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Resumen

Se investigo la viabilidad de emplear una plataforma de microtitulacion elastica elaborada en
polidimetilsiloxano (PDMS) para su uso en estudios toxicologicos. Primero, se evalud la
compatibilidad del disefio propuesto en la solicitud de patente ’Sistema de cultivo celular con
componentes que generan excitaciones mecanicasimplementado en una silicona
biocompatible, donde se encontraron varios puntos de mejora que fueron trabajados en aras de
poder utilizarla en métodos estandarizados para ensayos farmacologicos o toxicologicos.
En la segunda parte de la investigacion, se desarrollaron métodos para mejorar la
hidrofilicidad de la superficie de PDMS, para ello se utilizé la modificacion a través de la
mezcla pre-polimerizacion con surfactantes y el recubrimiento con proteinas como colageno y
albumina de suero bovino. A través de la medicion del angulo de contacto de agua, se estimd
el incremento de hidrofilicidad, donde la mezcla con surfactantes no logré una diferencia
significativa en el angulo de contacto del material nativo de PDMS (113.98° + 0.70°); a
diferencia del recubrimiento proteico con albumina al 1 % que logré un angulo de 56.08° +
0.74° igualando al control de poliestireno (54.14° £ 2.24°).

Luego de establecer los protocolos de mejora de la plataforma eléstica, se procedié a su
evaluacion bioldgica empleando la linea celular HeLa a través de los criterios de viabilidad,
morfologia y proliferacion. La evaluacion de la vialidad celular, por 72 horas mostro que el
recubrimiento con colageno (97.68 % =+ 1.42 %) logroé igualar al crecimiento logrado en la
placa comercial de poliestireno con 98.98 % + 1.15 % y superar las viabilidades en los otros
recubrimientos con albimina. Si bien, el recubrimiento con colageno tuvo resultados
comparables al control de poliestireno en términos de viabilidad, las diferencias morfologicas
fueron evidentes, desde la extension de cada célula, hasta la formacion de la monocapa del

cultivo.
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Se concluye que no basta mejorar propiedades del material, como la hidrofilicidad, sino que se
debe explorar la interaccion entre célula - sustrato desde un acercamiento bioquimico, ya que,
como se ha demostrado, estas interacciones tienen un gran impacto en el desarrollo celular y

en aplicaciones que involucran células adherentes
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Capitulo 1

Introduccion

El aislamiento de células y su cultivo, requiere combinar principios de ingenieria, bioqui-
mica, biologia, fisica y otras ramas, donde la supervivencia y desarrollo celular, ha sido y sigue
siendo, el mayor desafio. Y a pesar, de aun no haber logrado con plenitud la regeneracion de
tejidos in vitro, se hallé gran utilidad a estos cultivos celulares en los estudios toxicologicos,
en especial en los ensayos preclinicos. Autores como [63] han realizado extensas revisiones
en este tema, y como otros, han llegado a la conclusion que el desarrollo celular depende casi
exclusivamente de la matriz extracelular, la cual no se basa tan solo en la seleccion del medio
de cultivo, sino que es un conjunto equilibrado de condiciones mecénicas, bioquimicas y bio-
logicas.

Es asi como la ingenieria de tejidos se ha dedicado a desarrollar estructuras que puedan recrear
condiciones, o al menos, intentar recrear espacios para reemplazar ambientes fisiologicos natu-
rales que recapitulen las condiciones Optimas para el desarrollo y puedan permitir a las células
formar tejidos nuevos funcionales. Como objetivo final las células deben contar con funciones
adecuadas de adhesion, migracion, proliferacion y diferenciacion, propias del tejido a imitar.

La construccién de un andamio, que es la region de la plataforma de cultivo en contacto con
las células, implica establecer la matriz extracelular artificial. Solo si el entorno y el “coctel”
de factores bioquimicos resultan adecuados para el linaje celular se desarrollara un tejido fun-
cional. A través de los afios, diversos autores han disefiado y construido variedad de andamios,
cada uno con diferencias claves acorde al tejido que buscan recrear. Entre ellos, [38], [8] y [70],
dejan claro que la construccion de matrices apropiadas para el desarrollo de células funcionales

requeria de materiales resistentes y biocompatibles que ademas permitieran su maleabilidad.



Hace mas de 10 afos el polimero polidimetilsiloxano (PMDS) empez6 a resonar, debido a sus
unicas y atractivas caracteristicas como transparencia Optica, resistencia térmica, maleabilidad
y no toxicidad; que permiti6 a los investigadores disefiar nuevas plataformas, asi como imple-
mentar disefios complejos en su topografia, ademas de poder acoplar elementos como bombas
en sistemas similares a biorreactores. Sin embargo, este material también presenta grandes de-
safios, tales como su hidrofobicidad y la dificultad en la estandarizacion tanto en su proceso
de construccién como para su evaluacion, ya que la mayoria de instrumentos utilizados para la
evaluacion de cultivos, como las lectoras de microplacas o microscopios invertidos estan dise-
nados para las tradicionales placas de microtitulacion hechas de poliestireno y no permiten la
evaluacion de estas nuevas plataformas. Por lo tanto, considerar una union entre ambos elemen-
tos parece ser una idea apropiada.

Esta problematica fue tratada durante el desarrollo del proyecto N°52-2018-FONDECYT-BM-
IADT-AV “Plataforma avanzada para el estudio in vitro de parametros toxicologicos de anti-
bidticos de uso en pollos de engorde como alternativa humanitaria y de menor costo de los
modelos in vivo” financiado por CONCYTEC, enfocado en la creacion de una nueva platafor-
ma que permitiera el cultivo de células epiteliales intestinales para su evaluacion en estudios
farmacologicos de toxicidad. Como se menciond lineas arriba, un gran desafio de los nuevos
disefios para mimetizar el ambiente in vivo, es la falta de herramientas para la evaluacion de los
conjuntos celulares, asi como su estandarizacion para poder considerarlos, a través de normati-
va, como pruebas validas.

[94] fue el encargado de disenar esta plataforma eléstica para microtitulacion y el presente tra-
bajo de investigacion se enfocd en la evaluacion de factores de mejora para la optimizacion del
prototipo inicial y su posterior validacion con una linea celular adherente de origen comercial.
El presente trabajo de investigacion hace una revision general de los factores a considerar en
la construccion de una matriz extracelular artificial, describe el proceso de la evaluacion de
la plataforma disefiada por [94]; para abarcar la optimizacion de su disefio para su posterior
modificacidn, y, por ultimo, la evaluacion del crecimiento de una linea celular comercial en la
plataforma optimizada.

A continuacion, se enuncian los objetivos planteados para la presente tesis:



1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo principal

Optimizar y evaluar una plataforma de microtitulacion elastica para aplicaciones en estu-

dios toxicologicos con células adherentes.

1.1.2. Objetivos especificos

» Optimizar una plataforma de microtitulacion eléstica en funcion de mayor transparencia
y menor hidrofobicidad que permita su uso empleando técnicas estandar de evaluacion

de cultivos celulares.

= Evaluar la viabilidad, proliferacion y morfologia de las células adherentes cultivadas en

la plataforma eléstica optimizada.

» Realizar un anélisis comparativo del crecimiento, viabilidad y morfologia de células adhe-
rentes cultivadas entre la plataforma de cultivo modificada y la plataforma disponible

comercialmente.



1.2. Ingenieria de tejidos para la generacion de modelos in
vitro

La ingenieria de tejidos aplica diversas técnicas provenientes de la fisica, quimica, inge-
nieria, biologia, entre otros; con el objetivo de generar de tejidos funcionales. Esta rama de la
bioingenieria tuvo su origen alrededor del afio 1800 de la mano de Wilhelm Roux quien, a través
del mantenimiento de embriones de pollo en solucion salina, logré dar los primeros pasos hacia
el desarrollo de cultivos celulares. Sin embargo, tuvieron que pasar mas de 100 afios para que
Ross Granville, logre por primera vez un cultivo celular exitoso de células del sistema nervioso
aisladas de rana, utilizando el método de la gota colgante [87].

Al ser las células los componentes fundamentales de los tejidos, y los tejidos conformar los
organos, quedo claro para los investigadores que lograr el desarrollo celular in vitro, tal como
se daria in vivo era una parte critica del éxito del cultivo de tejidos funcionales. Por lo tan-
to, en afos posteriores, investigadores del area aunaron esfuerzos en el desarrollo de técnicas
asépticas y desarrollo de medios de cultivos como Minimal Essential Medium (MEM) desa-
rrollado por Harry Eagle y Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) desarrollado por
Renato Dulbecco y G. Freeman, ambos publicados en 1959; ademaés de la creacion de “cocte-
les” bioquimicos con diversos factores de crecimiento y nutrientes que permitieron a las células
aisladas desarrollarse en condiciones controladas [62].

En consecuencia, a las contribuciones de sus predecesores, en 1998 J. Thomson logro aislar cé-
lulas madre embrionarias, siendo este considerado como el ultimo hito en el cultivo de tejidos
[87]. Ya establecidas las nuevas bases del cultivo de células, y en consecuencia de la ingenieria
de tejidos, investigadores de todo el mundo se dedicaron al aislamiento y generacion de nuevas
lineas celulares para estudios toxicologicos de distintos farmacos y materiales, ademas de la
regeneracion de tejidos. Sin embargo, pronto descubrieron que no todas las células aisladas se
desarrollaban de la misma manera ante los mismos factores y aun, logrando una mezcla apropia-
damente enriquecida para un desarrollo celular especifico, las células no lograban desarrollarse,
tal como lo harian en su ambiente natural [51].

En este punto el término “mecanotransduccion” entra como un factor clave en la ingenieria de

tejidos. La mecanotransduccion puede explicarse como la habilidad de las células en percibir



fuerzas fisicas, como la rigidez del sustrato, topografia, estimulacion mecanica, entre otras; y
luego traducirlas en respuestas bioldgicas [63]. Al reflexionar acerca de las condiciones a las
que son expuestas las células de nuestros distintos tejidos u o6rganos, es facil mencionar algu-
nos estimulos mecanicos como cizallamiento (intestinos), flujos de aire (pulmones), fuerzas de
torsion (musculos), entre otros. Pero la reflexion acerca de cuanto afectan estos estimulos el
desarrollo de los distintos linajes celulares, no habia sido abordado apropiadamente y, tal como
se menciond lineas atras, resultod que las caracteristicas mecéanicas de la matriz extracelular, son
cruciales para el desarrollo celular [57].

Lograr un 6ptimo desarrollo celular requiere de un delicado equilibrio entre los componentes
bioquimicos, biologicos y mecéanicos (Fig.1.1). Esta sinergia de elementos es la responsable de
enviar las sefiales adecuadas a las células para permitir su desarrollo; en este punto se debe agre-
gar que estas tres caracteristicas no son excluyentes, si no complementarias. Si bien la matriz
extracelular (MEC) se puede considerar como el elemento mecanico de nuestro sistema in vitro,
en un sistema nativo la MEC puede agrupar tanto caracteristicas bioquimicas como mecanicas

que impactaran en el desarrollo celular.

Figura 1.1: Componentes en ingenieria de tejidos. Creado en Biorender



1.3. Modelos in vitro como componentes biologicos

La célula es el factor mas importante en el disefio de una matriz extracelular artificial, ya
que, de su desarrollo, proliferacion y diferenciacion, depende la generacion del tejido funcional
objetivo. Si bien, la idea de tomar una muestra de tejido, afiadir algunos pasos para su aislamien-
to (ya sea a través de métodos enzimaticos o mecanicos) y colocarlos en un medio de cultivo
favorable para su crecimiento, parece algo sencillo y viable; en realidad, este proceso llama-
do aislamiento de células primarias, no solo resulta en extremo complicado, sino que también
presenta una alta tasa de muerte celular, debido a las condiciones a las que son sometidas las
células durante su aislamiento y aun si las células logran sobrevivir a este proceso, su periodo
de vida resulta bastante limitado [63].

No es de extrafiar que los investigadores pasaban mas tiempo intentando mantener a las cé-
lulas con vida que experimentando con ellas. Es asi como, la introduccion de lineas celulares
inmortalizadas marcé un antes y después en la historia. Este grupo celular ha formado parte
de grandes logros, como la obtencién de la vacuna de la polio, estudios sobre cancer, estudios
sobre radiacion e incluso fueron enviadas al espacio para estudiar su comportamiento [18].
Ademas, la caracterizacion de cientos de lineas celulares con tecnologias dmicas, es decir, ge-
ndmica, transcriptomica y protedmica, permitié reforzar el concepto de la utilidad de la linea
celular en la investigacion médica. De hecho, la mayoria de las lineas celulares aisladas a par-
tir de células cancerigenas, se han secuenciado, publicado y puesto a disposicion a través de
conjuntos de datos en linea, lo que permitid explorar alteraciones moleculares y celulares deta-
lladas, como mutaciones, variaciones en el nimero de copias y perfiles de expresion de genes y
proteinas [11]. De esta forma, se ha mejorado significativamente el proceso de seleccion de los
sistemas modelo mas apropiado para fines experimentales. En este contexto, no se debe olvidar
la obligacion de cada investigador en el uso correcto de las lineas celulares continuas, siguiendo
las pautas adecuadas. De hecho, en el pasado, la calidad y la reproducibilidad de los datos de
investigacion podrian verse comprometidas irremediablemente si se utilizaban lineas celulares
con contaminacion cruzada o mal identificadas o cuando los cultivos estuvieran contaminados
con micoplasma [16, 68].

En la actualidad, se cuenta con la disponibilidad de una amplia gama de modelos celulares in



vitro con caracteristicas que los hacen de especial interés para fines especificos. Las células
recién aisladas y los cultivos primarios son la mejor opcion cuando se deben conservar los as-
pectos del tejido/organo de origen y el cariotipo debe ser normal. Sin embargo, este tipo de
cultivo no es de larga duracion, con periodos de vida que van desde unas pocas horas hasta una
o dos semanas, y también son incompatibles con la estandarizacion. Por otro lado, se cuentan
con lineas celulares finitas, las cuales no suelen conservar todas sus caracteristicas in vivo, y tal
como insintia su nombre, tienen una vida util limitada: pueden durar algunos meses o incluso

afios, pero, después de un cierto numero de pasajes, se vuelven senescentes y mueren [64].

Figura 1.2: Comparacion entre células primarias e inmortalizadas en base a las caracteristicas relevantes
para el modelamiento bioldgico

Por ultimo, las lineas celulares continuas, también llamadas inmortales, son células transforma-
das o de origen tumoral, por lo que presentan grandes diferencias en comparacion a las células
nativas. La gran ventaja de este Gltimo grupo celular, es la posibilidad de la estandarizaciéon de
los experimentos que garantizan una alta reproducibilidad.

Se debe tener en consideracion que, si bien estas lineas celulares han logrado proporcionar un
conocimiento instrumental, su mayor debilidad es quizas justo aquello que les da su tan apre-
ciada inmortalidad, su origen cancerigeno, que les confiere grandes variaciones en términos de

estado de diferenciacion, metabolismo y proliferacion [64, 74, 81]. En la Fig. 1.2, se realiza



una comparacion de las ventajas y desventajas de las células primarias y las lineas celulares

inmortalizadas.

1.4. Lineas celulares inmortalizadas

El interés en los modelos celulares in vitro se debe a que, la célula representa la unidad
elemental de vida y, al menos tedricamente, se pueden cultivar células de cualquier especie y
tejido, incluidos los de origen humano, pasando por alto la mayoria, si no todos, los problemas
éticos relacionados con la experimentaciéon humana.

Sin embargo, los cultivos in vitro de lineas celulares consisten en sistemas muy simplificados
con respecto a la complejidad de todo el organismo que intentan representar, por lo que su
aplicacion se reduce a ciertos estudios o investigacion de mecanismos muy especificos. Algunas
ventajas y desventajas del uso de lineas celulares como modelos para evaluacion toxicoldgica

se describen a continuacion:

= Ventajas:
Los mecanismos celulares y moleculares se exploran facilmente.
Es posible la identificacion detallada y temprana del dafio celular.
Pueden usarse células humanas.
La reversibilidad del efecto es facilmente comprobable.
El sistema es simple y altamente reproducible.
No se presentan dificultades debido a las pequefias cantidades de sustancias.
Es posible realizar un nimero estadisticamente significativo de ensayos.
La tecnologia es relativamente facil y con potencial de automatizacion.
Los sistemas in vitro son menos costosos y consumen menos tiempo que los in vivo.

Permite reducir el nimero de experimentos con animales de investigacion.

= Desventajas:
El sistema esta demasiado simplificado en comparacion con la complejidad del organis-
mo.

No se pueden estudiar los efectos y respuestas toxicos sistémicos.



En cada ensayo se pueden estudiar muy pocos mecanismos toxicos.

Permite realizar pruebas de toxicidad aguda mas que cronica.

Las concentraciones de sustancias con relevancia clinica son dificiles de elegir.

Debido a las propiedades fisicoquimicas de las sustancias de prueba, las condiciones de
exposicion pueden no ser reproducibles.

Dificultades para correlacionar la situacion in vitro con la in vivo tanto en términos de

disefio experimental como de resultados.

Hoy en dia, los estudios in vitro del comportamiento celular son un requisito previo para mode-
lar respuestas in vivo a agentes farmacologicos, terapias celulares, biomateriales y dispositivos
implantables. Sin embargo, aberraciones genéticas de las lineas celulares inmortalizadas se acu-
mulan con cada paso, lo que limita su utilidad y afecta la vision general final. Por lo tanto, la
relevancia traslacional de las lineas celulares a menudo se cuestiona, ya que se considera que no
son representativos del tejido original en términos de epigenética celular y perfiles de expresion
génica.

A pesar de las diversas limitaciones del uso de lineas celulares, estas han tenido un papel cla-
ve en el progreso de la salud publica dando lugar a multiples beneficios como el desarrollo
de terapias, vacunas y tratamientos oncologicos. Ademads, han permitido la comparacién entre
investigaciones, dando la oportunidad de utilizar la misma linea celular en diferentes lugares
del mundo. En la Tabla 1.1, se describen algunos de los principales logros del uso de lineas

celulares inmortalizadas.

Tabla 1.1: Principales lineas celulares y beneficios a la salud publica.[68]*Hasta 2019

Linea celular Anq d? N? de publicaciones Beneficios a la salud publica
establecimiento en el campo*
HeLa 1953 16 843 Vacuna contra el polio
RAJI 1964 1557 Def: mecanismos de infeccion por
el virus Epstein-Barr
Protocolos para el tratamiento
K562 1976 8001 SO .
de leucemia mieloide cronica
NB4 1991 1227 Protocolos para el tratamiento

de leucemia promielocitica aguda




El tipo de célula seleccionada para el cultivo y su exposicion a distintas condiciones tiene
un alto impacto en la adhesion, la proliferacion y la viabilidad del cultivo. Autores [77] probaron
que algunas células provenientes de carcinomas no requieren de un microambiente altamente
especifico para su proliferacion, sino que cuentan con la capacidad de adherirse a otras células
y a la matriz extracelular (MEC), estas se conocen como comunicaciones célula-célula y célula-
MEC. Por lo tanto, alteraciones en estas interacciones, acarrearan consecuencias en las propie-
dades y caracteristicas de las células, y que también se veran influenciadas por su origen tisular,
morfologia y estado patoldgico.

Por otro lado, el cultivo de distintos tipos de células en la misma superficie de cultivo podria dar
como resultado una tasa de crecimiento, proliferacion, diferenciacion, migracion y viabilidad

diferentes.

1.4.1. Cé¢lulas HeLa

Las células HeLa fueron la primera linea celular inmortal cultivada in vitro en el afio 1951.
Fueron aisladas de Henrietta Lacks, de ahi el origen del acronimo HeLa, una mujer afroameri-
cana con carcinoma cervical de quien se extrajo una muestra, por parte del Dr. George Otto Gey
del Hospital Johns Hopkins de Baltimore. En este caso, es necesario mencionar que aun existe
un debate si Henrieta otorgo6 su consentimiento para el uso de sus células en las investigaciones
del Dr. Gey, teniendo en consideracion que se trataba de una persona de raza negra con una en-
fermedad terminal, motivo por el cual muchos investigadores acusan de ser un acto poco ético
seguir usando las células de Henrieta, por la manera en que fueron obtenidas y porque ni ella ni
su familia gozaron de los beneficios y millones de dolares facturados por diversas compaiias
desde su aislamiento [28, 104]

Dejando el debate ético de lado, la realidad es que el aislamiento de las células HeLa cambia-
ron el mundo, gracias a los increibles avances que permitié como la vacuna del poleo, vacuna
contra el VPH, mejora en las practicas de cultivo celular, recuento de cromosomas, mapeo del
genoma, entre otros [28]. Lo que hizo a estas c€lulas tan especiales es justamente su inmorta-
lidad, debido a los graves males que aquejaban a Henrietta sus células mutaron a tal punto de

tener 70-90 cromosomas (las células humanas somaticas saludables presentan 46 cromosomas),
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ser extremadamente resistentes a distintos medios, buena adherencia y ciclos indeterminados
de replicacion [68].

