la determinacion 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 &cidas
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 namero de células en el rango de 10° a 10° en células en monocapa®®. A las 24 horas
post TFT se cosecharon los esferoides tratados y se colocaron en tubos Eppendorfs. Luego
se procedié a centrifugar los mismos (10 min a 800 rpm), descartar el sobrenadante y
resuspender los pellets en 100 ul de PBS 1X. Posteriormente, se colocaron en un
multipocillo 96 para lector de Elisa. A estos volimenes se agregé 100 ul del buffer
conteniendo el sustrato de la reaccion p-nitrofenilfosfato (2 mg/ml). Se incub6 en estufa
por 90 min y se detuvo la reaccion quimica mediante el agregado de 10 pl de una solucién
de NaOH IN. Por ultimo, se procedié a realizar la lectura de la densidad optica en el

lector de Elisa a A 405 nm.
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7.4. Experimentos in vivo en Rhinella arenarum

7.4.1. Evaluacion 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 créonica y malformaciones en los estadios
primarios embrionarios y larvales de los anfibios de Rhinella arenarum*>>°,

Para realizar este test se utilizaron larvas provenientes de ejemplares adultos de R.
arenarum®. Los adultos de la especie, sapo comun, se recolectaron en la zona de Rio
Cuarto (Cérdoba) y se mantuvieron en jaulas ubicadas en un bioterio a temperatura
ambiente, en un medio himedo compuesto por arena y agua con alimentacion 2 6 3 veces

por semana con higado vacuno crudo.

7.4.1.1. Obtencion de las larvas por fecundacion in-vitro

Para la obtencion de embriones y larvas se realizaron fecundaciones in vitro de
hembras de R. arenarum de aproximadamente 250 g. La induccién de la ovulacion de las
hembras, se realizd administrandoles dosis de 100 Ul de Gonadotrofina Coriénica
humana (GCh) (ELEA) por via intraperitoneal 1 o 2 veces por semana por un lapso de 2
semanas; con lo cual se promovié la maduracién de los ovocitos. Posteriormente se logro
la ovulacién de las hembras por inyeccion intraperitoneal de una hipodfisis homdloga
macerada de otra hembra mas 300 Ul de GCh. Las hembras desovaron (liberaron los
6vulos) después de 10 a 15 horas. Estos dvulos se fecundaron in vitro con una suspension
de espermatozoides en solucion Ringer 10 % en agua bidestilada. Los espermatozoides
se obtuvieron de machos de la especie por extraccion quirirgica de ambos testiculos y se
realiz6 un macerado de los mismos. En bachas que contenian solucién Ringer se
mezclaron los 6vulos y el macerado de testiculos para llevar a cabo la fecundacién in
vitro. Los huevos fecundados y, posteriormente, los embriones permanecieron durante
todo su desarrollo en placas de Petri con solucién Ringer 10 %, la cual fue renovada
diariamente para asegurar un correcto crecimiento y desarrollo. La determinacion de los
estadios de los huevos fecundados, embriones y larvas se hizo bajo lupa Nikon 54682 con

un aumento de 2X, utilizando como referencia la guia de Del Conte y Sirlin (1952)°'.
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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 estadio 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 diametro,
conteniendo 15 ml de las distintas suspensiones de Np-PANI o las soluciones controles.
Estas soluciones fueron renovadas diariamente y se les suministré alimento para peces
cada dia, 1 hora antes de la renovacion 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
exposicion. Se evalué cada 24 horas la mortalidad de las larvas, considerandose muerta
aquella larva que no respondiera con alguna manifestacion vital ante un leve estimulo
mecanico. Ademas, se hicieron observaciones macroscopicas de las larvas tratadas y
control, con el objetivo de detectar malformaciones o alteracion del comportamiento.

Las distintas suspensiones de Np-PANI empleadas correspondieron a las
siguientes concentraciones de Np-PANI 1: 0,18 - 0,53 - 0,83 - 0,98 - 1,24 - 1,4 y 1,55
mg/ml; y de Np-PANI 2: 0,15 -0,5—-1 - 1,25 y 1,5 mg/ml. Estas suspensiones fueron
preparadas en medio Ringer y su concentracion fue determinada por espectrofotometria
UV-visible por comparacion con una curva de calibracién obtenida con suspensiones
estandares de Np-PANI como se explicé anteriormente. Se utilizaron tres soluciones
controles diferentes: (a) solucion de Ringer 10 %, que se recomienda para las condiciones
del ensayo AMPHITOX, (b) solucion de PBS en Ringer, que es el medio liquido utilizado
para preparar dispersiones de Np-PANI, y (¢) PVP 2 % o PVP 1 % + PNIPAM 1% en
PBS y sus respectivas diluciones que reflejan las concentraciones de los estabilizantes
con las nanoparticulas. Los resultados fueron expresados como porcentajes de mortalidad,

al cabo de 96 horas de exposicion.

7.4.1.3. Test de teratogénesis

Para el ensayo de teratogénesis, se emplearon embriones de R. arenarum en
estadios de 2 a 4 blastomeros (S.2-S.4). Luego de realizar la fecundacion in-vitro, los
huevos fecundados son retirados de la vaina de gelatina que los contiene. Esto se logré
suspendiendo los embriones en una solucién de acido tioglicolico 2 % en PBS 1X a pH

7, en agitacidn constante durante 2 min. Luego de disolver esta vaina, los huevos son
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lavados con solucion 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 diametro, 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/ml; mientras que para Np-PANI 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 (soluciéon 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 2532 °C. Se evalud 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 exposicion a Np-PANI o los polimeros estabilizantes; los
embriones se observaron utilizando lupa binocular estereoscopica (Motic DM39). Los
embriones muertos fueron retirados y la supervivencia fue evaluada cada dos dias. Los
ensayos teratogénicos se repitieron cuatro veces. Las malformaciones fueron
identificadas de acuerdo al Atlas de malformaciones: A Guide for the Perfomance of
FETAX3%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-PANI, se pudo
estimar mediante el software estadistico PROBIT: la concentracioén teratogénica 50
(CT50); concentracion teratogénica 99 (CT99); la concentracién no teratogénica
(NOEC); concentracion letal 50 (CL50); concentracion letal 99 (CL99) y la concentracién
no letal (NOEC).

7.4.1.4. Acumulacion, localizacion y excrecion de Np-PANI en larvas S.25 de

R.arenarum

Para determinar el destino y acumulacién de Np-PANI, 10 larvas S.25, por
triplicado, se colocaron en placas de Petri de vidrio de 10 cm de didmetro que contenian
15 ml de dispersiones de 0,5 mg/ml de Np-PANI 1 o Np-PANI 2 durante 96 horas.
Posteriormente, las larvas se retiraron y cada grupo de larvas se lavaron con 50 ml
soluciéon de Ringer para descartar nanoparticulas 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 nanoparticulas (Np-PANI 1 y Np-PANI 2) se cuantificaron utilizando
espectroscopia UV-visible. Los espectros UV-visible se obtuvieron en un
espectrofotometro Shimadzu UV-vis 1601PC utilizando una celda de cuarzo de 1 cm de
longitud. El experimento se repiti6 por triplicado.

Por otro lado, diez larvas por triplicado (S.25) se colocaron en placas de Petri de
vidrio de 10 cm de didmetro que contenian 10 ml de una solucion Ringer con comida para
peces (control) o 10 ml de Np-PANI 1 y Np-PANI 2 a una concentracion de 0,5 mg/ml
durante 24 horas. Luego, todas las larvas se lavaron suavemente con RS y se fijaron en
una solucién Bouin para su posterior andlisis histopatoldgico. Estas muestras se
sometieron a un proceso de deshidratacion en orden ascendente en grados de alcohol para
posteriormente ser embebidos en cera de parafina. Luego de este procesamiento se
realizaron cortes con micrétomo hasta obtener secciones de 3 a 4 micras. Las secciones
de tejidos fueron tefiidas con hematoxilina y eosina (H & E) y se examinaron bajo un
microscopio (Axiovert 135; Zeiss, Alemania) para sus estudios histopatologicos.
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 (EtOH) para determinar los espectros UV-visible tanto de
heces de larvas control como de heces de larvas tratadas con Np-PANI 1 y Np-PANI 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 Fundacion Balseiro (Buenos Aires, Argentina).
Los ratones se mantuvieron en jaulas estandar con acceso a agua y alimento balanceado
ad libitum. Todos los animales recibieron una buena atencion de acuerdo a las normativas
establecidas por la Disposicion ANMAT N 6344/96, PP1-7 para el Cuidado Humano de
los animales de experimentacion. Los mismos fueron monitoreados diariamente para
detectar signos de bienestar a través de la evaluacion del apetito, del estado de hidratacion

y nivel de actividad corporal.
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7.5.2. Funcionalidad hepatica y renal

Con el fin de determinar la toxicidad de Np-PANI 1 en ratones BALB/c, se
realizaron estudios seroldgicos de parametros bioquimicos que representan la
funcionalidad hepética y renal. Estos estudios se realizaron empleando los siguientes kits
de diagnostico (Weiner, SAIC, Rosario, Argentina): creatinina directa, uremia y
transaminasa glutamico-pirtivica GPT 200. Luego de la administracion intravenosa (IV)
de Np-PANI 1 (14,4 mg / kg de peso corporal); los ratones fueron sacrificados por
dislocacion cervical a 1 (n=15), 3 (n=15) y 7 dias (n = 5) post tratamiento y se recolectaron
muestras de sangre para obtener suero para las pruebas de funcionalidad. Para evaluar la
funcion hepatica, se midieron los niveles de la enzima transaminasa glutdmico-pirvica
sérica (GPT), ya que los niveles elevados en suero de GPT generalmente se asocia con
hepatotoxicidad. La funcién renal se monitore6 mediante la medicion 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 inyecté un millén de células LM2 en
suspension en PBS (200 ul) por via subcutanea en la region del flanco superior derecho,
previa depilacion y realizacion de antisepsia de la zona. Cuando el tamafio del tumor
alcanzo 1 cm en diametro exterior, se procedio a la extraccion de alicuotas de 2 mm de
tejido tumoral para la implantacion por via subcutanea en la region del flanco dorsal de
los animales que se utilizaran en el experimento. Siete dias después de la implantacion,
cuando los tumores alcanzaron un tamafio de 4-5 mm de didmetro, se realizaron los
tratamientos de terapia fototérmica. Cuando fue necesario, se anestesié a los animales
utilizando una solucion 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 administré a cada animal por via 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 administr6 intratumoralmente (IT) una solucién de 1 mg/ml
de Np-PANI 1 (50 ul = 3,64 mg/Kg pc) y luego de 3 horas se irradiaron con el mismo
laser utilizado en los experimentos in vitro 15 minutos con una potencia de 500 mW/cm?
(figura 13). Los animales del grupo 2 recibieron una inyeccion IT de PVP (50 pl, 2% PVP
disuelto en PBS) y luego fueron irradiados.

Los animales del grupo 3 solamente fueron irradiaron. Los animales del grupo 4
recibieron una inyeccion IT de Np-PANI 1 mg/ml (50 pl = 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 pl).

A B

\

Figura 13: Formacion de tumores y TFT en ratones; a) r6atones Balb/c con tumores implantados en la
region dorsal del flanco derecho. b) Tratamiento fototérmico con laser NIR 15 min luego de la aplicacion
IT de Np-PANIL.

El volumen del tumor de cada raton se monitoreé diariamente utilizando un calibre
digital. Cabe aclarar que durante el experimento no se observo regresion espontanea de
los tumores. El volumen tumoral (V) se determiné mediante la siguiente ecuacion:

V (mm3) =L x W x H x 0.5636, donde L es la longitud, W es el ancho y la H es la altura
del tumor?>-3,

7.5.5. Estudios post terapia fototérmica en ratones portadores de tumores

7.5.5.1. Viabilidad tumoral con tincion de azul de Evans

Para determinar el efecto fototerapéutico de las Np-PANI 1, se evalu6 el grado de
necrosis tumoral 24 horas después de la TFT empleando una tincion con azul de Evans
de todos los animales tratados. Este colorante puede reflejar el dafio del tumor post terapia

ya que tifie todo el tejido vivo de color azul; dejando las zonas de tejido muertas no
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tefiidas®’-*8. Se utilizaron ratones portadores de tumores; los cuales se agruparon de la
siguiente manera: animales inyectados IT con PBS 1X 50 pl (control sin ningin tipo de
tratamiento n = 6); ratones irradiados con laser NIR (control de luz n = 6); ratones
inyectados con Np-PANI (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 administro
0,4 ml de una solucién de azul de Evans 1 % por via intraperitoneal, y a las 6 horas (para
permitir la distribucion del colorante) los animales fueron eutanasiados. Se extirparon los
tumores pertenecientes a los ratones de cada grupo y se examinaron macroscopicamente.
Posteriormente se cortaron secciones transversales de aproximadamente 2 a 3 mm de los
tumores y se fotografiaron utilizando una camara acoplada a una lupa binocular
estereoscopica (aumento X4) para ser analizados con un software de imagenes (Motic

Images Plus).

7.5.5.2. Histopatologia de dérganos y tumores

A otro grupo de ratones portadores de tumores se los dividié de acuerdo a los
grupos tratamientos del experimento anterior y 10 dias post TFT se les realiz6 eutanasia y
se recolectaron muestras de 6rganos implicados en la depuracion de xenobidticos como el
higado, rifién y bazo. También se recolectaron porciones de los tumores. Las muestras se
fijaron en una solucion buffer de formalina neutra al 4% y se sometieron a un proceso de
deshidratacion en orden ascendente en grados de alcohol para posteriormente ser
embebidos en cera de parafina. Luego de este procesamiento se realizaron cortes con
micrétomo hasta obtener secciones de 3 a 4 micras. Las secciones de tejidos fueron tefiidas
con hematoxilina y eosina (H & E) y se examinaron bajo un microscopio (Axiovert 135;
Zeiss, Alemania) para realizar los estudios histopatoldgicos. Se tomaron fotografias de las
muestras de tejidos con una camara digital color (Axio Cam; Zeiss) empleando el software
Motic Images Plus. El andlisis histopatologico se llevo a cabo en el Departamento de
Patologia Animal de la Facultad de Agronomia y Veterinaria, UNRC, bajo la supervision

de la Dra. Silvia Romanini.
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7.5.5.3. Estudios de toxicidad de Np-PANI post TFT

Con el fin de evaluar la tolerancia a la TFT por parte de los ratones portadores de
tumores se procedio a realizar pruebas de funcionalidad hepdtica y renal, empleando los
siguientes kits de diagnostico (Weiner, SAIC, Rosario, Argentina): creatinina directa,
uremia y transaminasa glutamico-piriivica GPT 200. Para dicho fin, se extrajo sangre de
los ratones pertenecientes a los cinco grupos de tratamiento del experimento anterior de
10 dias post TFT en el mismo momento de la recoleccion de los tejidos por puncion
intracardiaca. De estas muestras de sangre se obtuvieron los sueros correspondientes y se

analizaron mediante un autoanalizador de bioquimica sanguinea (A15 Biosystems).

7.6. Estudios estadisticos

Todos los datos fueron analizados estadisticamente utilizando un anélisis de la
varianza ANOVA de una o dos vias segun corresponda. Para comparar las medias de los
resultados se utilizé un test a posteriori de Duncan, en todos los casos un p-valor < 0,05
denota significancia. Para estimar estadisticamente las distintas concentraciones
teratogénicas y letales se utiliz6 un test estadistico PROBIT.

Para analizar el crecimiento tumoral en el tiempo luego de la aplicacion de TFT
en los ratones portadores de tumores, se utilizé un modelo lineal general mixto en base a
pruebas de verosimilitud, correlacionando los datos de los volimenes tumorales
temporalmente y modelando la heterogeneidad de varianza de las muestras. De varios
modelos estadisticos empleados se eligi6 el mas apto de acuerdo al criterio de medida de
la calidad relativa de un modelo estadistico para un conjunto dado de datos: criterio de
informacion de Akaike (AIC) y criterio de informaciéon bayesiano (BID).
Posteriormente, se utilizé el test de comparaciones multiple de medias a posteriori
“Prueba de Di Rienzo, Guzman y Casanoves” (DGC) para analizar la interaccion de los

distintos tratamientos por el tiempo.
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8.1. Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de polianilina

La distribucion del tamafio y la caracterizacion morfoldgica de Np-PANI 1 fueron
determinadas por TEM, SEM (figura 14), DLS y potencial zeta (tabla 1). Las imagenes
de SEM mostraron una morfologia esférica de estas nanoparticulas, con un tamafio
promedio de 200 nm aproximadamente y una distribucion homogénea de dicho tamafio.
Un resultado similar se observd mediante el analisis del radio hidrodindmico de las
nanoparticulas obtenido por DLS (224 nm) con un indice de polidispersion (Pll) de
0,145, el cual se mantuvo durante varias mediciones a lo largo del tiempo. Este resultado
sugiere por un lado, un tamarfio primario aceptable con una alta monodispersibilidad;
como también, una buena estabilidad de las nanoparticulas en términos de agregacion
y/o aglomeracion. Por otra parte, la distribucién del tamafio y la morfologia de las Np-
PANI 2 se analizaron mediante TEM, SEM (figura 15) y DLS y potencial zeta (tabla 1).
Las imagenes de SEM mostraron una distribucion de tamafio homogéneo, con un tamafio
medio X =93.87 nm + SD =25.25 calculado a través del analisis de fotografias utilizando
el software Image J. El tamafio de las nanoparticulas analizado por TEM resulté ser
similar al obtenido por el SEM; aunque la morfologia de tales nanoparticulas no mostré
una forma esférica regular como las Np-PANI 1. EL tamafio hidrodindmico de las Np-
PANI 2 difiri6 significativamente con respecto al obtenido mediante las técnicas SEM y
TEM. El mismo fue de 300 nm con un PII de 0,082 y esta diferencia podria atribuirse a
la perdida de la capa de hidratacion que rodea a las nanoparticulas debido al
procesamiento (desecado) de las muestras de Np-PANI 2 para el analisis mediante SEM
y TEM. La capa de hidratacién que se forma alrededor del nucleo de las nanoparticulas
es el producto de la interaccion de los polimeros estabilizantes anfifilicos con moléculas
del solvente (agua). Las Np-PANI 2 estdn estabilizadas con PNIPAM, el cual se
comporta como un hidrogel termosensible y por lo tanto puede hacer variar el tamafio de
las nanoparticulas 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

caracteristica se pueden atribuir a la presencia de PVP, el cual es un polimero neutro'.
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Ambos tipos de dispersiones de nanoparticulas (Np-PANI 1 y Np-PANI 2)
resultaron ser estables durante muchos meses en medios acuosos tales como: soluciones
electroliticas como PBS y el medio de cultivo de las células (DMEM), lo que resultd
muy favorable al momento de realizar los distintos experimentos. Cuando las
nanoparticulas comenzaron a aglomerarse y sedimentar, el sonicado de las suspensiones

restaurd la estabilidad de las dispersiones en los distintos medios.

K
e

o

Figura 14: Tamaro y distribucion de Np-PANI | obtenido mediante a) microscopia electrénica de
transmision (TEM) y b) microscopia electrénica de barrido (SEM).

Figura 15: Tamafio y distribucién de Np-PANI 2 obtenido mediante a) microscopia electrénica de
transmision (TEM) y b) microscopia electrdnica de barrido (SEM).

De acuerdo al espectro de absorcion UV-visible de las distintas Np-PANI se pudo
observar que los maximos picos de absorcion 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 4cida (pH= 5) y en el estado sin dopar

de esmeraldina basica (pH= 7). En el espectro de pH= 7 es posible observar las tres bandas
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caracteristicas de las Np-PANI en A 290, 366, y 627. En el espectro de pH= 5 es posible
observar las tres bandas caracteristicas en A 320, 430, y 780 nm. El pico de absorcién en
A 320 nm se atribuye a la transicion  -> &t * del anillo de anilina y la banda en A 430 nm
se asigna a la transicion n — = * del cation radical localizado. Por otra parte, la banda a
A 780 nm se atribuye a la excitacion desde el orbital molecular ocupado mas alto
(HOMO) de los anillos bencénicos (pb) al orbital molecular desocupado mas bajo
(LUMO) de los anillos quinoides (PQ) en las unidades de quinonimina. Este

comportamiento es caracteristico del polimero conductor y electroactivo PANI>?.
Tabla 1: Caracterizacion de Np-PANI | y Np-PANI 2 mediante DLS y potencial zeta
_ 224 0.145 -7.58 £0.54

EeENZE e oos2

En la forma de sal esmeraldina acida; el maximo pico de absorcion de la tercera
banda correspondiente a los anillos quinoides se desplaza a la region NIR dentro del
espectro de luz UV-visible. Por lo tanto, las Np-PANI en un medio acido absorben luz en
el rango NIR (700-1200 nm) y teniendo en cuenta que varios tumores solidos
(adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas, sarcoma de tejido blando, y el
melanoma maligno) tienen un rango de pH entre 5,7 y 7,8 Ces posible activar las
nanoparticulas por irradiacion con luz NIR. A partir de estos resultados, se propuso la
utilizacion de esta banda de absorcién de las Np-PANI para la fotoactivacion con el laser
NIR de 785 nm. La irradiacion con una fuente de luz dentro de esta regién del espectro
NIR se considera una ventana terapéutica con ventajas prometedoras con respectos a otras
terapias fotoasistidas. Esto es debido a que la absorcion de luz por los tejidos y fluidos en
la region NIR es casi nula; por ejemplo moléculas presentes normalmente en los tejidos
vivos como hemoglobina, melanina y el agua misma presentan poca o nula absorcion de

luz y por lo tanto la penetracién de la luz es mucho mayor”'!,
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Figura 16: Espectro UV-visible de Np-PANI en solucion a distintos pH.
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Figura 17: Variacion de temperatura (4T) de Np-PANI 1 en solucion a diferentes tiempos de irradiacion
con el laser 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 laser NIR a la potencia fija de 500 mW durante distintos tiempos. La figura 17
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muestra el cambio de temperatura (AT (°C) = Tf-Trt) desde la temperatura ambiente (Trt)
a la temperatura luego de la irradiacion (Tf) para las Np-PANI 1. Una dispersién Np-
PANI 1 de 0,167 mg/ml producen un incremento de 3,5 °C, mientras que una dispersion
de 0,419 mg/ml en un medio acido (pH 5) provocd un incremento de 4 °C. Una
concentracion mucho mayor (1,04 mg/ml) incremento la temperatura en mas de 12 °C.
Se observo un aumento de temperatura dependiente de la concentracion de nanoparticulas
como también del tiempo de irradiacién con el laser NIR. Por otro lado, en la figura 18
se graficaron los cambios de temperaturas para distintas dispersiones de Np-PANI 2 luego
de la irradiacién empleando el mismo laser a distintos tiempos. Con estas nanoparticulas
se alcanzaron aumentos de temperatura mayores comparado a las Np-PANI 1 producto

de utilizar mayores concentraciones en las dispersiones testeadas.