Desde el punto de vista farmacologico y de ingenieria de tejidos, proporcion6 por primera vez
un modelo estandar para evitar diferencias entre donantes y permitiendo la reproducibilidad de
los datos experimentales, asi como la renovacion del material bioldgico original, resultando de
gran utilidad en el desarrollo de nuevos materiales y farmacos.

Los sistemas de cultivo celular tienen diferentes areas de aplicacion en el campo biomédico se-
gun el objetivo del estudio, pueden ser utilizadas para evaluar sustancias quimicas (pruebas de
toxicidad), para investigar un mecanismo de accion particular, evaluacion de nuevos materiales
y en la recreacion o regeneracion de tejidos [11]. La seleccion del material biologico a utilizar,

dependerd esencialmente de qué se quiere lograr en la investigacion desarrollada.

1.5. La matriz extracelular (MEC) como componente meca-
nico

El componente mecéanico en un cultivo in vitro busca representar a la estructura de la
matriz extracelular (MEC), que en realidad es la agrupacién de componentes bioquimicos y
mecanicos; es decir, en un ambiente nativo, es el conjunto de proteinas multifuncionales y po-
lisacaridos altamente organizados, donde crecera el conjunto celular anclado. A través de esta
MEC las células son capaces de recolectar informaciéon de las caracteristicas de su ambiente
fisico y quimico [27]. Estos parametros fisicos y quimicos también influyen en el destino de las
células al crear sefiales direccionales que pueden definir su proliferacion, migracion y diferen-
ciacion, a través de la reproduccion del nicho natural de cada célula [63, 92].

La composicion de la MEC variara segun su origen biologico, pero suele estar compuesta por
colageno, proteoglicanos, fibronectina (FN), laminina y otras glicoproteinas. En un ambiente
nativo, las células son las responsables de desarrollar su propia matriz, para ello se basan en
el micro y nano-ambiente que las rodea. Cabe agregar que, la composicion de la MEC, afecta
de manera directa o indirecta el comportamiento celular; por lo tanto, alterar su composicion

puede controlar la bioquimica especifica celular e incluso puede controlar la adhesion celular
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[92]. En un medio nativo, la MEC no es estatica, por el contrario, se encuentra en constante
remodelacion a medida que las células la acumulan, la vuelven a ensamblar o la degradan, estos
procesos se basan en el ensamblaje de integrinas en la membrana celular. Si bien, la jerarquia
del ensamblaje de la MEC atin no se comprende por completo, se sabe que las integrinas celu-
lares intervienen en el proceso y son esenciales para su formacion.

Las integrinas son receptores de proteinas transmembrana entre la MEC y el citoesqueleto de
actina (Fig. 1.3). Estan compuestas por dos subunidades a y 3; se conocen 18 subnidades a y
8 subunidades  con 24 combinaciones registradas. Cada combinacién a-f tiene su propia es-
pecificidad de union y es capaz de enviar sefiales a través de la membrana celular en cualquier

direccion [36].

Figura 1.3: Representacion esquematica de las interacciones células — MEC en la membrana celular.
Creado en BioRender.com

Las sefiales pueden darse de dos maneras: (i) la célula puede enviar sefiales a través de las
integrinas para que se unan a la MEC: sefalizacion de adentro hacia afuera o (ii) los cambios
en la MEC o el entorno circundante pueden enviarse sefales quimicas a la célula: senalizacion

de afuera hacia adentro. Fuera de la membrana, las integrinas son capaces de reconocer ciertas
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secuencias de aminodcidos de proteinas MEC individuales y unirse a ellas. Una de las secuen-
cias con mayor frecuencia unidas por integrinas es Arg-Gly-Asp (RGD) y se encuentra en FN
y colageno [17].

La unién de las integrinas a la MEC provoca una cascada de sefalizacion y respuesta celular
que incluye actividad de quinasa citoplasmatica, factores de crecimiento, canales idnicos y reor-
denamiento del citoesqueleto. A medida que las integrinas se unen a la MEC, se agrupan en la
membrana celular y estimulan el ensamblaje de los filamentos de actina. Una vez que las inte-
grinas entran en contacto con la MEC, las células extenderan proyecciones de filopodios desde
el borde de ataque de la célula (lamelopodios) para detectar el entorno circundante y continuar
propagandose. Las integrinas en la punta de los filopodios se agruparan e iniciaran la formacién
de puntos focales de adhesion y fibras de estrés de actina.

Los puntos focales de adhesion se encuentran en los extremos de los filamentos de actina promi-
nentes (fibras de tension); mientras que los filamentos de actina del citoesqueleto estan formados
por polimeros helicoidales de dos cadenas de la proteina actina que se unen a las integrinas. El
citoesqueleto de actina determina la forma de la célula y es necesario para el movimiento celular
[7].

El vinculo entre las integrinas y el citoesqueleto de actina es fuerte, las alteraciones en el sis-
tema pueden desencadenar una gran variedad de eventos de transduccion de sefiales que inclu-
yen morfologia, motilidad, expresion génica y diferenciacion. La sefalizacion de adentro hacia
afuera de las integrinas también ocurre con cambios en el citoesqueleto. El reordenamiento del
citoesqueleto de actina puede sefalar el reordenamiento de las integrinas y aumentar o dismi-
nuir su capacidad para unirse a la MEC. Por tanto, los cambios en el entorno ambiental de una
célula invocan cambios en la organizacion del citoesqueleto, asi como la organizacion de las
moléculas adhesivas en la célula, como la integrina [17, 22].

La adhesion es la primera respuesta que logra una célula al entrar en contacto con una superfi-
cie. La célula hace contacto con la MEC a través de puntos de adhesion focales que tienen un
area de unas pocas micras cuadradas y estan ubicados en la periferia de la célula. Estos puntos
unen fuertemente la célula al sustrato mediante el anclaje de los filamentos de actina con una

placa compuesta por proteinas como la vinculina [5]. La formacion de fibras de estrés de actina
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es indicativa de una célula cultivada en un entorno plano, donde la célula es capaz de expandir-
se y crecer en grandes cantidades, poniendo tension en la membrana celular. La tension inicia
adherencias focales para mantener las células grandes adheridas a la superficie y las fibras de
actina ayudan a anclar la célula al entorno 2-D.

Las interacciones no especificas de la célula con el sustrato también alteran el comportamiento
celular, estas interacciones se conocen como adhesion celular pasiva e incluyen fuerzas electro-
dinamicas, estéricas, hidrofobicas y de van der Waals entre la membrana celular y la superficie
del material. Estas interacciones no requieren el reconocimiento de las proteinas de la membra-
na celular. Una vez que las células han entrado en contacto con una superficie a través de la
adhesion pasiva, alteran constantemente su membrana celular para estabilizar la interfaz célula-
material mediante la adhesion activa [36].

El componente mecanico de las células en su estado fisiologico es conocido como la MEC;
mientras que en los cultivos in vitro su analogo corresponde al andamio. La MEC actia como
un soporte de células, permite la recepcion y repeticion de distintas moléculas de sefializacion
que dan origen a cadenas de respuestas a su interaccion con el entorno celular y determina tanto
el desarrollo como la organizacion de los tejidos [45, 83].

Las senales bioquimicas provienen del medio de cultivo y los suplementos utilizados, sin em-
bargo, las células también son receptoras de sefales provenientes de estimulos mecénicos, este
fendmeno recibe el nombre de mecanotransduccion, y resulta esencial en el desarrollo de tejidos
funcionales [63].

Se puede definir la mecanotransduccion como el fendmeno a través del cual las células perciben
las fuerzas fisicas y luego las traducen en respuestas bioldgicas. Para lograr que las células re-
ciban la estimulacion mecanica caracteristica de su ambiente natural, investigadores como [47,
48, 63], entre otros, propusieron el disefio y construccion de nuevas matrices extracelulares ar-
tificiales con la capacidad de simular ciertos estimulos mecanicos en la superficie celular. En
otras palabras, plantearon el uso de sustratos de cultivo que imiten las condiciones de la MEC
nativa para estimular el desarrollo de las células. Incluso, consideraron que la inclusion de cier-
tos patrones podria guiar a las células a un linaje distinto.

Las dimensiones del rasgo topografico son otra caracteristica importante del sustrato de cultivo.
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Por ejemplo, se ha demostrado que las topografias con una dimension de microescala estimulan
la formacioén y diferenciacion del citoesqueleto; por otro lado, se sabe que los patrones con una
dimension a nanoescala generan redes interactivas interconectadas célula-célula [92].
Diversos modelos de plataformas han sido desarrollados a través de los afios, partiendo del mo-
delo mas simple, las plataformas 2D. Los cultivos en monocapa resultan de facil evaluacion, en
especial si se considera que la mayoria de técnicas para visualizacién y manipulacion de cul-
tivos celulares han sido disefiadas para estos cultivos [72]. A pesar de sus numerosas ventajas
la mayoria de cultivos 2D suelen tener baja capacidad para la autorenovacion de células madre
y diferenciacion celular [63]. Por otro lado, el cultivo celular en monocapa es el mejor para la
prueba de citotoxicidad de lineas celulares y la quimiosensibilidad de varios materiales [27].
Para la fabricacion de nuevas plataformas se recurrieron a nuevos procesos tales como los de
microfabricacion y micromoldeado, donde se fabrica un molde maestro para el andamio de bio-
material utilizando fotolitografia, microfresado, ablacion laser o impresion 3D. Usando estos
moldes maestros, generalmente se funde un molde mas flexible de alguna silicona para la repro-
duccion de patrones de crecimiento mas complejos, en especial al trabajar con células primarias
[72, 81].

Este nuevo enfoque en el desarrollo de plataformas de materiales con mayor maleabilidad, co-
mo las siliconas, se basa en varias ventajas tales como: bajo costo, disponibilidad, durabilidad,
transparencia Optica, biocompatibilidad, integracion simple de componentes (como intercone-
xiones, tuberias y accesorios), la flexibilidad de disefio para una amplia gama de aplicaciones y
sus propiedades quimicas y fisicas. Caracteristicas que han sido explotadas en los ultimos afios
en el desarrollo de sistemas de microfluidos, donde el vidrio, la silicona o el polimero han sido
utilizados individualmente o combinados con otros materiales para su produccion con resulta-
dos alentadores [25].

Algunos puntos clave en la selecciéon de materiales para el desarrollo de una plataforma de
cultivo celular se basan el precio, disponibilidad y biocompatibilidad. Los materiales comunes
incluyen poliestireno (PS), vidrio, acrilamida, polidimetilsiloxano (PDMS) y peliculas metali-
cas. Por otro lado, algunas caracteristicas a considerar al disefiar una plataforma para el cultivo

celular son: topografia de la superficie (complejidad 2D — 3D), quimica de la superficie, hu-
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mectabilidad y propiedades mecanicas del material. Las cuales se describiran a continuacion:

» Topografia de la superficie

El disefio de caracteristicas superficiales para imitar un entorno bioldgico nativo fue pro-
puesto durante el siglo pasado. El primer estudio registrado de cultivo de c€lulas en 3-D
fue realizado por Ross Harrison en 1907 mientras investigaba el crecimiento de la fibra
nerviosa [61]. Harrison implantd embriones de rana en una linfa de rana coagulada e in-
virtié el sistema para crear un cultivo de gotas colgantes creando uno de los primeros
sistemas 3-D para el cultivo celular. Hoy en dia, se utiliza una gran variedad de técnicas
para alterar la arquitectura de la superficie y asi poder controlar o alterar el comporta-
miento celular. Las técnicas mas utilizadas son la litografia por haz de electrones y la
fotolitografia para generar entornos no planos para el cultivo celular. Estas técnicas se
pueden utilizar para fabricar estructuras orientadas al azar o topografias mas ordenadas;
en aras de controlar los eventos de sefializacion celular e incluso crear condiciones de
cultivo celular similares a un entorno celular nativo [54].

La estructura de la superficie es imprescindible para la funcion bioldgica, tal como se
denota en la variedad de formas y tamafos que se observan en los tejidos de los organis-
mos vivos. La comprension de la amplia gama de texturas superficiales en los organismos
vivos conducira al desarrollo de caracteristicas superficiales artificiales para que los bio-

materiales imiten mejor los entornos nativos.

= Quimica de la superficie

Retomando la idea de que la MEC no es unicamente un componente fisico, se debe consi-
derar la quimica de la superficie, es decir el material con el que esta elaborado y la manera
en que interactuard con el cultivo. Las moléculas unidas a la superficie de la plataforma
son una forma de nanotecnologia, ya que forman peliculas o capas de 1 a 10 nm en una
superficie con la capacidad de organizarse y modelarse. Los 4&tomos y las moléculas en
la superficie experimentan un entorno diferente al del resto y exhiben energia libre, mo-
vilidad y estructura diferentes [42].

Aunque las propiedades de los materiales como la dureza y la plasticidad, no se ven al-

teradas por la quimica de la superficie, las propiedades a granel han desempefiado un
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papel importante en el disefio de materiales y sustratos bioldgicos. La quimica de la su-
perficie puede definir las areas adhesivas y no adhesivas de las células, ademas afecta
indirectamente el comportamiento celular al alterar la deposicion de proteinas e induce
cambios en factores que controlan la sefializacion celular y el destino celular y por ende,

la morfologia, alineacion y el patron de las células [36].

Humectabilidad de la superficie

La humectabilidad de la superficie relacionada con la hidrofobicidad y la hidrofilicidad,
es un factor destacado en muchas interacciones célula-sustrato, ya que todos los sistemas
bioldgicos estan basados en agua.

Esta propiedad se determina midiendo el angulo de contacto de microlitros de gotas de
agua en la superficie a evaluar. Diversos autores [49, 90]; han documentado que cada
tipo celular puede presentar distintas preferencias en cuando a la hidrofobicidad o hidro-
filicidad de los andamios en los cudles creceran. Como ejemplo, las células HeLa tienen
una mayor adherencia en superficies con un angulo de contacto de 50°, pero las células
endoteliales de la vena umbilical humana prefieren superficies con un angulo de contacto
de 40° [15, 36]. No solo las propiedades quimicas influyen en la humectabilidad de la
superficie, sino que las propiedades topograficas de la superficie también juegan un rol
importante en esta caracteristica. Resulta en extremo complicado cuantificar el compor-
tamiento celular basandose unicamente en la quimica de la superficie o la topografia, por
lo tanto, se asume que ambos tienen responsabilidad en el comportamiento celular y la
adsorcion de proteinas [15, 20].

La humectabilidad de la superficie también establece la energia libre de la superficie.
Cuando se forma una superficie hay rupturas de los enlaces intermoleculares y la super-
ficie se vuelve menos favorable, desde el punto de vista energético, en comparacion a
la mayor parte del material. En otras palabras, se puede definir la energia libre de la su-
perficie como el exceso de energia de la superficie en comparacion con el volumen. La
cantidad de energia libre en una superficie depende de varios factores, como el material,
la quimica, la temperatura y el material de interfaz.

La energia libre de la superficie se puede cuantificar mediante el andlisis de la capacidad
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de un liquido para esparcirse o no sobre la superficie. El método mas facil para calcu-
lar la energia libre superficial es examinar los angulos de contacto de diferentes liquidos

(polares y no polares) en la superficie.

Propiedades del material a granel

Las propiedades del material a granel y su efecto sobre el cultivo celular se estudian en
el campo de la mecanobiologia. Algunas de las caracteristicas mas importantes a buscar
en los materiales que pueden alterar el comportamiento celular son: transparencia optica,
conductividad eléctrica, biocompatibilidad y flexibilidad. Al replicar o intentar imitar una
region de un organismo vivo, se deben tener en cuenta las propiedades de los materiales
y las propiedades del sistema nativo [67]. Por ejemplo, el tejido cerebral y la grasa son
mucho mas suaves y maleables en comparacioén con los musculos o los huesos. Incluso
fuera de un entorno nativo, algunos linajes celulares se pueden cultivar y proliferar en una
amplia variedad de materiales, pero es posible que su comportamiento in vitro observado
no represente a las células in vivo.

Una de las propiedades claves es la elasticidad, también llamada rigidez de un material;
la cual se cuantifica por el mddulo elastico o de Young (E) del material y es igual a la
tension aplicada a un material dividido por la deformacion como se describe en la Ecua-
cion 1.1. La deformacion de un material (AL) se puede dividir por la longitud en reposo
del material (L) para obtener la deformacion (g) y la tension aplicada al material (o) se
define como la fuerza aplicada (F’) dividida por el area de la seccion transversal (A). La

porcion lineal de una curva de tension-deformacion define el médulo de Young.

_ tension. o F/A  FxA L
~ deformacion o AL/L Azl

(1.1)

Las células perciben la rigidez de los sustratos y el modulo de Young del mismo modo
que pueden percibir la quimica y la arquitectura de la superficie. Ciertos tipos de células
prefieren materiales mas rigidos o mas blandos, ese factor dependerd de su origen y es-
tado de diferenciacion. Por ejemplo, algunas células como los osteoblastos, creceran de
forma natural en un entorno mas duro, a diferencia de las células del musculo esqueléti-

co, los mioblastos, que preferiran entornos mas blandos. En la Tabla 1.2, se describen los
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Tabla 1.2: Valores del moédulo de Young de algunos materiales relevantes para los implantes y modelos
biologicos

Modulo de Young, E

Material (GPa)
Acero 212.0
Titanium 115.7
Vidrio de silice 72.4
Acido polilactico 3.5-10.0
Poliestireno ~3.5
PDMS 26x10e3
Gel de colageno 1.5x10e76

modulos de Young de diversos materiales cominmente utilizados para el cultivo celular.

La rigidez del material no solo afecta a la célula, sino que las mismas células afectan
al material. Investigadores [33] demostraron que las células poseen la capacidad de de-
formar un material mas blando e incluso pueden producir suficiente fuerza para doblar
ciertos objetos; hecho que solo confirma la importancia de las propiedades mecanicas de
los materiales en el desarrollo celular.

Al trabajar con polimeros se cuenta con una gran ventaja que es la de mayor control en
el médulo de Young. Este material otorga a los investigadores la facultad de aumentar
la densidad de reticulacion o disminuir la densidad de reticulacion durante la sintesis del
polimero y poder seleccionar la posibilidad de seleccionar la rigidez del polimero, segun
el objetivo de la investigacion. Estos cambios afectan la quimica de la superficie inme-
diata que interactia con la célula y las alteraciones observadas en el comportamiento de
la célula no pueden vincularse completamente con los cambios en la rigidez del sustra-
to. Sin embargo, ofrece nuevas posibilidades en el disefio de plataformas que emulen las

condiciones in vivo.

1.6. Componentes bioquimicos

Al igual que en microbiologia, donde cada microorganismo requiere de medios y condi-
ciones especificas para su desarrollo; las células también requieren de medios y condiciones de

cultivo especiales, siendo estas ultimas mas sensibles y de mayor cuidado al trabajar.
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Tabla 1.3: Factores claves de las condiciones del medio para el crecimiento de lineas celulares

Componente Descripcion

Suero Contiene factores de crecimiento y adhesion, hormonas, li-
pidos y minerales para el cultivo de células en medios basa-
les. Regula la permeabilidad de la membrana celular y sirve
como portador de lipidos, enzimas, micronutrientes y oligo-
elementos en la célula. Tiene un costo elevado, por lo que su
uso debe ser evaluado. Presenta problemas de estandariza-
cion, especificidad, variabilidad y efectos no deseados, co-
mo sobreestimulacion o inhibicion de crecimiento y la fun-
cion celular.

pH La mayoria de las lineas celulares de mamiferos normales
crecen bien a pH 7.4 y hay muy poca variabilidad entre las
diferentes cepas celulares. El medio de crecimiento amorti-
gua el pH del cultivo, para ello se suele incluir un tampon
organico como HEPES.

Dioxido de carbono La cantidad de dioxido de carbono CO, y HCO; ™~ disueltos,
asi como los cambios en el CO, atmosférico pueden alterar
el pH del medio. El uso de CO, exdgeno se recomienda al
usar medios tamponados. Se considera comun el rango de 4
a 10 % de CO,. Se deben seguir las recomendaciones dadas
por fabricantes del medio de cultivo a utilizar.

Temperatura La temperatura 6ptima depende de la temperatura corporal
del huésped del que se aislaron las células y, en menor gra-
do, de la variacién anatémica de la temperatura. Se suele
usar un rango entre 33 — 37 °C. El sobrecalentamiento es un
problema mas serio que el subcalentamiento para cultivos
celulares; por lo tanto, a menudo la temperatura en la incu-
badora se establece un poco mas baja que la 6ptima, lo que
provocara un crecimiento mas lento, pero evitara el sobre-
calentamiento.