—&— agua

—o— Np-PANI 2 (1.4t mg/ml)
—da— Np-PANI 2 (263 mgimi)
i J —4— Np-PAN! 2 (3,36 mg/ml)
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[ < : £ - 10 ‘e : €

tiempo de iluminacion {min)

Figura 18: Variacion de temperatura (4T} de Np-PANI 2 en solucién a diferentes tiempos de irradiacion
con el ldaser NIR.

El aumento de la temperatura alcanzado en el medio liquido donde se encontraban
las nanoparticulas fue significativamente superior con respecto al control para ambas
dispersiones. Nuestros resultados sugieren que concentraciones minimas de 0,33 mg/ml
alcanzadas en las células tumorales serian suficiente para lograr el efecto fototérmico.

Para determinar la concentracion de nanoparticulas de PANI para posteriores
ensayos, se correlacioné la absorcion de distintas dispersiones de nanoparticulas, en

funciéon de la concentracion del polimero PANI. A diferencia de la determinacion
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gravimétrica, que estd muy afectada por la humedad en las muestras, la medicion de la
absorcion optica es mas facil y se necesitan cantidades mucho mas pequefias de las
muestras. Cuando se midi6 el espectro de absorcion 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 dispersion.

La concentracion de PANI se determino a partir de la masa solida obtenida luego
de la deshidratacion de una alicuota de la dispersion stock y después de restar la masa
conocida de los polimeros estabilizantes introducidos en el sistema. La concentracion de
polianilina en la dispersion coloidal se calculd a partir de la absorbancia a la longitud de
onda determinada mediante el uso de la ley de Lambert-Beer, A = ¢cl, obteniendo una
dependencia lineal para ambas Np-PANI (figura 19). La estimacion del coeficiente de
absorcion se pudo determinar a través de su pendiente como e= 2,97 + 0,01 SEM cm’ mg’
"ecm! de PANI para las Np-PANI | mientras que para las Np-PANI 2 fue de e = 1,31 +
0,01 SEM cm® mg! cm™! de PANI. El coeficiente de absorcion se expresa sobre la base
de masa debido a la limitancia para definir la masa molar de la unidad de croméforo del

polimero PANL
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Figura 19: Curvas de calibracion de a) Np-PANI 1 y b) Np-PANI 2 en buffer acetato de Na/dcido acético
M.

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
parametro importante al momento de disefiar nanoparticulas con futuras aplicaciones
farmacologicas, debido a que nanoparticulas de diferentes materiales no forman
soluciones en medios acuosos, sino suspensiones coloidales. Por lo tanto la estabilidad de

las particulas en el medio liquido, esta fuertemente influenciada por la composicién del
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medio (donde la presencia de sales electroliticas y/o proteinas del suero juegan un rol
importante). La mayoria de las nanoparticulas no estan desarrolladas para ser compatibles
con ensayos bioldgicos en los que se utilizan soluciones isotonicas a pH fisioldgico y a
menudo en presencia de proteinas'>!3. En cuanto a ambas Np-PANI, pudimos determinar
la estabilidad de las particulas en los distintos medios por mas de varios meses sin

observarse signos de aglomeracion y/o precipitacion de las mismas (figura 20).

Np-PANI 1 Np-PANI 2

A B C C

TTRAL

Figura 20: Dispersiones de Np-PANI 1 y Np-PANI 2 en: a) PBS 1X 200 mg/ml de PANI; b) solucion de
Ringer 10% en PBS 100 mg/ml de PANIy ¢) DMEM con SFB 10% 1 mg/ml de PANI. Estas suspensiones
se mantuvieron por varios meses sin que se observe aglomeracién y/o precipitacion de las nanoparticulas.

8.2. Experimentos in vitro en lineas celulares tumorigénicas y normales
8.2.1. Evaluacion 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 concentracion de Np-PANI en cultivo de células, testeando diferentes
organelas celulares y sus funciones. Para ello, se incubaron células de la linea LM2 con
dos concentraciones de Np-PANI 1 y Np-PANI 2. Luego de 24 horas se determino la
supervivencia de las células por exclusion del colorante vital azul Tripan (figura 21). Este
método evalda la integridad de la membrana y permite el recuento de células no viables,

ya que solamente éstas se tifien de una coloracion azulada.
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Figura 21: Efecto de la exposicion a NP-PANI 1 y Np-PANI 2 luego de 24 horas de incubacion sobre la
viabilidad de células LM2 mediante ia técnica de exclusion de azul tripan. Los valores representan la

media + error estdndar.

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 concentracion 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 estadisticamente significativas con respecto a la de las células

controles.
Por otro lado, se evalué la viabilidad celular luego de 24 horas de incubacion 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 exposicion a NP-PANI | y Np-PANI 2 luego de 24 horas de incubacion sobre la
viabilidad de células LM2 mediante la técnica MTT. Los valores representan la media + error estandar.

La viabilidad celular estimada mediante este ensayo, en las concentraciones
utilizadas de Np-PANI 1 y Np-PANI 2 luego de 24 horas de incubacion no mostrd
diferencias estadisticamente significativa con respecto al control.

Los resultados obtenidos en los dos ensayos de viabilidad celular, indicarian que
ambas dispersiones de Np-PANI no son citotoxicas en condiciones de oscuridad en la
linea celular LM2 a las concentraciones evaluadas. Por lo tanto, estas nanoparticulas
podrian ser candidatas para posteriores ensayos de fotoirradiacion en cultivo celular a las
concentraciones mencionadas.

Con el fin de determinar la DLso en culitivos celulares expuestos a Np-PANI por
un periodo de 24 horas, se evaluaron concentraciones mas elevadas (0 — 12 mg/ml)
empleando ademas de la linea celular LM2, otras lineas celulares tumorales y normales
(CT26 y HacaT, respectivamente). Estos resultados se obtuvieron mediante la técnica
MTT e incorporacién de Rojo Neutro. Si las células metabolizan correctamente el
colorante MTT, el cultivo celular se tornara azul, lo que permite la cuantificacion de la
actividad mitocondrial por medidas de absorbancia. Por otra parte, la incorporacién de
rojo neutro y consiguiente unién a los lisosomas estd intimamente 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 concentracion luego de la exposicion a las nanoparticulas en todas las lineas celulares
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con ambos test utilizados (figura 23a y b). Aunque se observaron diferentes sensibilidades
de acuerdo a la linea celular utilizada. Se encontré una mayor susceptibilidad a la
exposicion a Np-PANI por parte de las lineas celulares tumorales, mientras que la linea
HaCaT resulto ser mas resistente. A partir de 3 mg/ml de Np-PANI 1 se evidencidé un
efecto tdxico significativo en esta linea, mientras que la viabilidad celular de las lineas

tumorales LM2 y CT26 disminuy¢ significativamente a partir de concentraciones > a 1,5

mg/ml.
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Figura 23: Efecto de la exposicion a NP-PANI I luego de 24 horas de incubacion sobre la viabilidad de
células LM2, CT26 y HaCaT mediante la técnica MIT (a) y rojo neutro (b). Los valores representan la
media + error estandar.

Por otro lado, se puede observar que la toxicidad varié en funcién del test

empleado para su medicion. Esta diferencia puede estar relacionada con los distintos
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1)
componentes celulares que evaluan las técnicas'“ ¢, Otro factor a considerar es que las /
nanoparticulas pueden interactuar con los componentes o drogas empleados en los
ensayos de viabilidad y de esta manera interferir con los sistemas de deteccion sobretodo
en el caso de ensayos colorimétricos (MTT y rojo neutro); lo cual resulta en datos menos
fiables'>'"18, Como se puede ver en los graficos 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/ml; en
comparacion con la DL50 de 11,8 mg/ml determinada por el ensayo rojo neutro. El
ensayo de incorporacion del colorante rojo neutro estaria sobreestimando la viabilidad
celular y ésta interferencia puede deberse a la localizacién lisosomal de las nanoparticulas
aunque esto no fue experimentalmente demostrado. Si bien se conoce por literatura que
muchos nanomateriales tienen un destino vesicular y/o lisosomal'®.

Con el fin de determinar qué ensayo colorimétrico representa una mejor medida
de la supervivencia celular después de la exposicién a las nanoparticulas de PANI; se
realizé 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 exposicién a una concentracion de
0,45 y 1 mg/ml de Np-PANI 1 no disminuyd la viabilidad celular en las células LM2 en
comparacion con células sin ningiin tratamiento. La concentracién minima testeada de
Np-PANI que disminuyé significativamente la viabilidad celular (71,7 %) fue de 2,94
mg/ml, mientras que una concentracién mayor (7,5 mg/ml) disminuyé la viabilidad
celular en un 39 %. La concentracién mas elevada testeada (11,8 mg/ml) directamente no
permiti6 la formacion de colonias en las células LM2. Los resultados de este estudio
demostraron que el ensayo de MTT se podria implementar como una herramienta eficaz,
sensible y mas confiable para evaluar la citotoxicidad de las nanoparticulas PANI en
cultivos celulares.

Segiin Kucekova y col.? los efectos citotéxicos a la exposicion de Np-PANI 1 por
24 horas en la linea celular HaCaT, comienzan a concentraciones > 0,345 mg/ml mientras

que en nuestro estudio las células HaCaT serian resistentes a la exposicion de Np-PANI

hasta concentraciones de 3 mg/ml 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 toxicos.

Ensayo clonogénico
m-
8
® 404
E *
8 R
- 304
8
5 20-
ko] *
b A
8 104 :
2 : ]
0-
0 0,45 294 7.5
Np-PANI (mg/ml)
Np-PANI (mg/ml) 0,45 2,94 750 12
Fraccidn de supervivential % of control) 98,3 7 39] 0]

Figura 24: Ensayo de formacion de colonias con células LM2 luego de la exposicion a Np-PANI durante
24 horas. El mimero de colonias formadas se adapto al % de supervivencia de acuerdo a la formula de
fraccién de colonias supervivientes.