Las condiciones de cultivo pueden variar ampliamente para cada tipo de célula, pero el
entorno artificial en el que se cultivan las células consta invariablemente de un sustrato o me-
dio que suministra los nutrientes esenciales (aminoacidos, carbohidratos, vitaminas, minerales),
factores de crecimiento, hormonas y gases (O,, CO,) para regular el entorno fisicoquimico (pH,
presion osmotica, temperatura) [103].

La mayoria de las células dependen del anclaje y deben cultivarse unidas a un sustrato solido o

semisolido, conocidos como cultivo adherente 0 monocapa, mientras que otras pueden crecer
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flotando en el medio de cultivo, conocidos como cultivo en suspension, la eleccion de qué tipo
de célula se utilizara recaera en el investigador y dependera del objetivo de su investigacion.
En consecuencia, se considera que el medio de cultivo es el componente de mayor importancia
del ambiente de desarrollo, ya que proporciona las condiciones adecuadas para su desarrollo.
Otros componentes claves que se integran junto al medio de cultivo se consideran: suero, pH,
didxido de carbono y temperatura, y son descritos en la Tabla 1.3.

Mantener los niveles de didoxido de carbono en un nivel especifico es un factor crucial para
estabilizar el pH del cultivo celular con medios que contienen tampones a base de carbonato.
Es fundamental controlar con precision los cambios de CO, atmosférico, debido a que estos

pueden alterar el pH del medio [103].
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Capitulo 11

Evaluacion y optimizacion de la
plataforma de microtitulacion elastica

El uso de plataformas de microtitulacion junto a lineas celulares es un método estandari-
zado para evaluaciones farmacologicas, en especial en evaluaciones pre-clinicas. Estos cultivos
in vitro permiten evaluar la eficacia de un firmaco o materiales, asi como su toxicidad. Se han
dado grandes avances en cuanto a las técnicas de aislamiento y cultivo de células primarias; sin
embargo, aun es desafiante lograr que expresen todas las caracteristicas que expresarian in vivo
[27].

Es asi como el desarrollo de nuevos andamios como MEC se presenta como una nueva opor-
tunidad en cuanto al disefio y cultivo celular, los sistemas van desde cultivos en monocapa 2D
hasta complejos sistemas 3D (bioreactores) que logran recrear diversos estimulos mecanicos
[68]; pero aun sin encontrar un punto ideal, en cuanto a la relacion funcionalidad - costo — es-
fuerzo.

La mayoria de sistemas de evaluacion de cultivo celulares han sido disefiados para sistemas
2D; por lo tanto, evaluar un nuevo andamio 3D por microscopia simple puede ser un verdadero
desafio; al ser elementos no estandarizados, no pueden ser evaluados segiin normativas, dificul-
tando aun mas su impacto real y la salud; factores que no deben ser dejados de lado al disefiar
nuevas matrices.

Durante la primera etapa del proyecto N°52-2018-FONDECYT-BM-IADT-AV “Plataforma
avanzada para el estudio in vitro de pardmetros toxicoldgicos de antibidticos de uso en pollos
de engorde como alternativa humanitaria y de menor costo de los modelos in vivo” financiado

por CONCYTEC, se desarroll6 una nueva plataforma para el cultivo de enterocitos de pollos
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de engorde, siguiendo el principio de mecanotransduccion. Se disefid y construy6 una platafor-
ma flexible que permite reproducir tensiones de cizallamiento superficial mediante el flujo de
liquido aplicado directamente sobre las células para imitar los efectos del flujo a los que son
sometidos los enterocitos, el linaje celular mas abundante que se encuentra en el intestino.

En el presente proyecto de investigacion, se evalud la plataforma disefiada por Starez [94],
donde se asegurd que cumpliera cinco requerimientos: (i) dimensiones estandar, (ii) que sea
modular, (iii) de facil manipulacion, (iv) que permita y facilite el cultivo celular y (v) que sea
esterilizable. Asimismo, en la presente investigacion, el uso de una linea celular comercial se
consider6 como apropiada, ya que permitid estandarizar el componente bioldgico, sin limitarse
por el tiempo de vida de los cultivos celulares primarios ni en los conflictos éticos usualmente
implicitos en la obtencion de las células; de esta manera se centraron esfuerzos en la evaluacion

de la plataforma.

2.1. Plataformas de microtitulacion

Las placas de microtitulacién también llamadas microplacas se han convertido en con-
sumibles de laboratorio omnipresentes en el siglo XXI. Se utilizan ampliamente en todas las
instalaciones de pruebas biomédicas. Al igual que muchas invenciones a lo largo de la histo-
ria, esta invencion nace de una necesidad. En 1951, el Dr. Gyula Takatsy buscaba una solucién
rentable para realizar andlisis de sangre por lotes para detectar un virus en medio de un brote de
influenza en Hungria. Takatsky usé bucles en espiral calibrados en lugar de una pipeta y placas
de vidrio con pocillos en lugar de tubos para realizar multiples diluciones en serie simultaneas,
de esta manera inventd la primera microplaca de 8 por 12 pocillos. Simultdneamente, en otro
rincon del mundo, el inventor estadounidense John Liner ide6 un panel basado en vacio con 96
pocillos y, en 1953, le dio al mundo el primer panel desechable basado en estireno al vacio [34].
Durante los aflos previos a 1990, se dieron varios avances. Entre los que mas destacan la crea-
cion de una placa moldeada de 96 pocillos, el mecanizado del filtro de la placa de 96 pocillos y
la placa negra de 96 pocillos. En 1998, una de las evoluciones mas importantes de la microplaca
fue liderada por la Sociedad para la Deteccion Bimolecular y un grupo clave de fabricantes que

se propusieron establecer estandares que todas las microplacas cumplirian en el futuro [78].
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La estandarizacion condujo a una mayor capacidad para desarrollar equipos automatizados para
mover, clasificar y lavar placas en futuros instrumentos. Todos los fabricantes de microplacas
en ese momento modificaron su equipo de produccion segun las especificaciones exactas de los
nuevos estandares de microplaca, y hoy en dia tanto el material (poliestireno) para su fabrica-
cion, asi como los equipos para su evaluacion se encuentran estandarizados.
El poliestireno (Ps) es un polimero termoplastico que se obtiene de la polimerizacion del esti-
reno monomero. Puede venir en dos formas: poliestireno cristal y poliestireno de alto impacto.
La transparencia del material de poliestireno cristalino hizo que las placas y bandejas para cul-
tivos de tejidos de este material, se consideren ideales para la investigacion con microscopia y
debido a que se usan en grandes volimenes son relativamente economicas [31].
A pesar de los usos mencionados del material como plataformas para el cultivo de células, el po-
liestireno, no es recomendado cuando la biocompatibilidad es un requisito, esto debido a que es
inherentemente hidrofoébico con un dngulo de contacto de 109.5 °C y, por lo tanto, inadecuado
para el cultivo celular [59]. De igual forma, este material tampoco es compatible con métodos
de esterilizacion como la autoclave, en su lugar, se recomienda el uso de radiacion gamma.
Para lograr la biocompatibilidad del Ps, se recurre a la exposicion de las placas a descargas de
corona o plasma para generar iones de oxigeno que se insertan en las cadenas de Ps, tal como se
muestra en la Fig. 2.1. Especificamente, los grupos hidroxilo formados en la superficie promue-
ven la union de las células parcialmente al facilitar la adsorcion de las proteinas de adhesion (p.
ej., fibronectina) en el suero incluido en el medio de crecimiento celular [36].
La uniformidad de la fabricacion de placas y matraces de Ps proporciona un sistema para el cul-
tivo celular con resultados reproducibles y un sustrato universalmente aceptado para la biologia
celular comparativa; ventaja de notable importancia.

Si bien el Ps es la opcion dominante de materiales para la biologia molecular y celular con-
vencional, su aplicacion para el desarrollo de nuevas plataformas de cultivo se ha visto limitada
debido a su estructura rigida, que impulsa el uso de nuevos materiales que permitan la genera-

cion de prototipos rapidos, de bajo volumen y bajo costo.
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Figura 2.1: . Modificacién de la superficie de Ps (a) Estructura quimica del poliestireno, (b) ejemplo de
la funcionalizacion de la estructura quimica de poliestireno modificado para ingenieria de tejidos.

2.2. Desarrollo una plataforma de microtitulacion elastica

Afadir una bomba de aire para simular un flujo en una placa de cultivo tradicional de
poliestireno es una labor impensable para la mayoria de investigadores, mas alin, incorporar
disefos de micrografia, puede resultar complicado y contraproducente. Si bien, los diversos di-
sefos y simulaciones computacionales ayudan a recrear los estimulos que estariamos generando
en nuevas matrices, la realidad es que la construccion de estos sistemas, mas all4 de imaginacion
e ingenio, requiere del uso de materiales manipulables, resistentes y biocompatibles [25].
Materiales como el vidrio, 6xido de silicio, y siliconas han sido utilizados para la construc-
cion de nuevos andamios extracelulares artificiales, cada uno ofreciendo ventajas y desventajas
propias de los materiales. La alta inercia en el entorno fisioldgico ha ocasionado darles mayor
relevancia a las siliconas en diferentes aplicaciones biomédicas, incluida la matriz blanda para
la administracion de farmacos, dispositivos de microfluidos, microestampado de compuestos
bioldgicos, cosméticos, apdsitos para heridas, partes de diferentes dispositivos, revestimiento
de catéteres, implantes mamarios, entre otros [41].

Dentro de los diversos materiales probados, el uso de las siliconas, en especial del polidime-
tilsiloxano (PDMS) resulté de gran interés. Este material es parte del grupo de los compuestos
organosilicicos, considerado como un material viscoelastico y cuenta con muchas propiedades

utiles que incluyen buena transparencia Optica, biocompatibilidad, permite la replicacion de
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geometrias finas y complejas, permeabilidad a los gases, estabilidad térmica y es de bajo costo.
Por lo que se convirtidé en un candidato ideal para reproducir las propiedades geométricas y
estructurales de estructuras in vivo [72, 88].

Al trabajar con nuevas plataformas de cultivos, el factor critico a considerar siempre es la célu-
la. El disefio propuesto debe garantizar su biocompatibilidad y favorecer la viabilidad celular.
El PDMS, paso esta prueba y fue reportado por diversos investigadores [25, 76, 77] y sera ex-

plorado con mayor profundidad en las siguientes secciones de este trabajo.

2.2.1. Polidimetilsiloxano y sus caracteristicas

El PDMS esta formado en una cadena repetitiva de moléculas de Si-O con dos grupos me-
tilo unidos a silicio C;H¢OSi,, en presencia de un agente de curado que contiene una molécula
de catalizador (tipicamente platino) y a través del estimulo térmico, provocan un entrecruza-
miento que forma un material elastomérico transparente solido, ideal para la litografia blanda.
En este caso, la mezcla de ambos componentes (generalmente en proporcion 10:1) se vierte en
un molde maestro, fabricado mediante fotolitografia o micromecanizado, de tal manera que el
PDMS no reticulado se ajusta a la topologia 3D del molde, inversamente, replicando las carac-
teristicas a micro y nanoescala.

El disefio y manufactura de andamios celulares basados en PDMS ha sido trabajado a través de
la investigacion en microfluidos, donde dos marcas han sido los mas destacados: (i) RTV-615
de Momentive Performance Materials y (i1) Sylgard 184 de Dow-Corning, ambos kits consisten
en una base y un agente reticulante; siendo Sylgard 184 la de mayor uso y mejor accesibilidad.
Recientemente, el PDMS, ha generado una atencion considerable en numerosas aplicaciones
biomédicas incluidos dispositivos implantables, implantes de tejidos blandos (p.ej. lentes de
contacto), equipos de laboratorio (p.ej. platos, matraces y placas de pocillos), chips de diag-
noéstico (p.ej. micromatrices para analisis de ADN) y componentes microfluidicos. Esta amplia
gama de aplicaciones del PDMS se debe a sus propiedades multifacéticas que incluyen ser iner-
te, no toxico, biocompatible, permeable a los gases, flexible, dpticamente transparente y facil

fabricacion a bajo costo. Estos atributos también lo convierten en un bioandamio prometedor
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para aplicaciones en medicina regenerativa [41, 84].

Tomando en consideracion las caracteristicas mencionadas es que se propone al PDMS como
un material idoneo para su aplicacion en litografia blanda para la creacion de prototipos rapi-
dos y de bajo costo que puedan proporcionar flexibilidad en el disefio del sistema. Se define a
la litografia blanda o suave, como un conjunto de técnicas para replicar estructuras utilizando
diversos moldes, para la cual necesita materiales “blandos” que permitan la replicacion de ta-
les geometrias. Las propiedades tinicas del PDMS permitieron que se convirtiera en el material
predilecto para su aplicacion. El uso de esta técnica, permitio la fabricacion de estructuras com-
plejas que incluyen redes de canales, depositos, bombas y mezcladores en un solo dispositivo;
la facil integracion de estos elementos proporcion6 un control analitico completo sobre los ex-

perimentos, antes no posible [9].

2.2.2. Fabricacion de la plataforma de PDMS

La fabricacion de PDMS incluye la mezcla de dos agentes en proporciones determinadas,
pero ademads del método convencional y establecido por las condiciones dadas por el fabricante,
existen otros dos métodos alternativos para combinar las capas del dispositivo: (a) el uso de
una polimerizacion fuera de relacion y (b) un curado parcial, ambos métodos se describen a

continuacion:

= (a) Polimerizacién fuera de relacion: cada capa del dispositivo se fabrica usando una
relacion base - agente curado, donde una capa se fabrica con exceso de base y la otra con
exceso del agente de curado. Luego, las dos capas del dispositivo se alinean y se ponen en
contacto para extender el proceso de polimerizacion térmica entre las dos capas debido
a la disponibilidad de un exceso de polimeros no reticulados y moléculas de catalizador,

formando un dispositivo monolitico al final.

= (b) Curado parcial: el proceso de polimerizacion de las dos capas del dispositivo se inte-
rrumpe antes de completarse y las dos capas se alinean y se ponen en contacto conforme

para llevar el proceso de polimerizacion hasta el final y obtener un dispositivo monolitico.

Cada uno de estos tres métodos (convencional, fuera de relacién y curado parcial) tiene sus
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propias ventajas y limitaciones para aplicaciones bioldgicas. Lo ideal es buscar que al final del
proceso de polimerizacion, la cantidad de polimeros de PDMS no reticulados sea el minimo,
ya que pueden filtrarse en los pozos de cultivo y afectar negativamente a los ensayos de cultivo
celular; incluso se recomienda dejar a los dispositivos fabricados incubando con medio de cre-
cimiento durante la noche para facilitar la lixiviacion de sustancias quimicas no deseadas dentro
de la losa de PDMS a granel [59].

Por otro lado, las caracteristicas del material dictan las ventajas y limitaciones especificas del
uso de PDMS para aplicaciones bioldgicas. Algunas de estas propiedades se describen en la
siguiente seccion y en la Tabla 2.1. Otras propiedades que seran descritas son: propiedades 6p-
ticas, elasticas, rigidez, permeabilidad de gases, conductividad térmica, conductividad eléctrica,

absorcion de moléculas e hidrofobicidad [59].

Tabla 2.1: Principales caracteristicas del PDMS

Caracteristica Valor
Densidad 0.96 g/ml
Indice de refraccion 1.40
Moédulo elastico 0.57-3.70 M Pa
Angulo de contacto 109.00 - 115.00°
Permeabilidad de gases 35°C 34.00 y 22.00 x 1076 em?/s
Conductividad térmica 0.15W/mK
Constante diaeléctrica 2.30-2.80
Conductividad eléctrica 4.00 x 10130

= Propiedades opticas
El PDMS es un material transparente con un indice de refraccion (IR) de 1.40, mientras
que el IR del vidrio es 1.50; es decir, a pesar de tener un rendimiento menos Optimo que
el vidrio, el PDMS permite una optima visualizacion de imagenes de cultivos celulares

[86].
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= Propiedades elasticas
Cuenta con un modulo de elasticidad de 0.60 a 3.70 M Pa, mucho mas bajo que los
materiales comunmente utilizados para el cultivo celular, como el vidrio (50 GPa) y los
termoplasticos como poliestireno con 3 G Pa. Es justo esta caracteristica la que le permite

el moldeado a través de litografia blanda [58].

= Propiedades de rigidez
Se ha descrito que el PDMS posee un rango amplio de rigidez que puede ir de 5 kPa a
1.72 M Pa [89]. La rigidez puede ser modificada a través de la variacion de la relacion
del producto base - agente de curado; de tal manera que puede imitar la rigidez de una

variedad de tejidos como los descritos en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2: Grado de rigidez de distintos tejidos humanos

Grado de rigidez Tejido humano
14-19 kPa Cerebro
10.0 - 15.0 kPa Musculo cardiaco
0.5-09 MPa Cartilago
7.0-30.0 GPa Hueso

Algunos autores [23, 37] también han mencionado que la rigidez de la MEC puede afectar
la diferenciacion de células, asi como su destino celular y linaje; por lo tanto, el control
preciso de la rigidez de las matrices ofrece la oportunidad de regular, dirigir y favorecer

la diferenciacion de las células.

» Permeabilidad de gases
El PDMS presenta permeabilidad al oxigeno y al dioxido de carbono de 34y 22 x 10~5¢m? /s
respectivamente. Al tener una estructura altamente porosa posee una alta permeabilidad a
los gases y permite un rapido intercambio de gases [59]. En la practica, las losas gruesas
de PDMS sirven como reservorios que permiten la difusion y el suministro constante de
gases vitales (O, y CO,) para el cultivo celular. Si el grosor de la capa de PDMS sobre el

cultivo celular es comparable al de los medios en un matraz o placa de Petri tipicos (1 —
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4 mm), entonces el intercambio de gases y las concentraciones de oxigeno seran simila-
res a los del cultivo celular convencional proporcionando un tampon de medio adecuado
para mantener un pH fisioldgico. Pero si se trabaja con membranas mas finas (<50 um),
permitiran una difusion mas rapida de oxigeno que puede conducir a un microambiente
hipdxico; por lo tanto, los dispositivos que involucran tales geometrias deben evitarse o
debe controlarse el suministro de oxigeno cuidadosamente [59]. Ademas, el PDMS tam-
bién es permeable al vapor de agua (1700 m?/s a 25 °C), lo que requiere un control
preciso de la humedad sobre el cultivo, asi como del control de la evaporacion ya que
puede provocar cambios sustanciales en las concentraciones de iones y reactivos y, por

lo tanto, inducir cambios desfavorables en la osmolaridad y el pH del medio de cultivo

[6].

Conductividad térmica

La conductividad térmica de PDMS es de tan solo 0.15 W /m K, significativamente me-
nor que la del agua de 0.59 W /m K, esto implica que las paredes de PDMS minimizan la
disipacion de calor y, por lo tanto, mantienen el cultivo celular a una temperatura estable.
Esta propiedad junto al control de la humedad ambiental, ayuda a que los dispositivos de
PDMS minimicen las fluctuaciones de temperatura del cultivo, asi como posibles influen-
cias negativas en el crecimiento celular, actividad enzimadtica y expresion de proteinas

[59]

Conductividad eléctrica

El PDMS es un aislante eléctrico con una resistencia eléctrica muy alta (4 x 1013Qm).
Diversos investigadores [29, 52, 66] han aprovechado la baja conductividad de PDMS
para la integracion de electrodos en dispositivos, con gran potencial de aplicacion para

medir las propiedades eléctricas de células individuales, clasificacion celular, entre otros.

Absorcion de moléculas
Por otro lado, debido a su permeabilidad el PDMS es propenso a la absorcion/adsorcion
de moléculas pequefias y biomoléculas. El agotamiento de moléculas pequenias debido

a la absorcion por PDMS puede tener un efecto profundo en las aplicaciones de cultivo
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celular debido al papel fundamental de los factores solubles secretados en la sefializacion,
el comportamiento y la funcion celular. Este fendmeno puede compensarse con el recu-
brimiento superficial de PDMS con materiales de baja permeabilidad como parileno, cera
y el pretratamiento de superficies con métodos sol-gel. También se recomienda hornear
los moldes de PDMS por al menos durante 24 horas para garantizar que se complete el

proceso de curado [59].

» Hidrofobicidad

El PDMS es un material hidrofébico con un angulo de contacto de 109 — 115°, esta carac-
teristica interrumpe gravemente la adhesion y el crecimiento de algunas lineas celulares.
E1 PDMS, a diferencia del poliestireno no puede seguir el mismo proceso de tratamiento
con plasma, debido a la recuperacion hidrofébica, donde las superficies hidrofilicas no
son estables a largo plazo.

Este proceso se debe a los oligdmeros de PDMS no reticulados de bajo peso molecular,
los cuales se difunden desde la mayor parte a la superficie, devolviendo asi el sustrato a
su estado hidrofobico. Obligando a los investigadores a realizar los ensayos de cultivos
celulares en periodos cortos (incluso de menos de 1 hora) después de los tratamientos con
plasma para que las superficies mantengan una hidrofilidad adecuada para la adhesion y
proliferacion celular [76].