8.2.2. Incorporacion celular de Np-PANI

Con el objetivo de evaluar la incorporacion de las Np-PANI en células tumorales,
se cultivaron las células LM2 con ambas concentraciones de las Np-PANI 1 y Np-PANI
2 utilizadas en el experimento anterior. Luego de diferentes tiempos de incubacion; se
procedié al andlisis de la concentracion de Np-PANI en las células mediante
espectrofotometria UV-visible (figura 25). En las concentraciones de 1,5 y 0,5 mg/ml
para Np-PANI 2 como en las concentraciones de 0,42 y 1,04 mg/ml para Np-PANI 1 se
observo una cinética de incorporacion similar. Se alcanzoé el plateau para ambos tipos de
dispersiones a tiempos cortos de incubacidn (3 horas para las Np-PANI 1 y 6 horas para
las Np-PANI 2). La maxima concentracion de Np-PANI 1 dentro de las células LM2 se
obtuvo a las 3 horas post incubacion; siendo de 0,33 mg/ml para la concentracion de 1,04
mg/ml y de 0,07 mg/ml para la concentracion de 0,42 mg/ml. Mientras que, para las Np-
PANI 2; estas concentraciones maximas alcanzadas intracelularmente, expresadas por 1
millon de células, se alcanzaron a las 6 horas postincubacion. Las mismas fueron de 0,52
mg/ml para la concentracion de 1,5 mg/ml y 0,21 mg/ml para la concentracién de 0,5

mg/ml. De acuerdo a estos resultados, las Np-PANI 2 se incorporarian en mayor cantidad
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en las células con respecto a las Np-PANI 1; aunque no es preciso afirmar que la ubicacion

de las mismas sea intracelular o en la membrana de las células.
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Figura 25: Cinética de incorporacion de a) NP-PANI [ y b) Np-PANI 2 en las células LM2 incubadas a
distintas concentraciones durante diferentes tiempos. Los valores representan la media + error estandar.

La incorporacion celular de las nanoparticulas estd determinada por varios
factores, la mayoria provenientes de las propiedades fisicoquimicas de las mismas,
incluyendo el tamafio, la forma, la carga, hidrofobicidad, el grado de aglomeracion; entre

otras?'~%3, Las diferencias encontradas en la incorporacion entre ambas dispersiones de

M.V, Luis Exequiel Ibarra




RESULTADQOS Y DISCUSION

Np-PANI, podrian atribuirse en gran parte al tamafio, debido a que Np-PANI2 (c.a. 90
nm) presenta menor tamafio que Np-PANI1 (c.a. 200 nm).

Por otro lado, para investigar el efecto del metabolismo celular en la captacion de
nanoparticulas de PANI, las células se incubaron a 4° C antes y durante el tratamiento
con nanoparticulas (figura 26). Las células fueron tratadas con 1,04 mg/mL de Np-PANI
1 durante 0,5 y 1 hora, ya sea a 4° C o 37° C. La concentracion intracelular de
nanoparticulas se determind mediante espectroscopia UV-visible luego de estos tiempos.
La incorporacion a 37° C no vario con respecto al experimento anterior, pero si disminuyo
significativamente en las células incubadas a 4° C (disminucion del 60 % a 4° C en
comparacion con 37° C). Este resultado sugiere un mecanismo activo de incorporacion
celular de tipo endocitico. Debido a que la inhibicién de la endocitosis dependiente de la
temperatura de incubacion no fue completa; probablemente algunas de las nanoparticulas
permanezcan unidas a la membrana celular. Casas y col. han observado que en explantos
tumorales tratados con ALA liposomal, se pueden distinguir vesiculas de fosfolipidos 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
incorporacion por la via endocitica y que los lisosomas serian el destino final luego de la
incorporacion de estos liposomas?®®.

Se ha sugerido al compartimento lisosomal como el sitio intracelular mas probable
de almacenamiento y degradacién de los nanomateriales?’. Los lisosomas presentan un
pH 4cido (4 - 5,5) y por esta razon, se propuso que esta condicion acida favorece el cambio
de transicion del polimero polianilina, desde el estado basico de polianilina esmeraldina
(EB) en la forma de sal de esmeraldina (ES) debido al incremento de la concentracion de
protones?®. Lo cual tiene una fuerte influencia en la conductividad del polimero. La forma
eléctricamente conductora del polimero es la ES, y la transicion desde EB a ES se produce
principalmente entre pH 3 y 6 y por lo tanto el pH lisosomal mejoraria la actividad

fototérmica de las Np-PANI.
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Figura 26: Efecto de la temperatura sobre el porcentaje de internalizacion de Np-PANI | en células LM2.
Los valores representan la media + error estdndar. *y ** p < 0.05.

La mayoria de otras macromoléculas y ensamblajes moleculares en nanoescala se
internalizan mediante endocitosis. Este destino endocitico de nanomateriales ha sido
demostrado por varios precedentes en la literatura®®. Los mismos estan confinados en
endolisosomas (vesiculas de membrana) y son incapaces de alcanzar el citosol. Se ha
demostrado que la forma y el tamaiio de las nanoparticulas puede afectar en gran medida
los procesos de captacion celular. Particulas esféricas de tamafio similar se incorporan
mas eficientemente que particulas con forma de varilla, lo que se explica por el mayor
tiempo de envoltura requerido por la membrana para las particulas alargadas. La via de
endocitosis mediada por clatrina muestra un limite de tamafio superior para la
internalizacion de aprox. 200 nm y parametros cinéticos pueden determinar la
internalizacion casi exclusivamente de tales particulas por esta via en lugar de la via
mediada por caveolina. En consecuencia, estos datos sugieren que, de una manera
dependiente del tamafio, existen diferencias en el mecanismo de control y de la potencial
internalizacion con un punto de inflexién cada vez mas evidente en un tamaiio de aprox.
200 nm. La internalizacién preferencial de las particulas mas grandes, puede entonces,
estar relacionado con una dependencia mas estricta de la via mediada por clatrina en
funciéon del tamafio de las particulas con la consiguiente cinética rapida de

internalizacion’®.
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8.2.3. Evaluacion 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 irradiacion, los cultivos celulares en monocapa fueron incubados durante
3 horas con Np-PANI 1 (1,04 mg/ml) y durante 3 y 24 horas con Np-PANI 2 (1,5 mg/ml)
e irradiados con luz NIR continua, con una potencia de 500 mW/cm? durante 10 y 15
minutos. Posteriormente se evalud la morfologia celular y nuclear. En las células de los
grupos tratados con Np-PANI | durante 3 horas e irradiados, se pudo observar una menor
cantidad de células adheridas, como también un cambio en la morfologia de las mismas,
perdiendo la forma fibroblastica tipica de esta linea celular y adquiriendo una forma mas
redondeada (figura 27). El area afectada corresponde al area de irradiacion, es decir al
area del spot del laser NIR (3 mm). Por lo tanto, esto indicaria la muerte de las células
tumorales y el consiguiente desprendimiento de ias mismas al sustrato.

Teniendo en cuenta que la concentracion de 0,313 mg/ml provoca un incremento
de 4° C luego de la iluminacion NIR durante 15 minutos; es posible suponer que el cambio
de temperatura (4° C) deberia ser suficiente para desencadenar la muerte celular. Esta
concentracion intracelular se logr6 luego de la incubacion con Np-PANI 1 (1,04 mg/ml)
durante 3 horas. Por otra parte, cuando se evalué la morfologia nuclear, se pudo observar
en las areas de irradiacion la presencia de nucleos con cromatina claramente fragmentada
y formacion de cuerpos apoptéticos en las células que permanecian adheridas al sustrato.
Este evento se pudo visualizar en la periferia del spot del laser donde ocurriria una mayor
disipacion del calor (figura 28).

La fragmentacion del ADN nuclear es un evento caracteristico principaimente de
la muerte celular por apoptosis®’. Por lo tanto, la TFT con Np-PANI 1 podria estar
desencadenando este tipo de muerte celular en la linea LM2 ademas de la muerte celular
por necrosis. Un resultado similar fue obtenido empleando nanoparticulas de PANI de
menor tamafio (c.a. 48,5 nm) funcionalizadas con el polimero F127 que contiene cadenas
de polioxietileno donde el efecto fototérmico se logrod a las 4 horas de incubacion con las

nanoparticulas obteniendo muerte celular por necrosis y apoptosis®’.
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Figure 27: Efecto de la TFT con Np-PANI [ sobre la morfologia de células LM2 observadas mediante
campo claro (panel izquierdo) y tincion con azul de Toluidina (panel derecho) (10X). (A) Células control,
(B) células incubadas con 1,04 mg/ml de Np-PANI | en condiciones de oscuridad;
(C) células iluminadas con laser NIR durante 15 min (control luz); (D) células incubadas con PVP 2% en
PBS a la concentracion utilizada en la estabilizacion 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/ml de Np-
PANI 1 eirradiadas con luz NIR durante 15 min. G- Magnificacién (400X) de células tratadas con Np-
PANI e irradiadas, la flecha sefiala una célula con morfologia apoptdtica en la zona de iluminacion con el
spot del ldser.

M. V. Luis Exequiel Ibarra




RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 28: Efecto de la TFT con Np-PANI | sobre la morfologia nuclear de células LM2 tefiidas con el
Sfluorédforo Hoechst. A- Control, B- Células tratadas con 1,04 mg/ml de Np-PANI 1 en oscuridad, C- Células
tratadas con PVP, D y E- Células tratadas con 1,04 mg/ml de Np-PANI | e irradiadas con ldser NIR
durante 10 y 15 min (flechas amarillas sefialan cuerpos apoptdticos y marginacion periférica de la
cromatina condesada).

Contrariamente, el efecto fototérmico de las Np-PANI 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-PANI 2 (experimento de incorporacion celular) con
respecto a Np-PANI 1. Se logré evidenciar muerte de las células tratadas con Np-PANI
2 luego de 24 horas de incubacion con cambios morfoldgicos y nucleares evidentes
(figura 29). Por lo tanto, las Np-PANI 1 resultarian ser mds eficientes en lograr el efecto

fototérmico con menores tiempos de incubacion, que las Np-PANI 2.
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Figura 29: Efecto de la TFT con Np-PANI 2 sobre la morfologia de células LM2 observadas mediante
campo claro (panel izquierdo) y tincion con azul de Toluidina (panel derecho) (10X). A- Células iluminadas
con laser NIR durante 15 min (control luz), B- células incubadas con PVP 1% + PNIPAM 1% en DMEM
e irradiadas con luz NIR 15 min, C- células incubadas con 1,5 mg/ml de Np-PANI 2 en condiciones de
oscuridad (control oscuridad), D- células incubadas 3 horas con 1,5 mg/ml de Np-PANI 2 e irradiadas con
ldaser NIR 15 min, E- células incubadas 24 horas con 1,5 mg/ml de Np-PANI 2 e irradiadas con ldser NIR
durante 15 min.

8.2.4. Evaluacion de estrés oxidativo pre y post tratamiento fototérmico

La interaccion de las nanoparticulas con las células puede inducir estrés oxidativo,
favoreciendo la produccion celular de ROS en grandes cantidades. Una comprobacion del
estado del balance oxidativo intracelular se realizo utilizando el colorante fluorescente
diacetato de 2 '-7'-diclorodihidrofluoresceina (DCFA) (figura 30, 31 y 32). Las células
irradiadas en presencia o ausencia del polimero dispersante no mostraron la generacion
de ROS. Las células tratadas so6lo con nanoparticulas de PANI en condiciones de
oscuridad tampoco mostraron la generacion de estrés oxidativo (figura 30a y 31a). Por el
contrario, Xu et al., demostraron que la exposicion a nanoparticulas de cobre afecta el
equilibrio antioxidante/ oxidante, resultando en la mayor generacion 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

nanoparticulas. Un comportamiento similar se ha observado con distintas nanoparticulas

M.V. Luis Exequiel Ibarra




en células cultivadas®*-3¢

. Sin embargo, este no parece ser el caso para las Np-PANI. En
realidad, Kucekova y col. observaron que la exposicion de neutrofilos a Np-PANI < 150
mg/ml no sélo no produce ROS intracelular, sino que ademas las particulas pueden actuar
como eliminadores de ROS?. En nuestro estudio, se encontr6 que en las células tratadas
con Np-PANI (0,42 y 1,04 mg/ml) e irradiadas con luz NIR se producen ROS, los cuales
pudieron ser detectados a partir de la fluorescencia de DCF (figura 30b y 31b). Estos
resultados indican que la oxidacion intracelular se esta produciendo durante la TFT.