En términos generales, se puede considerar al PDMS como un material biocompatible, ya
que no resulta toxico en contacto con cultivos celulares; sin embargo, si se debe considerar
una modificacidn de su superficie para mejorar su compatibilidad con cultivos celulares
adherentes. Ademas, la absorcion de moléculas pequefias y la lixiviacion emergen como

problemas potenciales en las aplicaciones de cultivo de células en PDMS.

2.3. Modificacion de la superficie de PDMS

El principal desafio al trabajar con PDMS, ademads de ser un proceso estrictamente manual
algo tedioso y largo, es su ya mencionada hidrofobicidad y absorcion de proteinas. El mante-
nimiento de la adhesion de células de mamiferos en la superficie del sustrato es crucial para

determinar la viabilidad, proliferacion y diferenciacion celular. Por lo tanto, la hidrofobicidad
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inherente del PDMS puede resultar desfavorable para el cultivo celular, que provoca que las
células finalmente se desprendan de la superficie.

Ante esta problematica diversos autores [82, 90, 93] consideraron la modificacion de la super-
ficie de plataformas de PDMS como parte de su proceso de fabricacion, siendo los métodos
mas usados: exposicion a alta energia, mezcla con surfactantes y recubrimientos proteicos [53].
Algunos autores, incluso recomiendan la combinacion de distintos métodos para una mejorar
hidrofilidad, una de las combinaciones mas populares serian el tratamiento con plasma de oxi-
geno y su posterior recubrimiento con proteinas que promueven la adhesion, como fibronectina,
laminina y colageno, para que sean adecuadas para el cultivo celular [39, 40].

Aun cuando, la mayoria de las lineas celulares prefieren una superficie relativamente hidrofila
para su adhesion y proliferacion; algunos autores [43] mencionan que las superficies altamente
hidrofilas exhiben propiedades antiincrustantes que impiden el cultivo celular en dichas super-
ficies. Los citados sugieren que las camaras de cultivo donde tendria lugar el crecimiento y la
proliferacion celular deben tratarse para que sean relativamente mas hidrofilicas, mientras que
el resto del dispositivo debe tratarse para que sea muy hidrofilico, minimizando la absorcion de
moléculas pequenas y la adsorcién no deseada de proteinas como, por ejemplo, enzimas.

En la siguiente seccion se describe los métodos mas utilizados para la modificacion de superfi-

cies de PDMS.
Exposicion a alta energia

El método de exposicion de alta energia se basa en la aplicacion de energia en la super-
ficie para introducir varios grupos polares. Con este fin se han utilizado descargas de corona,
radiacion UV en combinacion con tratamientos con plasma de ozono, oxigeno y otros gases [2,
12].

Entre las variantes mencionadas, el tratamiento con plasma es el mas utilizado, debido a que es
un proceso relativamente simple y corto. Los gases de oxigeno, nitrégeno, argdon, bromuro de
hidrogeno y cloro se utilizan principalmente en el tratamiento con plasma. Estos gases se di-
socian y reaccionan con la superficie del PDMS para introducir grupos funcionales [10]. Entre
todos, el tratamiento con plasma de oxigeno muestra el aumento mas rapido de la hidrofilicidad

de la superficie de PDMS al eliminar los grupos de hidrocarburos e introducir grupos de silanilo
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polar (SiOH) a través de la oxidacioén quimicos (Fig. 2.2).

Figura 2.2: Modificacion de la superficie de PDMS por tratamiento con plasma de oxigeno. Después de
la oxidacion, los grupos hidrofobicos —C' Hs se reemplazan por los grupos silanol hidrofilicos (SiOH) y
mejoran la humectabilidad. Modificado de [36].

Este proceso se logra mediante el uso de una descarga de gas inducida por radiofrecuen-

cia a baja presion, La superficie a hidroxilar se carga en la cdmara de reaccion y se evacua bajo
una bomba de vacio. El gas portador, O,, se dispone sobre la superficie y se expone a energia
de radiofrecuencia que se aplica alrededor de la cdmara y da como resultado la ionizacion. Los
electrones subsiguientes chocan con moléculas de gas neutro produciendo radicales libres, io-
nes y electrones libres quimicamente activos. Este tratamiento permite modificar la mayoria de
las superficies de manera uniforme y no hay subproductos dafiinos de la reaccion [36].
Durante el tratamiento con plasma de oxigeno se dan dos procesos simultineamente: grabado
de la superficie con oxigeno atomico para dar productos de reaccion volatiles y la formacion de
grupos funcionales que contienen oxigeno en la superficie. Ademas de los grupos hidroxilo, el
tratamiento con plasma de oxigeno también generara enlaces C=0, C-O y C-O-C en la superfi-
cie, lo que aumentara la energia libre superficial [36].
La hidrofilia mejorada resulta evidente al disminuir el angulo de contacto con el agua (WCA,
por sus siglas en inglés) en la superficie del PDMS en aproximadamente 30° [71]. El principal
inconveniente de esta técnica resulta en que es una modificacion energéticamente desfavorable
y el aumento de la energia es superficial, por lo tanto, las cadenas cortas de polimero sin tratar
en la mayor parte del polimero migraran a la superficie para devolver la quimica de la superficie
a su forma original en un proceso conocido como: envejecimiento.

En consecuencia, la recuperacion hidrofobica se inicia en cuestion de minutos y al cabo de 24h,
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la superficie exhibe una recuperacion completa, lo que limita su idoneidad para la siembra de
células [4, 42]. Por lo tanto, en lugar de usar un dispositivo PDMS tratado con plasma para
el cultivo celular directamente, el tratamiento con plasma es sugerido como un pretratamiento
para facilitar la adhesion de otros materiales de recubrimiento para una union celular sostenible
[13, 56].

Algunos métodos para ralentizar o evitar que ocurra esta recuperacion incluyen mantener la
superficie en agua inmediatamente después del tratamiento y eliminar los polimeros sin curar
mediante extraccion con solventes [53]. Sin embargo, no se ha establecido la utilidad de estos
enfoques para microfluidos de gotas, y es probable que la exposicion de la superficie al aceite
anule estos efectos.

Cabe resaltar que, los polimeros con mayor densidad de reticulacion, como el PS, son estables
después del tratamiento con plasma y, por lo tanto, menos propensos al envejecimiento. Por
otro lado, también se debe considerar que los métodos de exposicion a alta energia vuelven la
superficie de PDMS quebradiza debido a que los rapidos cambios en la quimica de la superficie
facilitan que se doblen o rompan durante esta etapa, lo que puede llevar a hoyos o grietas de
tamafio nano a micro en la superficie [79]. Este proceso debe reconocerse si se esta evaluando

la rugosidad de la superficie.
Absorcion y adsorcion de biomoléculas

La adsorcion de proteinas por MEC es un método bien aceptado y ampliamente utilizado
de modificacion de la superficie en todo tipo de sustratos; incluso en dispositivos como los
biorreactores de microfluidos [82]. La modificacion de proteinas mejora la biofuncionalidad de
la superficie mientras mantiene las propiedades del sustrato, especialmente para los elastomeros
que se emplean para investigar la mecanotransduccion, como el PDMS. Este método puede
subdivirse segun la forma en la cual interactua con la superficie, pudiéndose dar una union
por fisisorcion, quimisorcion o por union a través de enlaces covalentes; los mismos que se

describen a continuacion:

» Fisisorcion

Es una interaccion basada principalmente en las interacciones de Van der Waals entre las
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proteinas y la superficie. La fisisorcion de proteinas permite crear superficies bioldgica-
mente activas gracias a la creacion de capas uniformes casi inmediatamente después de
la incubacion en una solucidn bioldgica.

Si bien, la fisisorcién de una proteina representa un método facil para la modificacion
de la superficie, no se comprende completamente por qué y como se adsorben en la su-
perficie. Se sabe que algunos parametros como la fuerza idnica y la temperatura pueden
alterar el comportamiento de adsorcion, pero se acepta que la principal fuerza impulsora
detras de la adsorcion de proteinas es una ganancia de entropia por la liberacion de iones
de agua y sal adsorbidos en la superficie y por reordenamientos estructurales dentro de la
proteina.

A bajas densidades superficiales, las proteinas se orientaran de modo que las regiones con
carga opuesta entren en contacto con la superficie. Analogamente, si la superficie es hi-
drofilica, las proteinas haran contacto superficial con sus residuos hidrofilicos. A medida
que aumenta la densidad de proteinas de la superficie, las interacciones proteina-proteina
se vuelven mas dominantes y las proteinas se reorientaran para disminuir las fuerzas re-
pulsivas generales [36].

La adsorcion fisica de proteinas a una superficie no es considerada como un enfoque
solido para la modificacion de la superficie, ya que es conocido que las proteinas fisi-
sorbidas en superficies de PDMS oxidadas se desorben en cultivo estatico con el tiempo.
La fibronectina (FN) y la albimina de suero bovino (BSA) son proteinas comunes para
modificar metales, polimeros y vidrio para areas adhesivas y no adhesivas de células,

respectivamente [36].

= Quimisorcion
Corresponden a los métodos basados en propiedades electroestaticas mas fuertes o unio-
nes de hidrégeno. Por ejemplo, superficies de vidrio y silicona se han modificado quimi-
camente mediante el autoensamblaje capa por capa de polielectrolitos o la copolimeri-
zacion por injerto de acido acrilico. Ademas, debido a la simplicidad y estabilidad de la

reaccion, la modificacion de la superficie a través de la silanizacion es la mas utilizada.

» Enlaces covalentes
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Este método generalmente implica la union de dos tratamientos para facilitar la union
covalente de la superficie modificada con la proteina objetivo y puede lograrse de di-
versas maneras. Por ejemplo, se ha reportado el uso de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
carbodiimida (EDC) para activar cualquier grupo de acido carboxilico generado por el
tratamiento con plasma para unirse covalentemente con las proteinas [26]. La reaccion
covalente de glutaraldehido a la amina primaria en el silano proporciona un grupo final

para la reaccion adicional de las aminas primarias de proteinas.

= Proteinas para el recubrimiento de superficies
Las proteinas de la MEC, como el colageno y fibronectina, se utilizan generalmente para
recubrir el PDMS y proporcionar un medio natural para la union y la supervivencia de
las células. Las proteinas presentes en la MEC pueden mostrar un autoensamblaje en la
superficie de PDMS mediante un enlace covalente y facilitan la adhesion del cultivo celu-
lar en la superficie al alterar la hidrofobicidad de la superficie de PDMS. Sin embargo, la
adicion y disociacion de las células en la superficie dependera del tipo de célulay su MEC
nativa [71]. En la siguiente seccion, se explorara acerca de la interaccion entre PDMS —

colageno y PDMS —BSA, dos de las proteinas mas utilizadas como recubrimiento.
Colageno

El colageno es la principal proteina fibrosa insoluble que se encuentra en la matriz ex-
tracelular (MEC) y el tejido conectivo. Los coldgenos representan los principales componentes
que proporcionan la rigidez e integridad general del tejido. Hay 28 tipos diferentes de colageno
en esta superfamilia de proteinas. La superfamilia del coldgeno se caracteriza por tener cada
cadena que contiene uno o mas motivos de aminodcidos repetitivos (Gly-X-Y), donde X es la
prolina o hidroxiprolina e Y representa cualquier aminoacido.

La cadena de aminodacidos se autoagrega para formar una estructura de triple hélice dextrogira,
la glicina reside dentro del nucleo de la proteina mientras que X e Y estan expuestos en la super-
ficie. La estructura de triple hélice se estabiliza mediante la prolina y la hidroxiprolina mediante
la formacion de un enlace de hidrogeno que impide la rotacion, de los cuales, las variaciones en

términos de composicion de aminoacidos, longitud y empaquetamiento de dominios de triple
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hélice difieren entre los tipos de colageno [46]. Los colagenos tipo I-III son los mas abundan-
tes y constituyen el 80-90 % del coldgeno corporal total, otros colagenos de consideracion se

describen en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3: Principales tipos de colageno y sus funciones fisiologicas

Tipos de
Funciones
colageno
Actua como un andamio estructural en el tejido musculoesquelético, como en
Tipo I

los tendones y los huesos, y en la piel
Tipo I  Se presenta en la mayoria del cartilago y cuerpo vitreo.
Tipo Il Existe en paralelo con el colageno tipo I excepto en huesos y tendones
Principal formador de redes en la membrana basal. Subyace en las células epi-
Tipo IV teliales y endoteliales, actuando como una barrera entre los compartimentos ti-
sulares
Proteina estructural y de sefializacion. Tiene una estructura de filamento de per-
Tipo V  las moleculares tnica y se encuentra en la interfaz entre la membrana basal y la

matriz intersticial

Como se menciond, el colageno es un componente universal de las proteinas constituyen-
tes de la matriz extracelular en los organismos vivos y tiene varias funciones, como apoyar la
division celular, la migracion y la diferenciacion en el cuerpo. El coldgeno se ha utilizado para
una variedad de cultivos, incluidos 2D, 3D, asi como diversos tipos de células y organoides,
ademas de aplicaciones biomédicas, incluido el cultivo extendido de células terapéuticas, piel
artificial, cosméticos y reconstruccion de tejidos [65].

Por otro lado, esta proteina también tiene la capacidad de aumentar la hidrofilia de PDMS en
mayor medida entre las proteinas de MEC y, por lo tanto, es el mas utilizado para el cultivo
celular [69] y como recubrimiento de la superficie de PDMS. En la Fig. 2.3 se muestra el auto-
ensamblaje en la superficie de PDMS mediante un enlace covalente de los enlaces apolares, esta
acumulacion proteica en la superficie se da a través de fuerzas débiles como la electrostatica,

hidrofébica y de van der Waals. Por lo tanto, es bastante facil que las moléculas de colageno se
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filtren en la solucion, lo que da como resultado un recubrimiento de colageno no uniforme [71,

90].

Figura 2.3: Representacion esquematica de la modificacion de PDMS con colageno 1. Los grupos polares
de colageno I se unen covalentemente con la superficie de PDMS para autoensamblarse y proporcionar
la plataforma para la unién celular. Modificado de [55]

En consecuencia, el colageno podria no ser adecuado para experimentos a largo plazo.
Ademas del colageno tipo I, también se ha reportado usos del colageno tipo IV como recubri-
miento, dando como resultado la reduccion del &ngulo de contacto con el agua (WCA) en PDMS
en aproximadamente un 10 %, lo que indica que es un reactivo débil para usar en la siembra en
PDMS [55]. Por ultimo, dado que el recubrimiento de colageno es un paso costoso y lento, se

debe evaluar seriamente su uso como recubrimiento.
Albtimina de suero bovino

La albimina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés) es una proteina que se en-
cuentra predominantemente en el sistema circulatorio de la vaca, también es un constituyente
del componente de suero de la leche bovina. Tiene un peso molecular de 66 433 Da (583 ami-
noacidos) y se cree que se encuentra en la leche debido a un deterioro de las uniones estrechas
entre las células epiteliales mamarias que restringen el movimiento de moléculas desde la san-
gre hasta el compartimento secretor de la glandula mamaria bovina [69, 95].

La albumina de suero bovino se usa a menudo como suplemento proteico en medios de cultivo
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celular, sin embargo, existen reportes que indican que la albumina de suero bovino residual en
algunas formulaciones a veces ocasiona efectos adversos debido a sus propiedades antiadheren-
tes [73]. A pesar de que los efectos del BSA combinados con tensioactivos han sido estudiados,
los efectos de BSA de forma independiente han sido dejados de lado y se desconoce en gran parte
los efectos causados por la adsorcion de BSA en PDMS, incluso algunos autores [1] demostra-
ron que varias preparaciones comerciales de BSA tenian un potencial inhibidor del crecimiento
de la linea celular de cancer de mama humano, MCF-7. Sin embargo, el BSA también ha sido
utilizado como proteina para la modificacion de hidrofilidad de superficies de PDMS, por lo
tanto, se deja en claro la necesidad de investigar a mayor profundidad la interaccion de esta

proteina con las lineas celulares y las matrices extracelulares artificiales.
Modificacion con agentes surfactantes

La modificacién quimica de la superficie de PDMS a través de su mezcla con surfactan-
tes proporciona un enlace covalente fuerte y estable a los restos de adhesion celular, Pluronic
F127, F68, Tween 20, Triton X-100 y PDMS-EO son algunos agentes tensioactivos no idnicos
que han sido utilizados con este fin en la modificacion de PDMS [71]. Los agentes tensioactivos
tipicamente consisten en porciones tanto hidrofobicas como hidrofilicas, han sido ampliamente
reconocidos como materiales ttiles para esparcir soluciones acuosas sobre superficies hidrofo-
bicas.

Una desventaja de usar un agente humectante, como los mencionados agentes surfactantes, para
mejorar la humectabilidad es el riesgo de alterar la solucion de manera no deseada. Por lo tanto,
normalmente se utilizan concentraciones muy bajas del agente humectante. Estas concentra-
ciones bajas también pueden ser laboriosas de aplicar si se dispone de una cantidad limitada
de soluciones objetivo [14, 35]. En la presente investigacion se consideraron tres surfactantes:

Pluronic F127, Triton X-100 y Tween 20.

= Pluronic 127
Es un copolimero tribloque que comprende una parte hidréfoba, poli-6xido de propileno
(PPO, por sus siglas en inglés) en el medio (70 unidades) flanqueada por dos cadenas

hidrofilicas poli-6xido de etileno (PEO, por sus siglas en inglés) (20 unidades cada una),
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su formula es: HO[CH,CH,0],O0[CH,CH(CH3)O];,[CH,CH,0O],OH.

La existencia de partes hidrofobicas aumenta la probabilidad de interaccion hidrofobica
con PDMS, mientras que las partes hidrofilicas brindan la oportunidad de aumentar la
humectacion hidrofilica al introducir una interfaz externa de dominio de porciones hidro-
filicas [97]. La solucién Pluronic F127 suele prepararse en etanol, donde el copolimero
en bloque forma facilmente micelas complejas con una concentracion critica de miceli-
zacion (CMC) muy baja, junto con los unimeros en la solucion. Al anadir una pequena
cantidad de solucion de Pluronic F127 al pre -polimero de PDMS, los unimeros y las mi-
celas de Pluronic F127 quedan rodeados por el entorno muy hidrofébico del prepolimero
huésped: PDMS.

Las micelas originales de la solucion a base de etanol, con partes de PPO en el interior y
partes de PEO como moléculas de etanol en el exterior, se disuelven en el entorno hidro-
fobico. Seguiria un reordenamiento de los unimeros de Pluronic F127 o la formacién de
un nuevo tipo de micela. Sin embargo, dado que tal reordenamiento ocurri6 junto con el
proceso de curado de PDMS, el proceso podria congelarse en un estado de transicion.
Ademas, como aditivo anfifilico en PDMS, Pluronic F127 tiene tendencia a migrar a la
superficie. Esto significa que puede haber algunas moléculas de Pluronic F127 en la su-
perficie del PDMS curado (incrustado en la superficie), que no estan en la configuracion
ideal para producir una alta hidrofilia, ya que la molécula se configura durante el proceso
de curado, donde hay poca o ninguna interaccion hidrofilica. Estas configuraciones se
reorganizan a la configuracion 6ptima en presencia de agua; que es cuando la parte hi-
drofobica (PPO) esta en la superficie, pero incrustada en el PDMS, mientras que la parte

hidrofilica, la PEO, se extiende desde la superficie [35, 44].

Triton X-100

Triton X-100 es un surfactante no i6nico (sin carga) que contiene cadenas de polioxieti-
leno como restos hidrofilicos, es usado como agente humectante de soluciones de tincion,
limpieza y grabado. Su formula es C1sH,50,, y es un derivado de poli(etilenglicol) que
es poli(etilenglicol) en el que uno de los grupos hidroxi terminales se ha convertido en

el p-(2,4,4-trimetilpentan-3-il)fenil éter correspondiente [14, 98]. Ha sido utilizado para
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la reduccion del angulo de contacto en superficies de PDMS; se ha reportado la reduc-
cion del angulo de contacto desde 113° hasta 46° gracias a la aplicacion de Triton en la

superficie de PDMS con tolueno [75].

= Tween 20
El reactivo sorbitan de polietilenglicol, conocido como Tween 20, tiene la férmula mole-
cular: C,4H5001. Se clasifica como un ingrediente inactivo o necesidad farmacéutica, en
productos tdpicos que funcionan como analgésicos, antirreumaticos, oticos, quemaduras
y quemaduras solares. Este polisorbato es utilizado en productos farmacéuticos por va-
rias razones, incluida la modificacion de la absorcion de un ingrediente activo. También
es considerado como un agente clarificante o de relleno en productos oftdlmicos y como
agentes de limpieza, humectantes o solventes para lentes de contacto en concentraciones

que no excedan el 1.0 % [99].

2.4. [Evaluacion del angulo de contacto

El angulo de contacto es un parametro fundamental para conocer propiedades como la
humectabilidad (hidrofilicidad en caso del agua) de los materiales. Una superficie es hidrofilica
si el angulo de contacto es menor de 90°, hidrofobica si el angulo de contacto es mayor de 90°,
y superhidrofdbica si es mas de 150° [50].

Las mediciones estaticas del angulo de contacto se obtienen depositando una gotade 1 a2 ul de
agua desionizada sobre el sustrato. Se mide el angulo (#) en el que se encuentra la gota de agua
(u otro liquido) que descansa sobre la interfase liquido-sélido. Una gota que descansa sobre una
superficie con un angulo de contacto definido (6 >0°) existe en un estado de equilibrio parcial-
mente humectante. Si, = 0°, ese estado se define como mojado completo. La humectacion

parcial se puede describir con la ecuacion de Young (Ecuacion 2.1).
A A @1

El equilibrio mecanico de un 4ngulo de contacto se expresa en términos de equilibrio de fuerzas
utilizando un sistema trifasico: liquido, gas y s6lido, como se ve en la Fig. 2.4. Aqui, la energia

interfacial del solido-liquido (ysl), la energia interfacial del liquido-gas (ylg) y la energia inter-
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facial del gas-sélido (ygs) pueden describir el angulo de contacto.LL.os cambios en las variables

de energia interfacial dan como resultado cambios en el angulo de contacto medido.

Figura 2.4: Componentes en ingenieria de tejidos. Creado en Biorender

Explicado de otra manera, en un sistema ideal, la forma de la gota de liquido estaria
completamente determinada por la tension superficial del liquido. En un liquido puro, cada
molécula en el sistema a granel es atraida por igual en todas las direcciones por sus moléculas
vecinas, lo que da como resultado una fuerza neta cero.

Esto no es cierto para una gota de liquido. Las moléculas liquidas expuestas a la superficie son
atraidas hacia adentro por las moléculas vecinas creando un desequilibrio en la fuerza neta. Esto
hace que el liquido contraiga su area superficial para mantener su energia superficial libre mas
baja y se conoce como tension superficial. Por lo tanto, un angulo de contacto medido es el
resultado de la tension superficial de los liquidos y las fuerzas externas [36].

En la presente seccion se evalua la implementacion de un nuevo método para la fabricacion de
las plataformas elésticas, asi como la modificacion de superficies para mejorar su hidrofilidad
con colageno y BSA; ademas de la modificacion a través de surfactantes tales como Triton X —

100, Pluronic 127 y Tween 20.

2.5. Métodos de evaluacion de cultivos celulares para estu-
dios farmacologicos

En comparacion con otras disciplinas biomédicas, los sistemas de cultivo celular se han
adoptado sistematicamente para su uso en toxicologia solo recientemente, debido a la dificul-

tad de extrapolar los datos in vitro a la situacién in vivo con fines regulatorios. Sin embargo,
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en las dos tltimas décadas, los avances tecnologicos que utilizan sistemas de cultivo celular y
esfuerzos para limitar el uso de animales de investigacion por razones €ticas y técnicas, han
promovido su uso en investigaciones toxicologicas.

Los factores de crecimiento, asi como el uso de nuevos sustratos capaces de estimular la proli-
feracion celular y/o la expresion de funciones especificas, asi como el uso de técnicas analiticas
sofisticadas para estudios mecanisticos, junto con procedimientos automatizados, han jugado
un papel fundamental para promover el uso de estos métodos alternativos al uso de animales
de investigacion [11]. La continua evolucion de diversos modelos in vitro basados en células
madre, lineas celulares humanizadas y tejidos organotipicos disefiados, asi como numerosos
ensayos celulares basados en lineas celulares derivadas de tumores establecidas y sus derivados
genéticamente modificados, fueron desarrollados con el objetivo de incrementar la predictivi-
dad y relevancia en los ensayos toxicologicos [21, 24].

Inicialmente, la mayoria de ensayos in vitro eran relativamente sencillos con una aplicacion
muy limitada [3], pero no lograban la relevancia necesaria en su campo. Es asi como la bus-
queda de modelos celulares de mayor relevancia llevo al desarrollo de novedosas técnicas, asi
como modelos in vitro basados en ciencias dmicas y métodos in silico de mayor complejidad.
Sin embargo, la estandarizacion y reproduccion de estos ensayos sigue siendo un desafio.

La normativa ISO 10993-5 describe los métodos utilizados y estandarizados para evaluar la
citotoxicidad in vitro de dispositivos médicos. Esta normativa también indica los equipos y mé-
todos aprobados para su evaluacion; entre los equipos minimos requeridos se encuentran: cabina
para cultivo celular (cabina de flujo laminar o de bioseguridad), incubador (CO,y humedad),
lectora de microplacas, centrifuga, refrigerador y congelador (-20 °C), contador de células, mi-
croscopio invertido, tanque para nitrégeno liquido o criostato y esterilizador. Entre los insumos
requeridos encontramos: contenedores para el cultivo de células como frascos, placas Petri, bo-
tellas con tapa rosca (roller bottles), placas multipocillos, ademas de sistemas de filtracion al
vacio de 0.22 um, pipetas descartables y micropipetas, jeringa y agujas, contenedores de dese-
chos, medios de cultivo, suero, reactivos y células. Por tiltimo, otros equipos no necesarios pero
que se pueden considerar: bomba de aspiracion (peristaltica o de vacio), pH metro, microscopio

confocal y citometro de flujo.
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Por tal motivo, se consider6 importante garantizar la compatibilidad de la plataforma disefiada
con los métodos disponibles y estandarizados para la evaluacion, en este caso se presto especial

atencion a tres equipos: incubadora, microscopio invertido y lectora de microplacas.

2.6. Elementos basicos para la fabricaciony evaluacion de un
sistema de microtitulacion elastica

El uso de nuevos materiales presenta oportunidades para el disefio y construccion de pla-
taformas, ademas de nuevas expectativas acerca del desarrollo de los cultivos in vitro. La in-
troduccion del PDMS ha beneficiado a los investigadores con nuevos procesos de disefio y
fabricacion que ayudan a crear dispositivos personalizados para una aplicacién biomédica es-
pecifica en un tiempo y presupuesto razonables. E1l PDMS es considerado la opcion lider para
el cultivo de células en sistemas de microfluidos debido a su conveniencia, confiabilidad y ver-
satilidad [71].

En contraparte, este material también presenta grandes desafios para los investigadores durante
su proceso de fabricacion, ya que, al utilizar métodos y disefios Unicos, la automatizacion de
procesos es limitada y los productos pueden no ser facilmente reproducibles. El desarrollo de
la plataforma elastica retratada en la presente investigacion, intenta hacer frente a parte de esta
problematica a través de dos enfoques: en primer lugar busca que la plataforma presente di-
mensiones estandarizadas, similar a las plataformas mas utilizadas en diversas investigaciones
en cultivo de tejidos y estudios farmacolégicos, y en segundo lugar, busca que no solo presen-
te similitudes entre los disefios utilizados, sino que busca asegurar su compatibilidad con los
equipos mas utilizados en la evaluaciones toxicologicas.

Los resultados expuestos en el capitulo anterior dejaron en claro que la plataforma eléstica atin
no cumplia con todos los requerimientos para considerarla funcional para el cultivo de célu-
las. Por consiguiente, en el presente capitulo se ahondaron esfuerzos en mejorar el disefio (para
mejorar su compatibilidad con los equipos), el método de elaboracion (para disminuir posibles
contaminantes) y por ultimo, su biocompatibilidad.

El nuevo método de elaboracion de la plataforma se basé en el marco de normativa de Buenas

Précticas de Manufactura [102] y sugerencias de diversos autores. Por ultimo, se realizd una
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investigacion de mayor extension en cuanto a la mejora de la biocompatibilidad, donde se con-
cluyo que el punto clave de mejora se encontraba en la disminucion de la hidrofobicidad de la
superficie, que provoca una pobre adhesion celular, asi como la creacion de islas de disociacion
de agregados celulares. En este capitulo también se exploran dos métodos utilizados para me-
jorar la hidrofilicidad de la superficie: revestimiento con proteinas y la modificacion a través

de la mezcla con surfactantes.

2.7. Materiales y métodos

La linea celular HeLLa (ATCC CCL-2) fue gentilmente compartida por el Dr. Juan Lopez
Smith del Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear, seccion Quimica de la PUCP. Las
placas microtituladoras estériles de poliestireno para cultivo celular de 24 pocillos Corning®
24 Well TC-Treated Microplates fueron adquiridas de la empresa Sigma-Aldrich (Misuri, Esta-
dos Unidos). Phosphate buffered saline (PBS), Dulbecco’s Modified Eagle Medium: High glu-
cose con L-glutaminna y Sodium Pyruvate, Gibco™ Antibiotic Antimycotic Solution (100x),
trypsin-EDTA 0.25 % y Fetal Bovine Serum (FBS) fue adquirido de Fisher Scientific (Pittsburg,
PA). Triton X-100, Bovine Serum Albumin (BSA), Pluronic — 127, Azul de tripano y kit listo
para usar WST1, fueron adquiridos de Sigma Aldrich (Misuri, Estados Unidos). Solucion de
colageno (3 mg/ml) fue adquirido de Stemcell Technologies (Vancouver, Canada). El prepoli-
mero Sylgard 184 fue adquirido de Dow Corning (Midland, MI).

La instrumentacion utilizada para esta investigacion incluy6 la camara digital Canon EOS 1300,
EF-S 18-55 IS I1 (Tokio, Japon), micropipeta de 10 ul, software ImagelJ, hemocitdmetro conven-
cional Isolab (Wertheim, Alemania), microscopio invertido Zeiss A1, Axiocam ERC 5s Image-
nes analizadas con software (Jena, Alemania), lectora de microplacas DIAReader ELX800G
(Dialab, Austria), incubadora para cultivo celular Heracell™ VIOS 1601 CO2 (Nuevo Hampshi-
re, Estados Unidos), autoclave VS-2/1-L de la empresa Steelco (Riese Pio, Italia), incubadora
ECOCELL® de MMM Group (Semmelweisstra3e, Alemania), sonicador (JP Selecta ™, Espa-
fia).

La plataforma eléstica diseniada por [94], fue fabricada en PDMS a través de un proceso de

curado con piezas de acido polilactico (PLA, por sus siglas en inglés) impresas en 3D con el
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método de Fused Deposition Modelling (FDM). Para la pieza base se utilizé VeroClear, un ma-
terial transparente que simula el polimetilmetacrilato (PMMA, por sus siglas en inglés) y fue
impreso con tecnologia Polyjet. Cabe resaltar que el disefio base de la plataforma cuenta con
las dimensiones descritas en la Norma ANSI/SBS 1-2004 de las placas convencionales con una
matriz de 6 x 4 y un pocillo individual de 15 mm de didmetro.

Siguiendo las indicaciones del disefio inicial [94], se realiz6 la mezcla manual 20:2 (en peso)
de los dos componentes de SYLGARD® 184 por 10 minutos, se aplico a vacio -0.95 atm en-
tre 45 - 60 minutos, para luego colocar la muestra en los moldes, previamente desinfectados
con isopropanol, y se incubaron con la mezcla a 60 °C por 6 horas. Finalizado este periodo,
se desmoldo6 cuidadosamente y se ensamblaron las piezas utilizando SYLGARD® 184 como
pegamento, y fueron nuevamente incubadas por 6 horas.

Se dividio en tres partes la plataforma elastica: base impresa en tecnologia Polyjet, la platafor-
ma en PDMS, y la tapa del sistema. Asimismo, describe que para garantizar la esterilizacion de

todas las partes se siguieron tres protocolos resumidos en la Tabla 2.4 y descritos a continuacion:

= Protocolo 1: limpieza con IPA con hisopo sobre las superficies, ventilacion por 10 min
en la cabina de extraccion, sonicacion por 10 min con alcohol 70°C, ventilacion final por

30 - 60 min en la cabina de extraccion
= Protocolo 2: Autoclavado modo descontaminacion (137 °C, 1.25 atm, 45 min).

= Protocolo 3: Piezas en contenedor hermético con pastillas de formalina por espacio de 8

horas.

Tabla 2.4: Protocolos de esterilizacion del molde de PDMS, base y tapa de la plataforma

Protocolo
Pieza 1 2 3
Plataforma PDMS X X
Base y tapa X X

En esta tesis, la plataforma elastica fue evaluada a través de dos factores claves: (a) compa-
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tibilidad con los equipos que permitiran su evaluacion y (b) funcionalidad para el crecimiento y
evaluacion de un cultivo celular. Esta evaluacion se realizé tomando como control una platafor-
ma de microtitulacion comercial. La metodologia utilizada para la evaluacion de la plataforma
elastica fue a través de la comparacion con una plataforma de microtitulacion comercial, los
equipos evaluados fueron: microscopio invertido, incubadora y lectora de microplacas. Para su

evaluacion se utilizaron las listas de verificacion indicadas en las Tablas 2.5, 2.6, 2.7.

Tabla 2.5: Lista de verificacion de compatibilidad con el microscopio invertido

Caracteristica Cumple No cumple Observaciones

Permite posicionar la placa de cultivo

en el equipo

Permite el paso de luz para la visualizacion

Permite la observacion del fondo de

la plataforma

Permite distinguir formas celulares de

posibles contaminantes

Tabla 2.6: Lista de verificacion de compatibilidad con la incubadora

Caracteristica Cumple No cumple Observaciones

Permite posicionar la placa de cultivo en el equipo

Permite la difusion y equilibrio de CO, y humedad

Permite el cierre de la incubadora

Tabla 2.7: Lista de verificacion de compatibilidad con la lectora de microplacas

Caracteristica Cumple No cumple Observaciones

Permite posicionar la placa de cultivo en el equipo

Permite el paso de luz para la visualizacion
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Permite registrar mediciones

Por otro lado, la compatibilidad con el crecimiento y evaluacion de un cultivo celular se
realizo a través de la evaluacion de tres factores complementarios: morfologia, viabilidad y pro-

liferacion, tal como se muestra en la Fig. 2.5.

Figura 2.5: Factores a evaluar en la funcionalidad de la plataforma para el crecimiento celular. Creado
en BioRender.com

La morfologia de las células cultivadas fue evaluada con el microscopio invertido Axio-
Vert Bio (Zeiss, Alemania). Las células adherentes como las HeLa tienen forma poligonal con
dimensiones mas regulares y crecen en monocapa extendida en la superficie. Por lo tanto, en el
examen visual, se busca confirmar esta forma de crecimiento como sefial del estado saludable
de las cé¢lulas y advertir posibles signos de degradacion o contaminacion. Algunos de las sefiales
de deterioro de las células incluyen granularidad alrededor del nicleo, desprendimiento de las

células del sustrato, vacuolacion citoplasmica, acumulacion celular, inhibicion en la extension
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celular y crecimiento no estratificado [103].

Otro factor a evaluar a simple vista es el cambio en la coloracion del medio. En el desarrollo de
la presente investigacion se utilizé el medio DMEM con indicador rojo fenol, por lo tanto, en
caso de que se desarrollen contaminantes; el medio se acidificara y dara como resultado un tono
naranja; en cambio, si se produce la muerte celular, el medio virara a un color violeta caracteris-
tico de un medio basico. Para sistematizar la evaluacion, se elaboro la Tabla 2.8 de verificacion

del cultivo y su morfologia.

Tabla 2.8: Lista de verificacion para evaluacion del cultivo y su morfologia

Criterio Cumple No cumple Observacion

Color del medio rojizo — cereza

Apariencia blanquecina en el medio de cultivo

Granularidad alrededor del ntcleo

No se observa desprendimiento celular del sustrato

No se observa vacuolacion citoplasmatica

No se observa acumulacion celular

Crecimiento en extension

Crecimiento estratificado

Crecimiento de contaminantes

La evaluacion de la viabilidad celular se realizo por el método de exclusion con el colo-
rante azul de tripano y un hemocitémetro. El principio de esta técnica se basa en que las células
viables no captaran el colorante debido a que la membrana celular conserva su integridad, mien-
tras que las células que se tifien de azul son las que tienen la membrana danada y carecen de
viabilidad [18]. Al ser las HeLa células adherentes, para poder estudiar su viabilidad por el mé-
todo de exclusion requieren primero ser desadheridas de la superficie de cultivo. Para ello se
siguieron los protocolos establecidos para el subcultivo de células con la solucién enzimatica

de tripsina —EDTA (4cido etilendiaminotetraacético) 0.25 % dadas por el fabricante.
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Se inicid pipeteando y desechando el medio de cultivo de las plataformas y se procedio a la-
var tres veces con PBS frio para eliminar todos los residuos del medio de cultivo. Luego se
agrego6 suficiente reactivo Tripsina —EDTA 0.25 % para cubrir la superficie y se incub6 a 37 °C
por 5 minutos, se confirmd la desadherencia celular observando en el microscopio de inversion
(en caso de no observar suficiente desadherencia, se aumentd 5 minutos de tiempo y se volvid a
evaluar), una vez observada la desadherencia de la mayoria de las células se procedio a finalizar
la reaccion afiadiendo medio suplementado con FBS 10 % en proporcion 3:1. De la suspension
resultante se tomaron 100 ul, se mezclaron con 400 pl del reactivo azul de tripano 0.4 % (1:4)
y se colocaron 10 ul en la camara de conteo. Luego usando un microscopio en enfoque 10 x,
se procedio6 a realizar el conteo utilizando las lineas del hemocitometro (Fig. 2.6, segun indica-

ciones estandarizadas [101] este proceso se realizé por triplicado.

Figura 2.6: Lineas de cuadricula del hemocitémetro. Diagrama del hemocitometro que indica (a) los
cuatro conjuntos en rojo y (b) los 16 cuadrados dentro de uno de los conjuntos que deben usarse para
contar. Recuperado de Stemcell Technologies (2023)

Para calcular la densidad celular, se realizo el conteo de los cuatro cuadros remarcados en
rojo (Fig. 2.6a), luego se calculo el promedio de los conteos, se multiplicé por 10 000 (volumen)
y por 5 (factor de dilucién); el valor final corresponde al nimero de células viables por ml de la
suspension celular original. Por Gltimo, para calcular el porcentaje de viabilidad se sumaron los
conteos de células vivas y muertas y asi se obtuvo el numero total de células; luego se dividio
el conteo de células vivas entre el total de células. En este punto se puede considerar el subcul-

tivo, tomando en cuenta el nimero de células calculados en la suspension, se puede realizar una
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dilucién para un subcultivo en un nuevo pocillo recubierto a 1 x 10° células / cm?.

La proliferacion celular se estim6 a través del kit listo para usar del ensayo WST-1, en micro-
placas de 96 pocillos y con la lectora de microplacas DIAReader ELX80OOG (Dialab, Austria).
El reactivo de ensayo WST-1 es considerado como ensayo simple y preciso para medir la pro-
liferacion celular, la viabilidad celular y la citotoxicidad en células de mamiferos.

Este método se basa en la escision de la sal de tetrazolio WST-1 en formazén por deshidrogena-
sas mitocondriales (Fig. 2.7). A mayor numero de células viables, aumenta la actividad de las
deshidrogenasas mitocondriales, lo que a su vez da como resultado un aumento en la cantidad
de colorante de formazan producido. Este aumento del tinte puede ser cuantificado midiendo
la absorbancia del tinte a OD=440 nm. Este ensayo se considera mas sensible que los ensayos
basados en MTT, XTT o MTS, se puede realizar en la placa de microtitulacion y no requiere

pasos adicionales como lavado, recoleccion o solubilizacion celular.

Figura 2.7: La reaccion de las deshidrogenasas mitocondriales en contacto con el reactivo WST-1 dando
lugar a la formacion de formazan en la solucion del medio de cultivo. Modificado de [96]

El disefio experimental para la evaluacion de proliferacion incluyo dos tipos de platafor-
mas: una plataforma convencional de poliestiereno tratada para el cultivo celular y otra plata-
forma elastica elaborada de PDMS. El tiempo de evaluacion total de proliferacion fue de 96
horas y se realizaron tres repeticiones por cada experimento.

Para llevar a cabo el ensayo, se siguieron las instrucciones del fabricante del kit de Sigma-
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Aldrich®: se cultivaron células HeLa en densidad 0.1 — 5 x 10* células/pocillo en la placa de
microtitulacion de 96 pocillos en un volumen final de 100 ©/ de medio de cultivo. Las células
fueron incubadas por espacio de 24 horas, para luego agregar 10 pl de reactivo WST-1 a cada
pocillo; como blanco se utilizé un pocillo solo con medio de cultivo y se agregd 10 pl de WST-

1. Las placas se incubaron durante 4 horas a 37 °Cy 5 % CO,. El proceso se resume en la Fig.2.8.

Figura 2.8: Resumen de la metodologia del ensayo de proliferacion con reactivo WST-1

Antes de la lectura, se agit6 la placa por 30 s para mezclar el contenido y proceder con
la medida de las absorbancias a OD = 450 nm con la lectora de Elisa DIAReader ELX800G
(Dialab, Austria). De considerarse apropiado, el ensayo era detenido agregando 10 pl de SDS
al 1% en cada pocillo. Para la interpretacion de los datos se promediaron las lecturas de cada
muestra, luego de restar la absorbancia de pocillos con controles negativos, que no contenian
células, solo medio de cultivo. La cantidad de absorbancia resulta proporcional al nimero de

células y se presenta en forma de porcentaje ( %).