Las mitocondrias son los sitios potenciales de la produccién de ROS en una célula
y por lo tanto uno de los sitios de generacion de estrés oxidativo después de provocar

dafios en las organelas’’®

. Recientemente, algunos estudios han informado que
nanoparticulas pueden localizarse cerca de las mitocondrias en las células tumorales y por
lo tanto inducir dafios estructurales importantes que causaria la generaciéon de ROS
después de la TFT*%*, Ademas, la exposicion a alta temperatura durante un periodo de
tiempo suficiente puede causar dafio fisico tales como la desnaturalizacion de proteinas y
la lisis de la membrana con el consiguiente aumento del estrés oxidativo*'*2. De acuerdo
a nuestros resultados, se sugiere que las mitocondrias podria ser un objetivo secundario
de la TFT como otros organulos tales como lisosomas y por lo tanto los dafios de estas
estructuras pueden alterar el equilibrio oxidativo de las células. Las Np-PANI se
liberarian en el citoplasma de las células luego de su incorporacién por vias endociticas
y podrian translocar desde los endolisosomas a regiones cercanas a las mitocondrias.
Debido a esto, se produciria la disminucion de los potenciales de membrana mitocondrial,
aumento del estrés de oxidacion y finalmente la muerte celular. Basdndose en estos
hallazgos, se ha postulado que el dafio y/o toxicidad celular asociada con la hipertermia
estd 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 activacion
de los lisosomas es capaz de aumentar el nivel de ROS?****5, El aumento de ROS
intracelulares por hipertermia podria ser considerado un probable mecanismo de lesién
celular en este tipo de terapia fotoasistida. En las células con dafios por ablacion térmica
se desencadenaria una muerte celular por necrosis con el consiguiente desprendimiento
del sustrato. Aquellas células donde el dafio hipertérmico se consigue a menores
temperaturas (41 — 45°C) serian susceptibles a un dafio por estrés oxidativo que ilevaria

a la muerte celular por apoptosis.
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Figura 30: Células LM2 sometidas a la exposicién de Np-PANI 1 y luego de la TFT incubadas con el
Sfluordforo DCFH-DA. a) Células expuestas a Np-PANI I por 24 horas en condiciones de oscuridad. b)
Células expuestas a Np-PANI 1 e irradiadas con luz NIR.
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Figura 31: Células LM2 sometidas a la exposicion de Np-PANI 2 y luego de la TFT incubadas con el
Sluordforo 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.
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Figura 32: Células LM2 incubadas previamente con DCFH-DA y expuestas a una solucion de H:0, 100
uM (control positivo) y tratadas con luz NIR durante 15 min (control luz y negativo). Observindose la
Sfluorescencia de la sonda DCF solamente en las células tratadas con H;O..
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8.2.5. Formacion de esferoides con la linea celular LM2

Con el objetivo de establecer cultivos tridimensionales con la linea celular LM2,
se empled 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 dias, tiempo
necesario para lograr la formacion de aglomerados celulares, se recolectaron los
esferoides. Los esferoides obtenidos de 10.000 células por gota resultaron ser mas
homogéneos (diametro de 200 pm aproximadamente) y mas compactos que los obtenidos

con 20.000 células por gota (figura 33).
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Figura 33: Esferoides generados con la linea celular LM2 mediante la técnica de gota colgante empleando
dos densidades celulares.

8.2.6. Evaluacion 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 iluminacion laser utilizado, el cual solo permite la
iluminacion de una region de 2-3 mm de diametro de las placas. Es que mediante la
implementacion de cultivos 3D que permiten concentrar el nimero de células en una
estructura compacta y ademas representa en mayor medida la estructura tumoral, se
pudieron realizar ensayos de fotoirradiacion con nanoparticulas 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-PANI 2; se procedi6 a la iluminacién con una dosis
de luz equivalente a la utilizada en los experimentos en cultivos 2D. Por un lado, se evalué
la morfologia ¢ integridad de los esferoides 24 horas post-TFT. Se pudo observar una

pérdida de la morfologia compacta de los esferoides tratados con una concentracion de
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4,16 mg/ml 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 demas grupos que incluian:
un grupo sin ningun tipo de tratamiento, un grupo de esferoides solamente irradiados con
luz NIR, grupos de esferoides incubados con los dispersantes de las nanoparticulas y
sometidos a irradiacion y esferoides incubados con ambas dispersiones de nanoparticulas

en condiciones de oscuridad, tampoco mostraron cambios morfologicos (figura 34a).

oscuridad

irradiacion

Figura 34: Esferoides 24 horas post TFT (10x). a) Esferoides controles, b) esferoides tratados con Np-
PANI 2 (4,5 mg/ml) y c) esferoides tratados con Np-PANI 1 (4,16 mg/ml). El tiempo de incubacion
corresponde a 24 horas y la dosis de luz utilizada corresponde a 500 mW/cm’ durante 15 min. Los grupos
correspondientes a los dispersantes de las nanoparticulas tanto en condiciones de oscuridad como luego
de la irradiacién 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 procedié a realizar un ensayo colorimétrico de
viabilidad celular. La viabilidad celular determinada mediante el ensayo de fosfatasa
acida, 24 horas post TFT, no difiri6 estadisticamente entre los grupos de esferoides
controles mostrando porcentajes de viabilidades superiores al 90% (figura 35 y 36). Sin
embargo, se pudo determinar una disminucion significativa de la viabilidad celular en los
esferoides tratados con Np-PANI 1 a la concentracion de 4,16 mg/ml, un tiempo de
incubacion de 24 horas y 15 min de irradiacion NIR. Esta disminucion fue del 58 + 6 %

(figura 35) y se correspondié con los cambios observados en cuanto a la pérdida de la
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integridad de los esferoides visualizados por microscopia 6ptica. Por el contrario, con las
distintas concentraciones de Np-PANI 2 a la misma dosis de luz, no se observé una
disminucion de la viabilidad celular; lo que coincide con los nulos cambios morfologicos

observados en los esferoides post TFT (figura 36).
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Figura 35: Efecto de NP-PANI 1 en condiciones de oscuridad y luego de la iluminacién con ldser NIR 15
sobre la viabilidad celular en esferoides de LM2. Los valores representan la media respecto a controles +
error estandar. * p <0.05
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Figura 36: Efecto de NP-PANI 2 en condiciones de oscuridad y luego de la iluminacion con laser NIR 15
sobre la viabilidad celular en esferoides de LM2. Los valores representan la media respecto a controles +
error estandar.
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Nuevamente se pudo determinar una mayor eficacia de las Np-PANI 1 en
comparacion con las Np-PANI 2 en provocar la muerte celular post TFT, en iguales
condiciones de incubacion 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, funcién y la transformacion neoplasica de
diversos tipos tumorales®®*’. De acuerdo a otros estudios, se espera que muchos
tratamientos pierdan eficacia en el medio ambiente fisiopatoldgico 3D, y por lo tanto, se
cree que la utilizacion, con mayor frecuencia de estos modelos en los ensayos para evaluar
drogas antineoplasicas, puedan ser una herramienta para la seleccion negativa y de esta

manera reducir los ensayos con animales*!,

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 téxicos con sistemas bioldgicos. El
creciente nimero de estudios citotoxicos de nanoestructuras de polianilina reflejan la
importancia de informacion toxicoldgica sobre este tipo de materiales. Sin embargo, hasta
el momento s6lo se emplearon pruebas in vitro de biocompatibilidad para
evaluarlos?®*>>*, En concordancia, los estudios de citotoxicidad son esenciales para el
empleo de nuevos materiales en aplicaciones biomédicas, ya que tanto la sintesis de las
nanoparticulas y su aplicacion médica probablemente impliquen la liberacion de
nanoparticulas al medio ambiente. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de
informacion sobre sus posibles efectos de las nanoparticulas en la salud y el medio
ambiente.

Los estudios que utilizan sistemas in vivo tienen una mayor credibilidad, abordan
el efecto global sobre la fisiologia y la anatomia del organismo, y por lo tanto constituyen
una plataforma mas relevante para los estudios clinicos traslacionales posteriores. La
utilizacion 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 investigacion
bioldgica desde la vision de la anti-viviseccion. Estas razones sumadas a los principios

del trabajo ético que consideran las 3Rs (Replacement, Refinement, Reduction) para la
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realizacion de experimentos cientificos foxicolégicos con animales, han hecho que se
tomen en consideracion otros modelos donde se empleen organismos no mamiferos. A
nuestro entender, Rhinella arenarum no se ha utilizado hasta el momento para caracterizar
los efectos toxicos de nanomateriales en el medio acudtico. Este organismo esta
ampliamente distribuido en nuestra region (Rio Cuarto, provincia de Cordoba,
Argentina). Por lo tanto, es facil su obtencion 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 exposicion a Np-PANI

Se evalud la susceptibilidad de larvas del estadio S.25 de R. arenarum mediante
la exposicion 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 xenobidticos y podria 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 estandar. * p < 0.05.

La supervivencia de las larvas no se vio afectada por la exposicion a Np-PANI 1
en concentraciones de 0,18 hasta 1,24 mg/m! (figura 37). Los resultados muestran que,
no existen diferencias estadisticas significativas en cuanto al porcentaje de supervivencia

con respecto al control. Mientras que a partir de la concentracién de 1,4 mg/ml se pudo
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observar una disminucion estadisticamente significativa en la sobrevivencia alcanzando
un valor de 70+0,1. De acuerdo a estos resultados a una concentraciéon mayor de Np-
PANI 1, se pudo observar que el porcentaje de larvas vivas disminuyo a 16,7 + 1,2. De
ese modo se puede concluir que existe una disminucion en cuanto a la supervivencia de
las larvas dependiente de la concentracion. Ademas, se pudo comprobar la inocuidad de
PVP, polimero utilizado como dispersante en la sintesis de las Np-PANI en las distintas
concentraciones utilizadas para estabilizar las nanoparticulas (figura 37).

Estos resultados indicarian que existe una tolerancia de las larvas S.25 a la
exposicion de Np-PANI 1 en concentraciones menores de 1,4 mg/ml. A mayores
concentraciones las nanoparticulas afectarian el desarrollo y la viabilidad de las larvas.

Ademas el efecto toxico seria dosis dependiente.

100
90

80 m Control

70 o PVP 1% + PNIPAM 1%

60 u Np-PANi 2

50
40

% Supervivencia

30
20
10

0

0,5 0,75 1 1,25 1,5
Concentracién Np-PANI 2 (mg/ml)

Figura 38: Test de toxicidad aguda en larvas S.25 incubadas a diferentes concentraciones de Np-PANI 2.
Los valores representan la media + error esténdar. * p < 0.05

Por otra parte, cuando se evalu6 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 concentracion menor que en las Np-PANI 1 (0,75
mg/ml). Por otra parte, se comprobd la inocuidad de la combinacién de los polimeros
utilizados como dispersantes en la sintesis de las Np-PANI 2 (figura 38). Mediante el
analisis estadistico se estimaron las NOEC, CLso y CLgs para ambas Np-PANI. Tanto la
CLso como la NOEC resultaron inferiores para las Np-PANI 2 que las obtenidas para Np-

PANI I(tabla 2). Estos resultados proporcionan informacion adicional sobre las
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concentraciones a las cuales las Np-PANI resultarian ser toxicas y letales en organismos
vivos. La mayor toxicidad de las Np-PANI 2 podria atribuirse al menor tamafio que
presentan las nanoparticulas y por lo tanto a una mayor acumulacién en los estadios
larvales de R. arenarum.