2.7.1. Evaluacion de la plataforma inicial

La primera etapa de la evaluacion inicial se enfoc6 en comprobar la compatibilidad con
los equipos mas utilizados en un laboratorio para el cultivo celular y ensayos toxicoldgicos,
los equipos evaluados fueron: microscopio invertido, incubadora y lectora de microplacas. Se

evaluo la plataforma otorgada por Sudrez, con dos bases: una de acero Fig.2.9 y otra de PMMA
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Fig.2.10 y las tapas tradicionales utilizadas en los sistemas de cultivos. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado.

Figura 2.9: Base de acero para la plataforma de microtitulacion fabricada en PDMS.

Figura 2.10: Plataforma de microtitulacion fabricada en PDMS en base de PMMA. Plataforma sin tapa,
con surcos para flujo (a), plataforma con tapa (b).

Microscopio invertido

Se realiz¢ la evaluacion en el microscopio invertido AxioVert Bio (Zeiss), en primera ins-
tancia resulté evidente que la base de acero no permitiria el paso de luz en el microscopio y, por
lo tanto, la visualizacion resulta incompatible con dicho material, por lo que fue rapidamente
descartado.

Al observar la plataforma bajo el microscopio invertido (Fig. 2.11), se pudo notar con objetivo

Figura 2.11: Plataforma eléstica con medio de cultivo situada en microscopio invertido.
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5X las particulares topografias no intencionadas de los materiales usados, asi como muestras

significativas de contaminacion, tal como muestra la Fig. 2.12.

Figura 2.12: Plataforma en microscopio invertido AxioVert Bio (Zeiss) a 5X. Se muestran distintas capas
de la plataforma con medio de cultivo DMEM.

Diversos factores se pueden atribuir a la baja visibilidad mostrada por la plataforma, uno
de ellos es la base de la plataforma, misma que le agreg6 30 mm de altura, ademas que el pro-
ceso de fabricacion de la misma no guarda aspectos asépticos y el material utilizado para los

moldes, por ser termosensible, tampoco permite formas de desinfeccion dptimas.

Figura 2.13: Vista en microscopio invertido AxioVert Bio (Zeiss) con medio de cultivo DMEM. 5X.
Barra de escala 200 um.

Por tales motivos, se decidié descartar la base de PMMA y se procedid a observar solo la

plataforma de PDMS con medio DMEM adaptada en una placa de Petri desechable con el fin de
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determinar si solo la modificacion de la base podria permitir una visualizacion por microscopia
invertida.

Los resultados en la Fig. 2.13 demostraron que, no solo la base de plataforma debia ser modifi-
cada, sino que se debia replantear el método de fabricacion para evitar la formacion de burbujas
y la presencia de contaminacion cruzada.

Realizadas las observaciones iniciales se procedid a completar la tabla de verificacion ideada

para la evaluacion. Los resultados obtenidos se pueden resumir en la Tabla 2.9.

Tabla 2.9: Evaluacion de la compatibilidad con el microscopio invertido

Caracteristica Cumple No cumple Observaciones

Permite posicionar la placa de cultivo

en el equipo

Permite el paso de luz para la visualizacion X

Permite la observacion del fondo de

la plataforma

Permite distinguir formas celulares de

posibles contaminantes

Incubadora

La funcion de una incubadora en un laboratorio de cultivo celular es mantener la temperatura, %
humedad y % CO, en las condiciones idoneas para cumplir los requerimientos de los cultivos
y favorecer su desarrollo. Por lo tanto, se consideré como un factor crucial su compatibilidad
con la nueva plataforma elastica.
Se evaluo la factibilidad que ofrecia para mantener el cultivo por periodos minimos de 72
horas (tiempo promedio de evaluaciones toxicoldgicas), ofreciendo estabilidad en cuanto a
temperatura, % CO, y % humedad. Fueron tres los items a considerar en evaluacion y se des-

criben en la Tabla 2.10.
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Tabla 2.10: Evaluacion de la compatibilidad con la incubadora

Caracteristica Cumple Nocumple Observaciones

Permite posicionar la placa de cultivo en el equipo  x

Permite la difusion y equilibrio de CO, y humedad X

Permite el cierre de la incubadora X

La concentraciéon de los gases ambientales CO, y O, pueden dar lugar a desviaciones
inesperadas en el pH. Asimismo, el control activo de la humedad anula el impacto de la evapo-
racion, minimizando asi los cambios en la osmolaridad y evita la formacion de burbujas [59].
Si bien la plataforma cumpli6 con dos de los tres factores evaluados, se observé que la base y la
tapa del sistema de plataforma de microtitulacion eléstica le confieren un cierre hermético a la
plataforma, evidencidndose incluso gotas de vapor en la contratapa tras 2 horas de incubacién
(Fig. 2.14).

Este proceso puede resultar perjudicial en el delicado balance bioquimico de los medios de

cultivo, asi como favorecer la sobre-evaporacion y modificar en balance de pH.

Figura 2.14: Evaluacion de la plataforma elastica en incubadora tras 72 horas de cultivo. Se observa el
vapor formado en la tapa del sistema debido a la evaporacion de medio de cultivo, se pueden visualizar
gotas del vapor (en rojo) del medio en la tapa del sistema.

Lectora de microplacas

El uso de las lectoras de microplacas resulta de gran utilidad en los laboratorios de cul-
tivos al realizar evaluaciones de citotoxicidad, ya que resultan en un método rapido, eficaz y

altamente reproducible. El modelo convencional de este equipo cuenta con un espacio lateral
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donde se inserta la plataforma de cultivo sin tapa (Fig. 2.27a), al cerrar el equipo la plataforma
es introducida en el mismo a través de un sistema de correas y se procede con la lectura de la
absorbancia a la longitud determinada. Por lo tanto, la compatibilidad de este equipo reside en

permitir el ingreso de la plataforma elastica en el espacio determinado para su posterior lectura

(Fig. 2.27b).

Figura 2.15: Evaluacion de la compatibilidad de la lectora de microplacas DIAReader ELX80OOG (Dia-
lab, Austria). (a) Vista superior de la base, (b) vista lateral en, en circulo rojo, parte de la plataforma
incompatible con el equipo.

Las pruebas realizadas mostraron una gran limitante, la base para la plataforma elastica
no era compatible con el equipo, ya no se logro posicionar la placa en el mismo, menos aun per-
mitio realizar mediciones de prueba en la plataforma. La evaluacion realizada se puede resumir

en la Tabla 2.11.

Tabla 2.11: Evaluacion de la compatibilidad con la lectora de microplacas

Caracteristica Cumple Nocumple Observaciones
Permite posicionar la placa de cultivo en el equipo X
Permite el paso de luz para la visualizacion X
Permite registrar mediciones X

Al ser la lectora de microplacas un equipo estandarizado en las evaluaciones toxicologi-
cas, se debe considerar replantear el disefio de la base de plataforma para que permita su ingreso

y evaluacion en el equipo.
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2.8. Evaluacion del crecimiento y proliferacion de un cultivo
celular de células adherentes

Para poder evaluar el crecimiento de un cultivo celular, se continu6 reemplazando la base
de la plataforma con una placa Petri descartable. Asimismo, se elaboraron nuevas plataformas
de PDMS siguiendo lineamientos y recomendaciones de Buenas Practicas de Manufactura [60],
de tal manera que permitiera la diferenciacion entre células y contaminantes.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado para evaluar la reproducibilidad de los datos y se
us6 como control el crecimiento de la linea celular HeLa en una placa comercial de poliestireno

de cultivo celular. Se realizo la evaluacion de la morfologia, proliferacion y viabilidad.

2.8.1. Morfologia

Se evaluo el crecimiento celular en una incubadora himeda a 37 °C y 5% CO,. La eva-
luacion se realizo alas 0, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 horas después del cultivo; se observé el cultivo
en el Microscopio invertido AxioVert Bio (Zeiss, Alemania) con enfoque 10X y se tomaron
fotografias en los periodos de tiempo establecidos a través de ZEN Imaging Software.

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento de la linea celular HeLa fue DMEM alto en
glucosa, con L-glutamina, 10 % FBS y 1x de antibiotico—antimicotico, y fue utilizado tanto en
la plataforma convencional de poliestireno como en la plataforma eléstica de PDMS.

En el sistema control de poliestireno, se observo que a las 0 horas las células tenian forma circu-
lar y se encontraban por toda la placa (Fig. 2.16a), pasadas 24 horas se observé como las células
HeLa empezaron a adherirse a la plataforma y mostrar su tipica forma y expansion en forma
mosaico, a las 60 horas se verificé la confluencia del cultivo (Fig. 2.16b), mientras que a las 72
horas se empezaron a notar camulos celulares, al carecer las células de espacio para continuar

su crecimiento.

El ensayo del crecimiento de la linea celular HeLa en la plataforma de PDMS nativo se
realizo bajo las mismas condiciones que el ensayo realizado en poliestireno. A diferencia de lo
observado en la Fig. 2.16a, las células HeLa no logran expandirse en la superficie de la platafor-

ma, sino que las células se alejan de los bordes, tal como se muestra en la Fig. 2.17. Se evaluo

58



Figura 2.16: Morfologia de la linea celular HeLa en placa de cultivo de poliestireno comercial para
cultivo celular. Crecimiento de la linea celular de adenocarcinoma propagado en una plataforma PDMS,
0 horas (a), 24 horas (b), 36 horas (c), 48 horas (d), 60 horas (¢) y 72 horas (f). Barra de escala: 100 pm.
Microscopio invertido AxioVert Bio (Zeiss, Alemania). Aumento 10X.

Figura 2.17: Cultivo linea celular HeLa en la plataforma de PDMS 0 h. Se observa que las células repelen
el borde de PDMS. Microscopio invertido AxioVert Bio (Zeiss, Alemania) aumento 20X. Escala 50 ym.

el crecimiento tomando los mismos intervalos de tiempo utilizados en la evaluacion de la pla-
taforma de poliestireno, asi como las mismas condiciones. En la Fig. 2.18, se observa que a las
24 horas las células no logran la formacion en mosaicos extendidos, sino que la aglomeracion
celular empieza antes, ni lograron llegar a confluencia a las 60 horas. Por otro lado, la acumula-
cion celular, debido al agrupamiento empieza a notarse a las 36 horas postcultivo (Fig. 2.18c),
este fendmeno ya ha sido reportado por otros autores como [39, 85], quienes lo atribuyeron a a

la poca hidrofilicidad de la superficie de PDMS, que impediria la adherencia de las células vy,

por lo tanto, inhibe su expansion y terminan creciendo una sobre otra.
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Figura 2.18: Morfologia de la linea celular HeLa en PDMS. (a) 0 horas, (b) 24 horas, (c) 36 horas, (d) 48
horas, (¢) 60 horas y (f) 72 horas. Barra de escala: 100 pm. Microscopio Invertido AxioVert Bio (Zeiss,
Alemania). Aumento 10X

2.8.2. Viabilidad

La vialidad de las células en ambas plataformas: PDMS y poliestireno, se evaluo a través
del método de exclusion con azul de tripano y con el uso de un hemocitémetro. A medida que las
células en los pocillos de control alcanzaron la confluencia, después de 72 horas de cultivo, se
procedi6 a desadherir las células de las plataformas utilizando tripsina/EDTA 0.25 %, siguiendo
las indicaciones del fabricante, y se contd el nimero total de células. Los recuentos de células
para la viabilidad y la proliferacion se realizaron por triplicado y se expresaron utilizando el
promedio y la desviacion estandar.

Se encontrd que las células del control contaban con una viabilidad de 98.04 % con D.E. +0.44
mientras que las células en la plataforma elastica de PDMS presentaron una viabilidad de
79.83 % con DE. £ 0.35. Al realizar un andlisis de varianza (ANOVA) entre los datos obteni-
dos, se encontr6 que p <0.05, por lo tanto, si existe una diferencia estadisticamente significativa

entre la viabilidad de ambas plataformas (Fig. 2.19).

La densidad celular del cultivo en la superficie de PDMS tras 72 horas de cultivo fue de
768,333 cel/ml con D.E. + 100,000; mientras que la densidad celular en el mismo periodo, pero
en la plataforma de poliestireno fue de 868,333 cel/ml con D.E. +79,931 (Fig. 2.20). Se realizd

un ANOVA para determinar diferencia estadistica significativa entre ambos grupos (n=3), donde
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Figura 2.19: Evaluacién de viabilidad de la linea celular HeLa tras 72 horas de cultivo en la plataforma
elastica de PDMS. ANOVA p<0.05. Preparado con GraphPad Prism 9.5.1

se obtuvo que p >0.05; por lo tanto, se concluye que no existe diferencia significativa.

Figura 2.20: Evaluacion de la densidad de la linea celular HeLa tras 72 horas de cultivo en la plataforma
elastica de PDMS. ANOVA p>0.05. Preparado en GraphPad Prism 9.5.1
2.8.3. Proliferacion

La proliferacion celular fue evaluada a lo largo de los 4 dias de crecimiento cada 4, 12,
24,36, 48, 60, 72, 84 y 96 horas. Los ensayos fueron realizados siguiendo las indicaciones del

fabricante del kit WST-1, los resultados en porcentaje se muestran en la Tabla 2.12 y Fig. 2.21.
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Tabla 2.12: Porcentaje de proliferacion de la linea celular HeLa en superficie de PDMS y poliestireno
por 96 horas

Horas Poliestireno PDMS
0 1.00 % 1.00 %
4 10.00 % 12.00 %
24 23.42% 11.20 %
36 56.42 % 23.40%
48 86.40 % 44.20%
60 91.10% 49.80 %
72 98.20% 55.10%
84 122.30 % 62.20%
96 142.90 % 69.90 %

Figura 2.21: Ensayo WST-1. Crecimiento HeLa en PDMS. Preparado en GraphPad Prism 9.5.1

La diferencia en la proliferacion celular en superficies de PDMS y poliestireno, resultd
notoria. Mientras que el sistema control super6 el 100 % (equivalente a 10° cel /ml) pasadas las
72 horas; el cultivo en PDMS no logro llegar a confluencia ni al finalizar el periodo de 96 horas
de incubacion. [80] utiliz6 el ensayo de MTT para evaluar la proliferacion en superficies de
PDMS modificados, obteniendo valores de hasta 99 %, sin embargo, no reporta el crecimiento
en la superficie no modificada.

Por otro lado, [56] cultivaron células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo por
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10 dias, al finalizar este periodo evaluaron la viabilidad del cultivo a través del ensayo MTT,
encontrando una mayor viabilidad en la superficie de PDMS que en una plataforma control de
poliestireno; este comportamiento de células primarias aisladas difiere de lo reportado por otros
trabajos con lineas celulares inmortales, por lo que se podria asumir algin beneficio, atn por

definir, hacia este tipo celular debido a las propiedades del material.

2.8.4. Optimizacion de disefio y proceso de fabricacion

Los reactivos Triton X-100, Solucién de Collagen I, Bovine Serum Albumin (BSA), Plu-
ronic — 127, Slygard 184, fueron adquiridos de la empresa Sigma-Aldrich (Misuri, Estados
Unidos). Los instrumentos y equipos fueron camara digital Canon EOS 1300, EF-S 18-55 IS 11
(Tokio, Japon), micropipeta de 10 ul, software Imagel, hemocitometro convencional provista
por la empresa Isolab (Wertheim, Alemania), microscopio invertido Zeiss Al, Axiocam ERC
S5s, las imagenes analizadas con software (Jena, Alemania), lectora de microplacas DIARea-
der ELX800G (Dialab, Austria), incubadora para cultivo celular Heracell™ VIOS 1601 CO2
(Nuevo Hampshire, Estados Unidos), autoclave VS-2/1-L de la empresa Steelco (Riese Pio,
Italia), incubadora ECOCELL® de MMM Group (Munich, Alemania), sonicador JP Selecta™
3000617.

Con el fin de mejorar el proceso de manufactura se reformul6 el proceso de elaboracion de
la plataforma elastica de microtitulacion tomando como base la guia de buenas practicas de
manufactura (BPM) de dispositivos médicos y medicamentos [60], las cuales indican los pro-
cedimientos requeridos para la elaboracion de productos que reunan la calidad de acuerdo a las
especificaciones aprobadas en el Registro Sanitario (Digemid). Las BPM de dispositivos médi-
cos y medicamentos cuentan con dos pilares de: no confusioén y no contaminacion; siendo este
ultimo el principio considerado como critico para ensayos de cultivos celulares. Por lo tanto, el
nuevo protocolo se ided reforzando las condiciones de sanitacion e higiene con el fin de evitar
contaminacion cruzada, ya sea de materia prima o residuos.

Tal como indica la guia, se verifico que las areas dispuestas para el proceso de fabricacion faci-

litaran la secuencia de operaciones; asi como los requisitos de limpieza y esterilidad. Por otro
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lado, se verific6 que cada paso del protocolo sea necesario, es decir se eliminaron pasos adi-
cionales no indispensables con el fin de minimizar la manipulacion del producto y reducir, aun
mas, las posibilidades de contaminacion. Asimismo, se asegur6 una buena iluminacion del area
de manufactura, que permitiera la inspeccion visual del producto en fabricacion.

Por tltimo, se procurd que el area de manufactura cuente con sistemas de extraccion adecuados

para evitar una potencial contaminacion cruzada, asi como la acumulacion de polvo.
Modificacion de la superficie

Se realiz6 la modificacion de las superficies de las plataformas de PDMS a través de dos

métodos: recubrimiento proteico y mezcla con surfactantes (Fig. 2.22).

Figura 2.22: Métodos y reactivos utilizados para la modificacion de la superficie de la plataforma de
PDMS.

En el caso de los surfactantes se sigui6 la metodologia descrita en investigaciones previas
con modificaciones [56]. La mezcla con el surfactante se realiz6 antes del proceso de polimeri-

zacion, las proporciones utilizadas se muestran en la Tabla 2.13.
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Tabla 2.13: Concentraciones utilizadas para la mezcla de surfactantes con el pre-polimero de PDMS

Surfactante Concentracion Codigo utilizado
Tween 20 1.000 % Twl

Pluronic 127 0.002 % Pc2

Pluronic 127 0.006 % Pc6

Pluronic 127 0.010% Pcl10

Triton x - 100 1.000 % Tx1

Triton x - 100 2.000 % Tx2

Triton x - 100 3.000 % Tx3

Por otro lado, el recubrimiento con proteinas se realizo siguiendo las instrucciones dadas
por los fabricantes de recubrimientos comerciales. En este caso se tomaron las instrucciones
ideadas para la solucion de recubrimiento de coldgeno [101], con modificaciones y descritas a
continuacion. Se coloco una capa delgada de solucion de proteina en la superficie del pocillo a
recubrir (200 ul es suficiente para cubrir la superficie de cada uno de los pocillos); se dejé en

reposo la solucion por espacio de 2 horas a temperatura ambiente (Tabla 2.14).

Tabla 2.14: Concentraciones y c6digos para recubrimientos con proteina de superficies de PDMS

Proteina Concentracion Codigo utilizado
Coléageno tipo | 3 mg/ml Col
Albumina de suero bovino (BSA) 1% BSAI
Albimina de suero bovino (BSA) 10% BSAI0

Finalizado este periodo, se procedio a remover el exceso de la solucion y se dejo la pla-
taforma abierta en la cabina de bioseguridad por al menos 1 hora, o hasta que la superficie esté
completamente seca y se procedio a realizar la medicion de los angulos de contacto de cada una

de las muestras, con la camara Canon EOS 1300, EF-S 18-55 IS Il y el software ImageJ.

65



2.8.5. Nuevo protocolo de manufactura y esterilizacion de la plataforma
elastica de microtitulacion

El nuevo protocolo ideado se disefid en congruencia a las buenas practicas de manufac-
tura (BPM) de dispositivos médicos. Con el fin de procurar condiciones estériles y reducir las

oportunidades de contaminacion se determinaron los siguientes procesos como clave:
» Usar materiales limpios, libres de polvo y estériles.
» Procurar condiciones asépticas durante el proceso de elaboracion.
= Eliminar el uso de la campana de extraccion.

= Eliminar el lavado con IPA e hisopo (debido a las pelusas que libera y que no logran ser

eliminadas tras el proceso de sonicacion).
» Eliminar el proceso de sonicacion con alcohol.
» Eliminar la base de acero.

= Cambiar el disefio de la base de polyclear para lograr compatibilidad con la lectora de

microplacas.

» Eliminar el uso de formaldehido como agente desinfectante (debido a su alta toxicidad y

la capacidad de absorcion del PDMS).

» Cambiar los moldes para la base de la plataforma por tapas de placas de cultivo rescatadas

(debido a las irregularidades en la superficie dejadas por los otros moldes).

La elaboracion de la plataforma de PDMS se realizo a través de la union de las instrucciones de
[94] y la metodologia de curado parcial. Los pasos para la elaboracion de los moldes se descri-
ben a continuacion:

En un recipiente limpio (libre de polvo y contaminantes), se mezclé de manera manual los dos
componentes de Slygard 184 en proporcion 20:1 (en peso) por 10 minutos; se colocaron al vacio
a - 0.95 atm por espacio de 46 - 60 minutos (o hasta ya no observar burbujas). Finalizado este

periodo se vacio la mezcla en los moldes seleccionados (evitando la formacioén de burbujas).
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Nuevamente se aplico vacio, pero de manera gradual hasta llegar a 0.95 atm, por aproxima-
damente 20 minutos. Los moldes se incubaron a 65 °C por 2 horas y se procedi6 a desmoldar
cuidadosamente el molde de la parte superior de la plataforma (en este punto, aiin tiene malea-
bilidad, mientras que los moldes de las bases se encuentran curados) y se colocaron las piezas
desmoldadas en las bases (aun adheridas a sus moldes), se aplicé presion y se finalizo el curado

de las plataformas a 65 °C por 4 horas. El proceso se resume en la Fig. 2.23.

Figura 2.23: Metodologia para la elaboracion de la plataforma de PDMS. Creado en BioRender.com.

Por otro lado, el proceso de esterilizacion también se vio modificado. En este caso se
idearon dos protocolos de esterilizacion para la nueva plataforma y fueron aplicados a la pieza

de PDMS o a la base y tapa, la distribucion se expone en la Tabla 2.15.
= Protocolo 1: Autoclave modo descontaminacién (137 °C, 1.25 atm, 45 min)

= Protocolo 2: Alcohol 70 % (30 min) + UV 1h
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Tabla 2.15: Protocolo de esterilizacion aplicado a cada pieza de la plataforma de microtitulacion elastica

Pieza Protocolo 1 Protocolo 2
PDMS X
Base X
Tapa X

Antes de usar, enjuagar 3 veces con PBS o Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

(DPBS)

Se procedi6 a repetir la evaluacion realizada en el capitulo anterior de la compatibilidad
de la plataforma con los equipos seleccionados: microscopio de inversion, incubadora y lectora

de microplacas.
Microscopio de inversion

Al seguir las indicaciones de BPM, se evitaron en gran medida la presencia de contami-
nantes y la formacion de burbujas que interfirieran en la visualizacion y distincion de las células.
En la Fig. 2.24, se puede observar claras diferencias entre ambas plataformas; por ejemplo, la
presencia de objetos extrafios es minima, y puede ser comparable a las interferencias observadas
en las plataformas comerciales. Por lo que se puede afirmar que el nuevo proceso de fabricacion

garantiza una visualizacion celular efectiva (Tabla 2.16).

Figura 2.24: Vista de la plataforma d PDMS en microscopio invertido. (a) modelo inicial, (b) siguiendo
las BPM. Aumento 10 X. Microscopio invertido (Zeiss, Alemania) camara digital A1, Axiocam ERC 5s.
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Tabla 2.16: Evaluacion de la compatibilidad de la plataforma modificada con el microscopio invertido

Caracteristica Cumple No cumple Observaciones

Permite posicionar la placa de cultivo

en el equipo '
Permite el paso de luz para la visualizacion X
Permite la observacion del fondo de
la plataforma )
Permite distinguir formas celulares de

X

posibles contaminantes

Las modificaciones realizadas en el proceso de fabricacion demostraron reducir la con-
taminacion cruzada, asi como otras interferencias a niveles minimos que no interfieren con el

proceso de visualizacion
Incubadora

Las nuevas bases empleadas para la construccion de las plataformas permiten el ingreso
de gases y mejor control de la humedad (Fig.2.25). Esto se logr6 gracias al nuevo disefio de base
de la plataforma, que siguiendo el modelo de las plataformas comerciales no genera un cierre
hermético entre la plataforma y su tapa, y fue comprobado en la lista en la verificacion (Tabla

2.17).

Figura 2.25: Plataforma de PDMS en la incubadora para cultivos Heracell™ VIOS 160i CO2 (Nuevo
Hampshire, Estados Unidos).
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Tabla 2.17: Evaluacion de la compatibilidad de la plataforma elastica modificada con la incubadora

Caracteristica Cumple No cumple Observaciones
Permite posicionar la placa de cultivo en el equipo X
Permite la difusion y equilibrio de CO, y humedad X
Permite el cierre de la incubadora X

Lectora de microplacas

Asimismo, los nuevos cuidados durante el desarrollo de la plataforma de PDMS, dio como
resultado una plataforma de considerable transparencia, comparable con una plataforma tradi-
cional de poliestireno. Con la gentil colaboracion de Suarez (ICOBA — PUCP) se logr6 acoplar
una plataforma de 96 pocillos de PDMS para su evaluacion en la lectora de microplacas La
nueva base se observa en la Fig. 2.26.

Tal como se muestra, el mejor método para alcanzar la compatibilidad del sistema fue con la
adaptacion de un marco (Fig. 2.26a) y la construccion de una pieza monolitica de PDMS (Fig.

2.26b). Se comprobo su compatibilidad con el equipo tal como se muestra en la Fig. 2.27.

Figura 2.26: Plataforma de microtitulacion de 96 pocillos de PDMS: (a) Soporte/marco de la plataforma,
(b) plataforma armada. Los planos del disefio se pueden encontrar en Anexo 1.

Figura 2.27: Compatibilidad de la plataforma con la lectora de microplacas. (a) Base inicial de la pla-
taforma en la lectora de microplacas (se muestra incompatibilidad con la lectora), (b) nuevo disefio de
base.
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Por ultimo, se realizaron lecturas cuantitativas, con el objetivo de confirmar dos aspectos,
el correcto funcionamiento del equipo con la nueva plataforma, y la confiabilidad de los datos
obtenidos, ya que se realizaron comparativas con una plataforma comercial. Los resultados se

muestran en la Fig. 2.28.

Figura 2.28: Valores de absorbancias obtenidos en la lectora de microplacas DIAReader ELX800G
(Dialab, Austria). p>0.05. Preparado en GraphPad Prism 9.5.1

Los experimentos se repitieron tres veces independientes (n = 3) para evaluar la reprodu-
cibilidad de los datos. Los analisis estadisticos se realizaron con GraphPad Prism 9.5.1. Todos
los datos se representan como media + desviacion estandar de la media. Se realizé un analisis
de T de student para evaluar la significancia estadistica entre las medias, donde se obtuvo un
valor de (p >0.05), por lo tanto, se puede asumir que no existe diferencia entre las medidas de
absorcion de ambos grupos. Las evaluaciones de compatibilidad realizadas para la lectora de

microplacas se resumen en la Tabla 2.18.

Tabla 2.18: Evaluacion de la compatibilidad de la plataforma elastica modificada con la lectora de mi-
croplacas

Caracteristica Cumple Nocumple Observaciones

Permite posicionar la placa de cultivo en el equipo  x

Permite el paso de luz para la visualizacion X

Permite registrar mediciones X
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2.8.6. Modificacion de la hidrofobicidad

El proceso de modificacion de la hidrofobicidad de las superficies de las plataformas de
PDMS, se desarroll6 segun descrito en la parte metodoldgica. Durante el proceso de elaboracion
de las plataformas con surfactantes (en concentraciones minimas) se observd un cambio consi-
derable en la transparencia de las mismas, llegando a un aspecto opaco tal como se muestra en

la Fig. 2.29. Este fendmeno de opacidad del material también fue reportado anteriormente [35,

Figura 2.29: Muestras de PDMS con surfactantes. (a) Mezcla recién realizada previa a desgasificacion,
(b) El cambio en la coloracion se observa pasado 30 minutos de la mezcla inicial y se mantiene hasta el
final del proceso de elaboracion.

84], donde los elastoémeros curados no eran 6pticamente transparentes, sino mas bien turbios
y opacos; este fendmeno fue explicado a través de la no compatibilidad de los componentes,
donde la introduccion de surfactantes en el PDMS sin curar finalmente conduce a su reaccion
con el prepolimero a través de enlaces covalentes en presencia de catalizador de Pt. Por otro
lado, la modificacion de las superficies, a través de recubrimientos con BSA y colageno, no
ocasiond cambios visuales en las plataformas.

Finalizado los procesos de modificacion y recubrimientos se procedié a medir el &ngulo de con-
tacto de agua de cada superficie. Los resultados de las medidas de angulos de contacto de cada

una de las superficies se muestran en la Fig. 2.30.

Todos los experimentos se hicieron en tres réplicas independientes (n = 3) para evaluar la
reproducibilidad de los datos. Para cada superficie se realizaron 7 medidas de dngulo de contac-
to. Los analisis estadisticos se realizaron con GraphPad Prism 9.5.1 y el software ImagelJ para
medir el angulo de contacto.

Todos los datos se representan como media + desviacion estandar de la media. Se realizo ANO-
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Figura 2.30: Fotografias tomadas para la evaluacion del angulo de contacto en las distintas superficies
modificadas, Camara digital Canon EOS 1300, EF-S 18-55 IS I1.

VA unidireccional para evaluar la significancia estadistica entre las medias, con pruebas post
hoc de Tukey para la comparacion entre las medias. Se consider6 estadisticamente significativa
una p < 0.05. Los resultados se muestran en la Tabla 2.19 y Figura 2.31. Los resultados se

complementaron con una prueba de Tukey para conocer la diferencia entre grupos.

Tabla 2.19: Datos promedios de angulos de contacto y desviaciones estandar.

Superficie Media (°) D.E.
Ps 54.14 2.24
PDMS 113.98 0.70
BSA1 56.08 0.74
BSA10 62.54 0.83
Col 59.86 0.64
Twl 92.74 0.72
Tx1 112.70 1.56
Tx2 91.30 1.09
Tx3 87.00 1.70
Pc2 114.20 1.68
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Pc6 86.42 3.16

Pcl0 108.22 3.68

El andlisis del angulo de contacto del agua muestra que se logré6 modificar la hidrofo-
bicidad de manera significativa (p < 0.05). Para conocer entre qué muestras se obtuvo una
diferencia significativa y qué muestran tienen una hidrofobicidad similar, se realizé una prueba

de Tukey multiple, los resultados se muestran en la Tabla 2.20.

Tabla 2.20: Prueba multiple comparativa de Tukey con diferencias medias y valor P

Comparacion Diferencia media Dif. C1 95.00%  Valor P
Ps vs. PDMS -59.84 -63.88 t0 -55.80  <0.0001
Ps vs. BSAI -1.940 -5.9791t02.099  0.8775

Ps vs. BSA10 -8.400 -12.44 t0 -4.361 <0.0001
Ps vs. Col -5.720 -9.759 to -1.681  0.0008

Ps vs. Twl -38.60 -42.64 to -34.56  <0.0001
Ps vs. Tx1 -58.56 -62.60 to -54.52  <0.0001
Ps vs. Tx2 -37.16 -41.20to -33.12  <0.0001
Ps vs. Tx3 -32.86 -36.90 to -28.82  <0.0001
Ps vs. Pc2 -60.06 -64.10 to -56.02  <0.0001
Ps vs. Pc6 -32.28 -36.32t0 -28.24  <0.0001
Ps vs. Pcl10 -54.08 -58.12t0 -50.04  <0.0001
PDMS vs. BSA1  57.90 53.86 to 61.94 <0.0001
PDMS vs. BSA10 51.44 47.40 to 55.48 <0.0001
PDMS vs. Col 54.12 50.08 to 58.16 <0.0001
PDMS vs. Twl 21.24 17.20 to 25.28 <0.0001
PDMS vs. Tx1 1.280 -2.7591t05.319  0.9935

PDMS vs. Tx2 22.68 18.64 to 26.72 <0.0001
PDMS vs. Tx3 26.98 22.94 t0 31.02 <0.0001
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Tabla 2.20: Prueba multiple comparativa de Tukey con diferencias medias y valor P

Comparacion Diferencia media Dif. C195.00%  Valor P
PDMS vs. Pc2 -0.2200 -4.2591t0 3.819  >0.9999
PDMS vs. Pc6 27.56 23.52t031.60  <0.0001
PDMS vs. Pc10 5.760 1.721t09.799  0.0007

BSA1 vs. BSA10  -6.460 -10.50 to -2.421  0.0001

BSAT1 vs. Col -3.780 -7.819 t0 0.2590 0.0857

BSAI vs. Twl -36.66 -40.70 to -32.62  <0.0001
BSAT1 vs. Tx1 -56.62 -60.66 to -52.58 <0.0001
BSA1 vs. Tx2 -35.22 -39.26 to -31.18  <0.0001
BSAI1 vs. Tx3 -30.92 -34.96 to -26.88  <0.0001
BSAI vs. Pc2 -58.12 -62.16 to -54.08  <0.0001
BSA1 vs. Pc6 -30.34 -34.38 t0 -26.30  <0.0001
BSA1 vs. Pc10 -52.14 -56.18 to -48.10  <0.0001
BSA10 vs. Col 2.680 -1.359t0 6.719  0.4992

BSA10 vs. Twl -30.20 -34.24 t0 -26.16  <0.0001
BSA10 vs. Tx1 -50.16 -54.20 to -46.12  <0.0001
BSA10 vs. Tx2 -28.76 -32.80 to -24.72  <0.0001
BSA10 vs. Tx3 -24.46 -28.50t0 -20.42  <0.0001
BSA10 vs. Pc2 -51.66 -55.70 to -47.62  <0.0001
BSA10 vs. Pc6 -23.88 -27.92 t0 -19.84 <0.0001
BSA10vs. Pcl10  -45.68 -49.72 to -41.64  <0.0001
Col vs. Twl -32.88 -36.92 to -28.84  <0.0001
Col vs. Tx1 -52.84 -56.88 to -48.80  <0.0001
Col vs. Tx2 -31.44 -35.48 to -27.40  <0.0001
Col vs. Tx3 -27.14 -31.18 to -23.10  <0.0001
Col vs. Pc2 -54.34 -58.38t0 -50.30  <0.0001
Col vs. Pc6 -26.56 -30.60 to -22.52  <0.0001
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Tabla 2.20: Prueba multiple comparativa de Tukey con diferencias medias y valor P

Comparacion Diferencia media Dif. C195.00%  Valor P
Col vs. Pc10 -48.36 -52.40 to -44.32  <0.0001
Twl vs. Tx1 -19.96 -24.00 to -15.92  <0.0001
Twl vs. Tx2 1.440 -2.599t0 5.479  0.9834
Twl vs. Tx3 5.740 1.701t0 9.779  0.0007
Twl vs. Pc2 -21.46 -25.50to -17.42  <0.0001
Twl vs. Pc6 6.320 2.281t010.36  0.0001
Twl vs. Pcl0 -15.48 -19.52 to -11.44  <0.0001
Tx1 vs. Tx2 21.40 17.36 t0 25.44  <0.0001
Tx1 vs. Tx3 25.70 21.66t029.74  <0.0001
Tx1 vs. Pc2 -1.500 -5.539t02.539  0.9774
Tx1 vs. Pc6 26.28 22.241t030.32  <0.0001
Tx1 vs. Pc10 4.480 0.4410 to 8.519  0.0185
Tx2 vs. Tx3 4.300 0.2610 to 8.339  0.0280
Tx2 vs. Pc2 -22.90 -26.94 t0 -18.86  <0.0001
Tx2 vs. Pc6 4.880 0.8410t0 8.919  0.0070
Tx2 vs. Pc10 -16.92 -20.96 to -12.88  <0.0001
Tx3 vs. Pc2 -27.20 -31.24t0 -23.16  <0.0001
Tx3 vs. Pc6 0.5800 -3.459t04.619  >0.9999
Tx3 vs. Pc10 -21.22 -25.26 to -17.18  <0.0001
Pc2 vs. Pc6 27.78 23.741t031.82  <0.0001
Pc2 vs. Pc10 5.980 1.941t0 10.02  0.0004
Pc6 vs. Pc10 -21.80 -25.84t0 -17.76  <0.0001

Los resultados mas destacados son: no se encontrd diferencia significativa entre las super-
ficies del control Ps y BSA1 (54.14°, 56.08°), es decir el recubrimiento con esta proteina logro
igualar la hidrofilicidad de la superficie de una placa para cultivo disponible comercialmente.

Se encontr6 también similitud entre los recubrimientos de Col, BSA10y BSA1 (59.86°, 62.54°
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Figura 2.31: Grafico de barras con angulos de contacto con D.E. de las superficies modificadas. (a)
Poliestireno (Ps), (b) PDMS, (c) PDMS + colégeno (Col), (d) PDMS + BSA 1% (BSA1), () PDMS +
BSA 10 % (BSA10), (f) Triton x — 100 -1 % (Tx1), (g) Triton x — 100 -2 % (Tx2), (h) Triton x — 100 -3 %
(Tx3), (i) Pluronic 127-2 ul (Pc2), (j) Pluronic 127-6 ul (Pc6).

y 56.08°). Por otro lado, las superficies de las mezclas con surfactantes no obtuvieron resulta-
dos alentadores, no se hallo diferencia significativa entre el control de PDMS, Tx1, Tx2. Pc2
(113.98°,92.74°,112.7°, 114.2°); ni entre Tx3 y Pc6. En general, la evaluacion inicial demostro
que la mejor opcion para un aumento significativo en la hidrofilicidad de las superficies fue a
través del uso de recubrimientos proteicos.

Autores [30] han sugerido que la humectabilidad puede aumentar con una mayor concentracién
de surfactante (10 %); sin embargo, aumentar la concentracion conlleva a una mayor opacidad
de la pieza, ademas eliminar las burbujas de aire atrapadas en PDMS modificado suele requerir
mayor tiempo. Por Ultimo, los valores de temperatura y el tiempo de curado también se ven
afectados, llegando a valores no recomendables para su produccion.

En general, el uso de surfactantes se considerd de baja utilidad, ya que la mayoria de las muestras
no mostraron diferencia significativa con el control de PDMS, ademads del ya demostrado cam-
bio en la transparencia de la plataforma que afecta la visualizacion en microscopio; se considera

descartar la mezcla con surfactantes para futuras evaluaciones, en este trabajo de investigacion.
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2.9. Evaluacion del desarrollo de células adherentes (viabili-
dad, proliferacion y morfologia) en la plataforma opti-
mizada

En el presente seccion, se evaluara el desarrollo de la linea celular HeLa en la plataforma
de microtitulacion elastica con tres tipos de recubrimientos: colageno, BSA 1% y BSA 10%
que fueron los que dieron resultados mas alentadores en el capitulo anterior A través de los
afios y a medida que se normalizaba el uso de lineas celulares para evaluaciones toxicoldgicas,
los métodos de cultivo y su evaluacion, también se fueestandarizando en el uso diario de los
investigadores.
Es asi como, el monitoreo de una linea celular puede incluir controles de morfologia celular,
identificacion de marcadores para genes de interés y correlacion de la expresion con el nimero
de pases, ademas del establecimiento de criterios experimentales como tasas de crecimiento o
niveles de expresion de proteinas. De los métodos mencionados, la observacion de la morfolo-
gia celular es el método mas simple y directo utilizado para identificar la salud y la estabilidad
de las células. La informacién que se obtiene a partir de observaciones comparativas, en tanto
densidades altas como bajas, se encuentra condicionada a distintos factores y requiere del co-
nocimiento del personal para su correcta clasificacion. La morfologia puede variar entre lineas
segun la salud de las células y, en algunos casos, el estado de diferenciacion también puede
verse afectada por la densidad de siembra, asi como con diferentes combinaciones de medios y
sueros [103].
Para lograr un 6ptimo control de la morfologia celular, las observaciones deben realizarse de
manera frecuente y breve. En caso de detectar una apariencia inusual en el cultivo, debe re-
portarse y explorarse, ya que es probable que haya un problema en el cultivo. Es importante
mantener imagenes de la morfologia celular para realizar comparaciones.
Por otro lado, las evaluaciones de las tasas de proliferacion celular a partir de los datos de la
curva de crecimiento pueden generar informacion valiosa sobre la respuesta de un cultivo a un
estimulo. Realizar un analisis de la curva de crecimiento es un elemento crucial para monitorear
la consistencia del cultivo y determinar una serie de otras caracteristicas clave, como el mejor

momento para el subcultivo, dilucion dptima y eficiencia de siembra estimada en varias densi-
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dades celulares. El analisis de la curva de crecimiento también puede ayudar a determinar los
tiempos de duplicacion de la poblacion y debe realizarse de forma rutinaria, en especial cuan-
do el analisis enzimatico o funcional es inminente. Por regla general, se debe buscar el uso de
lineas celulares con propiedades de crecimiento consistentes [100].