Teniendo en cuenta la CLso de ambas Np-PANI (tabla 2), podemos considerar a
estas nanoparticulas de polianilina como no toxicas para los organismos acuaticos. Esto
de acuerdo con la grilla descripta y aplicada por Sanderson y col. y Blaise y col. utilizada
para la evaluacion ecotoxicoldgica de la toxicidad de diversos nanomateriales®*>°, Esta
clasificacion se basa en el valor de CLso obtenido luego de la exposicion a diferentes
nanomateriales empleando los organismos acuaticos. CLso < 0,1 mg/L = corresponden a
nanomateriales extremadamente téxicos para los organismos acuaticos; valores de CLso
entre 0,1-1 mg/L = nanomateriales muy téxicos para los organismos acuaticos; entre 1-
10 mg/L = téxicos para los organismos acuaticos; entre 10-100mg/L = nocivo para los
organismos acudticos y > a 100 mg/L. = no téxico para los organismos acuéticos. Por
ejemplo, Salvaterra y col.’ evaluaron el efecto letal de una exposicién a nanoparticulas
de silicato de titanio (Np-TiSiO4) en larvas de Pelophylax perezi. Los efectos letales se
observaron a partir de una concentraciéon de 20 mg/L. y por lo tanto, se consideraron
nocivos a estos nanomateriales (Np-TiSiO4) para los organismos acuéticos de acuerdo a

la grilla previamente mencionada®’.

Tabla 2: Andlisis Probit de la exposicion a Np-PANI 1 y Np-PANI 2 en larvas S.25 de R. arenarum. NOEC:
concentracion no letal; CLso: Concentracion que induce la muerte del 50% de las larvas tratadas 'y CLoo:

concentracion que induce la muerte del 99% de las larvas tratadas.

0,94 mg/ml| 0,5 mg/mi
1,6 mg/mi 1,17 mgiml
2,4 mg/ml 2,77 mgiml

Diversos estudios han concluido que una disminucién del tamafio de
nanoparticulas puede conducir a un aumento de la toxicidad debido a la mayor area de
superficie especifica de las mismas*>>%>°. Nuestros resultados estdn en concordancia con
esto debido a la mayor toxicidad por parte de las Np-PANI 2, las cuales poseen un menor

tamafio. Ademas hemos podido determinar una mayor toxicidad dependiente de la forma
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del nanomaterial. Nanoparticulas esféricas resultan mas toxicas que otras formas del
mismo material. Comparando con un estudio previo utilizando otro nanomaterial de
PANI (nanofibras), tanto las Np-PANI 1 como las Np-PANI 2 resultaron ser 6,56 y 3,94
veces mas toxicas, 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 nanoparticulas se
realiz6 el ensayo teratogénico en embriones de R. arenarum a partir de estadios
blastoméricos S.2 — S.4. Este ensayo se llevd a cabo mediante la observacion de los
efectos embriotdxicos que surgieron de la exposicion continua en embriones en la etapa
de desarrollo de blastula temprana (S.2-S.4) en adelante, durante un periodo de 96 h. Los
parametros 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 anomalias morfologicas, que implican teratogénesis y
reduccion del tamafio 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 asi en los controles incubados con Ringer (figura 39 y 40). En cuanto
a las Np-PANI 1, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en los
efectos subletales entre las diferentes concentraciones de Np-PANI 1 y las
concentraciones del polimero PVP 2% en PBS. El efecto teratogénico de ambos
tratamiento se observé a partir de la concentracion de 0,18 mg/ml, y fue incrementandose
a medida que las concentraciones eran mayores (figura 39). Estos resultados sugieren que
el efecto subletal atribuible a estas nanoparticulas podria deberse al polimero
estabilizante. Kato y Nagao (2009) han reportado que de un efecto toxico en embriones
bovinos con supresion el desarrollo embrionario por parte del polimero PVP dependiendo
de la concentracion utilizada®!. Mediante el analisis Probit se pudo estimar los valores de
NOEC, CTso y CTyo para los embriones tratados (tabla 3). Para éstas Np-PANI 1, se
calculd un ITso de 5. Ademas, para ésta dispersion de nanoparticulas, se observé 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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aument6 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 exposicion 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 exposicion por 96 horas a distintas
concentraciones de PVP + PNIPAM 1% en PBS 'y Np-PANI 2. ** p < 0.05.
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Tabla 3: Andlisis Probit de la exposicién a Np-PANI 1 y Np-PANI 2 en embriones del estadio S.2 - S.4 de
R. arenarum. NOEC: concentracion no teratogénica; CTs: concentracién que induce teratogénesis en el
350% de los embriones tratados y CTys: concentracion que induce teratogénesis en el 99% de los embriones
tratados.

0,05 mg/ml 0,023 mg/ml 0,14 mg/mi

0,43 mg/ml 0,3 mg/mi 0,87 mg/mi
4,07 mg/mi 3,33 mgimit 5,28 mg/ml|
)
. 5o [C1PVP 2%
I Np-PANI 1

% mortalidad embrionaria

faém_rl.d.ﬁ. )

control 0,15 0,18 0,53 1,24
Concentracion Np-PANI 1 (mg/ml)

Figura 41: Porcentaje de mortalidad en embriones expuestos a Np-PANI | y PVP 2% en PBS. *p <
0,05.

Por otro lado, respecto a las Np-PANI 2, la combinacién de los dos polimeros
estabilizantes (PVP 1% + PNIPAM 1%) no produjo efectos subletales en ninguna de las
concentraciones testeadas. La exposicion a Np-PANI 2 desencadend un efecto subletal
(malformaciones) a una concentracion de 0,5 mg/ml (figura 40). Todas las
concentraciones estimadas por el analisis Probit para Np-PANI 2 resultaron més 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 concentracion; aunque los efectos subletales de la

exposicion a las Np-PANI 2 fueron menos severos que los provocados por Np-PANI 1
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indicando que la combinacion de los polimeros estabilizantes reducen la toxicidad de las
Np-PANI 2. Cabe aclarar que la combinacion de dispersantes por si misma, no produjo
efectos teratogénicos y por lo tanto no se pudieron calcular las dosis teratogénicas de estas
soluciones.

El1Ts calculado para estas Np-PANI 2 fue de 1,35. El IT es una medida del riesgo
de producir efectos subletales de un determinado xenobidtico en el desarrollo temprano
de una especie; si es mayor que 1,5 significa una mayor potencialidad de las
nanoparticulas 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 indicaria un mayor potencial para inducir malformaciones por
parte de las Np-PANI 1 con respecto a las Np-PANI 2. Cabe sefialar que mientras que el
IT disminuyo para las Np-PANI 2 a un valor significativo menor (TI = 1,35), el efecto
teratogénico permanece y es debido a la exposicion a las nanoparticulas.

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-PANI 1 y Np-PANI 2); se examinaron bajo la lupa
los embriones en diferentes estadios: blastula temprana (S.2 - S.4), gastrula (S.10 - S.12),
rotacion (S.15) y se registraron los cambios morfologicos (figura 42). En cuanto al tipo
de malformaciones observadas con las Np-PANI 1 pudimos determinar un patron similar
de malformaciones entre el grupo tratado con Np-PANI 1 y el tratado con el polimero
estabilizante (PVP 2 % en PBS). Las anormalidades de desarrollo mas comunes que se
encontraron en embriones tratados con PVP fueron: eje anormal (figura 42¢c) y edema
(figura 42d). En los embriones tratados con el Np-PANI 1 se observo predominio de
crecimiento detenido en estadio S.12 coincidente con la etapa de gastrula tardia, (figura
42g), subdesarrollo en S.15 (figura 42¢) y, en menor medida, el edema (figura 42f). Por
el contrario, en los embriones de los grupos control (Ringer y PBS) no se observaron

malformacion 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 1 y 2. a) Expuestos a solucion Ringer, b) PBS;
¢ y d) expuestos a suspensiones de PVP 2%; e, fy g) expuestos a Np-PANI 1 y h e 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 (dy f) y detenimiento del desarrollo en la
etapa gastrular del desarrolio (g).

El tipo de malformacion que predomind en la exposicion 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 empleo las Np-PANI 1; aunque no se observd crecimiento detenido en la etapa
de géastrula tardia S.12, malformacion que conducia a la muerte del embrion.

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 exposicion de ambas Np-PANI dependiente del estadio de desarrolio
de los renacuajos. Por ejemplo, la concentracion de Np-PANI 1 necesaria para causar
efecto letal es tres veces mayor en larvas S.25 que en los embriones. Este resultado
concuerda segin lo informado por Yslas et al. (2012) para nanofibras de polianilina®.
Embriones en etapa temprana son mds sensibles que los embriones mas maduros frente a
la exposicion a nanomateriales de polianilina. Hallazgos similares fueron registrados por

Hutler Wolkowicz et al. (2013) con el compuesto xenobidtico Epiclorhidrina®.
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8.3.3. Acumulacion, distribucion y excrecién de Np-PANI en larvas S.25 de R.

arenarum

Cuando se compard el efecto letal de ambas Np-PANI teniendo en cuenta los datos
del analisis PROBIT, se determiné que en el estadio larval S.25 las Np-PANI 2 son mas
toxicas que las Np-PANI 1. Este hallazgo se puede atribuir en parte al menor tamafio que
tiene las Np-PANI 2, con la consiguiente mayor acumulacion en las larvas. Se determiné
la acumulacién tanto de Np-PANI 1 y Np-PANI 2 en larvas S.25 expuestas a una
concentracion de 0,5 mg/ml por 96 horas. Cabe aclarar que se empleo esta concentracion
por no ser toxica 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 X = 0,62 mg + SEM
= 0,05 cada 10 larvas mientras que para Np-PANI 2 la cantidad retenida era de X = 0,86
mg £ SEM = 0,06 cada 10 larvas. Por lo tanto, es posible sugerir que el contenido
intestinal de nanoparticulas en las larvas aumento cuando el tamaiio de las nanoparticulas
fue menor (figura 43). Similares resultados fueron reportados para otros

nanomateriales®*%°,

-
o
]

o

-]
A
*

e
-2
AL

o
»
1

o
N
i

5 . o R S T
Np-PANI 1 Np-PANI 2
0,5 mg/mi

e
o
L

mg nanoparticulas PANI/ 10 larvas

Figura 43: Contenido intestinal de Np-PANI en larvas S.25 de Rhinella arenarum expuestas a 0,5 mg/ml
de ambas Np-PANI después de 96 h. Los datos representan la media = SEM. * indica diferencia
estadisticamente significativa entre la exposicion de Np-PANI 1 y Np-PANI 2, p < 0,05.
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Por otro lado, se evalud la eliminacion de Np-PANI en larvas S.25 a través del
andlisis espectrofotométrico de PANI en la materia fecal de larvas expuestas por 24 horas
a una concentracién de Np-PANI de 0,5 mg/ml, comparandose 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 nanoparticulas,
correspondieron al espectro caracteristico de PANI (figura 44). Ademas, pudo
determinarse la presencia de Np-PANI macroscopicamente como acimulos 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).