Otros métodos de evaluacion del estado de un cultivo celular se pueden realizar considerando

los siguientes factores:

= Cambios en la permeabilidad de la membrana: exclusion de colorante (azul de tripano),
liberacion de enzimas intracelulares como lactato deshidrogenasa; Cr precargado; libera-

cion de nucledsidos; captacion de uridina; o captacion vital de colorante.
» Funcion mitocondrial reducida.
= Cambios en la replicacion celular.

= Evaluacion de la apoptosis: cambios en la morfologia; reordenamientos de membranas;
fragmentacion del ADN; activacion de caspasas; y liberacion de citocromo ¢ de mitocon-

drias.

Para este estudio, la linea celular HeLa fue gentilmente donada por Dr. Juan Lopez Smith del
Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear, seccion quimica de la PUCP. Las placas micro-
tituladoras estériles par cultivo celular de 24 pocillos Corning® 24 Well TC-Treated Microplates
fueron adquiridas de la empresa Sigma-Aldrich (Misuri, Estados Unidos), Phosphate buffered
saline (PBS), Dulbecco’s Modified Eagle Medium: High glucose con L-glutaminna y Sodium
Pyruvate, Gibco™ Antibiotic Antimycotic Solution (100x%), trypsin-EDTA 0.25 % y Fetal Bo-
vine Serum (FBS) fue adquirido de Fisher Scientific (Pittsburg, PA). Bovine Serum Albumin
(BSA), azul de tripano 0.4 fueron adquiridos de Sigma Aldrich (Misuri, Estados Unidos). Solu-
cion de colageno (3 mg/ml) fue adquirido de STEMCELL Technologies (Vancouver, Canada).
La instrumentacion utilizada en este analisis fue una camara digital Canon EOS 1300, EF-S
18-55 IS II, micropipeta Eppendorf de 10 ul, microscopio invertido Zeiss Al, Axiocam ERC
5s, software ImageJ software y camara de Neubauer.

Se evalud el crecimiento y desarrollo de la linea celular HeLa en las siguientes superficies:

PDMS (control), PDMS con recubrimiento de colageno (CO1), PDMS con recubrimiento de
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BSA 1% (BSA1) y PDMS con recubrimiento de BSA 10 % (BSA10); en medio DMEM high

glucose con L-glutamina, bicarbonato de sodio, rojo fenol, piruvato de sodio y 1 X de antiantibidtico-

animicotico, evaluada por 96 horas a 37°C, 5 % CO,. todos los cultivos se realizaron por tri-
plicado y fueron evaluados a través de tres criterios complementarios: morfologia, viabilidad y

proliferacion, tal como se muestra en la Fig. 2.32. La morfologia de las células cultivadas fue

Figura 2.32: Procedimiento de evaluacion de compatibilidad de la linea celular HeLLa en distintas super-
ficies de PDMS. Creado en BioRender.com

evaluada de manera visual por microscopia de inversion. Las células de tipo adherentes como
HeLa tienen forma poligonal con dimensiones regulares y crecen en monocapa extendida en la
superficie. A través de un microscopio de inversion se realiza el examen visual, donde se busca
confirmar el estado saludable de las células y posibles signos de degradacion y/o contaminacion.
Algunos de los signos de deterioro de las células incluyen granularidad alrededor del nucleo,
desprendimiento de las células del sustrato y vacuolacion citoplasmica, acumulacion celular,
grado de extension de las células, entre otros [103]. Otros factores a evaluar a simple vista es
el cambio en la coloracion del medio; en caso se cuente con la presencia de contaminantes el
medio se acidificara dando como resultado un tono naranja, en cambio, si se produce la muerte
celular, el medio virard a un color violeta caracteristico de un medio basico. Para estandarizar

la evaluacion del cultivo, se utiliz6 la Tabla. 2.8.
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2.9.1. Evaluacion visual: medio y morfologia

La evolucion de 1a morfologia celular en las distintas superficies se muestra en la Secuen-
cia Fotografica (Fig. 2.33,2.342.352.362.37). Las fotografias fueron tomadas cada 12 horas, sin
embargo, se muestran fotografias de cada 24 horas. A las 0 h de iniciado el cultivo se observa
la forma ovalada de las células caracteristica de las células recientemente desadheridas. Tam-
bién se lograron observar algunas irregularidades en las superficies de las plataformas, pero la

distincion celular no se ve interrumpida.

Figura 2.33: Crecimiento de la linea celular HeLa en poliestireno. (a) 0 horas, (b) 24 horas, (c) 48
horas, (d) 72 horas, (e) 96 horas. Barra de escala: 200 pm. Microscopio invertido AxioVert Bio (Zeiss,
Alemania). Aumento 10X.

Pasadas 24 horas, las células en poliestireno (Fig. 2.33b) empezaron a mostrar cierta ex-
tension y crecimiento azocalado; en PDMS (Fig. 2.34b) presentan cierta extension y a la vez
el inicio de algunos ctimulos celulares; en PDMS + colageno (Fig. 2.35¢) se observa exten-
sion celular, mas no se logra deslumbrar un crecimiento en monocapa, en su lugar se observan
bastoncillos; la superficie de PDMS + BSA 1% (Fig. 2.36) presenta menor densidad celular
y menor extension, tampoco se visualiza el crecimiento en monocapa; mientras que PDMS +

BSA 10 % (Fig. 2.37b) presenta mayor agrupamiento celular.

La evaluacion 48 horas después mostro que el crecimiento en el control de poliestireno

(Fig. 2.33¢) tuvo mayor densidad de crecimiento y fue, hasta ese momento, la inica superficie
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Figura 2.34: Crecimiento de la linea celular HeLL.a en PDMS. (a) 0 horas, (b) 24 horas, (c) 48 horas, (d)
72 horas, (¢) 96 horas. Barra de escala: 200 um. Microscopio invertido AxioVert Bio (Zeiss, Alemania).
Aumento 10X.

en mostrar crecimiento en monocapa tipo mosaico. Por otro lado, el control con PDMS mues-
tra menor densidad celular que todas las otras superficies y la superficie con colageno (Fig.
2.34c¢) muestra mayor acumulacion celular pero buena densidad de crecimiento. Por ultimo, las
superficies con colageno y BSA (Fig. 2.35¢ y 2.36¢) muestran comportamientos similares en
acumulacion celular y densidad.

Tras 72 horas de cultivo se observo la confluencia en la superficie de poliestireno (Fig. 2.33d)

y a las 96 horas (Fig. 2.33¢), se empez6 a observar acumulacion celular.

Figura 2.35: Crecimiento de la linea celular HeLa en PDMS + colageno. (a) 0 horas, (b) 24 horas, (c) 48
horas, (d) 72 horas, (¢) 96 horas. Barra de escala: 200 pm. Microscopio invertido AxioVert Bio (Zeiss,
Alemania). Aumento 10X.

En este periodo de tiempo, la superficie de PDMS (Fig. 2.34¢) también mostrd acumula-
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cion celular y crecimiento continuo; todas las demas superficies mostraron acumulacion celular
y crecimiento en forma de racimos de uvas; sin embargo, si se diferenciaron en la aparente den-
sidad celular, siendo la superficie PDMS + BSA 10 % (Fig. 2.37¢) la de mayor acumulacion,
seguida de PDMS + BSA 1% (Fig. 2.36¢) y por ultimo la superficie PDMS + colageno (Fig.

2.35e) presento6 la menor densidad celular aparente.

Figura 2.36: Crecimiento de la linea celular HeLa en PDMS + BSA 1 %. (a) 0 horas, (b) 24 horas, (c) 48
horas, (d) 72 horas, (¢) 96 horas. Barra de escala: 200 um. Microscopio invertido AxioVert Bio (Zeiss,
Alemania). Aumento 10X.

Ninguna de las superficies permitio a las células el desarrollo logrado en la superficie
control de poliestireno, en términos de expresion de morfologia ni aparente confluencia. Estos
resultados difieren de lo reportado por [32], donde la linea celular SUM159 present6 una buena
extension en las superficies de PDMS recubiertas con colageno y fibronectina, confirmando la

necesidad de explorar el desarrollo de distintas lineas celulares en distintas superficies.

Por otro lado, [91] utilizaron BSA al 3 % como recubrimiento de las plataformas y culti-
varon 6 lineas celulares: MDA-MB231, células de tejido conjuntivo del estroma que incluyen
fibroblastos IRM-90 mCherry, sublinea derivada de células C4-2B derivadas de LNCaP de céan-
cer de prostata humano, linea celular de adenocarcinoma de pulmoén no pequefio humano H1299,
linea celular epitelial de carcinoma de pulmén humano A549 y linea celular de glioblastoma
humano U251. MDA-MB231, IRM-90 y C4-2B, utilizadas para el cultivo de esferoides; donde

el recubrimiento para cuatro de estas lineas celulares ofrecid propiedades repelentes adecuadas
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Figura 2.37: Crecimiento de la linea celular HeLa en PDMS + BSA 10 %. (a) 0 horas, (b) 24 horas, (c)
48 horas, (d) 72 horas, () 96 horas. ). Barra de escala: 200 um. Microscopio invertido AxioVert Bio
(Zeiss, Alemania). Aumento 10x.

para la formacion de esferoides. Resultados que contradicen investigaciones [19, 32]; en este
caso, la presente investigacion apunta que las células HeLas, requieren de otro enfoque de mo-

dificacion de superficie para poder usarse de manera equivalente, en términos de evaluacion

morfoldgica, en plataformas de PDMS.

2.9.2. Viabilidad y densidad celular

La evaluacion de la viabilidad celular se realiz6 mediante hemocitometria; a medida que
las células en los pocillos de control alcanzaron la confluencia, después de aproximadamente 4
dias de cultivo, fueron separadas de los sustratos utilizando tripsina/EDTA 0.25 % y se realiz
el conteo del niimero total de células.
Los recuentos de células para estimar la viabilidad y la proliferacion se realizaron por triplicado
y se expresaron utilizando el promedio y la desviacion estandar.
Se evaluo la viabilidad de cada superficie con el uso de un hemocitémetro y el reactivo azul de
tripano. Se procedio tal cual se describi6 en seccion metodologica y los resultados se describen
en la Fig. 2.38. Donde el mayor porcentaje de viabilidad se reportd en el sistema control (Ps)
con 98.98 % D.E. £ 1.15, seguido de Col, BSA10, BSA1 y PDMS, con 97.68 % D.E. + 1.42,
96.75% D.E. +5.25,96.15% D.E. £ 3.52 y 91.55% D.E. + 5.47, respectivamente.

Se realizo el analisis de varianza de los datos obtenidos de viabilidad en las distintas super-
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Figura 2.38: Grafico de barras relacion superficie vs % de viabilidad. Preparado en GraphPad Prism
9.5.1

ficies, donde se cumplié p <0.05, por lo tanto, se asume diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos. Para saber entre cudles, se realiza una prueba de comparaciones multiples de

Tukey en el software GraphPad Prism. Los resultados se muestran en la Tabla 2.21.

Los resultaron indicaron que si existe diferencia estadisticamente significativa entre PDMS:
Col y PDMS: Ps. Dado, que Ps es el control de poliestirenos, el resultado a resaltar es la di-
ferencia significativa entre el PDMS y Col, que seria el mejor recubrimiento en términos de
viabilidad. Por otro lado, se realiz6 la evaluacion de la densidad celular a través de los datos

obtenidos con hemacitometria. Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 2.39.

Asimismo, se realizé una Prueba de comparaciones multiples de Tukey entre las distintas
superfices en el software GraphPad Prism 9.5.1 (Tabla 2.22). Donde se demostré diferencia sig-
nificativa en todas las superficies comparadas con el control de Ps; es decir, ninguna plataforma
logr6 el desarrollo, en términos de densidad celular, al equivalente logrado en una plataforma

estandarizada para el cultivo celular.
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Tabla 2.21: Prueba de comparaciones multiples de Tukey con 95 % de dif CL.

Comparaciones Dif. media 95.00 % CI Dif Valor P
PDMS vs. BSA1 -4.593 -9.802 t0 0.615 0.087
PDMS vs. BSA10 -5.200 -10.41 to 0.009 0.050
PDMS vs. Col -6.127 -11.34 t0 -0.9176 0.022
PDMS vs. Ps -7.427 -12.64 to -2.218 0.007
BSA1 vs. BSA10 -0.606 -5.816 to 4.602 0.993
BSA1 vs. Col -1.533 -6.742 10 3.676 0.841
BSA1 vs. Ps -2.833 -8.042 t0 2.376 0.397
BSA10 vs. Col -0.926 -6.136 to 4.282 0.969
BSA10 vs. Ps -2.227 -7.436 t0 2.982 0.602
Col vs. Ps -1.300 -6.509 to 3.909 0.903

Tabla 2.22: Prueba de comparaciones multiples de Tukey con 95 % de dif CL.

Comparaciones Dif. media 95.00 % CI Dif Valor P
PDMS vs. BSA1 -63333 -231305 to 104639 0.697
PDMS vs. BSA10 -68333 -236305 to 99639 0.641
PDMS vs. Col -48333 -216305 to 119639 0.851
PDMS vs. Ps -273833 -441805 to -105861 0.003
BSAL1 vs. BSA10 -5000 -172972 to 162972 0.999
BSAL1 vs. Col 15000 -152972 to 182972 0.997
BSA1 vs. Ps -210500 -378472 to -42528 0.016
BSA10 vs. Col 20000 -147972 to 187972 0.993
BSA10 vs. Ps -205500 -373472 to -37528 0.018
Col vs. Ps -225500 -393472 to -57528 0.011
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Figura 2.39: Grafico de barras relacion superficie vs. densidad celular. Preparado en GraphPad Prism
9.5.1

Los resultados obtenidos en esta seccion, muestran que no existe una clara relacion entre
la viabilidad y densidad celular; si bien se esperaba que la superficie de mayor viabilidad ce-
lular (sin tomar en cuenta el control) lograra también una mayor densidad no se observd esta
relacion. La superficie de mayor viabilidad fue la superficie con recubrimiento de colageno, sin
embargo, esta superficie no logré la mayor densidad celular, siendo superado por las superficies
de recubrimiento con BSA1 y BSA10, esto indica que, si bien la superficie de colageno permite
a las células una adecuada supervivencia, no logra igualar la densidad que se obtendria en otras
superficies, esto podria deberse a la pobre adhesion celular.

La mayoria de estudios encontrados no muestran datos de la densidad celular al final del perio-
do de crecimiento, ya que suelen limitar los datos al porcentaje de adherencia y supervivencia,
por lo que la comparativa resulta complicada. A modo de complementar los datos obtenidos, se

complement6 con el ensayo de proliferacion celular WST-1.

2.9.3. Proliferacion celular

El ensayo de proliferacion celular se realizd con el reactivo WST-1, siguiendo indica-
ciones del fabricante Sigma Aldrich (Misuri, Estados Unidos). La evaluacion se realizo cada

12 horas hasta por 96 horas, en la lectora de microplacas DIAReader ELX800G (DIALAB,
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Tabla 2.23: Proliferacion celular en distintas superficies en 96 h.

Horas Poliestireno PDMS Col BSAl BSAI10
00 1.00 % 1.00 % 1.00 % 1.00 % 1.00 %
44 10.10% 13.00 % 12.00 % 15.00 % 11.00 %
24 31.80% 26.10% 24.30% 31.10% 32.60%
36 45.90 % 33.20% 39.90 % 49.90 % 51.10%
48 63.40% 48.10% 57.20% 61.30% 67.40 %
60 79.90 % 54.20% 68.40 % 70.10 % 74.30 %
72 90.20 % 61.10% 72.00 % 75.10% 78.90 %
84 114.40 % 77.10% 81.20% 83.70% 86.50%
96 132.10 % 85.30% 89.70% 93.20 % 98.80 %

Austria). Los resultados se muestran en términos de porcentaje en la Tabla 2.23.
El periodo de confluencia se considerd hasta las 72 horas, en este periodo se observo
que la proliferacion en el control de poliestireno representd un aumento de 80.1 %, seguida de

la superficie de BSA10 con 67 %, BSA1 con 60.1 %, CO1 con 60 % y PDMS 48.1 % (Fig. 2.40).

- Ps
= - PDMS
+ Cof
g - BSA1
E 50 - BSA10
2

0||||||||||||||||||||||||

0 50 100
Horas

Figura 2.40: Ensayo de proliferacion con WST-1 en plataformas eldsticas de PDMS. Preparado en
GraphPad Prism 9.5.1.

Si bien, todas las superficies mostraron comportamientos similares, no lograron igualar el
comportamiento celular en el sistema control en el mismo periodo de tiempo. Sin embargo, se
debe recalcar que, finalizado el periodo de evaluacion los cultivos con recubrimiento de BSA
se encontraban en el punto de confluencia.

Por lo tanto, podriamos suponer que la plataforma elastica con o sin recubrimiento, retrasa el
crecimiento celular en la misma, més no resulta incompatible con la viabilidad y confluencia

del cultivo.
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El PDMS ha demostrado ser un material valioso para investigar el comportamiento celular, con
o sin estimulacion externa. Por otro lado, la mayoria de estudios con uso de recubrimientos
suelen limitar la evaluacion a la union celular; sin embargo, los resultados de la presente inves-
tigacion sugieren la necesidad de explorar la adherencia segln el tipo de célula, asi como otras
caracteristicas como viabilidad, proliferacion y expresion de caracteristicas del cultivo, solo asi
se podra comprender la interaccion célula — sustrato y recrear las condiciones adecuadas para

su cultivo.
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Capitulo 111

Conclusiones

La plataforma elastica de PDMS desarrollada dentro del marco del proyecto N°52-2018-
FONDECYT-BM-IADT-AV “Plataforma avanzada para el estudio in vitro de parametros toxi-
coldgicos de antibidticos de uso en pollos de engorde como alternativa humanitaria y de menor
costo de los modelos in vivo” presenta atin oportunidades de mejora, sin embargo; ha demostra-
do compatibilidad con el crecimiento celular y gracias a su maleabilidad ofrece la posibilidad
de nuevos disefio, tanto en su arquitectura, como en sus caracteristicas fisicas y quimicas, que
ayuden a mimetizar tejidos y drganos in vivo.

Por otro lado, la implementacion de los principios de BPM, asi como la eliminacion de pasos
no indispensables en el proceso de fabricacion de las plataformas, permiti6 un producto final de
optima transparencia que facilito la observacion del cultivo celular, asi como la evaluacion de
su morfologia. Ademas, una alteracion en el disefio de la base permiti6é su compatibilidad con
los equipos basicos para crecimiento y evaluacion de cultivos como el microscopio invertido,
lectora de microplacas e incubadora.

Asimismo, la modificacion de las superficies demostrd que el uso de surfactantes no es reco-
mendable como mezcla del pre-polimero, debido que generaba opacidad del material y no me-
joraba significativamente la humectabilidad de la superficie. A diferencia de los recubrimientos
proteicos que lograron un aumento de la hidrofilicidad inicial del PDMS desde 113.98° D.E. +
0.70° a2 56.08°D.E. £ 0.74°, 62.54° D.E. £ 0.83 y 59.86° D.E. = 0.64 para BSA 1 %, BSA10% y
colageno, respectivamente, logrando igualar estadisticamente al control de poliestireno (54.14°
D.E. £2.24°). Por tltimo, la evaluacion de la linea celular HeLa en los distintos recubrimientos

proteicos, demostrd que en el recubrimiento de coldgeno permitié mayor viabilidad al cultivo,

90



llegando a 97.68 % y logrando igualar la viabilidad observada en el control de poliestireno. Sin
embargo, en cuanto a la densidad celular, ninguno de los recubrimientos logro6 igualar al creci-
miento en el control, esto tal vez por el rechazo de las células a las superficies, que no permitid
el desarrollo de la usual monocapa observado en este grupo celular. Esta investigacion es un
vistazo inicial a la compleja dindmica entre la célula y su entorno, dejando claro que, para poder
desarrollar nuevos materiales que permitan el cultivo exitoso de células eucariotas y tejidos se
deben investigar como se ven afectados por las nuevas condiciones de los diversos materiales
usados.

El siguiente paso que se recomienda explorar, seria la evaluacion de los angulos de contacto a
través del tiempo y con diferentes medios de cultivo, esto debido a la adsorcion de biomolé-
culas, y que no ha sido estudiado. Asimismo, la caracterizacion de las superficies a través de
técnicas como FTIR, permitiria conocer con mayor certeza qué modificaciones se dan en la su-
perficie y explorar su evolucion a través del tiempo. Por ultimo, complementar la modificacion
de las superficies con métodos como UV o plasma, podrian generar mayor estabilidad a los

recubrimientos trabajados.
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