- materia fecal control disuelta en NMP
- matena fecal control disuelta en EtOH

- = materna fecal con Np-PANI en NMP

— - - -materia fecal con Np-PANI en EtOH

Absorbarcia

‘-
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fim

Figura 45: Larvas S.25 observadas bajo lupa estereotipica: a) control alimentado con alimento para peces,
nétese materia fecal de color claro y b) larvas expuestas a Np-PANI | donde se puede visualizar la
presencia de las nanoparticulas en materia fecal.
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Cuando se produce la exposicion en la etapa larval S.25, las nanoparticulas se
acumulan principalmente en el tubo digestivo a través de su ingreso via oral. En nuestro
estudio, se observo la presencia de nanoparticulas en las heces de las larvas asumiendo
que las particulas pasan a través del tracto digestivo. Teniendo en cuenta que estas
nanoparticulas también pueden ingresar al organismo via transdérmica especialmente en
anfibios que presentan una piel muy permeable, se realizaron estudios histopatolégicos
con el fin de identificar acimulos de nanoparticulas en las capas cutineas y/o en otros

organos internos, ademas de evaluar posibles efectos toxicos.

Figura 46: Cortes histolégicos sagitales de larvas S.25 luego de la exposicion a Np-PANI 1 y Np-PANI 2
(0,5 mg/ml). a) Cabeza y cavidad abdominal con presencia de acimulos de Np-PANI 1 en aparato digestivo
(4X) y b) cortes transversales de intestino delgado con Np-PANI 1 en la luz del érgano (flechas) (10X). ¢)
Cabeza y cavidad abdominal con acumulos 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 (10X).

Los o6rganos del sistema digestivo fueron los sitios de acumulacion de las Np-
PANI 1 y Np-PANI 2 tanto en el estdomago, como el intestino delgado y grueso (figura
46). No se encontraron diferencias estructurales entre los grupos tratados con
nanoparticulas y los controles. La estructura histolégica de estos drganos se mostro
conservada, sin solucién de continuidad de los epitelios. Tampoco se observaron células

inflamatorias en ellos. En el intestino delgado ademas de las nanoparticulas, se observo
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la presencia de detrito celular, lo que estaria 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 vias mas
importantes de ingreso de las Np-PANI para los estadios larvales y embrionarios de
anfibios. Las Np-PANI utilizarian una u otra via de ingreso dependiendo del estadio de
desarrollo de R. arenarum. En embriones probablemente la via principal de ingreso sea
transdérmica, a través de la adhesion de las Np-PANI a las células del ectodermo y la
consiguiente generacion de malformaciones. Mientras que, en los estadios larvales (S.25.
de R. arenarum), el tracto digestivo sera la via de ingreso mas importante. En este estadio
no se observaron alteraciones en la piel de las larvas, lo que sugiere que estas
nanoparticulas 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 nanoparticulas. Resultados similares fueron
reportados por Bacchetta y col. en larvas de Xenopus laevis empleando nanoparticulas de
metales oxidados como CuO2, Ti0:%’ aunque con presencia de lesiones en los 6rganos

digestivos producto de la interaccion con estas nanoparticulas.
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Figura 47: Cortes histologicos de larvas §.25 de R. arenarum (40X). a) y b) Secciones de intestino delgado
con aglomerados de Np-PANI | y Np-PANI 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 irn vivo para realizar ensayos de toxicidad de nanomateriales
estd incrementandose y son de caracter obligatorio cuando se desea aplicar
potencialmente nanotecnologia a diferentes areas como la medicina. El uso de este tipo

de modelos que no emplean mamiferos ha brindado una solucién alternativa para sustituir
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el empleo de mamiferos siempre que sea posible; los cuales cada vez estan siendo mas
reconocidos como modelos validos para el estudio de las enfermedades humanas®.

De acuerdo a los resultados in vitro con ambas Np-PANI donde la TFT con Np-PANI
1 resulté mas eficaz, promoviendo la muerte celular en tiempos mas cortos de incubacién
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-PANI 1. Los ensayos con
larvas de R. arenarum confirmaron una mayor toxicidad de Np-PANI 2, lo que también
contribuy6 a la decision 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 evaluacion de la
toxicidad sistémica generalizada, la toxicidad no especifica a 6rganos blancos y/o la
toxicidad a determinados 6rganos, a pesar de que estos efectos pueden ser el resultado de
la absorcidn sistémica y la distribucion de sustancias toxicas. Con el objetivo de evaluar
el posible efecto toxico in vivo de las Np-PANI 1, se evaluaron diversos parametros
bioquimicos tales como: transaminasa glutamicopirtivica (GPT), urea y creatinina. Estos
parametros se utilizan cominmente por ser considerados indicadores del estado y
funcionalidad de los 6rganos depuradores (higado y rifion), de compuestos xenobioticos
que se encuentran presentes en el suero.

Para esto, se testeo la concentracion de 1 mg/ml de Np-PANI 1 con la cual se logré
el efecto fototérmico en las células en monocapa en los experimentos in vitro y cuya
concentracion se acerca la NOEC obtenida en los experimentos de toxicidad en larvas de

R. arenarum.

M.V. Luis Exequiel Ibarra




RESULTADOS Y DISCUSION

750 B corwol
o 7] pvp
A Np-PANI 1
80,0
52,5
450
g
E 37,5
8
2 00
228
15,0
75
0,0
3
dias post inoculacién

Figura 48: Valores séricos de urea (mg/dl) obtenidos a diferentes tiempos de ratones inyectados EV con
Np-PANI | (14,4 mg/kg de peso corporal), con PVP 2% en PBS y controles sin ningin tipo de tratamiento.

Para realizar este experimento se utilizaron ratones Balb/c, a los que se le
administré por via endovenosa una suspension de 200 pl de Np-PANI 1 en PBS (4 veces
mas volumen del que se utilizara 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 dias post inyeccion). En ellas no hubo diferencias
estadisticas significativas en la concentracion de creatinina, urea y GPT, entre los ratones
del grupo control y los ratones tratados con Np-PANI y PVP a los distintos tiempos
estudiados. Los valores de estos parametros se mantuvieron dentro de los rangos
fisiologicos (figuras 48, 49 y 50). Ademas, 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 detect6 la presencia
de lesiones macroscopicas en 6rganos como higado, rifién, intestino, corazén y cerebro
en los ratones tratados con Np-PANI 1. Estos resultados sugieren que estas Np-PANI 1
dispersadas en PVP 2% no causan efectos adversos sistémicos como tampoco
alteraciones en o6rganos de depuracion que pudieran elevar los niveles de parametros

bioquimicos.
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Figura 49: Valores séricos de creatinina (mg/dl) obtenidos a diferentes tiempos de ratones inyectados EV
con Np-PANI | (14,4 mg/kg de peso corporal), con PVP 2% en PBS y controles sin ningin tipo de

tratamiento.
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Figura 50: Valores séricos de GPT (UI/L)) obtenidos a diferentes tiempos de ratones inyectados EV con
Np-PANI 1 (14,4 mg/kg de peso corporal), con PVP 2% en PBS y controles sin ningun tipo de tratamiento.

8.4.2. Terapia fototérmica en ratones portadores de tumores

Con el propésito de evaluar la eficacia de la terapia fototérmica en ratones
portadores de tumores, se procedié a administrar por via IT una suspension de 50 pl Np-
PANI 1 (1 mg/ml que corresponde con = 3,6 mg/Kg de peso vivo), y luego de 3 horas se
ilumind la zona del tumor con luz NIR proveniente del laser utilizado en los experimentos

in vitro con igual dosis de luz. Durante este tiempo se monitori6 los AT °C en la zona de
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proyeccion tumoral y se pudo detectar un aumento de 4 °C en la zona medido a través de
un termometro laser digital infrarrojo.

Luego de la terapia se evalué el crecimiento tumoral en el tiempo (10 dias) en los
distintos grupos tratados (control, control luz, PVP + luz, Np-PANI sin irradiacién y Np-
PANI + luz) (figura 51).

20004 -
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14004 —gy— Np-PANI 1 + juz

1200+
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Figura 51: Crecimiento de los tumores LM2 en ratones de los distintos grupos de tratamiento después de
la aplicacion de TFT.

Los resultados obtenidos muestran que en los primeros tres dias post TFT no se
observaron diferencias estadisticas significativas entre los volimenes tumorales de los
ratones sometidos a los distintos tratamientos. Luego de este tiempo, el volumen tumoral
del grupo Np-PANI 1 e irradiado fue significativamente menor que el resto de los grupos
controles. Si bien no se observaron diferencias estadisticas significativas en los
volimenes tumorales en los 3 primeros dias, macroscopicamente 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 combinacién de NP-PANI 1 y luz, las cuales fueron

evolucionando a lesiones oscuras y necroticas con el paso de los dias (figura 52).
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Figura 52: Fotografias de ratones portadores de tumores pertenecientes a los distintos grupos tratamientos
7 dias post terapia fototérmica. Notese en el grupo Np-PANI 1 + luz, la disminucion significativa del tumor
como también la formacion de una cicatriz por quemadura en la zona del tumor.

A partir del 4° dia post tratamiento se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) entre el volumen promedio tumoral del grupo tratamiento Np-
PANI 1 + luz con respecto a los demas grupos controles. Estas diferencias se mantuvieron
en los dias restantes de seguimiento de los volimenes tumorales. Cabe aclarar que no se
observaron diferencias estadisticas en los volimenes 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 combinacion de ambos elementos (Np-PANI 1 + luz) para
promover la regresion tumoral. Los tumores de cinco de los ocho ratones inyectados IT
con Np-PANI 1 e irradiados desaparecieron completamente 7 dias después de la terapia,
dejando cicatrices en los sitios del tumor. En estos animales no se registr6 recidivas ni
metastasis en otros organos dentro de los tres meses posteriores al tratamiento. Ademas
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 tincion con azul de Evans

A través de la tincidn de azul de Evans, tincidon que permite distinguir el tejido

vital de aquel que estd muerto, administrada 24 horas post TFT, se observo que los
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tumores de los grupos control, control luz y PVP + luz, se tifieron en casi su totalidad, lo
que indicaria que no ocurrié muerte celular en estos tumores (figura 53 a, b y c). Mientras
que, en el grupo de Np-PANI 1 + irradiacion se registraron grandes dreas de necrosis
tumoral (figura 53 d y e). Mediante esta técnica solamente se colorean las 4reas de tejido
vivo. Aquellas 4reas tumorales necrdticas permanecen sin tefiirse, debido a un efecto
directo sobre las células tumorales o trastornos estructurales y funcionales en la
microcirculacion.

La zona de necrosis tumoral se midi6 en cortes obtenidos de los mismos. En el
grupo de Np-PANI 1 + luz, el porcentaje de necrosis en el tumor (tejido no tefiido) 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 desaparicion total del tumor a los 7 dias post terapia.

Figura 53: Tumores luego de la TFT tefiidos con azul de Evans; a) Control, b) Control luz, c) PVP +
irradiacion, d) Np-PANI 1 en condiciones de oscuridad, e y f) Np-PANI 1 + irradiacion con ldser NIR.

8.4.3.2. Histopatologia de tumores y organos

El examen histopatolégico de los tumores tratados con el Np-PANI 1 y luz NIR
mostré un dafio celular grave, con grandes areas de necrosis y areas con morfologia

celular compatible con muerte celular por apoptosis (cariopicnosis, cariorrexis y
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citoplasmas acidofilos) (figura 54a). Ademdas se observé presencia de células
inflamatorias y hemorragias con rupturas de vasos sanguineos en comparacién con el
grupo control (figura 54b) y tumores solamente irradiados con el laser (figura 54c). En
resumen, nuestros resultados demostraron que la combinacion de Np-PANI 1 y luz NIR

es una terapia fototérmica que logra ablacion tumoral altamente eficaz y factible.

Figura 54: Cortes histologicos de tumores 7 dias luego de TFT tefiidos con H&E. a) Empleando Np-PANI
1 (3,6 mg/kg por via IT) e irradiacidn con ldser NIR (15 min a una potencia de 500 mW/cm?) (400X). Se
muestra una gran drea de necrosis con celulares sin niicleo y detritos (circulo con lineas punteadas). Las
células tumorales mostraron diferentes tipo de muerte celular con cariopicnosis, cariorrexis y lisis celular
(flechas sefialan células apoptéticas). b) Control de Np-PANI 1 en condiciones de oscuridad. La
organizacion del tejido tumoral estd bien conservada y es tipica de este tipo de tumor. ¢) Tumores 7 dias
después de TFT con PBS IT e irradiacion con ldser NIR. La organizacion del tejido tumoral estg bien
conservado y no se observan zonas de muerte celular.

Por otro lado, se evalud la potencial toxicidad de Np-PANI 1 después de 10 dias
de la terapia fototérmica intratumoral, en los 6rganos tales como el higado, el bazo, y el
rifién (figura 55). En el higado de los animales tratados con Np-PANI 1 en condiciones
de irradiacién y sin irradiacion, se observaron cambios histopatoldgicos tales como: la
presencia de congestion sinusoidal con un leve grado de dilatacion de los espacios
sinusoidales y una inflamacién lobulillar leve, ademas de la infiltracion de células
inflamatorias mononucleares (macréfagos). Los hepatocitos se mostraron levemente
degenerados con hinchazén celular y algunas células con degeneracion vacuolar. Si bien,
estas lesiones aparecieron distribuidas al azar en todo el parénquima, no se observaron
cambios compatibles con necrosis hepatica, lo cual indicaria una leve inflamacion 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 histopatologicas en ninguno de los grupos
tratados. Las secciones de bazo mostraron la arquitectura esplénica normal con los
foliculos y senos linfoides conservados.

Con respecto al rifion, en las secciones de tejidos de los grupos control y PVP +
luz se observd una arquitectura normal con glomérulos, tibulos y papilas renales
conservados. S6lo se observo algo de tumefaccion turbia en el epitelio tubular de la zona
cortical en el grupo Np-PANI 1 sin irradiacion. En el grupo Np-PANI 1 + luz, la luz de
algunos tibulos renales se hallaron con liquido proteico y se observd una ligera
infiltracion de células inflamatorias en la zona cortical. Estas respuestas inflamatorias son
consideradas muy leves y no presentes en todo el érgano como para alterar la
funcionalidad. Los cambios histopatoldgicos observados en los 6rganos de los grupos
tratados con Np-PANI 1 podrian sugerir una leve toxicidad con dafios leves y reversibles,
y pueden estar asociados a la biodistribucion y acumulacion de las Np-PANI 1 en estos
organos. Diferentes trabajos muestran que muchas de las nanoparticulas administradas in
vivo, pueden terminar impactando en o6rganos de depuracion como el higado y rifién
dependiendo del tamafio, carga, funcionalizacion de las mismas. Mientras mas pequefias
sean las particulas; mayor ser4 la distribucion a diferentes tejidos®®-"2. Si bien, en nuestro
estudio, no pudimos determinar la biodistribucién de las Np-PANI 1, creemos que estos
efectos de mayor acumulacion de células inflamatorias en los higados y rifiones en los
grupos tratados con Np-PANI 1 pueden deberse a la presencia de nanoparticulas. Aunque
estas no producirian alteraciones en la funcionalidad de estos 6rganos, ni tampoco en
parametros fisiologicos generales como peso, comportamiento, estado general de los

ratones.
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Figura 55: Cortes histolégicos de érganos de los distintos grupos tratamientos. a) Control irradiacién, b)
PVP e irradiacion, c) Np-PANI I en condiciones de oscuridad y d) Np-PANI 1 e irradiacion.
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8.4.3.3. Bioquimica sanguinea de pardmetros fisiolégicos de funcionalidad de érganos

Por otra parte, 10 dias después de la TFT, se les extrajo sangre a los ratones tratados
con una concentracion de Np-PANI 1 de 3,6 mg/kg de peso corporal via intratumoral, y
a los ratones de los grupos controles por via intracardiaca al momento de la eutanasia. A
partir de los ensayos bioquimicos evaluados se pudo demostrar que no hubo diferencias
estadisticamente 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
fisiologicos esperados (figura 56). Estos resultados sugieren que las Np-PANI 1 no causan
efectos funcionales adversos de rifion e higado. Los datos se corresponden con los
obtenidos mediante el andlisis histopatoldgico de los 6rganos, donde solo se observaron

lesiones inflamatorias 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 1 y Np-PANI
+ luz 10 dias post TFT.
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En resumen, se pudo establecer un protocolo de tratamiento antitumoral
empleando nanoparticulas de polianilina, un polimero semiconductor, en una terapia en
fases iniciales de experimentacion hasta el momento, denominada terapia fototérmica. Se
ha podido demostrar la capacidad de nanoparticulas de PANI, dispersadas en medios
acuosos con la ayuda de otros polimeros estabilizantes, de sensibilizar células tumorales
in vitro y por ende desencadenar muerte celular, combinandolas con la irradiacién de luz
NIR emitida de una fuente luz laser monocromdtica 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 ablacion tumoral post TFT con
estas nanoparticulas, con nulos efectos toxicos en organos vitales y sin alteracion de la
funcionalidad de los mismos. Por lo tanto, se pudo desarrollar un tratamiento fotoasistido

con nanoparticulas para ser implementado en enfermedades tumorales.
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La terapia fototérmica es una modalidad terapéutica contra enfermedades
cancerigenas que se encuentra ain 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 todavia no se evidencia metastasis.

En este trabajo de tesis doctoral se estudiaron los efectos fototerapéuticos y
toxicos de un nuevo nanomaterial derivado del polimero conductor polianilina. A partir

de los resultados obtenidos se desprenden las siguientes conclusiones:

» Se sintetizaron nanoparticulas de polimeros conjugados a base de polianilina, un
polimero con propiedades semiconductoras, y polimeros anfifilicos que permitieron la

estabilizacion estérica de las nanoparticulas en medios acuosos (PVP y PNIPAM).

» Las Np-PANI 1 (estabilizadas en PVP 2%) mostraron un tamafio de 200 nm en
promedio mientras que las Np-PANI 2 (estabilizadas en PVP 1% + PNIPAM 1%)
mostraron un tamafio de 90 nm aproximadamente. Ambas dispersiones resultaron ser
estables en medios acuosos con presencia de electrolitos y proteinas del suero sin

modificarse los tamafios de las mismas.

» Ambeas dispersiones de Np-PANI en solucion provocaron un aumento de temperatura
del medio liquido luego de la iluminacién con un laser LED de 785 nm 500 mW/cm?

dependiendo de la concentracion de nanoparticulas y del tiempo de irradiacion.

> Las Np-PANI se incorporaron de manera eficiente en células LM2 a tiempos cortos (3
y 6 horas). Se demostraron distintas cinéticas de incorporacion para Np-PANI 1 y Np-
PANI 2, alcanzando un plateau para esta altima a mayores tiempos de incubacién y
con mayores concentraciones intracelulares. Estas diferencias se deberian al menor

tamario de las Np-PANI 2.

» Las Np-PANI no son citotoxicas per se en cultivos celulares tumorales a
concentraciones menores a 1,5 mg/ml 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 nanoparticulas mostraron
resultados distintos entre ellas. Estos resultados se deberian 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 exposicion a Np-PANI.

Ambas dispersiones de nanoparticulas desencadenaron la muerte celular en
condiciones de irradiacion in vitro tanto en modelos de cultivo 2D como 3D de la linea
celular LM2. Los protocolos de TFT ensayados resultaron ser diferentes de acuerdo al
modelo experimental empleado; con mayores tiempos de incubacion (24 horas) y
mayores concentraciones de nanoparticulas (4 mg/ml) para el modelo de esferoides

(3D).

Las Np-PANI 1 resultaron ser mas eficientes que las Np-PANI 2 en lograr la muerte
celular por TFT a iguales tiempos de incubaci6n y dosis de luz. Mediante el analisis
morfologico de las células LM2 se pudo determinar muerte celular por necrosis y

apoptosis.

Las Np-PANI per se no lograron producir estrés oxidativo en cultivos celulares in
vitro. Mientras que si se desencadend la produccion de ROS debido a la combinacion

de la radiacion NIR empleando estas nanoparticulas.

La TFT con Np-PANI produciria un incremento de la temperatura significativo como
también el aumento de ROS. Ambos procesos serian 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
xenobidticos, se determind una CLso de 1,5 mg/ml para Np-PANI 1 y de 1,17 mg/ml
para Np-PANI 2. De acuerdo a éstas CLso se considerarian a las Np-PANI no toxicas

para organismos acuaticos.

Ambas dispersiones de Np-PANI produjeron efectos subletales (malformaciones) en
embriones de R. arenarum. Las diferencias encontradas entre ambas dispersiones se

debieron al polimero dispersante PVP 2% utilizado en la sintesis de las Np-PANI 1.
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Estos efectos subletales disminuyeron utilizando como dispersante a la combinacion
de los polimeros (PVP 1% + PNIPAM 1%) en la sintesis de las Np-PANI 2.

Se determiné una mayor incorporacion de Np-PANI 2 en comparacion con Np-PANI
I en larvas S.25. Esta diferencia podria ser atribuida al menor tamafio de las particulas
con la consiguiente mayor acumulacion. Estos resultados se correspondieron con los

obtenidos en cultivos celulares.

Se pudo determinar la localizacion de Np-PANI en 6rganos del tracto digestivo de
larvas de R. arenarum, comprobandose mediante ensayos histopatoldgicos, que la
principal via de ingreso es la digestiva y que la via de ingreso cutdnea no estaria

involucrada.

En un modelo in vivo empleando ratones Balb/c, con tumores implantados de la linea
celular LM2, se logré la ablacion tumoral por TFT con las Np-PANI 1 inyectadas IT

y una dosis de luz equivalente a la empleada en los ensayos in vitro.

En estos ratones se evidencié una regresion total en un 60 % de los tumores y no
ocurrieron recidivas de los tumores primarios y/o metastasis por un lapso de mas de 3
meses de seguimiento de los animales. El estado general de estos ratones fue 6ptimo

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 histopatolégicos.

Por Gltimo, no se observaron efectos toxicos en ratones Balb/c luego de la TFT
evaluando 6rganos claves en la destoxicacion de compuestos y de posible impacto de

nanomateriales.

M.V Luis Exequiel Ibarra













